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RESUMEN

UTILIDAD DE MARCADORES INMUNOHISTOQUIMICOS (S-100, HMB-45 Y MELAN-
A), Y RELACION ENTRE CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS,
LOCALIZACION DE LA LESION Y SUPERVIVENCIA DE PACIENTES

DIAGNOSTICADOS DE MELANOMA MALIGNO EN EL CENTRO DE LA PIEL (CEPI),

DURANTE ENERO 2012 A SEPTIEMBRE 2015.

Dayana Pita y Karina Rosillo

El melanoma maligno cutaneo constituye el 1,2% de todos los casos nuevos de cancer
en el mundo con 700.000 casos nuevos diagnosticados al afio. Dentro de los tumores de
piel el melanoma maligno es el menos comun ocupando el 10% de todos los tipos de
cancer de piel. EI Ecuador ocupa el trigésimo sexto puesto a nivel mundial en la
incidencia de melanoma, siendo los primeros puestos para, Australia, Nueva Zelanda y
Estados Unidos. La inmunohistoquimica es una herramienta diagnéstica fundamental en
dermatopatologia, dirigida hacia la determinacion de la estirpe o la diferenciacién de las
neoplasias. Uno de los marcadores, reconoce a la proteina S-100, que se encuentra
ampliamente distribuida en el sistema nervioso y dependiendo la subunidad por la que
esta constituida, se expresa en distintas células. Los anticuerpos MELAN-A y HMB-45
tienen alta sensibilidad y especificidad para melanocitos, nevus y otros tipos de
melanomas, debido a que reconocen al grupo de proteinas gp-100/Pmel-17 especificas

de los melanosomas.

El objetivo de este estudio fue determinar la utilidad de los marcadores
inmunohistoquimicos (S-100, HMB-45, MELAN-A), y la relaciébn entre caracteristicas
histopatoldgicas, localizacién de la lesion y supervivencia de pacientes diagnosticados de

melanoma maligno en el Centro de la Piel (CEPI).
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Se utilizaron 25 historias clinicas, placas e informes histopatolégicos y bloques de
parafina, de pacientes previamente diagnosticados de melanoma maligno en el Centro de
la Piel. Se realizaron inmunotinciones con los marcadores S-100, MELAN-A y HMB-45 en
nuevos cortes extraidos de los bloques de parafina. Los resultados fueron analizados en
el programa estadistico SPSS 20, mediante frecuencias, tablas de contingencia y Analisis
de Componentes Principales (PCA). La localizacion predominante fue cabeza y cuello
con un 64% vy se observdé mayor frecuencia del tipo histopatoldgico lentigo maligno
(40%). La proteina S-100 tuvo 92% de positivos y 8% negativos, el HMB-45 el 100%
fueron positivos, y el MELAN-A se obtuvo 96% positivos y 4% negativos. Se realizd un
PCA donde observamos agrupaciones entre algunas variables, entre estas: grupo etario y
localizacién de la lesion (CC = -0,376, p = 0,032), Breslow HE con el indice de Breslow
IHQ (CC =0,878; p < 0,001), asociacion de la supervivencia con los niveles de Clark (CC
= 0,344, p = 0,046), el indice de Breslow tincién IHQ (CC = 0,425, p = 0,017) y la

ulceracioén (CC =-0,471, p = 0,009).

Concluimos que los marcadores inmunohistoquimicos son Utiles para la confirmacién
diagndstica de melanoma maligno cutaneo, teniendo en cuenta que el resultado positivo
0 negativo de un solo marcador, no confirma ni excluye el diagnéstico de melanoma, por
lo que deben ser usados de manera conjunta. La tincion hematoxilina-eosina debe ser la
primera herramienta usada para determinar las caracteristicas histopatoldégicas de una
lesion sugerente de melanoma, sin embargo, se debe utilizar la inmunohistoquimica para
confirmacién diagnéstica y en casos de lesiones malignas desde etapas tempranas,
debido a que facilita el reconocimiento neoplasico en tejido con escasa afectacion tisular.
Ademas, se observé una diferencia significativa entre el indice de Breslow con tincion
inmunohistoquimica y con tinciébn hematoxilina-eosina, siendo herramienta importante

para reportar una medicion mas precisa del grosor tumoral.
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ABSTRACT

UTILITY OF IMMUNOHISTOCHEMICAL MARKERS (S-100, HMB-45 AND MELAN-A),
AND THE RELATIONSHIP BETWEEN HISTOPATHOLOGICAL CHARACTERISTICS,
LOCATION OF THE INJURY AND SURVIVAL IN PATIENTS DIAGNOSED WITH
MALIGNANT MELANOMA IN THE CENTER OF THE SKIN (CEPI), IN JANUARY 2012

SEPTEMBER 2015.

Dayana Pita & Karina Rosillo

Cutaneous malignant melanoma is 1.2% of all new cases of cancer worldwide with
700,000 new cases diagnosed annually. In skin tumors, malignant melanoma is the least
common, occupying 10% of all types of skin cancer. Ecuador ranks the thirty sixth place
worldwide in the incidence of melanoma, being the top for Australia, New Zealand and the
United States. Immunohistochemistry is a fundamental diagnostic tool in
dermatopathology, aimed at determining the lineage or neoplastic differentiation. One of
inmunohistochemical markers, recognizes the S-100 protein, which is widely distributed in
the nervous system and depending of the subunit which is constituted, it is expressed in
different cells. The Melan-A and HMB-45 antibodies have high sensitivity and specificity
for melanocytes, nevus and other types of melanomas, because they recognize the group

of proteins gp-100/Pmel-17, specific of melanosomes.

The aim of this study was to determine the utility of immunohistochemical markers (S-100,
HMB-45, Melan-A), and the relationship between histopathological characteristics,
location of the injury and survival of patients diagnosed with malignant melanoma in the

center of the skin (Centro de la Piel, CEPI).

XXi



25 medical records, pathology reports and slides, and paraffin blocks of patients
previously diagnosed with malignant melanoma in Centro de la Piel were used.
Immunostaining were conducted with S-100, Melan-A, and HMB-45 markers in new cuts
extracted from paraffin blocks. The results were analyzed in the statistical program SPSS
20, using frequencies, contingency tables and Principal Component Analysis (PCA). The
predominant location was head and neck with 64% and higher frequency of lentigo
malignant histopathologic type (40%) was observed. The S-100 protein was positive 92%
and negative 8% , HMB-45 were positive 100%, and Melan-A was positive 96% and

negative 4%.

Principal component analysis (PCA) was performed, where we observed associations
between some variables like: age group and lesion location (CC = -0.376, p = 0.032), HE
Breslow index and IHQ Breslow index (CC = 0.878; p < 0.001). Also between survival
association with Clark levels (CC = 0.344, p = 0.046), IHQ Breslow index (CC = 0.425, p =

0.017) and ulceration (CC = -0.471, p = 0.009).

We conclude that immunohistochemical markers are useful for diagnostic confirmation of
cutaneous malignant melanoma, considering that a positive or negative result of a single
marker, does not confirm nor exclude the diagnosis of melanoma, so they must be used
together. The hematoxylin-eosin staining should be the first tool used to determine the
histopathologic features of melanoma suggestive lesions, however, immunohistochemistry
must be used for diagnostic confirmation, and, in malignant lesions from early stages,
because facilitates neoplastic cells recognition in minimal damage tissue. In addition, a
significant difference between Breslow index with immunohistochemical staining and
hematoxylin-eosin staining was observed, being an important tool to report more accurate

measurements of tumor thickness.
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

El melanoma maligno se define como la proliferacién neoplasica maligha originada en los
melanocitos de la epidermis. Los melanocitos son células productoras de melanina,
responsables de la pigmentacion de la piel, éstos derivan embriolégicamente de las
células pluripotenciales de la cresta neural. Es el motivo por el cual, aunque este tumor
suele desarrollarse en la piel, en raras ocasiones puede hacerlo en otras localizaciones
como los epitelios de las mucosas, en la retina, en las leptomeninges y en otros sitios en
los cuales sus células deriven del mismo origen embriolégico. Los melanocitos no tienen
un patrén de tejido como el resto de células epidérmicas y no poseen estructuras de
contacto intercelular como ellas, por lo que muestran tendencia a la separacion después
de la mitosis; esta caracteristica bioldgica podria explicar la tendencia a la diseminacién

precoz de las células tumorales. @

En condiciones normales, los melanocitos contactan con los queratinocitos por medio de
sus dendritas, existiendo un melanocito por cada 5-6 queratinocitos basales, formando
asi la unidad melanica epidérmica. La densidad de los melanocitos es variable
dependiendo de la region anatomica, va de alrededor de 550 a mas de 1200

melanocitos/mm? (mayor en la regién genital, cara y areola mamaria). ©

Epidemiol6gicamente, en el desarrollo del melanoma; se ha comprobado la importancia
de la exposicion solar y la predisposicion genética. En muchos paises occidentales,
desde principios de los afios 60; la incidencia y mortalidad han aumentado de forma
espectacular. En las ultimas décadas se ha detectado un aumento sostenido de la
incidencia del melanoma, entre un 3-7% anual. Aunque la cifra varia de un pais a otro, las

estimaciones mas recientes sugieren una duplicacién de la incidencia cada 10-20 afios.



El melanoma maligno cuténeo constituye el 1,2% de todos los casos nuevos de cancer
en el mundo con 700.000 casos nuevos diagnosticados al afio, segun los datos
publicados por la International Agency for Research on Cancer (IARC) en Cancer
Incidence in Five Continents, durante el periodo 1978-2002. El aumento de la incidencia
de melanoma se observé en ambos sexos y los mayores incrementos se registraron para
el melanoma del tronco, en los hombres, y para el de las extremidades, en las mujeres
gue siguen siendo las zonas corporales prevalentes en cada sexo. Los melanomas de
cabeza y cuello han aumentado su incidencia global. La incidencia de melanoma sigue
siendo mayor en personas mayores de 50 afios. Este comportamiento se mantuvo para

Europa, Norteamérica y Suramérica. ©©

Dentro de los tumores de piel el melanoma maligno es menos comun gue el carcinoma
espinocelular y basocelular, pero tiene un peor pronéstico, ocupando el 10% de todos los

tipos de cancer de piel.

Segun la “International Agency for Research on Cancer 2013” el Ecuador ocupa el
trigésimo sexto puesto a nivel mundial en la incidencia de melanoma, siendo los primeros
puestos para, Australia, Nueva Zelanda y Estados Unidos, debido a que el porcentaje en

individuos de raza caucasica es muy alto. ©

En las estadisticas realizadas por el Registro Nacional de Tumores SOLCA en los
residentes de la ciudad de Quito, desde el afio 2006 hasta el 2010, se ha visto un
incremento paulatino en la incidencia estandarizada de melanoma maligno, de hasta 0.9
por cada 100.000 habitantes en hombres, y 0.1 por cada 100.000 habitantes en mujeres.
Estos datos han cambiado el patrén que se mantuvo desde 1986 hasta el 2005, en donde

la tasa de incidencia era mayor para el género femenino.

Contradictoriamente con estadisticas mundiales el melanoma maligno en Ecuador se

presenta con mayor frecuencia en pacientes femeninas mayores de 65 afios a razén de



1:0.8 en comparacion con los hombres. El aumento en la tasa cruda de mortalidad ha

sido de 0.3 en 1986 a 1.4 en el 2010 en ambos sexos, sin predominio significativo. )

El melanoma maligno constituye el 10% de los canceres cutdneos, pero ocasiona el 65%
de las muertes por esta causa. La supervivencia varia en funcion del estadiaje del tumor;
a los 5 afnos en estadio | la supervivencia es superior al 90%; en estadio Il, entre el 45-

80%; en el estadio Il entre el 25-70% y del 18.8% en el estadio IV. ©

Segun la clasificacion clinico-patolégica del Melanoma (Clark 1960) tomada de la

Dermatologia de Fitzpatrick®, se describe los siguientes subtipos de melanoma:

Melanoma de extension superficial (MES): es el tipo mas comun (70% de los casos),
entre la cuarta y quinta década de vida. Generalmente es plano e irregular en forma vy
color, con sombras variables de negro y café. Puede ocurrir a cualquier edad y en
cualquier parte del cuerpo y es mas comun en las personas de raza blanca. Se presenta
principalmente en zonas expuestas de manera intermitente al sol sobre todo en
extremidades inferiores en mujeres y en dorso en hombres. Se origina de Novo o en un

nevus pre-existente.

Melanoma nodular (MN):. Constituye alrededor del 15 a 30% de los casos en pacientes
de aproximadamente 50 afios. Aparece principalmente en tronco y extremidades,
presenta exclusivamente fase de crecimiento vertical, lo cual condiciona su
comportamiento agresivo. Generalmente empieza como un area elevada de color azul-

negro oscuro o rojo-azulado, aunque algunos no tienen color. ©

Melanoma Lentigo maligno (LMM): Se presenta en aproximadamente el 10 al 15%
entre los 70 y 80 afios. Ocurre mas comunmente en la piel dafiada por exposicion
acumulada al sol en la cara, el cuello y los brazos. Las areas de piel anormal
generalmente son grandes, planas y de color bronceado con manchas cafés
entremezcladas. Presenta un lento crecimiento a expensas de una prolongada fase de

crecimiento radial. Es comparativamente el tipo histolégico de mejor pronéstico. ©



Melanoma lentiginoso acral (MAL): Es la forma menos comin de melanoma en
caucasicos, se presenta en el 2 a 8% de los pacientes de raza blanca y en el 60 al 72%
en raza negra. La edad aproximada de aparicion es a los 65 afios. Generalmente ocurre
en las palmas de las manos, las plantas de los pies o por debajo de las ufias y es mas
comun en las personas de raza negra. Es importante destacar que tanto el tipo de

extension superficial como el nodular se pueden presentar en sitios acrales (distantes). @
Otras variedades de melanoma:

Melanoma de la mucosa: Las localizaciones mas frecuentes son las superficies
mucosas de la cabeza y el cuello (cavidades nasal, oral y retina) y la mucosa vulvar o

anorrectal. @

Melanoma Desmoplasico-Neurotrépico: es un subtipo raro, agresivo y asociado a una
tasa elevada de recurrencias locales. Se desarrolla con mayor frecuencia en la piel de la
cabezay el cuello expuesta al sol de individuos de edad avanzada, por lo general durante
la sexta y la séptima décadas de la vida. Puede variar en su color, tiende a ser firme y se
caracteriza por tener el aspecto de cicatriz por lo que se puede confundir con una cicatriz

tipo quiste o queloide. ©®

El diagndstico precoz de este tipo de tumor es de vital importancia para la disminucion de
la mortalidad, y debe iniciarse mediante inspeccién o exploracion fisica, debido a que la
apariencia macroscopica del tumor primario suele tener caracteristicas propias lo que

permite diagnosticar aproximadamente el 90% de los casos. ©

La valoracion clinica es fundamental para la deteccién precoz del melanoma, por lo que
es importante conocer los antecedentes familiares como la historia personal de
exposicion solar y el fototipo cutdneo para determinar el comportamiento de la piel ante
una exposicion solar no protegida. EI examen fisico permite determinar los nevus con
caracteristicas clinicas de malignidad, valorando parametros como: asimetria, bordes

irregulares, variaciones en la coloracion y diametro del tumor medido en milimetros.
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Generalmente el melanoma presenta un crecimiento asimétrico con margenes
irregulares, diversidad en color y pigmentacion y crecimiento rapido con tamafio superior

a6mm. ®

Ademas del diagndstico clinico, es necesario el uso de técnicas complementarias para
llegar a la confirmacion diagnostica. Es fundamental el estudio histopatolégico de
lesiones con alta sospecha clinica de malignidad, en estos casos la biopsia debe ser
tomada por dermato6logos entrenados y con criterios oncolégicos. La biopsia escisional es
el procedimiento de eleccion, ya que extirpa la lesion en su totalidad y permite un analisis
detallado. El informe anatomo-patolégico debe ser lo mas completo posible incluyendo
parametros que van a incidir directamente en el pronoéstico como: profundidad, que se
basa en los niveles de Clark, establecidos en funcion de la invasién del tumor hacia las
diferentes capas de la piel, y el indice de Breslow que determina el grosor tumoral en
milimetros, la invasion vascular-linfatica, perineural, satelitosis, indice de proliferacion

celular, etc. 0@

La inmunohistoquimica constituye en la actualidad una herramienta diagndstica
fundamental en dermatopatologia. Se trata de un grupo de inmunotinciones que permiten
demostrar una variedad de antigenos presentes en las células o los tejidos, utilizando
anticuerpos marcados. Esta técnica se basa en la capacidad de los anticuerpos para
unirse especificamente a los correspondientes antigenos, y la reaccion se hace visible
solo si el anticuerpo estd marcado con una sustancia que absorbe o emite luz o que
produce una coloracibn marrén caracteristica. El uso de las técnicas
inmunohistoquimicas va dirigido hacia la determinacién de la estirpe o la diferenciacion
de las neoplasias. Ademas de distinguir entre una lesidbn benigna de una maligna,
también puede ofrecer informacion acerca de algunos factores de gran importancia en

terapias target. ‘9t



En la practica clinica el diagnéstico de melanoma no puede estar basado en el resultado
de un marcador inmunohistoquimico “per se”, ademas se conoce que la sensibilidad y
especificidad de los marcadores aumentan al usarlos de manera conjunta, debido a las
diferencias de sus caracteristicas. Los resultados de la inmunohistoquimica dependen
mucho de la calidad y manipulacién del tejido desde el mismo momento en que fue
extirpada la lesion o parte de ella, la estandarizaciéon de protocolos de manejo y del
entrenamiento del especialista. Los marcadores mas utilizados en el reconocimiento de

neoplasias melanociticas son: proteina S-100, HMB-45 y MELAN-A.

La proteina S-100 es una proteina acida que se encuentra ampliamente distribuida en el
sistema nervioso central y periférico. Dependiendo la subunidad por la que esta
constituida, se expresa en distintas células. La subunidad aa se expresa en el musculo, la
ap en los melanocitos, células de la glia, condrocitos y células mioepiteliales, y la BB en

las células de Langerhans y células de Schwann. 9%

En la practica general los anticuerpos reconocen a los 3 isotipos de la proteina, para que
sea usado satisfactoriamente como una herramienta de alta sensibilidad, capaz de
detectar todas las células que contienen a la proteina S-100, es por eso que se considera

que mas del 98% de casos de melanoma maligno son S-100 positivos. 2@

Los anticuerpos MELAN-A y HMB-45 reconocen al grupo de proteinas gp-100/Pmel-17
de los melanosomas y han demostrado tener varios niveles de sensibilidad y
especificidad para melanocitos, nevus y otros tipos de melanomas, asi como también de
otras lineas celulares y tumorales. En la practica éstos marcadores han sido mayormente
utilizados como agentes confirmatorios de la positividad del S-100 en neoplasias

melanociticas. *?

El HMB-45 es un anticuerpo monoclonal que actta al unirse con la glucoproteina gp-100

del premelanosoma, anteriormente mencionado. Su funcion es identificar a melanocitos



inmaduros, activados e intraepidérmicos. Es un marcador mas especifico que la proteina
S-100 pero menos sensible. Una caracteristica importante a considerar de ese marcador
es que puede generar reaccidon positiva en nevus benignos, nevus de Spitz y en
melanocitos que se sobreponen a una cicatriz. EIl HMB45 tiene una sensibilidad del 78 al
93% siendo un marcador util en la confirmacién del diagnéstico de melanoma en caso de
malignidad con histogénesis dudosa o lesiones metastasicas donde el melanoma forma

parte del diagnéstico diferencial. ‘22

El MELAN-A es una proteina que forma parte de la membrana del premelanosoma,
producto del gen MART-1, se expresa en melanocitos normales, nevus y melanomas,
ademas de células retinales, corteza suprarrenal, ovario y células de Leydig del testiculo.
Su tincién es mas intensa que la de la proteina S-100, y juntas potencian la capacidad de

diferenciacion de la estirpe melanocitica. “9®

Este marcador es el mas utlizado para demostrar la estirpe de una neoplasia
melanocitica por lo que se considera méas sensible que el HBM45 y mas especifico que la

proteina S100. @

El rdpido aumento de incidencia de melanoma, junto con su naturaleza metastasica
altamente agresiva, nos obliga a conocer las nuevas herramientas diagnésticas, haciendo

de la inmunohistoquimica un area activa y necesaria para la investigacion.



CAPITULO Il

2. MARCO TEORICO

2.1. GENERALIDADES DE LA PIEL

La piel es un 6rgano extenso y complejo que protege al huésped del medio ambiente vy al
mismo tiempo cumple funciones indispensables. Mide aproximadamente 2 metros
dependiendo de la talla y el peso de la persona, y pesa alrededor de 4kg, suponiendo el
6% de peso corporal total. Es mucho mas que una barrera impenetrable contra agentes
externos, se encarga de la termorregulacién, sensacién, proteccion ultravioleta,
reparacion y regeneracion de heridas y determina la apariencia fisica de una persona
influenciada por la pigmentacion generada por los melanocitos. Mantiene el equilibrio de
los fluidos corporales debido a que actia como una barrera que impide la pérdida de
liguidos a través de la misma, controla la percepcion de los agentes externos que
ingresan al organismo a través del tacto, presion, temperatura y receptores del dolor.
Todas estas funciones son mediadas por la accién dinamica de sus capas: epidermis,
dermis e hipodermis, las mismas que derivan de diferentes origenes embriolégicos

proporcionéndoles células y caracteristicas morfo-funcionales propias. **®

Embriolégicamente la piel tiene un origen doble, la epidermis que es la capa mas
superficial, se origina del ectodermo superficial y la dermis del mesénquima subyacente.
La diferenciacion embriol6gica de los estratos de la epidermis empieza a las 8 semanas
de gestaciéon desde una capa Unica de células ectodérmicas que se dividen y forman el
peridermo o epitriquio, constituido por células aplanadas que se depositan en la
superficie. Esta proliferacion de células continua hasta dar lugar a una tercera capa
intermedia, y al final del cuarto mes la epidermis toma su estructura definitiva

diferenciandose en 4 capas: capa basal o germinativa, espinosa, granulosa y cornea.

(17)(18)



La queratinizacién inicia entre las 22 a 24 semanas desde la cabeza, cara, palmas y
plantas. La cantidad de queratinocitos aumenta durante varias semanas hasta lograr la
diferenciacion final de las capas epidérmicas alrededor de la mitad del tercer trimestre,

adquiriendo asf las caracteristicas de la piel del adulto. ¢"®)

Anatoémicamente la epidermis (Figura 1) es la capa mas superficial, presenta un epitelio
plano estratificado queratinizado que tapiza la totalidad de la superficie corporal. Tiene
gran variedad de células y presenta un espesor variable que va de 0.4 mm a 1.5 en la
mayor parte del cuerpo y de 1.5mm a 4mm en zonas con piel gruesa como las palmas,
codos y plantas de los pies. Se trata de un epitelio que se regenera continuamente y
facilita el desarrollo de anexos como la unidad pilosebacea, ufias y glandulas

sudoriparas.

Las células que componen la epidermis se dividen en queratinocitos o células no
dendriticas, predominantes en esta capa, conformando el 80% de las células de la piel; y
células dendriticas representadas principalmente por los melanocitos (10% de las células

epidérmicas) que se ubican sobre todo en la capa basal de la epidermis.®®

La epidermis tiene subcapas, de afuera hacia adentro son: cérnea, llcida, granulosa,
espinosa y basal. En el estrato basal y espinoso, se da la division mitética para la
formacion de nuevas células que ocuparan los espacios erosionados de la capa cérnea,
por eso se las considera conjuntamente como una capa germinativa. En la basal, lugar de
la unién dermo-epidérmica, se encuentra la melanina, pigmento normal de la piel. En la
capa granulosa se sintetiza la queratohialina, precursora de la queratina, que se acumula
en granulos dentro del citoplasma celular, por eso su nombre. La capa licida se
encuentra solamente en partes gruesas de la piel, no en la piel delgada. Finalmente en la
parte mas superficial de la epidermis se encuentra el estrato cérneo, formado por células
aplanadas ubicadas una sobre otra fuertemente empaquetadas en varias filas de células

que carecen de nlcleo y presentan casi exclusivamente filamentos de queratina,



formando haces denominados monofilamentos. Las filas mas superficiales se van
descamando, generando asi un proceso de desgaste y regeneracion de la epidermis que
dura aproximadamente 30 dias desde la divisidn celular hasta la descamacion de las

mismas. *°

Dentro de las células dendriticas de la epidermis se encuentran los melanocitos,
encargados de la sintesis de melanina que dan el pigmento a la piel; las células de
Langerhans que forman parte del sistema inmune, ubicadas principalmente en las capas
basal, espinosa y granulosa, representan del 2 al 8% de las células epidérmicas y son las
encargadas del procesamiento y presentacion de antigenos a los linfocitos T de la
epidermis. Las células de Meckel son células sensoriales ubicadas en zonas de alta
sensibilidad tactil, distribuidas entre los queratinocitos basales y cercanas a una
terminacién nerviosa, debido a que envian estimulos para transmitir la informacion del
tacto, éstas se encuentran en zonas particulares de la piel como improntas digitales,
regiones vellosas, labios, ciertas zonas de la cavidad oral y en las raices de foliculos

capilares.®®

Por debajo de la epidermis esta la dermis, capa integrada por elementos fibrosos,
filamentosos y conectivos, encargada de dar estabilidad a la red nerviosa, vascular y a
los anexos cutaneos. En ésta se encuentran varios tipos de células residentes como
macroéfagos, fibroblastos, mastocitos y células circulantes del sistema inmune. La dermis
provee elasticidad y resistencia a la piel, brinda permeabilidad y forma un escudo
protector contra dafios mecanicos y térmicos. Ademas interactlla con la epidermis para
mantener la integridad de ambos tejidos y colabora con la formacién y mantenimiento de
la unidon dermo-epidérmica. Se encarga también de regular la reparacion y

remodelamiento de la piel. ©

La dermis esta dividida en dos partes: la parte superior o dermis papilar y la inferior o

dermis reticular, separadas por una red horizontal de vasos sanguineos denominada
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plexo subpapilar. La dermis papilar es la que rodea y se amolda al contorno de la

epidermis. Y la dermis reticular estd conformada principalmente por fibras elasticas y de

colageno, que en individuos normales creceran progresivamente hasta llegar a la

hipodermis. El limite inferior de la capa reticular se distingue por el cambio de tejido

conectivo fibroso a tejido conectivo adiposo, correspondiente a la hipodermis. ©

La hipodermis, subcutis o tejido celular subcutdneo esta formado por adipocitos, células

que actlan como reserva energética, proveen amortiguamiento y proteccién a la piel.

A pesar de su clara distincion anatémica con la epidermis y dermis, estas capas estan

estructural y funcionalmente integradas a través de nervios, vasos sanguineos y la

continuidad de los anexos de la epidermis. ©

{

_ Células

4
.
\Vasos cé«lares

Tallo del pelo
Glandula sebacea

Epidermis
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| Tejido
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Vaso linfatico

Vena —% P Nervio
Arteria— Foliculo piloso
—Melanina Tejido graso
—Célula basal Glandula sudoripara
—Melanocito

Figura 1. Anatomia de la Piel

Tomado de: Cure and Cancer Health [Internet]. Estados Unidos: Intellisphere LCC; 2015 [citado 15

oct 2015]. Disponible en:

http://www.curetoday.com/tumor/unknownprimaries/treatment/cdr0000256816
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2.2. MELANOCITOS
2.2.1. GENERALIDADES
Los melanocitos son células no queratinociticas derivadas de la cresta neural encargadas

de la sintesis de melanina, que residen inicialmente sobre la membrana basal.

Microscopicamente se las puede distinguir por su citoplasma pélido, un nucleo ovoide y
sobre todo por el melanosoma, estructura distintiva del melanocito que se encarga de

almacenar el pigmento melanico. @

En condiciones normales, los melanocitos contactan con los queratinocitos por medio de
sus dendritas, existiendo un melanocito por cada 5-6 queratinocitos basales, formando
asi la unidad melanica epidérmica. Los melanocitos sintetizan melanina que se almacena
en los melanosomas, los mismos que son transportados a los queratinocitos a través de
sus procesos dendriticos. Debido a que la descamacion de los queratinocitos es
constante, la transferencia de los melanosomas a los queratinocitos, debe permanecer
igualmente constante para permitir la pigmentacion cutanea. Esta interaccion con los
queratinocitos es fundamental para mantener la homeostasis de los melanocitos, asi

como su diferenciacion, proliferacion, supervivencia y procesos de melanogénesis.

La densidad de los melanocitos es variable dependiendo de la region anatémica, va de
alrededor de 550 a mas de 1200 melanocitos/mm?2 (mayor en la region genital, cara y

areola mamaria), pero es muy constante entre los individuos de las diferentes razas. ©

La pigmentacion cutdnea no depende de la cantidad de melanocitos, sino de la actividad
melanogénica, el tamafio de los melanosomas y de su distribucién y transferencia hacia
los queratinocitos; es asi que en personas de piel clara, los melanosomas son de menor
tamafio y se localizan agrupados dentro de los queratinocitos, mientras que en las
poblaciones de piel mas oscura, son mas grandes, oscuros y dispersos entre los

queratinocitos. ©
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2.2.2. DESARROLLO EMBRIOLOGICO DE LOS MELANOCITOS

Los melanocitos se originan de células pluripotenciales que derivan de la cresta neural.
Estas células madre se caracterizan por su capacidad de diferenciarse en varios tipos
celulares como: neuronas, células de la glia, musculo liso, hueso craneo facial y cartilago;
son células latentes que suelen agruparse en nichos, rodeadas de células diferenciadas
que intervienen en su conducta gracias a la accion de citocinas y factores de crecimiento.
Las células madre de los melanocitos residen en el bulbo del foliculo piloso desde donde
migran hacia epidermis o hacia los mismos foliculos pilosos para diferenciarse y
especializarse. Expresan marcadores de la cresta neural como factores de transcripcion

Sox10 y Pax5, que intervienen posteriormente en la regulacién del Mitf y el TRP-2. ©

Los melanoblastos, células progenitoras de los melanocitos, migran desde la parte dorsal
del tubo neural, en sentido dorso lateral entre las capas mesodérmica y ectodérmica
hacia los foliculos pilosos y la piel, hacia la céclea del oido interno, coroides, cuerpo ciliar

y el iris. 7

Los melanocitos propiamente se encuentran en la epidermis desde la mitad del primer
trimestre, llegando a ser funcionales hacia finales del segundo trimestre. La produccion
de melanina comienza al 3-4 mes de gestacion en los melanosomas. A medida que los
melanosomas se acumulan, son transportados hacia los procesos dendriticos de los
melanocitos y alrededor del quinto mes son transferidos a los queratinocitos de la

epidermis y foliculos pilosos para dar la pigmentacién de la piel y el pelo. *"¢®

2.2.2.1. De Melanoblastos a Melanocitos

Existen moléculas de sefializacion de células vecinas, que influyen en la migracion de
melanoblastos y diferenciacion a melanocitos, a través de receptores celulares
especificos que inducen sefializacion nuclear para influir en la transcripcion de genes y

sintesis de proteinas. Estas son:
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Wwnt (Wingless-type mamary tumor virus integration — site family): Es una familia
de 16 glucoproteinas que se encarga de la maduracion, diferenciacion y migracion de
las células pluripotenciales a melanoblastos, debido a que se une y activa a Frizzled,
un receptor que inhibe a la enzima glucégeno sintetasa cinasa 3B (GSK3B)
produciendo la acumulacién de B-catenina citosdlica. Cuando Frizzled esta inactivo,
forma complejos con la B-catenina para degradarla mediante la ubicuitina de B-
catenina. La B-catenina acumulada se transloca al nucleo e induce la formacion del
factor de transcripcion asociado a microftalmia (Mitf), colaborador en la diferenciacién
de melanoblastos debido a la transcripcion de tres enzimas: tirosinasa, proteina 1

relacionada con la tirosinasa (TRP-1) y cromo tautomerasa (TRP-2). @9

Proteinas Morfogénicas Oseas (BMP): son antagonistas de Wnt y suprimen la

diferenciacion de células de la cresta neural a melanoblastos. ®@®

Endotelinas (ET): estan compuestas por tres miembros: ET1, ET2, ET3. Se unen y
activan a los receptores Ednr A 'y B. ET3 se sintetiza en células ectodérmicas, se une
y activa al receptor Ednr-B para permitir la migracion dorso lateral de los

melanoblastos, ademas de la correcta proliferacién y supervivencia de los mismos.

(3)(20)

Factor Steel (SF): es una citocina expresada en los queratinocitos epidérmicos que
se une y activa al receptor tirosinasa transmembrana c-kit presente en los
melanoblastos, para intervenir en el desarrollo temprano de los mismos, iniciando asi

la migracion hacia su destino final. ¢%

Factor De Crecimiento De Hepatocitos (HGF): se une al receptor tirosincinasa

transmembrana Met para inducir la proliferacion de melanoblastos y la diferenciacion
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a melanocitos maduros; ademdas regula la expresion de cadherinas en los

melanocitos. ®¢®

e Cadherinas (E, P y N): son glucoproteinas transmembrana que adquieren su funcion
dependiendo del subtipo que sean. En los melanoblastos, se unen a la B-catenina por
su dominio citoplasmatico. El subtipo E-cadherina expresada en queratinocitos y
melanocitos de la epidermis, suprime la proliferacion excesiva de melanocitos en la
epidermis, aunque en ocasiones, algunos melanocitos epidérmicos alternan E-
cadherina por N-cadherina, lo que les permite escapar de la supresién de los

queratinocitos para lograr proliferar y agruparse formando nevus. ®@? (Figura 2).

Célula Pluripotencial
Migracion

/ Tirosinasa, TRP-
) (‘\ 1yTRP2
activa VWNT Endotelinas | / Factor
~ Steel (SF)

Formacion de
Melanosomas

(/

Receptor Frizzled

B-catenina @
Melanoblasto

e

Caderinas

Melanocito

Figura 2. Desarrollo embrioldgico del melanocito.

Se origina de una célula pluripotencial, por accion de WNT que activa al receptor Frizzled para
inhibir a la enzima GSK3B. Esto libera la B-catenina para ingresar al nicleo e intervenir en la
transcripcion de Mitf, que interviene en el desarrollo del melanoblasto, para posteriormente por
accion de endotelinas y SF, madurar a melanocito. WNT: Wingless-type mamary tumor virus
integration, GSK3B: enzima glucégeno sintetasa cinasa 3B. TRP-1, TRP-2: Proteinas
Relacionadas Con Tirosinasa, SF: Factor Steel.

Realizado por: Dayana Pita y Karina Rosillo.
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223. LOS MELANOSOMAS: ORGANELOS IMPORTANTES PARA LA
PIGMENTACION.

“La pigmentacion, sintesis y distribucién de la melanina por la epidermis implica varios
pasos: transcripcion de proteinas requeridas para la melanogénesis, biogénesis de los
melanosomas, asignacién de las proteinas melanogénicas a los melanosomas, transporte
de los melanosomas a los extremos de las dendritas del melanocito y transferencia de los
melanosomas a los queratinocitos. La alteracion de cualquiera de estos procesos causa

hipopigmentacion.” ©

Los melanosomas son los organelos citoplasméaticos que se encuentran adheridos a la
membrana del melanocito en donde se produce la sintesis de la melanina. Segun el tipo
de melanina sintetizada hay dos tipos: eumelanosomas y feomelanosomas. Los
eumelanosomas tienen forma eliptica, son grandes y contienen una matriz glucoproteica
estructurada para la sintesis de eumelanina. Los feomelanosomas son pequefios, con

forma esférica y tienen una matriz desorganizada. 9

Los melanosomas tienen cuatro estadios de maduracién (Figura 3). Estadio | o pre
melanosomas: tienen matriz amorfa y vesiculas formadas por invaginacién de la
membrana, se forman en el reticulo endoplasmico (RE) y ya tienen las proteinas
melanosémicas Pmell7 (gp100) y MART-1. Los eumelanosomas en estadio Il ya tienen
matriz estructurada pero no sintetizan melanina, sin embargo, ya esta presente la enzima
tirosinasa formando complejos con TRP-1 (proteina relacionada con tirosinasa 1, de la
cual se hablar4d mas adelante); a diferencia de los feomelanosomas estadio Il los cuales
ya sintetizan melanina. Se evidencia depésito de melanina en la matriz fibrilar en los
eumelanosomas estadio Il y en el estadio IV ya se encuentran totalmente melanizados,

por lo tanto pigmentados. 9
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Figura 3. Flujograma de los tipos de melanosomas normales (feomelanosomas y

eumelanosomas).

Feomelanosomas —p

> melanina ¢

RE: reticulo endoplasmatico. Pmell7: conocida también como gpl00, proteina estructural,
sintetizada como una proteina precursora en el reticulo endoplasmatico y su transcripcion esta
inducida por la hormona estimulante de melanocitos-a (MSH). MART-1: proteina presente en la
membrana de los melanosomas en estadio | y II que forma un complejo con Pmell7 e incide en su

expresion, estabilidad y procesamiento

Realizado por: Dayana Pita y Karina Rosillo.
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2.2.3.1. Proteinas Asociadas ala Formacién de Melanosomas

Existe un proceso de asignacion adecuada y organizada de enzimas y proteinas

melanogénicas ademas de proteinas estructurales y reguladoras hacia los melanosomas,

con el fin de lograr su maduracion. Dentro de las enzimas melanogénicas tenemos:

Enzima Tirosinasa: se sintetiza en el RE como una proteina precursora que sufre
glucosilacion para ser activada. Posteriormente es plegada y empaquetada con TRP-
1 para formar complejos que seran utilizados en la maduracion y cambios de estadio
de los melanosomas. La tirosinasa se encuentra en la membrana externa del
melanosoma y tiene tres dominios: interno, transmembrana y citoplasmatico. El
interno representa el 90% de la proteina y contiene la region catalitica que se une a
iones cobre, necesarios para la actividad de la tirosinasa. El dominio citoplasmético se
encarga del trafico apropiado de tirosina hacia los melanosomas, ademas, se
fosforilan 2 residuos de serina de este dominio mediante la enzima proteincinasa C- 3
(PKC-B) con el fin de activar a la tirosinasa que catalizara la biosintesis de la

melanina. Sin estos procedimientos, no existiria la pigmentacion. 9

Proteinas Relacionadas Con Tirosinasa (TRP-1 y TRP2): son glucoproteinas que
se sintetizan en el RE. TRP-1 al igual que la tirosinasa, sufre proceso de glucosilacion
para su adecuado funcionamiento. No se conoce bien su funcibn en la
melanogénesis, pero su ausencia genera trastornos pigmentarios, al parecer participa
en la activacion o estabilizacién de la tirosina. Mientras que TRP-2 o DOPAcromo
tautomerasa madura en el aparato de Golgi y se localiza finalmente en la membrana
de los melanosomas para formar complejos con la tirosinasa y TRP-1. Al igual que la
tirosinasa, también requiere la uniébn con iones metalicos como el zinc para su
activacion. Durante la sintesis de melanina, TRP-2 permite el paso de DOPAcromo a

DHICA (acido 5, 6-dihidroxiindol-2-carboxilico). ¥
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Proteincinasa C (PKC) -B: La PKC es una familia de 12 isoformas, donde la PKC-
se encarga de la regulacion de la actividad de la tirosinasa al fosforilar residuos serina
de su dominio citoplasmatico para activarla. Esta fosforilacibn de la tirosinasa
determina la formacién del complejo tirosinasa - TRP-1 que le da estabilidad y mayor
actividad enzimatica. Existen receptores privativos para cada tipo de PKC que son los
receptores de cinasa activada (RACK) que se encargan de activar a su diana en la

membrana. La fosforilacion de la tirosina se da gracias al complejo PKC-B/RACK-1.

Proteinas Estructurales Pmell7: conocida también como gpl00 es una
glucoproteina reconocida por anticuerpos como HBM45, HBM 50 y NKIl-beteb. Tiene
un papel indispensable en la formacion de la matriz fibrilar de los eumelanosomas.
Pmell7 se sintetiza como una proteina precursora en el RE y su transcripcion esta
inducida por la hormona estimulante de melanocitos-a (MSH) a través del Mitf.
Pmell7 es transportada a los melanosomas que se encuentran en estadio | para
formar la estructura fibrilar que es la parte mas importante de la matriz de los
eumelanosomas, debido a que aporta con la forma elipsoidal y promueve la
polimerizacién de la melanina. Si los melanosomas carecen de Pmell7 no avanzan al

estadio Il, por ende no presentaran melanogénesis activa.

MART-1/Melan A: es una proteina presente en la membrana de los melanosomas en
estadio | y Il que forma un complejo con Pmell7 e incide en su expresion, estabilidad

y procesamiento dentro de los melanosomas.

Proteina P (Pink-eyed dilution): es una proteina transmembrana de transporte que

sirve como bomba de protones para mantener el medio acido en los melanosomas,

ademas estabiliza el complejo tirosinasa/TRP-1/TRP-2 e interviene en el transporte de
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la tirosina a los melanosomas. La ausencia de esta proteina genera alteraciones en la

pigmentacion de la piel, debido al pH inapropiado de los melanosomas. @

2.2.3.2. Proteinas reguladoras de melanocitos y su relacién con la proliferacién

celular

e Factor de Transcripcion Asociado a Microftalmia (Mitf) gen y proteina: es el
denominado gen maestro de la supervivencia de los melanocitos, importante para la
regulacién de la transcripcién de las principales proteinas melanogénicas como la
tirosinasa, TRP-1, TRP-2, PKC-B y MART-1. Este es un regulador fundamental que
determina el destino de algunas células debido a que expresa genes especificos de
melanocitos. El Mitf tiene 9 isoformas: M, A, B, H, C, D, E, J y Mc. El mitf-M es muy
especifico de los melanocitos, estimula la transcripcion de tirosinasa y PKC-[3, pero en
los melanocitos, se expresan también otras isoformas como el Mitf-A, B, E. La
expresion del Mitf es regulada por factores de transcripcion como el Sox10 y Pax3.
El Mitf participa en la supervivencia de los melanocitos, al regular positivamente la
accion del Bcl-2, una proteina antiapoptdica muy importante que se amplifica y
expresa descontroladamente en el melanoma, contribuyendo a su supervivencia. El
Mitf también interviene en la proliferacion de los melanocitos al favorecer la expresion
de la cinasa Cdk2 que interviene en el paso de la fase G1 a la fase S del ciclo celular
y ademas suprime la expresion de p21 que inhibe esta cinasa Cdk2, pero en
ocasiones diferentes puede estimular la expresion de p21 y p16INK4a, una proteina

que inhibe la activacion de las cinasas, logrando la detencién del ciclo celular. ¢

e Receptor de Melanocortina 1 (MCR): es un receptor transmembrana que presenta 5
tipos (MCR 1, 2, 3, 4, 5) siendo MCR-1 el que se encuentra en células endoteliales,
fibroblastos, queratinocitos pero sobre todo en melanocitos donde se da su maxima
expresion. La MSH (hormona estimulante de melanocitos) y la ACTH (hormona
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adenocorticotropica) activan al MCR-1 a través de la activacion de la enzima
adenilciclasa, lo que aumenta el nivel intracelular de cAMP que se une a la region
promotora de Mitf para inducir su transcripciébn y activacion, ademas de regular
positivamente las proteinas melanogénicas incluyendo la tirosinasa. Existen 30
polimorfismos o variantes del gen MCR-1 que son responsables de los diferentes
colores del pelo y la piel, tres de las cuales se han asociado con el cabello rojo y

amarillo y la piel clara de personas europeas del norte y australianos.

2.2.4. MELANOGENESIS
Es la sintesis de melanina dentro de los melanosomas, que posteriormente seran
transferidos hacia los queratinocitos cercanos con la finalidad de proteger a los

melanocitos contra la radiacion UV (Figura 4).

Existen 2 tipos, la eumelanina que es insoluble y de color marron o negro, y la
feomelanina soluble, clara, que contiene azufre y es de color rojo amarillo. La melanina
se deriva del indol DOPA y se sintetiza en los melanosomas bajo algunos efectos
oxidativos especificos y variables como el PH del melanosoma, que influye en la actividad

de las enzimas melanogénicas y en la polimerizacién de la melanina. ©

La sintesis de los dos tipos de melanina incluyen un paso catalitico crucial, pues la
inhibicion de esta reaccion bloquea la sintesis de melanina; se trata del paso limitante de
la velocidad de biosintesis, en el cual el aminoacido tirosina es oxidado a L-DOPA por la
enzima tirosinasa, llamada también DOPA oxidasa, L-DOPA oxigeno reductasa o tirosina
oxidasa. Este proceso se da a través de la via conocida como Raper-Manson.
Posteriormente L-Dopa se oxida a DOPAquinona por la misma enzima tirosinasa y
después se convierte en DHI (5,6-dihidroxiindol) que formar4 eumelanina negra, o se
convierte en DHICA (acido 5, 6-dihidroxiindol-2-carboxilico) que dara la melanina marrén.

DHICA se forma gracias a la accion de la enzima TRP-2 (DOPA-cromotautomerasa). La
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DOPA quinona podria combinarse también con glutation o cisteina para dar

cisteinilDOPA y formar asfi la feomelanina amarilla/roja. ©

Tyrosine

Tyrosinase

L-DOPA

Tyrosinase

DOPAquinone
Glutathione
/ ] w

DHI DOPAchrome CysteinylDOPA
THP-2
Tyrosinase DHICA
: Indole 5,6-guinane Alanyl-hydragy-
Indale 5,6-quinone carboxylic acid benzothiazine
I I Tyrosinase or TRP-2 I
P—————
DHI melanin DHIGA melanin Pheomelanin
black brown red/yellow
insoluble poorly soluble soluble
high MW intermediate MW loww MW

Figura 4. Flujograma de la Biosintesis de Melanina.

La sintesis de melanina empieza con la transformaciébn de tirosina a L-DOPA (3,4
dihidroxifenilalanina) por accién de la enzima tirosinasa. Posteriormente L-DOPA es convertida a
DOPA-quinona por la misma enzima. DHI (5,6 dihidroxiindol) y DHICA (5,6 dihidroxiindol 2-acido
carboxilico) son productos de DOPA-quinona, daran lugar a eumelanina negra o café
respectivamente. A través de la incorporacion de glutation o cisteina, la DOPA-quinona puede
formar feomelanina. MW: molecular weight (peso molecular), TRP: proteina relacionada con la
tirosinasa.

Tomado de: Fitzpatrick’s. Dermatology in General Medicine, 7th Ed.

La melanina tiene la capacidad de absorber y dispersar la radiacion UV, ademas de otros

tipos de radiaciones, para convertirla en una forma menos téxica de energia como es el
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calor. Mediante éste proceso la melanina protege al DNA de los dafios inducidos por la

radiacion Uv. ©

La melanina y sus intermediarios también pueden ser nocivos y alterar el DNA por accion
de la radiacion UVA (320-400nm) probablemente por la formacion de especies reactivas
del oxigeno (ERO). La feomelanina tiene ciertas caracteristicas que sugieren ser la causa
de la mayor incidencia de melanoma en pacientes con piel clara y cabello rojo, como: la
menor capacidad de proteccion del DNA inducido por UV, su capacidad mutagénica

originaria y la produccion de sus intermediarios con capacidad prooxidante. ©

2.2.4.1. Transporte de Melanosomas

El transporte de estos organelos se da gracias a la accién de las dendritas de los
melanocitos, que son procesos protoplasmaticos ramificados que van a interactuar con
los queratinocitos. Estas dendritas estdn formadas por filamentos de actina que
conforman un componente estructural indispensable. Los queratinocitos y sus factores
derivados como ET1 (endotelina 1), factor de crecimiento nervioso (NGF), a-MSH, ACTH,
prostaglandinas E, (PGE,) y F.,a (PGF,a) y [B-endorfina, desempefian un papel
importante en el desarrollo dendritico de los melanocitos, asi como también las integrinas
gque intervienen en el contacto de la actina con la matriz extracelular para su correcto
funcionamiento. Otro grupo de proteinas importante para la formacion de dendritas son
Rac y Rho, que deben mantenerse en equilibrio para colaborar con el desarrollo
dendritico de los melanocitos, debido a que la activaciéon de Rho retrae a las dendritas y

la activacién de Rac estimula la formacion de las mismas. @9

Una vez formadas las dendritas, los melanosomas son transferidos a las puntas de éstas
a través de microtubulos que se encuentran paralelos al eje longitudinal de las dendritas,
esto se controla por proteinas asociadas a los microtibulos llamadas cinesinas y dineinas

citoplasméticas que actian como puentes motores conectando al melanosoma con los
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microtubulos. Los melanosomas pueden moverse en sentido bidireccional a lo largo de
las dendritas de los melanocitos. EI movimiento anterégrado y centrifugo depende de la
cinesina y el retrégrado y centripeto de la dineina. Posterior a este proceso, los
melanosomas son capturados por la actina de las dendritas mediante la proteina miosina-
Va, que se une a través de proteinas ligadoras como Rab27a y melanofilina. En ausencia
de estas proteinas, especialmente miosina-Va, no se acumulan los melanosomas en las

dendritas. @

Luego viene la transferencia de los melanosomas hacia los queratinocitos adyacentes, un
paso crucial para la pigmentacion de la piel. Se puede dar mediante algunos procesos
como: exocitosis, cuando se fusionan las membranas melanosdmicas con las
plasméticas, del melanocito para liberar el melanosoma en el espacio extracelular y ser
capturadas y fagocitadas por los queratinocitos circundantes. Otro proceso, realizado por
los queratinocitos es la citofagocitosis, en la cual se da fagocitosis de una célula viva o
alguna parte de ella en este caso una dendrita que se fusiona con el lisosoma dentro del
queratinocito, se transporta a una localizaciébn supranuclear donde se rompe la

membrana del fagolisosoma y se liberan los melanosomas. ©

La fusiébn de membranas plasmaticas entre queratinocito y melanocito es otra manera de
transferencia de los melanosomas, porque se crea un espacio por el cual los
melanosomas se transfieren de una célula a otra a través de filipodios, unas proyecciones
citoplasméticas delgadas, puntiagudas y filiformes que se encuentran en las puntas de
las dendritas, éstas se adhieren a la membrana plasmatica de los queratinocitos para
lograr la transferencia de los melanosomas. La cuarta via de transferencia se da por el
desprendimiento de vesiculas llenas de melanosomas que son fagocitadas por los

queratinocitos o fusionadas con la membrana plasmatica de los mismos. ©

Los queratinocitos tienen un receptor transmembrana acoplado a proteina G denominado

receptor-2 activado por proteasa (PAR-2) que se activa cuando se degrada su dominio
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extracelular a través de serina proteasas, exponiendo un nuevo segmento que servira
como un ligando fijo. Su activacién aumenta la actividad fagocitica de los queratinocitos.
Es importante destacar a este receptor debido a que la radiacién UV induce su actividad y
expresion aumentando asi la fagocitosis de los melanosomas. Este efecto es mas

pronunciado en individuos con fototipos de piel Il y IIl. ©

2.2.4.2. Regulacion de la melanogénesis

La funcionalidad y comportamiento de los melanocitos depende de las sefales enviadas
por los queratinocitos adyacentes, sefiales autocrinas y factores ambientales como la
radiacion UV. Esta, ademéas de estimular directamente el desarrollo de dendritas y la
produccién de melanina en los melanocitos, tiene la capacidad de aumentar la secrecién
de varios factores derivados de los queratinocitos. Existen estimuladores e inhibidores de
la melanogénesis, dentro de los estimuladores estan: proopiomelanocortina (POMC) vy
sus derivados MSH y ACTH, endotelina 1 (ET1), factor Steel (SF), mediadores
inflamatorios como las prostaglandinas (PG) y los leucotrienos (LT), neurotrofinas (NT),
factor basico de crecimiento de fibroblastos (bFGF) y 6xido nitrico (ON). Y entre los

inhibidores los mas comunes estan los esfingolipidos. &

e Proopiomelanocortina (POMC) y sus derivados: POMC es sintetizado en los
queratinocitos epidérmicos y en la hipdfisis y da lugar a dos derivados, la hormona
adenocorticotréfica (ACTH) y la hormona estimulante de melanocitos (MSH) que son
potentes estimuladores de la melanogénesis ya que aumentan la pigmentacion
cutanea sobre todo en &reas expuestas al sol, sin embargo, niveles anormalmente
altos podrian causar hiperpigmentacién cutanea mas generalizada. Es importante
saber que la radiacién UV vy las interleucinas, entre otros, pueden inducir la expresion

de POMC por los queratinocitos con sus efectos correspondientes. Un efecto
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protector se da gracias a la a-MSH que aumenta la reparacion del dafio del DNA y
disminuye el nivel celular de peréxido de hidrogeno inducido por la radiacion UV sobre

las células melanociticas. ©®

Endotelina-1 (ET-1): induce la melanogénesis en los melanocitos maduros al activar
la tirosina y aumentar los niveles de TRP-1. Los queratinocitos sintetizan y secretan
ET-1 debido al estimulo de la radiacion UV para inducir la proliferacién de melanocitos
y promover la formacién de dendritas. La ET-1 regula positivamente MCR1 y aumenta
su afinidad por la a-MSH para generar efectos fotoprotectores similares como la
disminucién de los niveles de perdxido de hidrégeno inducido por UV y el aumento de

las proteinas apoptdicas.

Prostaglandinas y Leucotrienos: aumentan sus niveles en la piel guemada por el
sol ya que la radiacién UV regula positivamente sus receptores. Estos mediadores
inflamatorios inciden en la funcibn de los melanocitos debido a que expresan
receptores como PGF,a que estimula la formacién de dendritas y activa la tirosinasa.
Los leucotrienos B, y C, aumentan la sintesis de melanina y estimulan la proliferacion

de los melanocitos. @

Neurotrofinas (NT): NGF, NT3 y NT4 son moléculas que aumentan la supervivencia
de las neuronas en el sistema nervioso central y periférico. Los melanocitos muestran
el receptor p75NTR22°, un receptor comin y de baja afinidad para todas las NT. El
NFG es regulado por la radiacion UV, se deriva de los queratinocitos y actia como
quimio atrayente de los melanocitos, ademas que colabora con su desarrollo
dendritico. El NFG y NT3 aumentan la supervivencia de los melanocitos, sobre todo
después de la exposicion al sol, porque aumentan los niveles de Bcl2 para disminuir

la muerte de los melanocitos y evitar la deplecién de los mismos por el dafio UV. ©
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e Factor Bésico de Crecimiento de Fibroblastos (bFGF): factor producido en los
gueratinocitos que estimula el crecimiento de los fibroblastos. Genera efecto mitdgeno
en los melanocitos al unirse a los receptores tirosincinasa transmembrana, y debido a
que se originan de los queratinocitos, tiene regulacién positiva en respuesta a la

radiacion UV. @

e Oxido Nitrico (NO): es un radical libre producido por los melanocitos y queratinocitos
en respuesta a la radiacion UV y a la accion de citocinas inflamatorias, aumentando la

actividad de la melanogénesis al actuar en la tirosincinasa. ©

e Inhibidores de la Melanogénesis: existen pocos inhibidores de la melanogénesis
conocidos. Tenemos a:

o Esfingolipidos: son lipidos asociados a la membrana que intervienen como
transductores de sefiales para disminuir la melanogénesis por aumento de la
degradacién del Mitf, a través de vias mediadas por ubicuitina.

o BMP-4 (bone morphogenic protein 4): se encarga de regular negativamente la
expresion de la tirosinasa, sin embargo, bajo los efectos de la radiacion UV, se
reduce la accién de los receptores para BMP-4 con la finalidad de permitir el

bronceado al bloquear esta inhibicion.

2.2.5. VIAS DE SENALIZACION REGULADORAS DE LA FUNCION DE LOS
MELANOCITOS

La union de ligandos con receptores especificos en los melanocitos, ejercen efectos
biol6gicos en las células gracias a la generacion de cascadas de sefializacion que activan

o inhiben enzimas, fosforilan proteinas, etc., para lograr el objetivo final. Existen dos tipos
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de cinasas que actian en las sefializaciones celulares; dependiendo de los residuos que

fosforilen en sus proteinas diana, éstas pueden ser: serina/treonina y tirosina. ©

Via Dependiente de Adenosinmonofosfato Ciclico (cAMP) y Proteincinasa
dependiente de cAMP (PKA): el cAMP es un mensajero intracelular involucrado en
el metabolismo, crecimiento y diferenciacion celular, regulado positivamente por la
adenilciclasa, una enzima asociada a la membrana y activada por la union de un
receptor con su ligando. Las acciones del cAMP estdn mediadas por la PKA, una
cinasa serina/treonina conformada por dos subunidades reguladoras y dos cataliticas.
Esta enzima permanece inactiva en el citoplasma y cuando el cAMP se une con su
parte reguladora, libera las unidades cataliticas y la activa. Una vez activada, la PKA
fosforila al CREB (CAMP response element-binding protein) que se une con CRE
(cAMP response element), una secuencia de DNA. Todo esto induce la transcripcion

del Mitf para dar lugar a la melanogénesis.

Via dependiente de Proteincinasa C (PKC): es una cinasa serina/treonina que
actia en el crecimiento, diferenciacion y transformacion celular. Esta enzima
permanece inactiva en el citoplasma y se activa por accion del diacilglicerol (DAG)
ubicado en la membrana plasmatica y estimulado por la radiacion UV. El DAG
transloca a la PKC hacia la membrana para activarla y permitir la fosforilacion de los
residuos serina/treonina. Existen 12 isoformas de PKC en los humanos, de las cuales
cinco se expresan en los melanocitos (PKC -a, -B, -€, -0, -¢), siendo PKC-B la que

participa especificamente en la regulacién de la actividad de la tirosinasa.

Receptores Tirosincinasa: los melanocitos tienen este tipo de receptores que se
unen a varios ligandos como BMP, bFGF, HGF y ligando c-kit, para activar al dominio

tirosincinasa intracelular del receptor mediante fosforilacion, activando asi las MAP
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cinasas que inician una reaccién en cadena para fosforilar proteinas como el Mitf.
Estas sefiales se transfieren al ndcleo para intervenir en la transcripcion de genes

encargados de la melanogénesis, la proliferacion y supervivencia de los melanocitos.

2.3. MELANOMA

2.3.1. HISTORIA

El primer melanoma del que se tiene conocimiento fidedigno fue detallado en un paciente
operado por John Hunter en 1787. El hallazgo fue un gran tumor retro-maxilar, y fue
guardado en liquidos conservadores hasta el dia de hoy, exhibiéndose en el frasco N°
219 del Hunterian Museum. El patélogo Bodenham en 1968 extrajo la pieza y realiz6 el
estudio histoldgico, pudiendo determinar que la lesion que Hunter catalogé como “tumor
fungoide” era un melanoma maligno. En la literatura inglesa el primer caso fue publicado
por William Norris en 1820, que lo describi6 como una enfermedad fungoide. El caso
correspondié a un hombre de 59 afios a quien operé en febrero de 1817 por un tumor de
la pared abdominal, el que se habia desarrollado en un lunar preexistente. “Seis meses
después el tumor reaparece con un color marrén oscuro, se ulcera y segrega un liquido
maloliente. Poco tiempo después aparecen nddulos rodeando al primitivo y los ganglios
inguinales se ponen tumefactos”. El paciente fallecié y el Dr. Norris realizé la autopsia,
encontrando metastasis en el esterndn, en los pulmones y en el abdomen, donde
encuentra “miles y miles” de manchas color alquitran. Este caso fue publicado en el “The

Edinburg Medical and Surgical Journal” en el afio 1820. ¥

Los conocimientos anatomopatolégicos fueron debidamente caracterizados después de
Virchow, en 1863, quien public su libro “Die Krankhafter Gesschwaelste”, donde mostro
el origen histolégico de este tumor, comenzando la denominacion de melanoma,
reemplazando el término melanosis usado por Norris y Lawrence. Antes de conocerse su

histogénesis a partir de la neurocresta, a fines del siglo XIX y hasta mediados del siglo
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XX, varios autores usaron los términos de melanosarcomas y melanocarcinomas segun

el tipo celular, fusiforme o epitelioide, que predominara en estos tumores. %

Entre los conocimientos modernos adquiridos sobre la patologia tumoral en relacién con
el pronéstico del tumor, es hasta el dia de hoy muy importante la denominada
microestadificacion. En 1967, W.H. Clark (Jr.) publicé la importancia del nivel de invasion
tumoral en la profundidad de la epidermis. Tiempo después se describié que el espesor
de la lesion en la piel medido en milimetros es el parametro histolégico de prondstico mas
importante en aquellos pacientes que no presentan metéstasis linfaticas o alejadas. Esta
medida es fundamental para la clasificacion, el prondstico y el tratamiento de la afeccién.
Este estudio es mérito de uno de los miembros del Grupo WHO Melanoma Programe, el
Dr. A. Breslow, y consiste en la medicién en milimetros de la superficie a la profundidad
de la lesién. De este estudio se puede concluir que los tumores de hasta 1 mm de
espesor tienen excelente prondstico y que existe una relacion directa entre el aumento
del espesor y la gravedad de la enfermedad, asi, por ejemplo, las lesiones de 4 mm de
espesor tienen un alto porcentaje de penetracion a la via linfatica y por ende el pronéstico
es mas grave. Considerando la evolucion habitualmente benigna que tenian los
melanomas diagnosticados en nifios, Sophie Spitz, en 1948, publicé acerca de la entidad
gue aun hoy lleva su nombre, el nevus de Spitz o nevus de células fusiformes y
epitelioides. En afios sucesivos se observé también en adultos, y continda siendo un
serio problema el diagnostico diferencial histopatolégico de estas lesiones con el
melanoma. Otro de los hallazgos histopatolégicos que estd en relacion con el mal

prondstico es la ulceracién, hecho destacado por Balch y colaboradores. @
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2.3.2. EPIDEMIOLOGIA

2.3.2.1. DECLARACION DE BUSQUEDA

La busqueda de informacién se realiz6 a través de revistas médicas cientificas y
buscadores académicos, usando las siguientes palabras claves en los idiomas inglés y
espafol: melanoma maligno, epidemiologia, estadisticas, global, Latinoamérica, Ecuador.
Se incluyeron ademas filtros como: fechas de publicacién, tipos de estudio y
disponibilidad de textos en formato completo y abstracts. Los articulos se seleccionaron
segun la pertinencia del titulo, del resumen y de la relacion que tuvieron con las
preguntas de investigacién planteadas en esta tesis. Los articulos detallados a
continuacién fueron tomados en cuenta para la redaccion de la epidemiologia del

melanoma cutaneo en el marco teérico y discusion.
Resultados de la Busqueda:
BRITISH JOURNAL OF DERMATOLOGY: 122 resultados con melanoma/epidemiology

¢ Melanoma of the hand and foot: epidemiological, prognostic and genetic features.

A systematic review.

e Changes in the site distribution of common melanoma subtypes in Queensland,

Australia over time: implications for public health campaigns.

e Emerging trends in the epidemiology of melanoma.
SCIELO: 6 articulos con melanoma-statistics

¢ Cutaneous melanoma in Latin America: a population-based descriptive study
¢ Cutaneous melanoma - a 30-year-long epidemiological study conducted in a city in

southern Brazil, from 1980-20009.
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GOOGLE ACADEMICO: 404 con epidemiologia de melanoma en Latinoamérica.

o Age-standarized (world) incidence rates (per 100.000) Percentage distribution of
the number of cases Melanoma of skin. IARC X.
¢ Tendencia de la incidencia y la mortalidad en melanoma maligno en los ultimos 60

afos y andlisis de los datos del Registro Poblacional (sic.) de Cancer de Cali.

El melanoma maligno se define como la proliferacion neopléasica maligna originada en los
melanocitos de la epidermis. Como lo describimos anteriormente, los melanocitos son

células productoras de melanina, responsables de la pigmentacion de la piel. ©?

Epidemiol6gicamente se ha comprobado la importancia de la exposicion solar y la
predisposicién genética, en el desarrollo del melanoma. La incidencia y mortalidad han
aumentado de forma espectacular en las Ultimas décadas, desde principios de los afios
60 se ha detectado un aumento sostenido de la incidencia del melanoma, entre un 3-7%
anual en muchos paises occidentales. Aunque la cifra varia de un pais a otro, las

estimaciones mas recientes sugieren una duplicacién de la incidencia cada 10-20 afios.

El melanoma maligno cutaneo constituye el 1,2% de todos los casos nuevos de cancer
en el mundo, con 700.000 casos nuevos diagnosticados al afio, segun los datos
publicados por la International Agency for Research on Cancer (IARC) en Cancer
Incidence in Five Continents, durante el periodo 1978-2002. El aumento de la incidencia
de melanoma se observa en ambos sexos, siendo el tronco la localizacién mas frecuente
en los hombres y las extremidades inferiores en las mujeres. Los melanomas de cabeza y
cuello han aumentado su incidencia global. La incidencia de melanoma sigue siendo
elevada en personas mayores de 50 afos, este comportamiento se mantiene

mundialmente. ©
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Los continentes que encabezan la mayor incidencia de esta patologia son: Oceania,

Europa y América del Norte.

De acuerdo con los datos proporcionados por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
y la International Agency for Research on Cancer (IARC) 2013 (Tabla 1) (Tabla 4),
Australia tiene una tasa de incidencia estandarizada de aproximadamente 52.6 personas
por cada 100,000 habitantes, y una tasa de mortalidad de 4,0 por 100,000. Las tasas de
incidencia del melanoma en Australia y Nueva Zelanda son mas de dos a tres veces
superiores a los de Canada, Estados Unidos y el Reino Unido. Aunque las tasas de
mortalidad son muy bajas, siguen siendo mas de dos veces mayores en Australia y

Nueva Zelanda que en Canada, los Estados Unidos y el Reino Unido. ®@)

El dltimo recuento nacional de incidencia de melanoma, segun lo dispuesto por el Instituto
Australiano de Salud y Bienestar (AIHW) y la Oficina Australiana de Estadisticas (ABS)
reportan que las tasas de incidencia estandarizadas por edad para el melanoma han
aumentado del 26,7 por 100,000 en 1982 al 48,8 por 100.000 en el 2014, con un claro
predominio por el sexo masculino, 62 casos por cada 100.000 mientras que en mujeres

(26)

es de 40 casos por cada 100.000.
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Tabla 1. Epidemiologia Mundial de Melanoma Maligno Cutdneo segun IARC*

Continente Pais Tasa estandarizada de Incidencia
por 100.000
Masculino Femenino
Africa Sur Africa 0.6 0.3
América Central y  Argentina, Cérdoba 3.6 3.1
del Sur Brasil, Sao Paulo 5.6 4.5
Colombia, Cali 4.0 3.0
Ecuador, Quito 3.5 3.8
Ameérica del Norte Canada 9.6 8.2
USA (42 estados) 15.0 11.0
Asia China, Beijing 0.4 0.3
India, Nueva Delhi 0.2 0.2
Europa Austria 25.6 23.4
Suiza, Geneva 20.4 20.4
Noruega 154 16.6
Suecia 13.0 13.9
Italia, Sur Tyrol 18.6 18.9
Espafia, Granada 7.3 8.9
Oceania Nueva Zelanda 36.8 29.6
Australia, Queensland 52.6 38.3

*ARC: Agencia Internacional de Investigacion del Cancer (por sus siglas inglés)
Realizador por: Karina Rosillo y Dayana Pita

Tomado de: World Health Organization. Cancer Incidence in Five Continents. France :
s.n., 2014, International Agency for Research on Cancer, Vol. X.

Tasas de incidencia intermedia y baja se encuentran en Latinoamérica. Sin embargo las

tasas mas bajan se reportan en habitantes Asiaticos o Africanos

En América Latina, las tasas de incidencia de melanoma varian ampliamente de 1.1-6.5
por 100.000 personas-afios en ambos sexos para todas las edades y regiones. En un
estudio descriptivo realizado en el afio 2002?”, las tasas de incidencia promedio fueron
4.6 y 4.3 por 100.000 personas-afos para las mujeres y hombres, respectivamente. La
edad media registrada es de 60-64 afios para ambos sexos con predominio en género
masculino en este grupo de edad, a diferencia del grupo comprendido entre 25-49 afios

en donde la mayor tasa de incidencia registrada es en mujeres. ¢”

Segun la IARC 2013, el Ecuador (Quito) ocupa el trigésimo sexto puesto a nivel mundial
en la incidencia de melanoma, abarcando una incidencia de 3.5 por 100.000 para sexo
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masculino, con una distribucion de aparicion claramente marcada, 25.7% en cabeza,
16.2% en tronco, 7.6% miembro superior, 33.3% miembro inferior; y una incidencia del
3.8 por 100.000 para el género femenino, de los cuales 22.5% en cabeza, 7.2% en
tronco, 13.0% miembro superior, 46.4% miembro inferior ®® (Tabla 2). Similar a estos
datos se observé que en el Registro Nacional de Tumores, se ha mantenido mayor
incidencia en mujeres hasta el periodo 2001-2005; pero en el ultimo quinquenio (2006-
2010) se registra una incidencia estandarizada mayor en hombres de 3.7 y en mujeres de

3.5 (Tabla 3).

En los residentes de la ciudad de Quito desde el afio 2006 hasta el 2010 se ha visto un
incremento paulatino en la incidencia estandarizada de melanoma maligno, de hasta 0.9
por cada 100.000 habitantes en hombres y de 0.1 por cada 100.000 habitantes en
mujeres. Contradictoriamente a las estadisticas mundiales, el melanoma maligno en
Ecuador se presenta con mayor frecuencia en pacientes femeninas mayores de 65 afnos
a razén de 1:0.8 en comparacién con los hombres. El aumento en la tasa cruda de
mortalidad ha sido de 0.3 en 1986 a 1.4 por 100.000 en el 2010 en ambos sexos, sin

predominio significativo "’ (Tabla 3).

Tabla 2. Distribucion de la Localizacién Anatémica del Melanoma Maligno Cutaneo

Pais Ecuador | Colombia Chile Estados Unidos| Suiza Italia Australia

~

Sexo S ISR S IR G g Q IS I S I A G e

Cabeza 0910808 (04]10] 05 3.6 13 291 20| 24| 25| 83| 43
Tronco 05]102]11f05]08] 03 5.8 31 72| 41 98 | 47 (123 ] 4.7
Miembro
Superior
Localizacién |Miembro

0510304 |05(02]|06 34 29 |40 35(33[39]76/(75

) 1.2 119114 ] 13|08 | 06 1.4 33 2316523175 60| 938
Inferior

No
Especifica| 0.6 | 0.4 | 0.4 | 04 [ 04 | 0.2 0.9 0.4 09105(08(04] 11106
do
Tasa estandarizada por 100.000 habitantes

Realizado por: K.Ry D.P.

Fuente: Cancer Incidence Five Continents Vol. X, IARC
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Tabla 3. Tasas estandarizadas de indicadores principales de melanoma maligno cutaneo
en Quito-Ecuador, desde 1986 hasta 2010

Hombres Mujeres

1986- | 1991- | 1996- | 2001- | 2006- | 1986- | 1991- | 1996- | 2001- | 2006-
1990 | 1995 | 2000 | 2005 | 2010 | 1990 | 1995 | 2000 | 2005 | 2010

*TILE | 27 2.7 2.7 2.8 3.7 2.9 3.8 3.2 3.4 3.5

*TTM.E| 05 0.9 0.9 1.2 1.6 0.7 0.8 0.9 1.2 1.3

Razén
H/M 0.8/1 | 0.6/2 | 0.7/2 | 0.7/12 | 0.8/1

*T.I.E: tasa de incidencia estandarizada y *T.M.E: tasa de mortalidad estandarizada por 100.000
habitantes

Tomado de: Registro Nacional de Tumores. SOLCA
Modificado por: Dayana Pita y Karina Rosillo

En las estadisticas reportadas por SOLCA 2006-2010 en residentes de Quito, el
melanoma ocupa el puesto nimero 15 dentro de los tumores malignos mas frecuentes y
solo ocupa alrededor del 10% de los canceres cutaneos, la patologia con mayor
incidencia dentro de esta neoplasia es el carcinoma de células basales con 65% seguido

del carcinoma de células escamosas 20%. ()

El proyecto de investigacion realizado en el 2008 por Torres M. ®®| en la ciudad de Quito
con una poblacion de 279 pacientes report6é que el tipo histolégico de melanoma maligno
mas prevalente fue Lentiginoso-Acral con un 38.7%, seguido del tipo Nodular con un
24.7%, mientras que la menor proporcién se observé en los pacientes con Melanoma de
Diseminacion Superficial y Lentigo Maligno con 20.07% y 16.5% respectivamente. La
localizacibn mayormente afectada fue la extremidad inferior en ambos sexos con el
39.1%, el 24.7% en cabeza, 20.1% en extremidades superiores, 9% en tronco y 7.2% en

cuello ® (Tabla 4).

36



Tabla 4. Comparacion Epidemioldgica de Melanoma Maligno Cutaneo.

ANO DE

REVISTA AUTORES TITULO PUBLICACION RESULTADOS
-Melanoma es el 5to cancer en hombres y el 7mo en mujeres en
USA.
-Incidencia en Australia y Nueva Zelanda mas de 60 x 100 000 ha.
- USA: 25.4 x 100 000 H, 16.9 x 100 000 M. (2003-2007)
British Nikolaou V. Emerging trends in the - USA: Aumen_to (_j,ramético d_e casos en >60a (principalmente
Journal of hombres). Variacién promedio anual en >60a es de 6.15% (1992-

and epidemiology of 2013

Dermatology Stratigos AJ. melanoma 2005)
BJD ' - *TIE: 11.4 H, 11.0 M Europa Central y Oriental. 10 x 100 000 Sur,
19 x 100 000 Norte.
- Europa Central, Oriental y Sur mayor incidencia en hombres,
Europa Norte y Occidental mayor en mujeres.
- USA: aumento critico en grupo de edad 20-49 afios: M: 8.1 (1975)
a 17.4 (2008), H: 8.3 a 12.5 x 100 000. (SEER).
-Globocan -Africa: 0.6 en hombres y 0.3 en mujeres
cls -América del Sur: Argentina 3.6 Hy 3.1 M; Brasil 5.6 Hy 4.5 M;
Ecuador 3.5 Hy 3.8 M.
-ACCIS Age-standarized -América del Norte: USA 15.0Hy 11.0 M; Canada 9.6 Hy 8.2 M.
International -lICC (world) incidence rates -Asia: China 0.4 Hy 0.3 M.
Agency for ECO (per 100.000) 2013 -Europa: Austria 25.6 Hy 23.4 M; Suiza 20.4 en H'y M; Espafia 7.3
Research on Percentage distribution Hy8.9M.
Cancer of the number of cases -Oceania: Nueva Zelanda 36.8 Hy 29.6 M; Australia 52.6 Hy 38.3
-NORDCAN .
Melanoma of skin M.
-Globalmente la localizacion mas frecuente en los H. es el tronco y
-SurvCan en las M. en miembros inferiores. En Ecuador la incidencia para

ambos sexos es en miembros inferiores con 1.2 Hy 1.9 M.
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Tendencia de la
incidencia y la
mortalidad en

-USA: aumento de la incidencia de 6 a 18 casos por 100.000 ha
(1960s-2000).
-Canada: *TIE de 11.5a 15.9 Hy de 9.8 a 14.1 M, en los ultimos 20

Oliveros C, =
Rev Asoc BravoJ, melanoma . onos. .
' maligno en los tltimos -Europa Central: aumento de 3-4 a 10-15 por 100.000 ha en los
Colomb Zambrano A, 60 afios v analisis de 2012 dltimos 15 afios.
Dermatol Cepeda M, y A : T .
g los datos ustralia, Queensland: incidencia actual 55.8 Hy 41.1 M por
Ramirez A. | Registro 100.000 ha., y 40-60 casos por 100.000 ha. en general.
Poblacional (SiC.) de -Suiza: *TIE 18.6 H y 19.6 M.
Céancer de Cali -Colombia, Cali: *TIE en el 2007, 3.8 Hy 3.2 M.
_ -En Latinoamérica la *TIE es de 4.3 Hy 4.6 M, la edad media para
Sortino-  Cutaneous melanoma ambos sexos 60-64 afios. Aumento critico en grupo de edad 25-49
Scielo Rachou A, in Latin Amerlca: 2011 afios predominio M.
Curado M, a population-based
Cancela M. descriptive study -Brasil, Sao Paulo: *TIE6.5Hy 5.7 M.
Melanoma cutaneo - En la ciudad de Blumenau, localizada al sur de Brasil se observo
estudo epidemiolégico una de las incidencias mas altas a nivel de Latinoamérica con un
Scielo Nilton Naser de 30 anos em cidade 2011 aumento en la tasa estandarizada de 6.3 a 20.6 durante 1980 al
do sul do Brasil, de 2009. Esto se debe a la gran colonizacién de inmigrantes
1980-2009 caucasicos procedentes de paises como Alemania, Italia y Portugal.
-Ecuador: aumento de la *TIE en hombres 2.7-3.7 y mujeres 2.9-3.5
de 1986-2010.
-Localizacion anatémica més frecuente miembros inferiores en H'y
Registro M con 33.3% y 46.4% respectivamente.
Nacional de SOLCA Melanoma de Piel 2010
Tumores

- El aumento en la tasa cruda de mortalidad ha sido de 0.3 en 1986
a 1.4 por 100.000 en el 2010 en ambos sexos
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Caracteristicas
Clinicas,
Epidemioldgicas E
Histopatolégicas Del
Melanoma Maligno
Cutaneo En Los
Hospitales: Oncolégico

-Ecuador, Quito: Lentiginoso-Acral con un 38.7%, seguido del tipo
Nodular con un 24.7%, Diseminacion Superficial y Lentigo Maligno
con 20.07% y 16.5% respectivamente.

Tesis Torres Ma. Gral. Solén Espinoza 2008
Doctoral Gabriela  Ayala-SOLCA'Y
Dermatologico -La localizacion mayormente afectada fue la extremidad inferior en
Gonzalo Gonzalez De ambos sexos con el 39.1%.

La Ciudad De Quito
Durante El Periodo
Comprendido Entre
Enero Del 2000 a
Diciembre Del 2007.

H: Hombre, M: Mujer, ha: habitantes, USA: United States of América, >60a: mayores a 60 afios, *TIE: Tasa Incidencia Estandarizada x 100.000
habitantes, SEER: Surveillance Epidemiolgy and End Results. Globocan: Estimated Cancer Incidence, Mortality and Prevalence Worldwide in 2012, CI5:

Cancer Incidence in Five Continents, ACCIS: Automated Childhood Cancer Information System, IICC: International Incidence of Childhood Cancer, ECO:

European Cancer Observatory, NORDCAN: Association of the Nordic Cancer Registries, SurvVan: Cancer survival in Africa, Asia, the Caribbean and
Central America. SOLCA: Sociedad de Lucha Contra el Cancer, Ecuador
Realizada por: Dayana Pita y Karina Rosillo
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A pesar que el melanoma maligno implica el menor porcentaje de los canceres cutaneos
es de vital importancia su estudio porque abarca el 80% de las defunciones por esta
neoplasia. La supervivencia varia en funcion del estadiaje del tumor; a los 5 afios en
estadio | la supervivencia es superior al 90%; en estadio II, entre el 45-80%; en el estadio

Il entre el 25-70% y del 18.8% en el estadio IV. ®

Las diversas investigaciones realizadas sobre la etiologia del melanoma concluyen que
este no es un proceso aislado, es el resultado de la interacciobn de varias vias
moleculares con la predisposicion genética de cada individuo y la contribucién de

agresores ambientales.

2.3.3. FACTORES DE RIESGO
Los factores de riesgo mas importantes para el desarrollo de melanoma maligno se

pueden dividir en grandes grupos: ambientales o modificables, fenotipicos y genéticos.

2.3.3.1. Factores Ambientales

Se encuentran contemplados todos los comportamientos de riesgo que involucran

exposicion a luz solar crénica o intermitente, radiacion ionizante o inmunosupresion.

Los estudios describen que la exposicién solar prolongada en la infancia ha sido
catalogada como el mayor contribuidor para todos los tipos de cancer, pero en contraste,
el melanoma parece estar asociado a una exposicion intermitente y a quemaduras
solares.

El bronceado, llamado también color facultativo de la piel, es el mecanismo defensivo
ante la agresion de la luz ultravioleta, esto se da gracias a la mayor sintesis de melanina
por los melanocitos y la transferencia de ésta hacia los queratinocitos donde la energia

ultravioleta es absorbida y disipada. Existen dos tipos de bronceado:
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Bronceado inmediato: este no brinda aumento de pigmento melénico en la epidermis, no
es una verdadera melanogénesis. Al parecer esti producido por una reorganizacion de
los melanosomas, y por oxidacion de melanina existente, reaccidon provocada por los

rayos UVA. Empieza a los 5-10 minutos de exposicién y solo dura de minutos a dias. ©?

Bronceado diferido: la fotoprotecciéon brindada por este mecanismo, esta dada por el
aumento de melanocitos, desarrollo dendritico, mayor melanizacion de cada melanosoma
y transferencia de melanosomas a los queratinocitos. Los espectros ultravioleta que lo
provocan son UVA (320-400 nm) y UVB (280-320 nm) ya que la radiacion UVC (100-280
nm) no atraviesa a la tierra porque es absorbida por la capa de ozono. Empieza a los 3-4
dias de exposicion a la radiacion ultravioleta y alcanza un pico entre los 10 dias a 3-4
semanas, esto dependera también de factores externos como la cantidad de exposicion y

el tipo de piel de la persona expuesta, desparece gradualmente en varias semanas. ©°

Segln la OMS en su guia practica sobre indice UV solar mundial ©® describe la

importancia de los elementos que influyen sobre la intensidad de la radiacion UV:

e La altura del sol, mientras mas alto se encuentre el sol en el cielo la intensidad de
la radiacion sera mayor, esto dependera de la época del afio y la hora del dia.
Entre las 10 de la mafana y las 2 de la tarde se recibe el 60% de la radiacion UV
diaria.

¢ La latitud, que es la que proporciona la localizaciéon de un lugar y se expresa en
medidas angulares que varian desde los 0° del ecuador hasta los 90°N del polo
Norte, es también directamente proporcional a la radiacion, mientras mas cerca se
encuentre del ecuador mas intensos los rayos UV.

e La nubosidad es un factor que puede servir en la disipacion de la intensidad de la
radiacion, reduciéndola hasta en un 50%. Pero en el caso de nubes poco densas

la penetracién de los rayos es de aproximadamente el 90%.
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e La altitud, mientras ésta sea mayor la atmdsfera se torna més delgada y su
capacidad de absorcion disminuye. Con cada 1000 metros de incremento de la
altitud, la intensidad de la radiacion UV aumenta en un 10 a 12%. Este factor es
uno de los principales a tomar en cuenta en nuestra poblacién, ya que la altitud de
la ciudad de Quito es de 2.800 msnm.

e El ozono, varia durante la época del afio e incluso el dia y es gran ayuda para la
absorcion de la radiacion.

e La variabilidad de reflexion de diferentes superficies, por ejemplo, la nieve reciente
puede reflejar hasta un 80% de la radiacion UV; la arena seca de la playa,

alrededor de un 15%, y la espuma del agua del mar, alrededor de un 25%.

La OMS, en colaboracién con la Comision Internacional de Proteccion contra la Radiacion
No lonizante, el Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente y la
Organizacion Meteorologica Mundial, desarrollé el indice UV (IUV), con valores entre
'menores a 2', que corresponden a niveles bajos de UV (no se requiere proteccion), hasta
valores 'mayores a 11', que corresponden a hiveles extremos (se recomienda limitar el
tiempo de exposicion solar durante las horas del mediodia, permanecer bajo la sombra,

usar gafas, sombrero de ala ancha y ropa de manga larga). ¢

La escala de la OMS se establecié en base a niveles de UV registrados en Canada y la
exposicion de personas de piel clara. Los rangos y calificativos actuales en la escala de la
OMS son insuficientes, ya que frecuentemente en la region andina de Sudamérica se
alcanza y supera el valor de 11. Desde agosto del 2009, la Red Metropolitana de
Atmosférico de Quito registra los niveles de Radiacién Ultravioleta UV y de acuerdo a los
registros del periodo agosto - diciembre del 2009, el 66% de los dias presentaron valores
del IUV iguales o mayores a 11; y el 16%, valores del UV iguales o mayores a 16,
corroborando lo aseverado por el Instituto de Fisica de Rosario y por la Fundacion

Ecuatoriana de Psoriasis, en cuanto a la mayor intensidad de la radiaciébn en nuestra
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region. El Instituto de Fisica de la ciudad de Rosario-Argentina, IFIR, propone un rango
mas extenso para los valores del IUV, considerando que en nuestra region de
Latinoamérica existen niveles de radiacion solar mas intensa y que sus habitantes
tenemos en general una piel mas obscura, y por consiguiente mayor proteccién natural y
menor riesgo ante la UV. Este Instituto propone que los niveles de IUV mayores a 15 se

consideren extremos. ©®

Los efectos causados por la radiacion UV pueden ser directos e indirectos. Se ha
observado que la radiacibn UV provoca alteracion en los lipidos de membrana,
ocasionando la activacién de la proteincinasa B que como ya habiamos mencionado

promueve la melanogénesis por la activacion de la tirosinasa.

Directamente esta irradiacién ocasiona reacciones hioldgicas mediadas por la interaccién
con células que absorben luz y producen color (croméforos celulares), la piel posee
cromoforos enddgenos normales o fisioldgicos como son el ADN, las proteinas que
contienen gran cantidad de aminoacidos aromaticos, los esteroles, los liposomas, las
porfirinas y el &cido urocénico en el estrato corneo. La toxicidad de la radiacion UVA es
causada porque los croméforos funcionan como fotosensibilizadores y producen especies
reactivas de oxigeno y radicales libres, mientras que el dafio ocasionado por rayos UVB
es directo sobre el DNA celular, formandose dimeros de pirimidinas (generalmente de
timina) que acortan la distancia normal del enlace y generan una deformacion de la

cadena. 9

Indirectamente se produce la secrecion de factores paracrinos tanto estimuladores como
inhibidores de melanogénesis tales como: factor basico de crecimiento de fibroblastos,
endotelina-1, hormona estimulante de melanocitos alfa, prostaglandina E2, 6xido nitrico,
factor de necrosis tumoral, entre otros; cuya finalidad es lograr el equilibrio para obtener
aumento de melanogénesis y proliferacion de melanocitos, brindando un efecto

protector.®”
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En resumen, molecularmente la exposicion a la luz ultravioleta incrementa la
pigmentacion de la piel por un mecanismo mediado por la hormona estimulante de
melanocitos (alfa-MSH) y su receptor melanocortina tipo 1 (MCR1). La unién de esta
hormona con su receptor estimula sefiales intracelulares en el melanocito que a su vez
incrementan la expresion de enzimas involucradas en la produccién de melanina. Las
personas caucasicas y pelirrojas son portadoras de un polimorfismo en el receptor MCR1
gque reduce la actividad del mismo e incrementa el riesgo de melanoma al haber una
disminucién en la produccién de melanina y por lo tanto en el mecanismo de defensa

ante la agresion UV.

El bronceado es saludable.

El bronceado te protege del sol.

En dias nubosos no te quemas.

Estando en el agua no te
quemas.

Durante el invierno, la radiacién
UV no es peligrosa.

Las cremas protectoras permiten
tomar el sol mucho mas tiempo.

Si realizas descansos periodicos
al tomar el sol no te quemas.

Si uno no siente el calor de los
rayos del sol no se quemara.

El bronceado es una forma de defensa del organismo contra danos adicionales
por la radiacién UV.

Un bronceado intenso en personas de piel clara sélo ofrece una proteccién escasa,
equivalente a un FPS de alrededor de 4.

Hasta el 80% de la radiacién UV solar puede atravesar una nubosidad poco densa.
La neblina de la atmésfera puede incluso aumentar la exposicion a la radiacién UV.

El agua proporciona una proteccién minima contra la radiacién UV y los reflejos
del agua pueden aumentar la exposicion.

La radiacién UV es generalmente menor durante los meses de invierno, pero la
reflexién en la nieve puede duplicar la exposicion total, especialmente a altitudes
elevadas. Sea particularmente precavido a comienzos de la primavera, cuando las tem-
peraturas son bajas pero los rayos del sol son mas fuertes de lo que se podria esperar.

Las cremas de proteccién solar no deben utilizarse para aumentar el tiempo de
exposicion al sol, sino para aumentar la proteccién cuando la exposicion es inevitable. La
proteccién que proporcionan depende en gran medida de si se aplican correctamente.
La exposicién a la radiacion UV se acumula a lo largo del dia.

Las quemaduras solares se deben a la exposicién a rayos UV imperceptibles. El
efecto térmico se debe a la radiacién infrarroja del sol y no a la radiacién UV.

Figura 5. Peligros de la radiacion UV, mitos y verdades.

Tomado de: Organizacion Mundial de la Salud. indice UV Solar Mundial, Guia Préactica

2.3.3.2. Factores Fenotipicos
Los factores de riesgo fenotipicos involucrados en la patogenia del melanoma son la
fotosensibilidad sobretodo el fototipo de piel | y Il (Figura 6), escasa capacidad de

broncearse, pelo y ojos claros, pecas o quemaduras de facil aparicion, las pecas se
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consideran clones de melanocitos mutados. Antecedentes de quemaduras importantes
en la infancia y juventud, aumentan entre 20 y 30 veces el riesgo de desarrollo de la
enfermedad, al igual que antecedentes personales de melanoma.

Presencia de pecas, nevus melanociticos en una cantidad >50 y de 2-5 mm de diametro,
nevus displasicos y congénitos, aumentan el riesgo de desarrollar melanoma en 14
veces, mas que la poblacion que no los presenta. A medida que aumentan las lesiones
aumenta el riesgo, y el nUmero de las mismas se relaciona con la precocidad e intensidad
de la exposicion solar en la infancia, como también con el nimero de guemaduras

solares habidas hasta la segunda década de vida ©?

Fototipo Color de piel Sensibilidad a Descripcion
de piel la radiacion
| Blanca (deficiente en | Muy sensible | Siempre se quema con facilidad fras la exposicion al
| Mmelaning) | |sol.raramentesabronces. _
I Blanca (deficiente en | Muy Sensible | Habitualmente se quema tras la exposicion al sol,
melanina) algunas veces se broncea.
Blanca (con melanina | Sensible Algunas veces se quema fras la exposicion al sol,
i suficiente) habitualmente se broncea de manera gracdual y
uniforme, (café clara),
W Café Clara (con | Moderadamente | Raramente se quema fras la exposicion al sol, siempre
' melanina suficiente) |  sensible sa broncea bien. (café moderado).
v Café (con proteccian | Minimamente | Rara vez se quema. Se broncea intensamente (café
melanica) sensible oScura).
Café oscuro o negro Insensibles  |Nunca se guema. Se broncea intensamente (café
Vi (con proteccién minimamente | 0SCUro © Negro),
melanica) _ sensible

Figura 6. Fototipos de Piel

Tomado de: Organizacién Mundial de la Salud. indice UV Solar Mundial, Guia Practica

2.3.3.3. Factores Genéticos

El melanoma es considerado como una enfermedad poligénica multifactorial. Las
alteraciones genomicas que preceden al desarrollo de melanoma pertenecen a dos
grandes clases de genes: supresores de tumores, cuya funcibn es evitar la

transformaciéon maligna de las células, y a la que pertenecen la mayoria de los genes
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relacionados con el melanoma, y los oncogenes propiamente dichos, cuya funcion es
estimular la progresién tumoral. ©®

Se pueden diferenciar también alteraciones en genes de alta penetrancia y baja
prevalencia, como son los genes CDKN2A y CDK4 asociados a casos de melanoma
familiar, y de bajo riesgo o baja penetrancia, por ejemplo receptor de Melanocortina-1,
receptor de vitamina D, factor de crecimiento epidermal, citocromo P-450, gen reparador

de DNA, relacionados con la aparicién de melanoma esporadico. ¢¢®

2.3.4. FISIOPATOLOGIA

El modelo propuesto por Clark para explicar el desarrollo secuencial de melanoma,
consiste en 4 fases mediadas por vias moleculares, las cuales describen los cambios
que atraviesa una lesibn melanocitica desde la benignidad hasta el desarrollo de

melanoma maligno.

La primera fase consiste en la formacion de la lesién, un nevus melanocitico, es decir
melanocitos sin atipia citolégica organizados en nidos celulares con crecimiento celular
limitado, mecanismo mediado por un proceso de senescencia celular. Fisiologicamente la
proliferacién névica se da por la activacion de una compleja via de quinasas, MAPK o
ERK %2, que llevan la informacion procedente de un receptor extracelular a un efector
intracelular, generando la proliferacion y crecimiento de melanocitos. Una mutacion
activadora del gen BRAF o de N-RAS son las principales causas de la alteracion

patoldgica de ésta via de quinasas ®?®3(Figura 7).

La mutacién del BRAF esta dada por una sustitucion en el dominio de activacion de la
guinasa V600E, aparece hasta en el 80% de nevus atipicos y por su distribucién se le ha
atribuido relacion con los rayos UV, de igual manera se cree que esta es la alteracion
inicial en la formacion del melanoma pero no la Unica. Existen también mutaciones en el

gen N-RAS, predominantes en el melanoma maligno tipo nodular, mutaciones en el gen
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H-RAS asociada con el Nevus de Spitz y mutaciones inactivadoras de INK4a, ARF y/o

p53 relacionadas con melanoma no metastéasico. ¢2¢?

La segunda fase es el desarrollo de atipia citolégica e inactivacion de genes supresores
tumorales, las modificaciones moleculares de esta fase incluyen el crecimiento celular

precipitado, alteracion del DNA y pérdida de apoptosis. ¢2¢?

El gen CDKN2A codifica principalmente dos proteinas supresoras tumorales que son:
pl16/INK4A y p14/ARF que pertenecen a vias de regulacién molecular e intervienen en el
ciclo celular dando como resultado la supresién tumoral y la apoptosis del ADN alterado.
El gen PTEN también interviene en la funcion supresora tumoral mediante la codificacion
de una lipoprotein-fosfatasa intracelular que inactiva a la via del fosfatidi-inositol fosfato 3
(PIP3); ésta via cumple el rol de segundo mensajero intracelular de factores de
crecimiento o integrinas extracelulares, ligandose a receptores dependientes de quinasa,

permitiendo un crecimiento aumentado y supervivencia de las células malignas. ¢2©3

Las mutaciones en cada uno de estos genes representan el 25-40% de melanoma

familiar y del 24-50% de melanoma esporadico respectivamente

La tercera fase abarca la diferenciacion celular, activacion de genes encargados de la
regulacién del ciclo celular y la produccién de melanina. EI MITF (factor de transcripcion
asociado a microftalmia) es una proteina cuyas funciones son regular el desarrollo y
diferenciacion de los melanocitos, mantenerlos como células adultas, y especificamente
el MITF-1 interviene en la produccién de pigmento, ademas dentro de la funcién de
supervivencia celular el incremento de la expresion del gen Bcl-2 cumple una funcion

antiapoptética de vital importancia ®?®¥(Figura 7).

La alteracion gendémica del MITF descubierta en el melanoma maligno es una
amplificacion o ganancia genética en la region del cromosoma 3pl4_3pl3 que genera

alteracion de la maduracion melanocitica y proliferacion celular excesiva.
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Para finalizar la cuarta fase del modelo de Clark estd dada por la alteracién en la
adhesion e invasién celular, funciones mediadas por las proteinas cadherinas e
integrinas. Las cadherinas al ser proteinas que mantienen el contacto intracelular pueden
sufrir disociacibn mediante varias vias, por ejemplo al alterarse la WNT pierde la
capacidad de inactivar a GSK3b Kinasa (molécula que degrada b-catenina), ésta se
acumula en el nucleo de los melanocitos y se une a LEC-TCF (Factor linfoideo promotor
de linfocitos T), provocando el aumento de factores como MITF-1, CCND1 y MMP-7
dando como resultado final el acrecentamiento de la proliferacion y migracion celular.
También se asocia la via WNT5a en la progresion de melanoma y la capacidad invasiva

de las células neoplasicas. ®?®® (Figura 7).

El desarrollo del crecimiento vertical del melanoma esta dado por la sustitucion de E-
cadherina por N-cadherina permitiendo asi la interacciébn con otras proteinas y la
diseminacion metastasica. La conversion del crecimiento radial a vertical esta dado por la
expresion de Vb3 integrina, que a su vez activa la expresion de MMP2 (metaloproteinasa
tipo 2, enzima degradadora de colageno) y aumenta la expresion de Bcl-2 dando como
resultado la estimulacion de la movilidad de las células melanociticas y promoviendo la

invasion. G263
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Figura 7. Mecanismos de la enfermedad. Vias de MAPK vy de la PI13K.

N-RAS: neuroblastoma RAS viral oncogene homolog, BRAF: B-raf Proto-oncogene, MEK: mitogen
extracellular signal-regulated kinase ,ERK: extracellular signal-regulated kinases, Bcl-2: B-cell
lymphoma 2 , PTEN: phosphatase and tensin homolog, PIP3: fosfatidi-inositol fosfato 3, AKT:
Proto-Oncogene Proteins c-akt.

Tomado de: Novedades en biologia molecular y su aplicacién en el diagnéstico y el tratamiento del
melanoma. Actas Dermosifiliogr 2009.

Desde el punto de vista histopatolégico se siguen los mismos pasos en el proceso de
transformaciéon de malignidad. El primer evento es una proliferacion normal de
melanocitos que conduce a la aparicion de un nevus benigno. Clinicamente este se
presenta como una lesion plana o ligeramente elevada ya sea con una coloraciéon
uniforme o un patrén regular de pigmento punteado en un fondo marrén oscuro.
Histolégicamente estas lesiones tienen un mayor numero de melanocitos anidados a lo

largo de la capa basal ®? (Figura 8).

El segundo paso es el desarrollo de un crecimiento aberrante, esto puede ocurrir desde la

presencia previa de un nevus benigno o en una nueva localizacion. Clinicamente estas
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lesiones pueden ser asimétricas, de bordes irregulares, multiples colores y de didmetros
aumentados. Histolégicamente tienen atipia citolégica, aleatoria y discontinua. ©¢?

En el tercer paso, durante la fase de crecimiento radial, las células adquieren la habilidad
de proliferar intraepidermalmente. Estas lesiones ya no muestran atipia al azar como en
el paso anterior, en su lugar presentan células neoplasicas a lo largo de la lesion y las
células pueden penetrar a la dermis papilar, solas, o en pequefios nidos. Clinicamente se

suelen presentar como lesiones sobre elevadas. ©?

En la cuarta etapa las células que progresan a la fase de crecimiento vertical adquieren la
capacidad de invadir toda la dermis papilar y formar un nédulo. Ademas, la invasion
también puede progresar hacia la dermis reticular y tejido celular subcutdneo, donde

poseen capacidad para formar tumores nodulares. ©¢?

El Ultimo paso estd dado por la diseminacion de las células tumorales a otras areas de la

piel y érganos, donde pueden proliferar y establecer un foco metastasico.
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Description

Step 1

The first event is a proliferation of structurally normal
melanocytes leading to the benign nevus. Clinically, these
nevi present as flat or slightly raised lesions with either
uniform coloration or a regular pattern of dot-like pigment
in a tan or dark brown background. Histologically, such
lesions have an increased number of nested melanocytes
along the basal layer (arrows).

Histologic Features

Proliferation of melanocytes
Benign lesions

Step 2

The next step is the development of aberrant growth. This
may occur within a preexisting benign nevus or in a new
location. Clinically such lesions may be asymmetric, have
irregular borders, contain multiple colors, or have
increasing diameters. Histologically, such lesions have
random and discontiguous cytologic atypia (arrows).

Dysplastic cells
Random atypia

Step 3

During the radial-growth phase, cells acquire the ability to
proliferate intraepidermally. Clinically, they sometimes
present as raised lesions. These lesions no longer display
random atypia and instead show cytomorphologic cancer
throughout the lesion. In addition to the intraepidermal
cancer, the cells can penetrate the papillary dermis singly
or in small nests but fail to form colonies in soft agar.

Intraepidermal growth
Continuous atypia

B e
Vertical-growth phase

Step 4

Lesions that progress to the vertical-growth phase acquire
the ability to invade the dermis and form an expansile
nodule, widening the papillary dermis. The cells can also
extend into the reticular dermis and fat, are capable of
growth in soft agar, and have the capacity to form tumor
nodules when implanted in nude mice.

Dermal invasion

Metastatic melanoma

Step 5

The final step in the model is the successful spread of
cells to other areas of the skin and other organs, where
they can successfully proliferate and establish a metastatic
focus. These cells can grow in soft agar and can form
tumor nodules that may metastasize when implanted in
nude mice.

Metastasis

Figura 8. Mecanismos de la Enfermedad: Melanoma.

Tomado de: Miller A, Mihm M. Mechanisms of Disease: Melanoma._N Engl J Med 2006.
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2.3.5. DIAGNOSTICO

2.3.5.1. Diagndstico Clinico

El diagnédstico temprano es el primer paso en el manejo de melanoma y en la reduccién
de la mortalidad, ademas de una anamnesis minuciosa, clinicamente cualquier lesion
sospechosa deberia ser evaluada bajo el concepto de “ugly duckling” y con la norma
ABCDE:

A, asimetria

B, bordes irregulares
C, variaciones de color
D, didametro >6mm

E, evolucién, cambios recientes o aparicion de sintomas (picor/dolor) o signos

(sangrado/inflamacién). ®©4

ASIMETRIA BORDE COLOR NO DIAMETRO
IRREGULAR HOMOGENEO >6 mm
o
EVOLUCION

Figura 9. Regla ABCDE para la deteccién temprana de melanoma.

Tomado de: Fernandez-Pérez, et al. Investigacion contra el Cancer; 2013 [citado 30 Oct 2015].
Disponible en: http://www.um.es/eubacteria/resistencia_talon aquiles melanoma.pdf
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Sign Implication
CHAMNGES IN COLOR

Sudden darkening; brown, black Increased number of tumor cells, the density of which varies within the lesion, creating
irregular pigmentation

Spread of color into previously Tumeor cells migrating through epidermis at various speeds and in different directions
normal skin (horizontal growth phase)

Red Vasodilation and inflammation

White Areas of regression or inflammation

Blue Pigment deep in dermis, sign of increasing depth of tumor

CHAMNGES IN CHARACTERISTICS OF BORDER

Irregular outline Malignant cells migrating horizontally at different rates

Satellite pigmentation Cells migrating beyond confines of primary tumor

Development of depigmented hale  Destruction of melanocytes by possible immunologic reaction and inflammation
CHAMNGES IN SURFACE CHARACTERISTICS

Scaliness Bleeding

Erosion Ulceration

Oozing Elevation

Crusting Loss of normal skin lines
DEVELOPMENT OF SYMPTOMS

Pruritus Pain

Tenderness

Figura 10. Signos Sugestivos de Malignidad en Lesiones Pigmentadas: relacionados con
cambios de color, caracteristicas de los bordes, cambios en la superficie de la lesion y
sintomas acompafiantes.

Tomado de: Habif T, Clinical Dermatology. A Color Guide to Diagnosis and Therapy 6ta Ed.

Parte de los métodos de cribaje no invasivos usados en esta patologia es la
dermatoscopia, microscopia de epiluminescencia o microscopia de superficie. La primera
descripcion detallada de la microscopia de superficie de la piel se debi6 a Johann
Saphier, en 1920, quien acufié por primera vez el término dermatoscopia; utilizé esta
técnica en la evaluacién de los capilares en condiciones normales y patologicas de la piel,
e identificé las bases morfolégicas del color de la piel. En 1994, Stolz desarrollé la regla
nemotécnica del ABCD con microscopia, ésta técnica es ampliamente usada por los
servicios de dermatologia y evalla cada parametro con una puntuacion especifica, a
diferencia de la nemotecnia usada como “screening”, bajo las mismas siglas, en la cual
solo se describen caracteristicas macroscépicas de las lesiones. Paulatinamente han
surgido varios algoritmos usados en dermatoscopia, como el método de Menzies y la

regla de los 7 puntos de Argenziano cada uno con su valor diagnéstico especifico. ¥

La dermatoscopia consiste en visualizar lesiones cutaneas mediante un sistema complejo
de lentes, luz directa y un medio de inmersion que reduce notablemente la reflexion. La
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sensibilidad y especificidad aportada por esta herramienta es de 91% y 86%
respectivamente, pudiendo concluir que la dermatoscopia es un auxiliar diagnostico muy
atil para establecer correlacion entre los hallazgos clinicos y patolégicos de una lesién
pigmentada. Y recordar que uno de los principales principios de la dermatoscopia es “a

mayor nimero de colores mas sospecha de malignidad”. ¢

2.3.5.2. Diagnostico Histopatoldégico

La realizacién de una biopsia y el reporte histoldgico estan indicados ante cualquier lesién
pigmentada de la piel, que ha cambiado sus caracteristicas como color, tamafio, forma.

Este procedimiento puede dividirse en:

e Biopsia excisional: siendo el método mas seguro e indicado cuando se sospecha de
melanoma, porque consiste en la extraccién de la totalidad de la lesién con un

margen de seguridad de 1-2 mm de piel aparentemente normal.

e Biopsia incisional: esta consiste en tomar la muestra de la zona sospechosa a la

inspeccién clinica que denote mayor infiltracién de la lesion. ®@®

El reporte histolégico debe basarse en los parametros establecidos por la American Joint

Committee on Cancer (AJCC) que incluye: "

e Grosor tumoral: el grosor del tumor primario es el predictor mas potente de
supervivencia del melanoma y se lo puede hacer de dos maneras:

o Indice de Breslow: Se evalta midiendo en milimetros desde el aspecto mas
superficial de la capa de células granulares al punto mas profundo de la
invasion tumoral. Si la lesién es ulcerada, la medicién deber& hacerse desde la
base de la ulcera hasta la célula melanocitica mas profunda. Los rangos

establecidos son: <1.0 mm, >1.01-2.0 mm, 2.01-4.0 mm y >4 mm.
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o Niveles de Clark: es otro indicador de profundidad de tumor descrito por Clark

como niveles anatémicos de invasion.

Nivel | Invasion limitada a la epidermis
Nivel Il Invasion parcial de la dermis papilar
Nivel 1lI Invasion total de la dermis papilar
Nivel IV Expansion a la dermis reticular
Nivel V Penetracion a tejido celular subcutaneo

Figura 11. Niveles de Clark

Tomado de: Kutlubay Z, Engin B, Serdaroglu S, Tizin Y. Current Management of Malignant
Melanoma: State of the Art

e Indice mitético: es el contaje de mitosis por mm?. El incremento de la actividad
mitGtica se asocia con un pobre diagndéstico, la presencia de al menos una mitosis por

mm? tiene relacion significativa con la supervivencia. ©¢”

e Ulceracion: es el resultado de la combinacion entre el defecto epidérmico o ausencia
de estrato corneo, presencia de cambios reactivos y adelgazamiento, borramiento o

hiperplasia reactiva de la epidermis circundante. ¢®¢7"

¢ Infiltrado inflamatorio, se clasifica como:
o Ausente: no hay linfocitos entre las células tumorales
o No Intenso: cuando el infiltrado es localizado o focal y no afecta a la
totalidad de la fase vertical.

o Intenso: afecta a todo el componente invasivo del tumor.
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e Invasion perineural: o también llamado neurotropismo, es la invasion de células

tumorales en el perineuro o endoneuro de los nervios.

e Fase de crecimiento: es el patron de direccidn del crecimiento celular.

o Radial: las células malignas se encuentran limitadas a la epidermis (in situ) o
pueden encontrarse también en la dermis pero formando nidos o bien
aisladas, no hay presencia de mitosis.

o Vertical: las células tumorales se extienden hacia la dermis formando nidos,

en las que ademas se puede observar mitosis.

e Satelitosis: definida como cualquier nido celular metastasico discontinuo, mayor a
0.05 mm de diametro, que se encuentre claramente separado por dermis normal (no
fibrosis o inflamacién) del componente principal de melanoma por una distancia de al

menos 0.3 mm. "

e Elastosis actinica: es el cambio del tejido normal de la piel por depdsitos anormales

de fibras elasticas, degeneracion de colageno y microvasculatura dilatada, provocado

por la exposicion prolongada a la radiacion solar.

2.3.5.3. Factores Prondsticos

El melanoma maligno es el tipo mas mortal de los canceres de piel. Las tasas de
supervivencia del melanoma dependen si es detectado en las primeras etapas, esto es
generalmente cuando el tamafio del tumor es pequefio y tratable. Después de un correcto
diagnostico, el prondstico de melanoma es determinado por la evaluacion de una serie de
factores histopatologicos, tales como el grosor del tumor, los niveles de invasion, la

presencia de ulceracién, indice mitético y el numero de ganglios linfaticos metastasicos
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involucrados. Factores prondsticos clinicos como la edad, sexo, localizacion anatémica
del tumor pueden también ser utilizados para determinar la posible progresion del cancer

y las tasas de supervivencia del paciente. “?

En el sistema de estadificacién empleado por la AJCC ©”, el espesor tumoral es el factor
prondstico independiente, dominante, en la determinacion del riesgo de metastasis y la
supervivencia. La ulceracion es el segundo factor de peor prondstico, tanto asi que su
presencia en tumores de menos de 1 mm provoca una reduccion en la tasa de
supervivencia del 4%. Una alto recuento mitético, la presencia de muchas células en fase
mitGtica, también se correlaciona con una mayor probabilidad de positividad en la biopsia

de ganglio centinela, es decir mayor capacidad de diseminacion de las células tumorales.

(37)(40)

2.3.6. CLASIFICACION HISTOPATOLOGICA

El melanoma comienza ya sea de novo o se desarrolla a partir de una lesién preexistente,
como un lunar congénito o atipico. Una clasificacién en varios tipos diferentes se ided
después de observar que la anatomia microscépica del tumor en la periferia de la masa
tumoral elevada era variable y poseia patrones caracteristicos que pueden ser

correlacionados con presentaciones clinicas. ®

Clark et al., define cuatro tipos principales de melanoma basado en gran medida en el

patrén de crecimiento de sus partes intraepiteliales y son:

2.3.6.1. Melanoma de Extension Superficial (MES): es el tipo mas comuan (70% de los
casos), entre la cuarta y quinta década de vida, puede ocurrir a cualquier edad y en
cualquier parte del cuerpo y es mas comun en las personas de raza blanca. Se presenta

principalmente en zonas expuestas de manera intermitente al sol sobre todo en
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extremidades inferiores en mujeres y en dorso en hombres. Generalmente es plano e
irregular en forma y color, con sombras variables de negro y café. La fase de crecimiento
radial puede durar meses o por mas de 10 afios (Figura 12). Los nddulos aparecen

cuando la lesién es de aproximadamente 2,5 cm de diametro. 99

Histol6gicamente tiene un componente intra-epidérmico que se extiende unas pocas
crestas epiteliales mas all4 de la dermis, se encuentran melanocitos atipicos dispersos
como “perdigones” o también pequefios nidos de ellos dentro de la epidermis y en
ocasiones en estructuras epiteliales anexas. Los melanocitos neoplasicos son grandes,
se caracterizan por tener abundante citoplasma, pigmento melanico disperso, vesiculas
nucleares y nucléolo prominente. Se puede observar regresion, manifestandose como
una zona dentro de la epidermis en la que los melanocitos neoplasicos estan disminuidos
en comparacion con el resto de la lesiéon y acompafados de un infiltrado de linfocitos y
melanéfagos, engrosamiento de la dermis papilar, telangiectasias, fibrosis, y pérdida del

patrén de crestas reticulares en proporciones variables. ©®©9
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SUPERFICIAL SPREADING MELANOMAS

Initial phase (months to years)

1. Flat, not palpable . Brown, brown-black
2. Color variation slight Slight focal blue
3. Indistinguishable from other early melanomas 0to0.6cm Faint red and white
Radial growth phase (months to 10 years) Colors become
1. Border irregular more pronounced
2. Areas of regression appear with angular notching
3. Thick areas appear at about 2.5 cm—herald _

onset of vertical phase —— Angular notching

0.6to2.5cm

Vertical growth phase (months to years)
. Numerous patterns, depending on degree
of growth and regression
2. Tumors palpable
Plaguelike elevation at border
Nodules in center
. Areas of ulceration and scaling

W

Striking contrast
in colors

Blue-gray
Blue-black
Red and white

Highly regressed
— area
or

Figura 12. Fases de desarrollo del melanoma de extensién superficial

Tomado de: Habif T, Clinical Dermatology. A Color Guide to Diagnosis and Therapy 6ta Ed.

2.3.6.2. Melanoma Nodular (MN): Constituye alrededor del 15 a 30% de los casos en
pacientes de aproximadamente 50-60 afios, tiende a afectar mas al sexo masculino en
una proporcién 2:1. Aparece en cualquier parte del cuerpo pero principalmente en tronco
y extremidades, presenta exclusivamente fase de crecimiento vertical, lo cual condiciona
su comportamiento agresivo. Todos los nédulos de melanoma maligno comienzan como
méculas. Las maculas se extienden horizontalmente para formar parches y posterior a
eso verticalmente para formar papulas y luego nédulos (Figura 13). La diferencia entre un
nédulo de melanoma que se desarrolla en un MSE, un LMM, o un MAL y un melanoma
"nodular" es que un melanoma nodular no tiene parche o componente de placa

detectable cuando se realiza la inspeccion de la lesion. Generalmente empieza como un
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area elevada de color azul-negro oscuro o rojo-azulado, aunque algunos son
amelandticos, al observarlos de cerca a veces pueden revelar manchas de pigmentacion
que se sitian de forma asimétrica dentro del ndédulo. Puesto que el prondstico de los
melanomas es dependiente de espesor tumoral este tipo histolégico puede anunciar

mayor riesgo de metastasis. 9“0

NODULAR MELANOMAS

Blue-blac

Initial phase (weeks or months) Purple
Mo radial growth phase A Red-brown

S

Vertical growth phase
1. Raised above skin with

variety of shapes
2. Ulceration and crust __AT,
and bleeding frequent
3. May resemble angioma Raised plague Dome-shape Polypaoid

Ulceration
s possible

Pressure test

—_—

involution is characteristic of
hemangioma, not melanoma

Press suspected nodule firmly " ' g/‘ﬁ‘-f—
for 30 seconds; near-total hﬂ" =

Nodular melanoma Angioma

Figura 13. Fases de desarrollo del melanoma nodular

Tomado de: Habif T, Clinical Dermatology. A Color Guide to Diagnosis and Therapy 6ta Ed.

2.3.6.3. Melanoma Lentigo Maligno (LMM): Representa aproximadamente el 10 al 15%
de los casos, entre los 70 y 80 afios. Ocurre mas comunmente en la piel dafiada por
exposicion acumulada al sol, en la cara, el cuello y los brazos, por lo que también se lo
conoce como melanoma in situ. Las areas de piel anormal generalmente son grandes,

planas y de color bronceado con manchas cafés entremezcladas. ®@®“0
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Presenta un lento crecimiento a expensas de una prolongada fase radial, con el tiempo,
un area indurada o una placa puede desarrollarse como un signo de invasién (Figura 14).
Comienza como una proliferacibn de melanocitos individuales en la capa basal de la
epidermis y no suele encontrarse abundante elastosis. Los melanocitos neoplasicos mas

a menudo tienen ndcleos hipercromaticos, escaso citoplasma, y formas anguladas.

(38)(39)(40)

Es comparativamente el tipo histol6gico de mejor prondstico.

LENTIGO MALIGNA MELANOMA

Initial phase (years)
Lentigo maligna indistinguishable
from other early relanomas

Pale brown to black

Radial growth phase (5 to 50 years)

1. Marked regression with highly
rregular borders

2. Uniformly racular with loss of

skin markings

Vl'j not progress to tumor stage;

remains lentigo maligna

Little variation in color—
brown to black

w

0.6to6cm

Vertical growth phase (years)

1. Covers broad area

2. Tummor nodule usually solitary
and centrally located

3. Marked regression

Areas of regression
gray of white

Brown-black
Blue-black
Red-brown

AT
&

5t 7cm

Figura 14. Fases de desarrollo del melanoma lentigo maligno

Tomado de: Habif T, Clinical Dermatology. A Color Guide to Diagnosis and Therapy 6ta Ed.

2.3.6.4. Melanoma Lentiginoso Acral (MAL): Es la forma menos comun de melanoma
en caucasicos, se presenta en el 2 a 8% de los pacientes de raza blanca y en el 60 al
72% en raza negra. La edad aproximada de aparicion es a los 65 afios. Generalmente

ocurre en las palmas de las manos, las plantas de los pies o por debajo de las ufias y es
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mas comun en las personas de raza negra, tiene predileccién por las zonas de presion,
que incluyen el dedo gordo del pie, el talén, y la cara lateral de la planta del pie. La lesién
inicial estd dada como una macula asimétrica color marrén-negro, las maculas
progresaran con el tiempo hasta convertirse en para placas irregulares que pueden

ulcerarse. 19¢9

El melanoma de la unidad ungueal es mas comun en el primer dedo del pie, aunque
puede afectar a cualquier digito. Las manifestaciones tardias de melanoma subungueal

incluyen onicolisis, una masa subungueal, y la erosién a través la lamina ungueal. ¢

Es importante destacar que tanto el tipo de extension superficial como el nodular se

pueden presentar en sitios acrales (Figura 15).

Histol6gicamente en sus inicios presenta un patrén de crecimiento basilar en el que
predominan los melanocitos individuales, estos melanocitos son igualmente de forma

angulada y cuentan con ntcleos hipercromaticos y escasa citoplasma. ©°

Melanoma Acro-Lentiginoso

2-8% de melanomas en poblacién caucasica.
30-75% de melanomas en personas de raza negra,
asiaticos e hispanos.

Localizacion mas frecuente en palmas y plantas.

Bajo superficie de la ufia: signo Hutchinson

Figura 15. Melanoma Acro-lentiginoso

Tomado de: Habif T, Clinical Dermatology. A Color Guide to Diagnosis and Therapy 6ta Ed.
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2.3.6.5. Otras Variedades de Melanoma:

¢ Melanoma de la Mucosa: Las localizaciones mas frecuentes son las superficies
mucosas de la cabeza y el cuello (cavidades nasal, oral y retina) y la mucosa

vulvar o anorrectal. ©

¢ Melanoma Desmoplésico-Neurotrépico: es un subtipo raro, agresivo en forma
local y asociado a una tasa elevada de recurrencias locales. Se desarrolla con
mayor frecuencia en la piel de la cabeza y el cuello expuesta al sol de individuos
de edad avanzada, por lo general durante la sexta y la séptima décadas de la
vida. Puede variar en su color, tiende a ser firme y se caracteriza por tener el
aspecto de cicatriz por lo que se puede confundir con una cicatriz tipo quiste o

queloide. ®°

2.4, INMUNOHISTOQUIMICA

2.4.1 DECLARACION DE BUSQUEDA

La busqueda de informacién se realiz6 a través de revistas médicas cientificas y
buscadores académicos, usando las siguientes palabras claves en los idiomas inglés y
espafiol: melanoma  maligno, lesiones melanociticas, inmunohistoquimica,
dermatopatologia, citologia, marcadores, S-100, HMB-45, MELAN-A. Se incluyeron
ademas filtro como: fechas de publicacion, tipos de estudio y disponibilidad de textos en
formato completo. Los articulos se seleccionaron segun la pertinencia del titulo, del
resumen y de la relacién que tuvieron con las preguntas de investigacion planteadas en
esta tesis. Los articulos nombrados a continuacién fueron tomados en cuenta para la

redaccion de los marcadores inmunohistoquimicos en el marco teérico y discusion.

63



Resultados de la Busqueda:

AMERICAN JOURNAL CLINICAL PATHOLOGY (AJCP): 1694 articulos relacionados,

de los cuales segun nuestro interés de busqueda se seleccionaron los siguientes:

Immunohistochemical Evaluation of Necrotic Malignant Melanomas.

Comparison of Five Antibodies as Markers in the Diagnosis of Melanoma in

Cytologic Preparations.

Malignant Melanoma 2003: Predisposition, Diagnosis, Prognosis, and Staging.

Primary Melanoma of the Skin and Cutaneous Melanomatous Metastases.

AMERICAN JOURNAL OF DERMATOPATOLOGY: 440 resultados

S100 Negative Junctional Melanocytic Proliferations.

Melan-A: not a helpful marker in distinction between melanoma in situ on sun-
damaged skin and pigmented actinic keratosis.

Evaluation of the role of routine melan-A immunohistochemistry for exclusion of
microinvasion in 120 cases of lentigo maligna.

Utilization and Utility of Immunohistochemistry in Dermatopathology.

Diagnostic utility and comparative immunohistochemical analysis of MITF-1 and
SOX10 to distinguish melanoma in situ and actinic keratosis: a clinicopathological

and immunohistochemical study of 70 cases.

Differences in tumor thickness between hematoxylin and eosin and Melan-A

immunohistochemically stained primary cutaneous melanomas.

Immunohistochemical double stains against Ki67/MART1 and HMBA45/MITF:

promising diagnostic tools in melanocytic lesions.
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PUBMED: 321 resultados

e Immunohistochemistry in Dermopathology.

e S-100 protein family and its application in clinical practice.

e The usefulness of tyrosinase in the immunohistochemical assessment of
melanocytic lesions: a comparison of the novel T311 antibody (anti-tyrosinase)

with S-100, HMB45, and A103 (anti-melan-A).

e Comparison of immunohistochemical labelling of melanocyte differentiation antibo
dies melan-A, tyrosinase andHMB 45 with NKIC3 and S100 protein in the

evaluation of benign naevi and malignant melanoma.
ANNAL OF ONCOLOGY: 73 resultados

e Biomarkers in Melanoma.

2.4.2. GENERALIDADES DE LA INMUNOHISTOQUIMICA
La inmunohistoquimica constituye en la actualidad una herramienta diagnéstica que ha
revolucionado la histopatologia y se ha convertido en pieza fundamental en la

dermatopatologia.

Su descubrimiento inicia en la Universidad de Harvard en 1941, gracias a la accion de
Albert H. Coons, Hugh Creech, Norman Jones y Ernst Berlinier®® quienes desarrollaron la
metodologia de anticuerpos marcados con fluorescencia, con lo que lograron el estudio
de diversos antigenos, identificacion de proteinas tisulares, complejos inmunes,
antigenos virales en células infectadas y antigenos tumorales en diversas neoplasias,

sentando asf las bases de la inmunohistoquimica actual. “?

Posteriormente, varios investigadores fueron aportando con hallazgos importantes, desde
el descubrimiento de la estructura de las inmunoglobulinas por Rodney Porter y Gerald

Edelman® en 1959, hasta la creacién de anticuerpos monoclonales en 1984 por Cesar
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Milstein, Georges JF Kohler y Niels K Jerne®® quienes recibieron el Premio Nobel de

Medicina por su aportacion en la produccion de anticuerpos in vitro. “%

La inmunohistoquimica es una técnica esencial en el diagndstico anatomo-patolégico de
las enfermedades tumorales, principalmente en la determinacién de la estirpe o la
diferenciacion de las neoplasias, ademas que permite reconocer la estructura molecular
de un tejido. Es una potente herramienta que facilita la deteccién y visualizacién de
moléculas de proteinas en las células o en su superficie a través de microscopia
tradicional. Es de gran utilidad en el diagnéstico de tumores metastésicos de origen
primario desconocido, tumores de partes blandas, linfomas, etc; ademas que sirven

también como factor pronéstico en varios tipos de neoplasias. ‘2t

Estos procedimientos inmuno-enzimaticos demuestran una variedad de antigenos
presentes en las células o los tejidos, utilizando anticuerpos mono o policlonales
marcados, basandose en la capacidad de estos anticuerpos para unirse especificamente
a los correspondientes antigenos. La reaccion se hace visible solo si el anticuerpo esta

marcado con una sustancia que absorbe o emite luz o que produce coloracion. “9®H@

Segun el sitio de localizacién, la inmunomarcacion de antigenos celulares puede
presentarse en la membrana, en el ndcleo, en el citoplasma, 0 de manera mixta
(citoplasma y nucleo) como la proteina S-100, asi como también en localizaciones
extracelulares; por lo tanto, es necesario que el patélogo sepa reconocer las
caracteristicas generales de los antigenos, los tejidos que pueden reaccionar a estas
coloraciones, la localizacion celular donde se dara la reaccioén, y sobre todo, debe tener

en mente las posibles reacciones cruzadas inespecificas de cada anticuerpo. “%

“Existen 2 factores que influyen en la inmunomarcacion: el factor preanalitico
(intrinseco) y el factor analitico (extrinseco). El factor pre-analitico se refiere a las
caracteristicas del tejido y la preservacién adecuada de las caracteristicas antigénicas

que dependera del tipo de fijador empleado, de la fijacion adecuada, y del tiempo de la
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fijacion. EI formol buffer al 10% es el fijador mas utilizado, debido a que su pH
influencia directamente en la conservacion antigénica de los tejidos y su variacién
podria alterar la estructura proteica de los epitopes. Algunos procedimientos técnicos,
como el sobrecalentamiento del tejido, la descalcificacion y la congelacion, también
pueden afectar la preservacion antigénica. Los factores extrinsecos son los elementos
externos al tejido que pueden controlarse en el laboratorio de inmuohistoquimica e
incluyen: el tipo de anticuerpo utilizado, la sensibilidad y dilucién, el sistema de
deteccién, los cromégenos empleados, el método de recuperacién utilizado y la

interpretacion de la reaccion por el patélogo.” “?

2.4.2.1. Principios y Procedimientos

La inmunohistoquimica se puede realizar en tejidos de biopsia y de autopsia,
generalmente fijados en formol e incluidos en parafina, siendo estos los pasos
fundamentales para el correcto desarrollo de las técnicas. Una fijacién inadecuada impide

cualquier resultado fiable. “?

“En general, la tincion inmunohistoquimica junto con el sistema de deteccién, permite
la visualizacion de antigenos a través de la aplicacién secuencial de un anticuerpo
especifico (anticuerpo primario) al antigeno, un anticuerpo secundario (anticuerpo de
union) al anticuerpo primario, un complejo enzimatico y un sustrato cromogénico, con
etapas de lavado intermedias. La activacion enzimatica del cromdgeno da lugar a un

producto de reaccion visible en el sitio del antigeno.” “?

Para la interpretacion de las tinciones se debe procesar un control positivo y negativo del
tejido que pueden ser células o componentes que se reconozcan con la tincién. Los

tejidos de control deben ser procesados de manera idéntica al de los cortes en estudio.
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“Las muestras de control positivo deben examinarse en primer lugar para asegurarse
de que todos los reactivos funcionan correctamente. La presencia de un producto final

de color marrén en el lugar del antigeno diana, indica reactividad positiva.” “?

“Los controles de tejido positivos conocidos solo se deben usar para monitorizar el
comportamiento correcto de los tejidos procesados y los reactivos de la prueba, y no
como ayuda para establecer un diagnéstico especifico de las muestras del paciente. Si
los controles positivos del tejido no muestran una tincion positiva apropiada, los

resultados de las muestras en estudio se deben considerar no validos.” #?

“Las muestras de control negativo deben ser examinadas para comprobar el marcado
especifico del antigeno diana por el anticuerpo primario. La ausencia de tincion
especifica en las muestras de control negativo confirmard la especificidad del

anticuerpo primario.”

Muchos de los problemas que se informan en la literatura, se atribuyen a los problemas
técnicos y metodoldgicos, principalmente en lo relacionado a la conservacién de los
tejidos y al procesamiento de los mismos. Es por esto que el uso de protocolos
estandarizados para realizar diagnésticos inmunohistoquimicos es de vital importancia,
asi como también la realizaciébn de controles continuos de calidad, para mantener la

acreditacion correspondiente en los laboratorios especializados en la materia.

2.4.3. PROTEINA S-100

Es uno de los primeros marcadores utilizados para el diagnéstico de melanoma maligno.
Es una proteina que fue detectada inicialmente en las células gliales del sistema nervioso
central, y obtuvo su nombre debido a la solubilidad en sulfato de amonio al 100% en pH
neutro. Fue identificada por B.W.Moore en 1965.* En 1981 Gaynor y sus colaboradores™?
descubrieron que la proteina S-100 se encontraba en las células humanas de melanoma,

y posteriormente la aplicaron como un indicador diagnéstico de este tipo de tumor. #42
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Las proteinas de la familia S-100 son pequefas, &cidas, de 10-12 kDa y se han
identificado 25 proteinas pertenecientes a este grupo.** Su funcién no se ha determinado
con precision, sin embargo, se cree que su accion se basa en el paso del calcio

intracelular, en el ensamblaje de los microtiibulos o en ambos. ¥

Existen 2 subunidades (a y B), que forman tres isotipos: a) proteina S-100 aa expresada
en el musculo; proteina S-100 af expresada en melanocitos, células de la glia,
condrocitos y células mioepiteliales de ovillos secretores de unidades ecrinas y apocrinas;

y ) proteina S-100 BB expresada en células de Langerhans y células de Schwann. ®©

La imnunoreactividad deberia ser nuclear y citoplasmatica para considerar un resultado
vélido. Estudios con microscopia electrénica han verificado la presencia de ésta proteina
en ambos compartimentos intracelulares tanto en melanocitos normales como en

neopléasicos. 2“4

Muchos anticuerpos se han desarrollado para el reconocimiento de la proteina S-100,
algunos de los cuales son dimero-especificos. En la practica general los anticuerpos
reconocen a los 3 isotipos de la proteina, para que sea usado satisfactoriamente como
una herramienta de alta sensibilidad, capaz de detectar todas las células que contienen a
la proteina S-100, es por eso que se considera que mas del 98% de casos de melanoma

maligno son S-100 positivos. 2“4

Otros tipos de tumores sensibles al marcador S-100 que deben ser considerados en el
diagnostico diferencial de lesiones melanociticas incluyen varios carcinomas pobremente
diferenciados, proliferaciones histiociticas, gliomas, tumores de la vaina de nervios
periféricos, y lesiones de células de Langerhans, lo que limita su especificidad como

marcador de neoplasias melanociticas. 2“9

Existen varios tipos de melanoma poco comunes como el melanoma desmoplasico y de

células fusiformes, que son sensibles pero no especificos para el marcador S-100.
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Un gran reto diagndstico es el melanoma metastasico principalmente en ganglio
centinela, sobre todo cuando se intenta identificar pequefios focos celulares donde el
muestreo y seccionamiento de los tejidos es indispensable, es entonces donde interviene
la inmunohistoquimica como herramienta diagnostica donde una de sus principales
utiidades es resaltar estos pequefios grupos celulares. Los marcadores mas
comunmente usados para melanoma metastasico son el S-100, HMB-45, MELAN-
A/MART-1. El S-100 es altamente sensible, sin embargo es expresado en multiples tipos
de células incluyendo células dendriticas y ciertos macrofagos, es por eso que su
interpretacion en nodulos linfoides puede ser dificultosa, por lo que es recomendable

asociarlo con otros marcadores. ¥

2.4.4. HMB-45 Y MELAN-A
A inicios del afio 1980s, la disponibilidad de la tecnologia acerca de anticuerpos
monoclonales fue aplicada para buscar reactivos especificos para melanoma, no solo por

la necesidad diagnéstica sino también para la utilidad terapéutica. *

En la actualidad se ha desarrollado un grupo de anticuerpos monoclonales para
determinar glucoproteinas procedentes del linaje melanocitico. Este grupo se denomina
gp-100 y corresponde al c-DNA de donde ha sido clonada, del cual dos proteinas han
sido codificadas, éstas son: gp-100 (peso molecular 100 kd) y gp-10 (peso molecular 10
kd). Otro producto de la traduccién de cDNA relacionado con gp-100-C1 es la proteina
melanocitica llamada Pmel-17, ambas proteinas son localizadas en las membranas
internas de los pre-melanosomas tipo 1,2 y 3 y son reconocidas por los linfocitos T

citotoxicos. ?

Los anticuerpos que reconocen a este grupo de proteinas gp-100/Pmel-17 incluyen:
MART-1 (melanoma antigen recognize by T cells-1), conocido también como MELAN-A y

HMB-45, han demostrado tener varios niveles de sensibilidad y especificidad para
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melanocitos, nevus y otros tipos de melanomas, asi como también de otras lineas
celulares y tumorales. En la practica éstos marcadores han sido mayormente utilizados
como agentes confirmatorios de la positividad del S-100 en neoplasias

melanociticas.*?®¥

El MELAN-A es una proteina que forma parte de la membrana del premelanosoma,
producto del gen MART-1, se expresa en melanocitos normales, nevus y melanomas,
ademas de células retinales, corteza suprarrenal, ovario y células de Leydig del testiculo.
Su tincidn es mas intensa que la de la proteina S-100, y juntas potencian la capacidad de

diferenciacion de la estirpe melanocitica. 9%

Es dificil reconocer los melanocitos intraepidérmicos en una tincion con hematoxilina-
eosina en piel con importante dafio actinico, complicando la diferenciacién entre
queratinocitos pigmentados y la verdadera densidad melanocitica, es aqui donde el rol de
la inmunohistoquimica juega un papel importante para precisar el diagnéstico. El MELAN-
A ha sido ampliamente valorado en este aspecto pero a la vez se ha visto que este
marcador podria incrementar los falsos positivos debido a una percepcion errénea del
namero de melanocitos, ya que la inmunotincién abarca los melanocitos y sus dendritas
citoplasmaticas hasta rodear los queratinocitos vecinos, pudiendo confundir el diagnéstico

de melanoma con queratosis actinica pigmentada 6 una piel con dafio actinico

crénico.904

El MART-1/MELAN-A tiene la capacidad de distinguir las células tumorales de ciertos
tipos de carcinoma adrenocortical y de tumores de los cordones sexuales, se cree que
esto se debe a que estos marcadores reconocen un epitope que comparte caracteristicas
moleculares con las proteinas gp-100 y Pmel-17 debido a que no se evidenciado una

diferenciacion melanocitica en dichas neoplasias. *?

El HMB-45 es un anticuerpo monoclonal que actla al unirse con la glucoproteina gp-100

del premelanosoma, anteriormente mencionado. Su funcion es identificar a melanocitos
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inmaduros, activados e intraepidérmicos. Es un marcador mas especifico que la proteina
S-100 pero menos sensible (Tabla 1), una caracteristica importante a considerar de ese
marcador es que puede generar reaccidn positiva en nevus benignos, nevus de Spitz y

en melanocitos que se sobreponen a una cicatriz. ‘92

El MELAN-A y HMB-45 generan tincion citoplasmatica que se considera positiva cuando

la reaccién es mayor al 10% de células tumorales. “°

Ninguno de los anticuerpos mencionados anteriormente poseen una positividad de la
tincibn mayor al 10% en melanomas de células fusiformes, desmoplasicos y neuroides,
ya que estas variantes neoplasicas tipicamente manifiestan una evolucién desde el
fenotipo melanocitico hacia uno fibroblastico o tipo célula de Schawnn, perdiendo en este
proceso su habilidad para sintetizar pre-melanosomas y proteinas relacionadas con estos

organelos. 29

Tabla 5. Comparacién de la Sensibilidad, Especificidad y Valor Predictivo
Positivo/Negativo de los  Marcadores Inmunohistoquimicos para Diagndstico de
Melanoma Maligno Cutdneo

Valor Predictivo Valor Predictivo

Sensibilidad Especificidad Positivo Negativo
S-100 88 70 78 82
HMB-45 92 97 97 92
MELAN-A 95 97 97 94
S-100+/HMB-45+ 80 100 100 80
*Mitf+/Melan A+ 95 100 100 94

*Mitf, factor de transcripcién de microftalmia

*Todos los valores han sido reportados en porcentajes

Fuente: Comparison of Five Antibodies as Markers in the Diagnosis of Melanoma in Cytologic
Preparations

Modificado por: Dayana Pita y Karina Rosillo

2.5. JUSTIFICACION

El melanoma ha tenido un claro y sostenido aumento en la incidencia a nivel mundial. En
Estados Unidos este aumento ha sido a razén de 2.6% anual en la poblacion general y en
el Ecuador el aumento de la incidencia estandarizada fue de hasta 0.9 por cada 100.000
habitantes en hombres y 0.1 por 100.000 habitantes en mujeres durante los afios 2006-
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2010, segun los datos del libro de Registro Nacional de Tumores de SOLCA Quito del

2010. @

La incidencia de melanoma es relativamente baja en comparacién con otros carcinomas
pero la tasa de mortalidad es elevada por tratarse de una malignidad altamente agresiva.
Este aumento guarda también relacion con la falta de progreso diagnéstico y terapéutico

frente a esta enfermedad.

Actualmente el incremento incipiente de casos de melanoma maligno ha hecho que el
interés por la investigacion de esta patologia sea escaso en nuestro pais, es por esto que
hemos enfocado nuestra atencién en la realizacion de este estudio, con el proposito de
determinar la utilidad de técnicas inmunohistoquimicas en la confirmacion diagndstica del
melanoma maligno, para asi aportar al progreso diagnéstico, con el fin de mejorar el

manejo integral de los pacientes.

2.6. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existe correlacion de los marcadores inmunohistoquimicos S-100, HMB-45, MELAN-A
con las variables histopatolégicas, localizacion de la lesiéon y la supervivencia, de
pacientes diagnosticados de melanoma maligno en el centro de la piel (CEPI) durante

Enero del 2012 hasta Septiembre del 2015?

2.7. OBJETIVOS

2.7.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la utilidad de los marcadores inmunohistoquimicos (S-100, HMB-45, MELAN-
A), y la relacién entre caracteristicas histopatolégicas, localizacion de la lesién y
supervivencia de pacientes diagnosticados de melanoma maligno en el Centro de la Piel

(CEPI).
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2.7.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Comprobar la utilidad de los marcadores inmunohistoquimicos (S-100, HMB-45 y
MELAN A) en la confirmacion diagnostica de melanoma cuténeo.

— Demostrar la asociacion de las variables histopatolégicas usando la tincién
hematoxilina-eosina con el resultado de los marcadores inmunohistoquimicos (S-100,
HMB-45 y MELAN A).

— Asociar la localizacion de la lesion con el resultado de los marcadores
inmunohistoquimicos (S-100, HMB-45 y MELAN A).

— Comparar el indice de Breslow con tincibn hematoxilina-eosina versus el indice de
Breslow con tincién inmunohistoquimica.

— Comprobar la relacion entre las variables demogréaficas género-edad, la localizacion

de la lesion, variables histopatoldgicas, supervivencia de los pacientes.

2.8 HIPOTESIS

- Los marcadores inmunohistoquimicos son Utiles para la confirmacion diagnéstica de

melanoma cutaneo.

- Existe relacion entre los marcadores inmunohistoquimicos S-100, HMB-45, MELAN-A
con las variables histopatoldgicas, localizacion de la lesién y la supervivencia de los
pacientes con melanoma maligno, diagnosticados en el centro de la piel (CEPI) durante el

ano 2012-2015.

- Existe diferencia entre el indice de Breslow con tincibn hematoxilina-eosina versus el

indice de Breslow con tincion inmunohistoquimica.
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CAPITULO I

3. METODOLOGIA

3.1. TIPO DE PROYECTO

Este proyecto presenta caracteristicas de tipo investigativo, basandose en la recoleccion
de datos desde historias clinicas y en resultados obtenidos a partir de la aplicacion de
marcadores inmunohistoquimicos en muestras histopatoldgicas, que luego de ser
analizados nos permitan emplear métodos mas precisos o0 complementarios en el

diagndstico de melanoma maligno cutaneo.

3.2. TIPO DE ESTUDIO
El estudio realizado es de tipo transversal retrospectivo, cumpliendo con caracteristicas

de una investigacion analitica descriptiva y observacional.

3.3. LUGAR Y PERIODO EN EL QUE SE REALIZO LA INVESTIGACION
El analisis inmunohistoquimico fue realizado en el Laboratorio particular IHQRRP con la
direccién del especialista en patologia, en el periodo comprendido entre septiembre a

octubre del 2015.

3.4. UNIVERSO Y MUESTRA

Del archivo del servicio de patologia del Centro de la Piel (CEPI) se recolectaron los
datos clinicos, placas e informes histopatoldgicos y bloques de parafina de los pacientes
con diagnéstico de melanoma maligno, quienes conformaron el universo total de nuestro

estudio.
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3.4.1. PROCEDIMIENTOS DE DIAGNOSTICO E INTERVENCION

Los tejidos conservados en bloques de parafina fueron previamente procesados y fijados

segun los protocolos utilizados por el personal de patologia del Centro de la Piel (CEPI).

Segin el protocolo para tincion inmunohistoquimica de Roche® (ver detalles de

procedimientos manual y automatizado en Anexo 1), modificado en el laboratorio, se

siguieron los siguientes pasos:

10.

11.

Mantener refrigerados los bloques de parafina a una temperatura de 15-25°C hasta
obtener una consistencia adecuada previa a la realizacion de los cortes.

Cortar los blogues congelados de parafina a un grosor de 3 micras (). Realizar
tres cortes por bloque.

Colocar los cortes en agua caliente (60°) y pescarlos en un portaobjetos especial
para inmunohistoquimica.

Rotular adecuadamente los portaobjetos.

Secar los portaobjetos a temperatura ambiente por aproximadamente 30 minutos,
preferiblemente toda la noche.

Desparafinizar los cortes con ayuda de una plancha caliente a una temperatura
menor a 60°.

Pasar por alcohol Xilol los portaobjetos para eliminacién de residuos de parafina.
Secar los portaobjetos a temperatura ambiente por aproximadamente 30 minutos.
Colocar la etiqueta de codigo de barras adecuada para cada marcador en
portaobjetos secos.

Ubicar las placas etiquetas en la equipo Benchmark IHC/ISH Gx de Roche.

Poner los anticuerpos primarios (S-100, HMB-45 y MELAN A), los dispensadores
del KIT ultraView Universal DAB Detection de Ventana y los reactivos accesorios
necesarios en la bandeja de reactivos y colocarla en el modulo de tincién

automatizado.

76



12. Comprobar los liquidos a granel y los residuos.

13. Iniciar médulo de tincién automatizado, duracion aproximada tres horas.

14. Al terminar el proceso, lavar y deshidratar las placas con alcoholes: metanol,
isopropilico y xilol.

15. Realizar el montaje del cubreobjetos con instofluid.

16. Valorar al microscopio.

3.4.2. CRITERIOS DE INCLUSION:

1. Disponibilidad de placas histoldgicas y blogue de parafina sobre el que se ha
realizado el diagnostico de melanoma maligno

2. Disponibilidad de historias clinicas de pacientes con diagndstico de melanoma
maligno incluidos en el estudio.

3. Buena preservacion y fijacion del tejido.

3.4.3. CRITERIOS DE EXCLUSION:

1. Pacientes con diagnéstico de melanoma maligno localizado en region genital y
mucosas.

2. Cortes histopatolégicos con material insuficiente para la realizacion de los
estudios inmunohistoquimicos.

3. Muestra sin diagndstico histopatolégico de melanoma.

77



3.5. METODOS DE RECOLECCION DE MUESTRA

Los datos utilizados en este estudio han sido recolectados a partir de historias clinicas
realizadas en el centro de la piel (CEPI) desde enero del 2012 hasta septiembre del
2015, en pacientes con diagnéstico de melanoma maligno. Inicialmente se encontraron
43 presuntos casos clinicos de melanoma a través del buscador virtual en la base de
datos CEPI, de los cuales bajo los criterios de inclusion y exclusion fueron seleccionados

25 pacientes.

Adicionalmente se utilizaron placas histolégicas y bloques de parafina previamente
obtenidos desde las biopsias de las lesiones sugerentes de esta patologia, mediante las

cuales se lleg6 al diagndstico definitivo de melanoma maligno.

Las muestras histolégicas de los pacientes seleccionados fueron transportadas a un
laboratorio de patologia, privado, donde, con ayuda de microscopia tradicional se escogi6

la placa tefiida con hematoxilina-eosina y su bloque de mejor calidad.

La valoracion de supervivencia se realiz6 mediante llamada telefénica, no se especificé la

causa de muerte.
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3.6. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
VARIABLE TIPO DE DIMENSION DEFINICION INDICADOR ESCALA
VARIABLE
Categoria:
1 = Grupo I: 15-29
L S . - _ . an.
Edad Categorlca De 15~a 275 Tiempo que ha vivido una Afios 2 = Grupo Il: 30-44
ordinal afios persona 3 = Grupo lll: 45-59
4 = Grupo IV: 60-74
5=Grupo V: 275
- . Condicion organica que Categoria:
. Categodrica - Masculino o . . .
Genero . . distingue a los hombre de Masculino y Femenino 1 = Masculino
nominal - Femenino . .
las mujeres 2 = Femenino
- Cabezay Cuello (CC) C?tfggga:
L, . Localizacién L . - Tronco (T) )
Localizacion de  Categoérica . Ubicacion topografica de . : 2=T
., : anatomica de la ., R - Extremidades superiores (ES) B
la lesion nominal L, la lesion primaria . . 3=ES
lesion - Extremidades inferiores (EI) 4=E]
- Palmas y plantas (PP) 5= pp
L . Categorica:
. Clasificacion actual usada - Extension Superficial (ES) 1=ES
e L Subtipos de . . - Nodular (N)
Clasificacion Categorica para la diferenciacién de . . 2=N
. . . : melanoma . - Lentigo Maligno (LM)
Histol6gica nominal . . los subtipos de melanoma . 3=LM
cutaneo maligno . - Acro-Lentiginoso (AL)
maligno - Otros (O) 4=AL
5=0
L Orientacion de la . . : . . Categoria:
Fase de Categodrica invasion de Direccién de la invasion - Vertical 1 = Vertical
crecimiento nominal . de las células tumorales - Radial 2 = Radial
células tumorales
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- Nivel I: limitada a la epidermis.
- Nivel II: hasta dermis papilar, no

alcanza interface dérmica papilar Categoria:
reticular. 1=Nivel|
. L. Invasion del Grado o nivel de invasion - Nivel Ill: expande en dermis 2= Nivel Il
Niveles de Categodrica . . 3 = Nivel Il
Clark ordinal tumor en las del tumor en las distintas papilar. _
capas de la piel capas de la piel. - Nivel IV: dermis reticular sin 4= leel IV
tejido subcutaneo. 5 = Nivel V
- Nivel V: afecta tejido 6=NV
subcutaneo.
- No valorable (NV)
< 1mm Categoria:
-1-2 mm 1=<1lmm
indice de Categérica De<lmma>4 Medicién milimétrica del 2=1-2mm
. - 2-4 mm
Breslow ordinal mm grosor del tumor > 4mm 3=2-4mm
4=>4mm
- No valorable (NV
(NV) 5=NV
Cambios degenerativos Presente Categoria:
Elastosis Categorica - Presente de fibras elasticas de 1 = Presente
e . . - Ausente
Actinica nominal - Ausente colageno por efecto de - No valorable (NV) 2 = Ausente
radiacion UV. 3=NV
: . Categoria:
. L. Presencia de células - Presente g
Infiltrado Categorica - Presente . . . 1 = Presente
. . inflamatorias entre células - Ausente
Inflamatorio nominal - Ausente 2 = Ausente
tumorales - No valorable (NV)
3=NV
. . Categoria:
. L. Invasion de células - Presente
Infiltrado Categorica - Presente . 1 = Presente
. . tumorales en el perineuro - Ausente
Perineural nominal - Ausente ) 2 = Ausente
o0 endoneuro del nervio - No valorable (NV) 3= NV
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Categoria:

- Es el defecto epidérmico - Presente
- Categorica - Presente . 1 = Presente
Ulceracion : con ausencia de estrato - Ausente
nominal - Ausente , 2 = Ausente
cérneo - No valorable (NV)
3=NV
Categoria:
e .. L 2 . , - Presente
Indice de Categorica < 1 mitosis / mm Es el contaje de numero Ausente 1 = Presente
mitosis nominal > 1 mitosis / mm? de mitosis por mm? 2 = Ausente
- No valorable (NV)
3=NV
. Categoria:
- Nidos tumorales mayores - Presente
o Categorica - Presente 1 = Presente
Satelitosis . a 0.05mm separados a - Ausente
nominal - Ausente 2 = Ausente
0.3 mm del tumor - No valorable (NV)
3=NV
Conservacion de la vida Vivo Categoria:
. . Categorica - Vivo después de haber sido 1=Vivo
Supervivencia . . . - Muerto
nominal - Muerto diagnosticado de . 2 = Muerto
. - No determinado (ND)
melanoma maligno. 3=ND
Marcador Categoria:
Categorica - Positivo inmunohistoquimico, para - Positivo 1 = Intenso Positivo
S-100 . . , . . - i
nominal - Negativo deteccion de células - Negativo 2 = Débhil Positivo
melanociticas. 3 = Negativo
Anticuerpo monoclonal, Categoria:
HMB-45 Categorica - Positivo Gtil en tincion - Positivo 1 = Intenso Positivo
nominal - Negativo citoplasmética de células - Negativo 2 = Débil Positivo
melanociticas. 3 = Negativo
Marcador Categoria:
Categorica - Positivo inmunohistoquimico, que - Positivo 1 = Intenso Positivo
MELAN-A . . . L .
nominal - Negativo reconoce grupo de - Negativo 2 = Deébil Positivo

proteinas GP-100/Pmell7

3 = Negativo

Realizado por: Dayana Pita y Karina Rosillo.
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3.7. METODO DE ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados tanto de los andlisis inmunohistoquimicos como los obtenidos en las
historias clinicas; fueron correctamente tabulados e ingresados en el programa
estadistico SPSS 20. En base a la matriz de datos se generaron tablas de frecuencias
para poder valorar porcentualmente y en valores absolutos las distintas variables.
Ademas se realizaron tablas de contingencia con n filas en el plano X y n columnas en el
plano Y, lo que nos permitié asociar las variables estudiadas. Debido a la distribucién no
homogénea del total de casos utilizados en el estudio todas las pruebas de significancia
fueron anuladas. Por este motivo se procedié a realizar Analisis de Componentes
Principales (PCA, por sus siglas en inglés). Este tipo de andlisis multivariado nos permite
reducir las dimensiones de un conjunto de datos, para realizar un andlisis exploratorio
mediante la generacibn de graficos de dispersion, con el objeto de determinar
agrupaciones predictivas, o demostrar la independencia de las variables en el caso de no
observar agrupaciones. Adicionalmente, la reduccion de dimensiones nos permite
explicar en el menor nimero de componentes la varianza observada en el conjunto de
datos. El PCA se basa en las correlaciones existentes entre las variables analizadas.
Antes de realizar este andlisis se debe realizar el Test de Bartlett y/o el indice KMO, los
cuales nos permiten comprobar que la correlacion entre las variables es lo
suficientemente grande. El test de Bartlett parte de la hip6tesis nula de que la matriz de
coeficientes de correlacién no es significativamente distinta a la matriz de identidad, se
rechaza la misma si los valores de significancia de la prueba son menores o iguales a
0.05. Por otro lado, el indice KMO compara los valores de las correlaciones entre las
variables y sus correlaciones parciales, puede presentar valores entre 0 y 1. Si el indice

KMO es proximo a cero el PCA no seria relevante.
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3.7. ASPECTOS BIOETICOS

La realizacion de esta investigacion no requirié contacto directo con los pacientes debido
a gue se recogio la informacién de las historias clinicas de la base de datos CEPI y se
trabajo con bloques de parafina de biopsias tomadas previamente por personal del
centro, bajo consentimiento informado de los pacientes (Anexo 2).

Se mantuvo total confidencialidad reemplazando los nombres de los pacientes por

cbdigos numéricos previamente determinados segun el orden de estudio de las biopsias.

Se respeto los principios bioéticos establecidos en el tratado de Helsinki.

Se siguieron los protocolos establecidos por el laboratorio particular IHQRRP para la

manipulacion y estudio adecuado de las muestras.

Los autores declaramos que no existié ningln conflicto de interés para la realizacién de

este estudio.

3.8. ASPECTOS ADMINISTRATIVOS
Limitaciones:
e La muestra del estudio fue muy pequefia.
e Historias clinicas y reportes histopatologicos incompletos.
e Alto costo del estudio inmunohistoquimico.
Recursos utilizados:
e Investigadores
e Colaboradores en laboratorio y patologia.
e Historias clinicas y reportes histopatolégicos de cada uno de los pacientes con
diagnostico de melanoma maligno.
e Placas con tincion de hematoxilina-eosina y bloques de parafina.

e Equipos especiales de laboratorio de patologia.
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e Equipo de inmunotincion Benchmark Gx.

e Reactivos especificos para inmunohistoquimica

Presupuesto: el estudio fue autofinanciado por los autores.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS

Los resultados de este estudio fueron obtenidos a partir de la recoleccion de informacion
de historias clinicas, visualizacién con microscopia tradicional de placas histolégicas con
tincibn hematoxilina-eosina y estudios inmunohistoquimicos realizados a partir de cortes

de tejidos previamente fijados en blogues de parafina.

Todo el material utilizado para este estudio fue trasladado del area de patologia del CEPI
a un laboratorio particular, donde se escogieron y procesaron adecuadamente las

muestras para el estudio inmunohistoquimico.

Inicialmente se encontraron 43 presuntos casos clinicos de melanoma maligno a través el
buscador virtual en la base de datos CEPI, de los cuales bajo los criterios de inclusién y

exclusiéon quedaron 25 pacientes.

4.1. ESTADISTICOS DESCRIPTIVOS

Dentro de los resultados descriptivos se obtuvieron frecuencias para cada una de las
variables analizadas. Se analiz6 inicialmente la variable género para dividir nuestra
poblacion en masculino y femenino, con resultados similares para femenino con 56% vy
masculino 44% (Tabla 6). La edad se dividi6 en cuatro grupos etarios, Grupo | de 15-29
afios, Grupo Il de 30 a 44 afios, Grupo lll de 45-59 afios, Grupo IV de 60-74 afios y
Grupo V >75 afios. El 32% de los casos incluidos pertenece al grupo etario IV (60 — 74

afos) y el 4% al grupo | (15 — 29 afios) (Tabla 6).

El predominio de localizacién de la lesién fue en cabeza y cuello con un 64%, palmas y
plantas con el 12% y tronco, extremidades superiores e inferiores con el 8% cada una

(Tabla 7).
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En las variables histopatologicas analizadas se observé mayor frecuencia en la
clasificacion histopatolégica lentigo maligno (40%), seguido del tipo nodular (36%). La
fase de crecimiento predominante fue vertical (76%) a diferencia de la fase radial con
24%. La elastosis actinica estuvo presente en el 56% de casos, el infiltrado inflamatorio
no intenso en el 72%, el infiltrado perineural en el 28% vy la satelitosis en el 8%. (Tabla 8)

(Ver fotos 2-7).

En la valoracién de la profundidad tumoral se determin6é que los Niveles de Clark mas
frecuentes fueron Nivel | y 1l con el 28% cada uno, y los indices de Breslow <1 mm en

ambas tinciones con el 56% en HE y 48% en IHQ (Tabla 9).

La ulceracion estuvo presente en el 32% vy el indice de mitosis en el 88% (Tabla 10) (Ver

fotos 8-9).

La tincién de los marcadores inmunohistoquimicos se valor6 segin de la intensidad de la
misma, catalogandola como intenso positivo, débil positivo y negativo. Con el marcador
S-100, el 64% fueron intensos positivos, el 28% débiles positivos y el 8% negativos. En el
HMB-45 el 100% fueron positivos, de los cuales el 84% fueron intensos positivos. Con el
marcador MELAN-A se obtuvo un total de 72% de intensos positivos, 24% débiles

positivos y 4% negativos (Tabla 11) (Ver fotos 10-11).

Sin especificar la causa de muerte, hasta la fecha del andlisis, en la variable

supervivencia se encontraron 17 casos vivos, 7 muertos y 1 no determinado (Tabla 12).

4.2 ASOCIACION ENTRE VARIABLES
Debido a que las variables analizadas en nuestro estudio fueron cualitativas tipo nominal
u ordinal, se midieron las relaciones existentes mediante tablas de contingencia, usando

pruebas de significacion y asociacion.
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Se realizé asociaciones entre las variables demograficas género-edad con las siguientes

variables: localizacion de la lesion, histopatologicas, supervivencia y marcadores

inmunohistoquimicos, los resultados fueron:

Localizacion de la lesién: del 100% de nuestra poblacién, el 64% de melanomas
se localizaron en cabeza y cuello para hombres y mujeres, de los cuales el 54.5%
fue en hombres y el 71.4% en mujeres. Esta localizacibn se encontro
mayoritariamente en el grupo de edad Il y IV (45-59 y 60-74 afios) para género
masculino con 18.2% cada uno, y en el grupo V (> 75 afos) para el género
femenino con el 42.9% (Tabla 13).

Clasificacién histopatologica: el tipo histolégico mas comin en el género
masculino fue Lentigo Maligno con 45.5% presentandose mayormente en el grupo
de edad IV (60-74 afios). En el género femenino el mayor porcentaje (42.9%) se
observo en el tipo nodular seguido de Lentigo maligno (35.7%), con igual nUmero
de casos en los dos tipos para la edad mayor a 75 afios (grupo V) (Tabla 14).
Elastosis actinica: el dafio actinico se evidencié en el 56% de nuestros casos,
principalmente en mujeres mayores a 75 afos (42.9%) (Tabla 15).

Supervivencia: sin especificar la causa de muerte, el nimero total de casos
fallecidos fue 7 correspondiente al 28%, de los cuales 4 (28.6%) pertenecieron a
mujeres mayores de 75 afios. Se report6 solo 1 caso como no determinado (Tabla
16).

Marcadores Inmunohistoquimicos: las tinciones realizadas para los tres
marcadores S-100, HMB-45 y MELAN-A fueron positivos en la gran mayoria de

casos sin distincion significativa por grupo etario ni género (Tabla 17).

Otra variable analizada fue la localizacion de la lesion con las siguientes variables

histopatologicas:
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Clasificacion histopatologica: en los melanomas de localizaciobn en cabeza y
cuello, los tipos histolégicos mas frecuentes fueron lentigo maligno y nodular con
36% y 20% respectivamente (Tabla 18).

Elastosis actinica: se presentdé Unicamente en los melanomas localizados en
cabeza y cuello de 14 casos que corresponden al 56%. Se reportaron 2 casos no
determinados (Tabla 19).

Ulceracion: del total de positivos, se observd su presencia en cabeza y cuello con

el 16% y extremidades superiores e inferiores con el 8% cada una. (Tabla 20).

Se analiz6 la variable clasificacion histopatoldgica asociada a la fase de crecimiento, en

donde los casos de tipo histoldgico nodular presentaron crecimiento vertical en su

totalidad, correspondiente al 36%, mientras que el tipo lentigo maligno presento

mayoritariamente crecimiento radial con el 24%, pero también presenté patrén de

crecimiento vertical (16%). Los casos de lentigo maligno fueron los Unicos en los que se

observo patrén de crecimiento radial (Tabla 21).

La fase de crecimiento y la clasificacién histopatolégica se analizaron en conjunto con las

siguientes variables:

Supervivencia: el tipo nodular con crecimiento vertical, fue el que mas se asoci6
con casos reportados como fallecidos con el 15.8% (Tabla 22).

Niveles de Clark: se pudo observar que los tumores de tipo nodular con
crecimiento vertical presentaron mayor profundidad, alcanzando los Niveles I, IV
y V de Clark con un porcentaje de 15.8% en cada uno, a diferencia del tipo lentigo
maligno con crecimiento radial, del cual todos los casos se encontraron en Nivel |
(Tabla 23).

Breslow Hematoxilina-eosina: podemos corroborar que la mayor profundidad fue
observada en los tipos nodulares con crecimiento vertical, siendo éstos los Unicos

casos reportados con indices de Breslow de 2-4 mm y > a 4 mm con un
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porcentaje de 15.8 y 21.1% respectivamente. En lo que respecta a los tumores
tipo lentigo maligno con crecimiento radial el 100% fueron <1 mm y el 15.8%
también fueron menores a 1 mm pero con patron de crecimiento vertical. Los
casos observados en los tipos acro-lentiginoso y de extension superficial
alcanzaron un indice de Breslow entre < 1 mm a 1-2 mm (Tabla 24).

Breslow Inmunohistoquimica: encontramos que de igual manera la mayor
profundidad fue observada en el melanoma nodular con fase de crecimiento
vertical, con un 26.3% en el Breslow 2-4 mm y con el 15.8% en el mayor a 4 mm.
Los tumores lentigo maligno se mantuvieron en menos de 1 mm con el 15.8% en

el crecimiento vertical y con 100% en el radial (Tabla 25).

Se realiz6 también una tabulacién cruzada entre la variable clasificacion histopatoldgica y

los marcadores inmunohistoquimicos S-100, HMB-45 y MELAN-A, en donde se observé

que la mayor sensibilidad (100%) se present6 con el marcador HMB-45, seguido del

MELAN-A que fue positivo en el 96%, con un caso negativo (lentigo maligno); y por ultimo

el marcador S-100 tuvo uno positividad del 92% con 2 casos negativos (1 nodular, 1 acro-

lentiginoso) (Tabla 26).

Para valorar el grosor y la profundidad tumoral realizamos los siguientes cruces de

variables:

Niveles de Clark con indice de Breslow HE: Se observd que 28% de los casos
fueron Clark | y Breslow < 1mm, 16% fueron Clark Il y Breslow < 1mm y el 8%
correspondié para cada uno de los siguientes: Clark Ill con Breslow 1-2 mm, Clark
IV con Breslow > 4y Clark V con Breslow >4 mm (Tabla 27).

Niveles de Clark con indice de Breslow IHQ: Se observd que 28% de los casos
fueron Clark 1 y Breslow < 1mm, 12% fueron Clark Il y Breslow 2-4mm y el 8%

correspondiod para Clark V y Breslow > 4 mm (Tabla 28).
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iii. Breslow HE con Breslow IHQ: de los 25 casos, en el rango < 1 mm, 56%
correspondieron a Breslow HE y 48% a Breslow IHQ, en el rango 1-2 mm, 12%
pertenecieron a Breslow HE y 16% a Breslow IHQ; de 2-4 mm, 12% a Breslow

HE y 20% a Breslow IHQ, y > 4 mm, 16% a Breslow HE y 12% a IHQ (Tabla 29).

Aunque no se registro significancia estadistica en la mayoria de las variables, se
encontraron asociaciones significativas con Chi cuadrado p <0,05 pero el manejo de
estos resultados debe ser cuidadoso porque el alto porcentaje de recuentos menores

a 5 anula la significancia.

4.3 ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES (PCA)

A continuacion se realizé un PCA con todas las variables analizadas en este estudio, con
la finalidad de reducir nuestros datos y lograr la visualizacion de grupos homogéneos que
tengan relacion entre si. En éste analisis se encontraron las siguientes correlaciones:
grupo etario y localizacion de la lesion (CC = -0,376, p = 0,032), grupo etario y elastosis
actinica (CC = -0,539, p = 0,003). La elastosis actinica se relacion6 también con la
localizaciéon de la lesion (CC = 0,624, p < 0,001) y con la ulceracion (CC =-0,396, p =
0,025). Se observé ademas correlacion significativa de la clasificacion histopatoldgica con
infiltrado perineural (CC = 0,515, p = 0,004), indice de Breslow HE (CC = -0,370, p =

0,034) e indice de Breslow IHQ (CC =-0,372, p = 0,034) (Tabla 30, Figura 16).

Con respecto a la profundidad del tumor, observamos relacion de la fase de crecimiento
con niveles de Clark (CC = -0,717; p < 0,001), con indice de Breslow HE (CC =-0,434; p
= 0,015) y con Breslow IHQ (CC = -0439; p 0,006). Niveles de Clark con indice de
Breslow tincion HE vy tincién IHQ (CC = 0,764; p < 0,001 cada una), ademas indice de

Breslow HE con el indice de Breslow IHQ (CC = 0,878; p < 0,001) (Tabla 30, Figura 16).
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Dentro de las variables histopatolégicas prondsticas, se observaron las siguientes
correlaciones significativas: satelitosis con ulceracion (CC =-0,377; p = 0,032), ulceracion
con niveles de Clark (CC =-0,455, p = 0,011) y con indice de Breslow HE (CC =-0,407, p

= 0,022) (Tabla 30, Figura 16).

La supervivencia se asocio a los niveles de Clark (CC = 0,344, p = 0,046), al indice de
Breslow tincion IHQ (CC = 0,425, p = 0,017) y a la ulceracién (CC = -0,471, p = 0,009)

(Tabla 30, Figura 16).

Todas estas correlaciones fueron verificadas con la medida de adecuacién de muestreo
KMO, que tuvo un valor mayor a 0,05 (0,512), y un test de Bartlett altamente significativo

(p < 0,001) (Tabla 31).

El porcentaje acumulado de varianza en dos componentes explico el 39,48% de relacion
existente entre todas las variables del estudio; para explicar el 100% necesitariamos 18

componentes (Tabla 32).

Se ve que al excluir las variables demogréficas edad y sexo, ademas de localizacién y
supervivencia, se mantienen las mismas correlaciones y significancias, pero aumenta el
valor de KMO a 0,608, lo que nos indica que el muestreo es mas significativo y la
correlacion es mas fuerte al retirar estas variables. El porcentaje acumulado de varianza
en dos componentes explicd el 45,98% de relacion existente entre las 14 variables

examinadas (Tabla 33-35, Figura 17).

Al realizar un PCA entre las variables histopatolégicas-prondsticas, supervivencia y
marcadores inmunohistoquimicos (Tabla 36, Figura 18), se mantuvieron las significancias
observadas en la Tabla 30, y al comparar las magnitudes de los coeficientes de
correlacion se obtuvo un indice KMO de 0,611 y un Test de Bartlett altamente significativo

(p < 0,001) (Tabla 37).
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El porcentaje acumulado de la varianza obtenida en dos ejes solo explica el 52,64% de la
relaciébn de nuestras variables, es decir, se necesitan el mismo nimero de ejes que de

variables para explicar el 100% (Tabla 38, Figura 36).
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CAPITULO V

5. DISCUSION

Este estudio se realiz6 con un total de 25 pacientes previamente diagnosticados de
melanoma maligno en el CEPI de la ciudad de Quito, donde los casos reportados fueron
56% para el género femenino versus el 44% para el género masculino. EI mayor nimero
de casos se observo en el grupo > 75 afios. Segun los datos encontrados en el RNT de la
ciudad de Quito, se reporta una incidencia mayor en el género femenino hasta el afio
2005, pero en el dltimo periodo 2006-2010 la incidencia es mayor para el sexo masculino.

Estadisticas similares se reportan en la epidemiologia mundial del melanoma. ("“®“"

La localizacién predominante para hombres y mujeres en nuestro grupo de estudio fue
cabeza y cuello con el 64%, de los cuales el 36% fueron lentigo maligno, siendo éste el
tipo histolégico de mayor incidencia en nuestro estudio al representar el 40% de todos
nuestros casos de melanoma. Este tipo histolégico se observd principalmente en
hombres de entre 45-74 afios con el 45.5%, a diferencia de las mujeres en quienes

predomino el tipo nodular con el 42.9% en mayores de 75 afios.

Segun un estudio realizado por Torres M ©®® en la ciudad de Quito, con 279 pacientes de
SOLCA vy del Hospital Gonzalo Gonzéalez en el afio 2008, se reporté que la localizacion
mayormente afectada fue en extremidades inferiores en ambos sexos con el 39.1%,
igualmente a lo notificado por la IARC @ en el 2013. Se encontr6 ademéas que el
melanoma lentiginoso-acral fue el mas prevalente con un 38.7% seguido del nodular con
24.7%, mientras que la menor proporcion se observd en pacientes con melanoma de
extensién superficial y lentigo maligno con 20 y 16.5% respectivamente ©°. Es importante

recalcar que nuestra muestra fue recogida de un centro dermatoldgico de Quito (CEPI).

En las estadisticas mundiales “?“® e| tipo histolégico de mayor incidencia es el
melanoma de extension superficial, teniendo en cuenta que afecta sobre todo a
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poblaciones jévenes, caucasicas “©“® con mayor localizacién en extremidades inferiores
en mujeres y en tronco en hombres. Esto podria deberse a la exposicion intermitente a la
radiacion UV “® ademéas de quemaduras producidas ocasionalmente por la cultura del
bronceado en fototipos de piel | y Il ©®9“® y por las tendencias actuales del uso de
camaras de bronceo, que se ha asociado con un significativo incremento en el riesgo de

desarrollar melanoma “2,

Una de las variables estudiadas fue la elastosis actinica, debido a la latitud en la que se
encuentra nuestro pais y a la radiacién solar a la que se expone nuestra poblacion.
Encontramos que en el total de nuestra muestra, el 56% presenté dafio actinico con
mayor localizacion en cabeza y cuello, con un predominio por el género femenino en el
grupo de edad mayor a 75 afios. Estos datos no tuvieron significancia estadistica pero
son relevantes debido a la relacion que existe con los patrones de exposicion solar
acumulativos por factores ocupacionales, culturales y la escasa proteccion a la radiaciéon

uv.

Al observar las variables de profundidad tumoral como los Niveles de Clark y el indice de
Breslow asociados al tipo histolégico y a su fase de crecimiento, pudimos corroborar lo
citado en la literatura, en donde se menciona que el tipo histolégico nodular presenta
crecimiento vertical asociandose con la mayor profundidad alcanzada en las capas de la
piel. (19“0E8)

En nuestro estudio evidenciamos que al comparar los indices de Breslow con las dos
tinciones, el tipo histolégico predominante seguia siendo el melanoma nodular con fase
de crecimiento vertical, pero observamos un aumento de éstos casos para el rango de 2-
4 mm de 15.8% con la tincibn HE a 26.3% con la tinciéon IHQ. De los dos casos
reportados para melanoma Acro-lentiginoso con indice de Breslow menor a 1 mm en la

tincion HE, se observé que la medicidn realizada con la tincion IHQ fue mayor en uno de

ellos, ubicandolo en el rango de 2-4 mm.
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Al medir el grosor tumoral comparando el indice de Breslow HE con Breslow IHQ
encontramos: de los 25 casos, en el rango <1 mm, 56% correspondieron a Breslow HE y
48% a Breslow IHQ, en el rango 1-2 mm, 12% pertenecieron a Breslow HE y 16% a
Breslow IHQ; de 2-4 mm, 12% a Breslow HE y 20% a Breslow IHQ, y > 4 mm, 16% a
Breslow HE y 12% a Breslow IHQ. A pesar de no revelar significancia estadistica, con
estos resultados evidenciamos que el uso de la tinciébn inmunohistoquimica puede variar
la medicién real del grosor tumoral, haciendo de esta una herramienta Gtil para precisar la

profundidad de la neoplasia.

Casos similares se reportan en un estudio realizado con 99 biopsias de melanoma,
publicado en el American Journal of Dermatopathology ®*® en el 2013, donde realizan la
comparacion de la medicién del grosor tumoral usando la tincion HE y el marcador
inmunohistoquimico MELAN-A. Concluyen que en el 59.6% de los casos se encontrd
mayor grosor tumoral con la tinciébn inmunohistoquimica, reclasificando al 33% de
melanomas in situ como melanomas invasivos. Este estudio recomienda el uso de
marcadores inmunohistoquimicos en la evaluacién primaria del melanoma, especialmente
en casos de melanoma in situ, debido a que con la tincibon HE no es facil reconocer
células neoplasicas melanociticas principalmente en secciones de la muestra donde
exista intenso infiltrado inflamatorio, células histiociticas con melanina en la parte superior
de la dermis, cambios fibréticos extensos o fendmenos de regresion que puedan omitir el

diagndstico de melanoma.

Debido a la muestra pequefia (n = 25) y a la gran cantidad de variables nominales en
nuestro banco de datos (que no presentaron correlaciones estadisticamente
significativas), decidimos realizar un analisis de componentes principales (PCA), el mismo
gue tiene como objetivo disminuir y simplificar la informacion obtenida, con la finalidad de
encontrar grupos homogéneos de variables que se correlacionen entre si. En éste

andlisis factorial se observo que hubo relacion del grupo de edad con la localizacion de la
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lesion, y con elastosis actinica. Se observd ademds correlacion significativa de la
clasificacion histopatolégica con el infiltrado perineural, con el indice de Breslow HE y con
el Breslow IHQ. Con respecto a la profundidad del tumor, observamos relacién de los
niveles de Clark con los dos indices de Breslow, ademas se observo relacién significativa
entre éstos indices. Todas estas variables discutidas anteriormente, fueron asociadas en
tablas de contingencia para determinar su dependencia, pero debido a la muestra
pequefia, éstas no fueron estadisticamente significativas. Sin embargo, en el PCA si se
observaron correlaciones con un KMO de 0,512 y una p < 0,001, confirmando su relacion,

por lo que sugerimos realizar un estudio de este tipo con mayor poblacion.

Segln la AJCC @, existen variables que se asocian con el pronéstico y la supervivencia
de los pacientes; es por eso que hemos agrupado a las variables ulceracién, indice de
mitosis, indice de Breslow HE e IHQ como variables prondésticas, y las hemos asociado
entre si y con la supervivencia. En el PCA observamos que estas variables fueron
significativas entre si. Existen varias guias y estudios que respaldan la utilizacién de

éstas variables como datos prondsticos. G2G8E"

Se realizé una tabulacién cruzada entre la variable clasificacion histopatologica y los
marcadores inmunohistoquimicos S-100, HMB-45 y MELAN-A, en donde se observé que
la mayor sensibilidad (100%) se presentd con el marcador HMB-45, seguido del MELAN-
A que fue positivo en el 96%, con un caso negativo (lentigo maligno); y por ultimo el
marcador S-100 tuvo uno positividad del 92% con 2 casos negativos (1 nodular, 1 acro-

lentiginoso).

A pesar de que en la mayoria de estudios se menciona a la proteina S-100 como el
marcador mas sensible para células melanociticas, en nuestro estudio se reportaron
casos negativos, en los cuales los otros dos marcadores fueron positivos, reafirmando el
diagnostico de melanoma cutaneo. Se han reportado casos en donde el S-100 resulta

negativo en la unién dermoepidérmica sobretodo en piel con dafio actinico, en
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comparacion con la positividad de otros marcadores como HMB-45 y Melan-A; ademas
es importante conocer que existen otras causas para obtener resultados negativos, como
la falta de expresion de la proteina S-100 o a la falla del clon utilizado en la
inmunotincién. ¢9®2

Como hemos revisado en la literatura, ninguno de los marcadores inmunohistoquimicos
tienen una sensibilidad y especificidad del 100%; debido a esto, es recomendable el uso
de varios marcadores para potenciar su especificidad, con la finalidad de obtener un
diagnéstico preciso. **

La combinacién de marcadores inmunohistoquimicos también es de ayuda para detectar
diferenciacién melanocitica en lesiones con dafio actinico, cambios fibréticos o areas
necroticas. ©

Debido a que el melanoma puede metastatizar a cualquier lugar por su agresividad, y por
su origen embriol6gico podrian desarrollarse melanomas en otros lugares del cuerpo que
no sean la piel, es por eso que una de las principales utilidades de la IHQ es su uso en
melanomas metastasicos o para distinguir una neoplasia con caracteristicas de células
cuténeas localizada en cualquier parte del cuerpo. ®%

Es importante aclarar que el procesamiento de tejidos, desde la toma de muestra hasta la
interpretacion histopatol6gica requiere de un preciso y delicado manejo debido a que esto
influye en la veracidad y certeza de la interpretacion de los resultados, asi como también
es importante recalcar que todos los estudios realizados en laboratorio son operadores-

dependientes, por ende podrian existir diferencias en la apreciacion de los resultados.
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CAPITULO VI

6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

6.1. CONCLUSIONES

Los marcadores inmunohistoquimicos son Utiles para la confirmacién diagnostica y
certera del melanoma maligno cutdneo, se debe tomar en cuenta que el resultado
positivo 0 negativo de un solo marcador no confirma ni excluye el diagnéstico de
melanoma, estos marcadores deben ser usados de manera conjunta.

Se pudo conclur gque no se encontré asociacion entre los marcadores
inmunohistoquimicos y las variables histopatol6gicas, ambos nos permiten un
diagnéstico complementario. Desde la histologia se evalldan las caracteristicas
morfopatoldgicas de los tejidos, mientras que con la inmunohistoquimica se confirma
un diagnéstico mediante una reaccién antigeno anticuerpo.

No se pudo evidenciar relacion entre la localizacion de la lesion y los marcadores
inmunohistoquimicos.

Se pudo observar la utilidad de los marcadores inmunohistoquimicos al encontrar
diferencia significativa entre el indice de Breslow HE versus el indice de Breslow con
IHQ, permitiendo una medicién mas precisa del grosor tumoral.

Al no ser factores prondsticos, no se obtuvo relacién entre los diferentes marcadores
y la supervivencia.

La inmunohistoquimica es de gran utilidad porque sirve como herramienta diagnostica
desde etapas tempranas, no se necesita de gran afectacion tisular porque como ya se
menciond, depende de la presencia de antigenos celulares.

La tincion hematoxilina-eosina debe ser la primera herramienta usada para determinar
caracteristicas histopatolégicas ante la sospecha de una lesion pigmentada, pero es
necesario recalcar que cuando existen dudas diagnosticas esta debe ser

complementada con examenes mas especificos, como la inmunohistoquimica.
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La inmunohistoquimica es una técnica de alta complejidad, en la cual la veracidad de
los resultados depende de la sensibilidad de los equipos y la fiabilidad de los reactivos

utilizados.

6.2. RECOMENDACIONES

La historia clinica dermatolégica completa juega un rol de vital importancia en la
aproximacion diagnéstica de cualquier patologia y mas aun de cualquier neoplasia
cutanea, es por esto que en ella se deben destacar datos elementales como las
caracteristicas de la lesién, antecedentes familiares, actividades laborales y patrones
de exposicion solar.

Podria utilizarse una herramienta de recolecciébn de informacién y de reporte
histopatoldgico especifico para tumores cutaneos, como el documento anexado en
esta tesis (Anexo 3), con el fin de evitar la exclusion de datos relevantes para llegar a
un diagnéstico certero.

Se sugiere que este estudio deberia ser ampliado con una poblacion que abarque
mayor heterogeneidad de casos, es decir al menos cinco diagndsticos por tipo
histopatoldgico, para de esta manera evitar la anulacion de las pruebas estadisticas.
Se deberia realizar el estudio partiendo de la toma de biopsias de las lesiones, para
asi lograr una comparacién real entre la tincion hematoxilina-eosina con la tincién
inmunohistoquimica.

La extirpacion de la lesién deberia ser completa, respetando los bordes quirargicos,
cumpliendo asi con la recomendacion de las guias internacionales, y de esta manera
obtener una valoracion adecuada de todos los parametros histopatologicos.

En vista de la funcionalidad encontrada en esta tesis, se recomienda la utilizacion de
marcadores inmunohistoquimicos en la confirmacion diagndstica de melanoma y la
diferenciacion de la estirpe melanocitica en cualquier tumor que se sospeche
provenga de ésta.
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- La técnica inmunohistoquimica debe realizarse bajo protocolos estandarizados, con
equipos calibrados y personal especializado en el manejo de tejidos y reactivos, ya
gque la interpretacién de los resultados no solo dependera del criterio del especialista

(operador-dependiente) sino también del resultado de este proceso.
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Figura 16. Analisis de Componentes Principales (PCA) realizado con la matriz de correspondencias entre todas las variables analizadas en
este estudio.
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Figura 17. Analisis de Componentes Principales (PCA) realizado con la matriz de correspondencias entre las variables Histopatoldgicas y
Marcadores Inmunohistoquimicos.
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Figura 18. Analisis de Componentes Principales (PCA) realizado con la matriz de correspondencias entre las variables Histopatoldgicas-
Prondsticas, Supervivencia y Marcadores Inmunohistoquimicos.
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TABLAS

Tabla 6. Frecuencias y porcentajes observados en el estudio para las variables

demogréficas (género y grupos etarios).

Variables demograficas Frecuencia (#) Porcentaje (%)
Masculino 11 44,0
Género Femenino 14 56,0
Total 25 100
Grupo-I 1 4,0
Grupo-ll 4 16,0
Grupos etarios Grupo-ll ° 24,0
Grupo-IV 6 24,0
Grupo-V 8 32,0
Total 25 100

Grupo-l: 15-29 afios, Grupo-Il: 30-44 afios, Grupo-lll: 45-59 afos, Grupo-IV: 60-74 afios, y Grupo-V: mayor
a 75 afos.

Tabla 7. Frecuencias y porcentajes observados en el estudio para la variable
Localizacion de la lesion.

Localizacion de la lesion Frecuencia (#) Porcentaje (%)
Cabeza y cuello 16 64,0
Tronco 2 8,0
Extremidades superiores 2 8,0
Extremidades inferiores 2 8,0
Palmas y plantas 3 12,0
Total 25 100
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Tabla 8. Frecuencias y porcentajes observados en el estudio para las variables
histopatologicas diagnosticas (Clasificacion Histopatoldgica, Fase de Crecimiento,

Elastosis Actinica, Infiltrado Inflamatorio, Satelitosis e Infiltrado Perineural).

Histopatoldgicas Diagnésticas

Frecuencia (#) Porcentaje (%)

Extension superficial 2 8,0
Nodular 9 36,0
Lentigo maligno 10 40,0
Clasificacién Histopatolégica*
Acro-lentiginoso 2 8,0
Otros 2 8,0
Total 25 100
Vertical 19 76,0
Fase de Crecimiento** Radial 6 24,0
Total 25 100
Presente 14 56,0
Ausente 9 36,0
Elastosis Actinica
No valorable 2 8,0
Total 25 100
Intenso 4 16,0
No intenso 18 72,0
Infiltrado Inflamatorio
Ausente 3 12,0
Total 25 100
Presente 2 8,0
Ausente 21 84,0
Satelitosis
No valorable 2 8,0
Total 25 100
Presente 7 28,0
Ausente 15 60,0
Infiltrado Perineural
No valorable 3 12,0
Total 25 100

*Clasificacion Histopatoldgica de Clark 1967. **Fases de crecimiento de Clark 1969.
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Tabla 9. Frecuencias y porcentajes observados en el estudio para las variables de grosor
tumoral (Niveles de Clark e indice de Breslow con tinciones Hematoxilina-Eosina e
Inmunohistoquimica).

Grosor Tumoral Frecuencia (#) Porcentaje (%)

No valorable 1 4,0

Nivel | 7 28,0

Nivel Il 2 8,0

Niveles de Clark Nivel Il 7 28,0

Nivel IV 4 16,0

Nivel V 4 16,0

Total 25 100

No valorable 1 40

<l mm 14 56,0

) 1-2 mm 3 12,0
Indice de Breslow - HE*

2-4 mm 3 12,0

>4 mm 4 16,0

Total 25 100

No valorable 1 4,0

<l mm 12 48,0

i 1-2 mm 4 16,0
Indice de Breslow - IHQ**

2-4 mm 5 20,0

>4 mm 3 12,0

Total 25 100

*Tincidbn Hematoxilina-Eosina. ** Tincidon Inmunohistoquimica.
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Tabla 10. Frecuencias y porcentajes observados en el estudio para las variables
histopatologicas prondésticas (Ulceracion e indice de Mitosis).

Histopatolégicas Prondsticas

Frecuencia (#)

Porcentaje (%)

Presente 8 32,0
Ausente 16 64,0
Ulceracioén
No valorable 1 4.0
Total 25 100
Presente 22 88,0
indice de Mitosis Ausente 3 12,0
Total 25 100

Tabla 11. Frecuencias y porcentajes observados en el estudio para la variable
Marcadores Inmunohistoquimicos (S 100, HMB 45 y MELAN A).

Marcadores Inmunohistoquimicos Frecuencia (#) Porcentaje (%)
Intenso positivo 16 64,0
Débil positivo 7 28,0
MIHQ - S 100*
Negativo 2 8,0
Total 25 100
Intenso positivo 21 84,0
MIHQ - HMB 45** Débil positivo 4 16,0
Total 25 100
Intenso positivo 18 72,0
Débil positivo 6 24,0
MIHQ - MELAN A***
Negativo 1 4,0
Total 25 100

*Marcador Inmunohistoquimico S 100. **Marcador
Inmunohistoquimico MELAN A.

Inmunohistoquimico

HMB

45, ***Marcador
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Tabla 12. Frecuencias y porcentajes observados en el estudio para la variable

Supervivencia.

Supervivencia

Frecuencia (#)

Porcentaje (%)

Vivo 17 68,0
Muerto 7 28,0

No determinado 1 4.0
Total 25 100

Tabla 13. Resumen de la tabulacién cruzada entre variables demograficas (género/edad)
y Localizacion de la lesion.

Localizacion de lalesiéon*

Género Grupos Etarios oC T £ = 5P Total
Grupo | Casos 0 0 0 1 0 1
% 0,0 0,0 0,0 9,1 0,0 9,1
Grupo I Casos 1 0 0 1 0 2
@) % 9,1 0,0 0,0 9,1 0,0 18,2
Z Grupo | Casos 2 0 0 0 1 3
f') P % 18,2 0,0 0,0 0,0 9,1 27,3
8 Grupo IV Casos 2 1 0 0 0 3
< % 18,2 9,1 0,0 0,0 0,0 27,3
= Grupo V Casos 1 0 0 0 1 2
% 9,1 0,0 0,0 0,0 9,1 18,2
Total Casos 6 1 0 2 2 11
% 54,5 9,1 0,0 18,2 18,2 100
Grupo Il Casos 0 1 0 0 1 2
% 0,0 7,1 0,0 0,0 7,1 14,3
o Grupo I Casos 3 0 0 0 0 3
> % 21,4 0,0 0,0 0,0 0,0 21,4
= Casos 1 0 2 0 0 3
i Grupo V- gy 7.1 0,0 14,3 0,0 0,0 21,4
E Grupo V Casos 6 0 0 0 0 6
% 42,9 0,0 0,0 0,0 0,0 429
Total Casos 10 1 2 0 1 14
% 71,4 7,1 14,3 0,0 7,1 100
Grupo | Casos 0 0 0 1 0 1
% 0,0 0,0 0,0 4,0 0,0 4,0
Grupo Il Casos 1 1 0 1 1 4
% 4,0 4,0 0,0 4,0 4,0 16,0
1 Grupo I Casos 5 0 0 0 1 6
|<£ % 20,0 0,0 0,0 0,0 4,0 24,0
e} Grupo IV Casos 3 1 2 0 0 6
= % 12,0 4,0 8,0 0,0 0,0 24,0
Grupo V Casos 7 0 0 0 1 8
% 28,0 0,0 0,0 0,0 4,0 32,0
Casos 16 2 2 2 3 25
Total
% 64,0 8,0 8,0 8,0 12,0 100

*Localizacién de la lesion, CC: Cuello y Cabeza, T: Tronco, ES: Extremidades Superiores, El
Inferiores, PP: Palmas y Plantas.

. Extremidades
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Tabla 14. Resumen de la tabulacion cruzada entre variables demograficas (género/edad)

y Clasificacién Histopatoldgica.

Clasificacion Histopatologica*

Género Grupos Etarios Total
ES N LM AL
Casos 1 0 0 0 0 1
Grupo |
% 9,1 0,0 0,0 0,0 0,0 9,1
Casos 0 1 0 0 1 2
Grupo Il
o % 0,0 9,1 0,0 0,0 9,1 18,2
= Casos 0 1 1 1 0 3
- Grupo Il
5‘ % 0,0 9,1 9,1 9,1 0,0 27,3
O Casos 0 0 3 0 0 3
) Grupo IV
<§E % 0,0 0,0 27,3 0,0 0,0 27,3
Casos 0 1 1 0 0 2
Grupo V
% 0,0 9,1 9,1 0,0 0,0 18,2
Casos 1 3 5 1 1 11
Total
% 9,1 27,3 455 9,1 9,1 100
Casos 0 2 0 0 0 2
Grupo Il
% 0,0 14,3 0,0 0,0 0 14,3
Casos 1 0 2 0 0 3
Grupo Il
% % 71 0,0 14,3 0,0 0 21,4
= Casos 0 1 0 1 1 3
w Grupo IV
s % 0,0 7,1 0,0 7,1 7,1 21,4
E Casos 0 3 3 0 0 6
Grupo V
% 0,0 21,4 21,4 0,0 0 42,9
Casos 1 6 5 2 0 14
Total
% 7.1 42,9 35,7 14,3 0 100
Casos 1 0 0 0 0 1
Grupo |
% 4,0 0,0 0,0 0,0 0,0 4,0
Casos 0 3 0 0 1 4
Grupo Il
% 0,0 12,0 0,0 0,0 4,0 16,0
Casos 1 1 3 1 0 6
— Grupo Il
|<£ % 4,0 4,0 12,0 4,0 0,0 24,0
@) Casos 0 1 3 2 0 6
- Grupo IV
% 0,0 4,0 12,0 8,0 0,0 24,0
Casos 0 4 4 0 0 8
Grupo V
% 0,0 16,0 16,0 0,0 0,0 32,0
Casos 2 9 10 2 2 25
Total
% 8,0 36,0 40,0 8,0 8,0 100

*Clasificacion Histopatologica, ES: Extension Superficial, N: Nodular, LM: Lentigo Maligno, AL: Acro-

Lentiginoso, O: Otros.
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Tabla 15. Resumen de la tabulacion cruzada entre variables demograficas (género/edad)
y Elastosis Actinica.

Elastosis Actinica

Género  Grupos Etarios Total
Presente Ausente No valorable
Caso 0 1 0 1
Grupo |
% 0,0 9,1 0,0 9,1
Caso 0 1 1 2
Grupo Il
o % 0,0 9,1 9,1 18,2
=z Caso 2 1 0 3
= Grupo Il
) % 18,2 9,1 0,0 27,3
8 Caso 2 1 0 3
Grupo IV
<§E % 18,2 9,1 0,0 27,3
Caso 1 1 0 2
Grupo V
% 9,1 9,1 0,0 18,2
Caso 5 5 1 11
Total
% 45,5 45,5 9,1 100
Caso 0 2 0 2
Grupo Il
% 0,0 14,3 0,0 14,3
Caso 2 0 1 3
Grupo Il
% % 14,3 0,0 71 21,4
= Caso 1 2 0 3
w Grupo IV
s % 7,1 14,3 0,0 21,4
E Caso 6 0 0 6
Grupo V
% 42,9 0,0 0,0 42,9
Caso 9 4 1 14
Total
% 64,3 28,6 7,1 100
Caso 0 1 0 1
Grupo |
% 0,0 4,0 0,0 4,0
Caso 0 3 1 4
Grupo Il
% 0,0 12,0 4.0 16,0
Caso 4 1 1 6
| Grupo Il
l<_:: % 16,0 4,0 4.0 24,0
@) Caso 3 3 0 6
— Grupo IV
% 12,0 12,0 0,0 24,0
Caso 7 1 0 8
Grupo V
% 28,0 4,0 0,0 32,0
Caso 14 9 2 25
Total
% 56,0 36,0 8,0 100
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Tabla 16. Resumen de la tabulacion cruzada entre variables demograficas (género/edad)
y Supervivencia.

Supervivencia

Género Grupo Etario Vi Muert No Total
Vo uerto determinado
Caso 1 0 0 1
Grupo |
% 9,1 0,0 0,0 9,1
Caso 1 1 0 2
Grupo Il
o % 9,1 9,1 0,0 18,2
= Caso 2 1 0 3
= Grupo Il
3 % 18,2 9,1 0,0 27,3
8 Caso 3 0 0 3
Grupo IV
<§E % 27,3 0,0 0,0 27,3
Caso 1 1 0 2
Grupo V
% 9,1 9,1 0,0 18,2
Caso 8 3 0 11
Total
% 72,7 27,3 0,0 100
Caso 2 0 0 2
Grupo Il
% 14,3 0,0 0,0 14,3
Caso 2 0 1 3
Grupo Il
% % 14,3 0,0 7.1 21,4
= Caso 3 0 0 3
w Grupo IV
s % 21,4 0,0 0,0 21,4
L Caso 2 4 0 6
Grupo V
% 14,3 28,6 0,0 42,9
Caso 9 4 1 14
Total
% 64,3 28,6 7.1 100
Caso 1 0 0 1
Grupo |
% 4,0 0,0 0,0 4,0
Caso 3 1 0 4
Grupo Il
% 12,0 4,0 0,0 16,0
Caso 4 1 1 6
- Grupo Il
l<_:: % 16,0 4,0 4,0 24,0
(@) Caso 6 0 0 6
— Grupo IV
% 24,0 0,0 0,0 24,0
Caso 3 5 0 8
Grupo V
% 12,0 20,0 0,0 32,0
Caso 17 7 1 25
Total
% 68,0 28,0 4.0 100
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Tabla 17. Resumen de la tabulacion cruzada entre variables demograficas (género/edad)
y Marcadores Inmunohistoquimicos.

Marcadores Inmunohistoquimicos

Género Grupo Etario S 100 HMB 45 MELAN A
Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo
Casos 1 0 1 0 1 0
Grupo |
% 9,1 0,0 9,1 0,0 9,1 0,0
Casos 2 0 2 0 2 0
Grupo Il
o % 18,2 0,0 18,2 0,0 18,2 0,0
zZ Casos 3 0 3 0 3 0
3 Grupo Il
35 % 27,3 0,0 27,3 0,0 27,3 0,0
3 Casos 3 0 3 0 3 0
Grupo IV
<§’: % 27,3 0,0 27,3 0,0 27,3 0,0
Casos 2 0 2 0 2 0
Grupo V
% 18,2 0,0 18,2 0,0 18,2 0,0
Casos 11 0 11 0 11 0
Total
% 100 0,0 100 0,0 100 0,0
Casos 2 0 2 0 2 0
Grupo Il
% 14,3 0,0 14,3 0,0 14,3 0,0
Casos 3 0 3 0 2 1
Grupo 1l
(23 % 21,4 0,0 21,4 0,0 14,3 7,1
= Casos 1 2 3 0 3 0
w Grupo IV
s % 7,1 14,3 21,4 0,0 214 0,0
L Casos 6 0 6 0 6 0
Grupo V
% 42,9 0,0 42,9 0,0 42,9 0,0
Casos 12 2 14 0 13 1
Total
% 85,7 14,3 100 0,0 92,9 7,1
Casos 1 0 1 0 1 0
Grupo |
% 4,0 0,0 4,0 0,0 4,0 0,0
Casos 4 0 4 0 4 0
Grupo Il
% 16,0 0,0 16,0 0,0 16,0 0,0
Casos 6 0 6 0 5 1
- Grupo Il
|<£ % 24,0 0,0 24,0 0,0 20,0 4,0
O Casos 4 2 6 0 6 0
— Grupo IV
% 16,0 8,0 24,0 0,0 24,0 0,0
Casos 8 0 8 0 8 0
Grupo V
% 32,0 0,0 32,0 0,0 32,0 0,0
Casos 23 2 25 0 24 1
Total
% 92,0 8,0 100 0,0 96,0 4,0
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Tabla 18. Resumen de la tabulaciéon cruzada entre variables Localizacion de la lesién y
Clasificacién Histopatolégica.

Localizacion de la Clasificacion Histopatol6gica Total
lesion ES N LM AL
Cabezay  Casos 1 5 9 0 1 16
Cuello % 4,0 20,0 36,0 0,0 4,0 64,0
Tronco Casos 0 1 1 0 0 2
% 0,0 4,0 4,0 0,0 0,0 8,0
Extremidades Casos 0 1 0 1 0 2
Superiores % 0,0 4,0 0,0 4,0 0,0 8,0
Extremidades Casos 1 0 0 0 1 2
Inferiores % 4,0 0,0 0,0 0,0 4,0 8,0
Palmas y Casos 0 2 0 1 0 3
Plantas % 0,0 8,0 0,0 4,0 0,0 12,0
Total Casos 2 9 10 2 2 25
% 8,0 36,0 40,0 8,0 8,0 100

*Clasificacion Histopatoldgica, ES: Extension Superficial, N: Nodular, LM: Lentigo Maligno, AL: Acro-
Lentiginoso, O: Otros.

Tabla 19. Resumen de la tabulacién cruzada entre variables Localizacion de la lesiéon y
Elastosis Actinica.

Elastosis Actinica

Localizaciéon de lalesién Total
Presente Ausente No valorable
Cabeza y cuello Caso 14 1 1 16
% 56,0 4,0 4,0 64,0
Tronco Caso 0 2 0 2
% 0,0 8,0 0,0 8,0
Extremidades Caso 0 2 0 2
Superiores % 0,0 8,0 0,0 8,0
Extremidades Caso 0 1 1 2
Inferiores % 0,0 4.0 4,0 8,0
Palmas y plantas Caso 0 3 0 3
% 0,0 12,0 0,0 12,0
Total Caso 14 9 2 25
% 56,0 36,0 8,0 100
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Tabla 20. Resumen de la tabulaciéon cruzada entre variables Localizacion de la lesién y
Ulceracion.

L L Ulceracion
Localizacién de la lesidn Total
Presente Ausente No valorable
Caso 4 11 1 16
Cabeza y Cuello % 16.0 44,0 4.0 64.0
Tronco Caso 0 2 0 2
% 0,0 8,0 0,0 8,0
Extremidades Caso 2 0 0 2
Superiores % 8,0 0,0 0,0 8,0
Extremidades Caso 2 0 0 2
Inferiores % 8,0 0,0 0,0 8,0
Palmas y Plantas Caso 0 3 0 8
% 0,0 12,0 0,0 12,0
Total Caso 8 16 1 25
% 32,0 64,0 4,0 100

Tabla 21. Resumen de la tabulacion cruzada entre variables Clasificacion Histopatol6gica

y Fase de Crecimiento.

Fase de crecimiento

Clasificaciéon Histopatolégica : . Total
Vertical Radial
., . Casos 2 0 2
Extension Superficial % 8.0 0.0 8.0
Casos 9 0 9
Nodular % 36,0 0,0 36,0
Lentigo Maligno Casos 4 6 10
% 16,0 24,0 40,0
Acro-lentiginoso Casos 2 0 2
% 8,0 0,0 8,0
Otros Casos 2 0 2
% 8,0 0,0 8,0
Casos 19 6 25
Total % 76,0 24,0 100
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Tabla 22. Resumen de la tabulaciéon cruzada entre variables Fase de Crecimiento-

Clasificacion Histopatoldgica y Supervivencia.

Supervivencia

Fase de Clasificacion
crecimiento Histopatolégica Vivo Muerto Nq Total
determinado
Extension Casos 2 0 0 2
Superficial % 10,5 0,0 0,0 10,5
Nodular Casos 6 3 0 9
% 31,6 15,8 0,0 47,4
:(' Lentigo Maligno Casos 2 1 1 4
S) % 10,5 5,3 5,3 21,1
E . Casos 1 1 0 2
U>J Acro-lentiginoso % 53 53 0.0 10,5
Casos 1 1 0 2
otros % 5,3 5,3 0,0 10,5
Total Casos 12 6 1 19
% 63,2 31,6 5,3 100
- Lentigo Maligno Casos X 1 0 6
< % 83,3 16,7 0,0 100,0
<D,: Casos 5 1 0 6
o Total % 83,3 16,7 0,0 100
Extension Casos 2 0 0 2
Superficial % 8,0 0,0 0,0 8,0
Nodular Casos 6 3 0 9
% 24,0 12,0 0,0 36,0
| Lentigo Maligno Casos ! 2 1 10
li: % 28,0 8,0 4,0 40,0
8 Acro-lentiginoso Casos 1 1 0 2
% 4,0 4,0 0,0 8,0
Otros Casos 1 1 0 2
% 4,0 4,0 0,0 8,0
Total Casos 17 7 1 25
% 68,0 28,0 4,0 100
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Tabla 23. Resumen de la tabulacién cruzada entre variables Fase de Crecimiento-

Clasificacién Histopatoldgica y Niveles de Clark.

Niveles de Clark

Fase de Clasificacion Total
crecimiento Histopatolégica Nivel I  Nivel Il Nivel I Nivel IV Nivel V No
valorable
Extension Casos 0 0 2 0 0 0 2
Superficial % 0,0 0,0 10,5 0,0 0,0 0,0 10,5
Casos 0 0 3 3 3 0 9
Nodular
% 0,0 0,0 15,8 15,8 15,8 0,0 47,4
:(' Lentigo Casos 1 1 1 0 0 1 4
®) Maligno % 5,3 5,3 5,3 0,0 0,0 5,3 21,1
e Acro- Casos 0 1 1 0 0 0 2
u lentiginoso % 00 53 53 00 00 00 105
Casos 0 0 0 1 1 0 2
Otros
% 0,0 0,0 0,0 5,3 5,3 0,0 10,5
Casos 1 2 7 4 4 1 19
Total
% 5,3 10,5 36,8 21,1 21,1 5,3 100
4 Lentigo Casos 6 0 0 0 0 0 6
< Maligno % 100 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100
e Casos 6 0 0 0 0 0 6
o’ Total
% 100 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100
Extension  Casos 0 0 2 0 0 0 2
Superficial % 0,0 0,0 8,0 0,0 0,0 0,0 8,0
Casos 0 0 3 3 3 0 9
Nodular
% 0,0 0,0 12,0 12,0 12,0 0,0 36,0
Lentigo Casos 7 1 1 0 0 1 10
E(' Maligno % 28,0 4.0 4.0 0,0 0,0 4.0 40,0
O Acro- Casos 0 1 1 0 0 0 2
= lentiginoso % 0,0 4,0 4,0 0,0 0,0 0,0 8,0
Casos 0 0 0 1 1 0 2
Otros
% 0,0 0,0 0,0 4.0 4.0 0,0 2,0
Casos 7 2 7 4 4 1 25
Total
% 28,0 8,0 28,0 16,0 16,0 4.0 100
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Tabla 24. Resumen de la tabulaciéon cruzada entre variables Fase de Crecimiento-

Clasificacion Histopatolégica e indice de Breslow con tincion Hematoxilina-Eosina.

Fase de Clasificacion

indice de Breslow - HE*

. ) . No Total
crecimiento Histopatolégica <imm 12mm 2-4mm >4 mm
valorable
Extension Casos 1 1 0 0 0 2
Superficial % 53 53 0,0 0,0 0,0 10,5
Casos 1 1 3 4 0 9
Nodular
% 53 53 15,8 21,1 0,0 47,4
3:‘ Lentigo Casos 3 0 0 0 1 4
S Maligno % 15,8 0,0 0,0 0,0 5,3 21,1
e Acro-  Casos 2 0 0 0 0 2
E Lentiginoso % 10,5 0,0 0,0 0,0 0,0 10,5
Casos 1 1 0 0 0 2
Otros
% 5,3 53 0,0 0,0 0,0 10,5
Casos 8 3 3 4 1 19
Total
% 42,1 15,8 15,8 21,1 5,3 100
N Lentigo Casos 6 0 0 0 0 6
< Maligno % 100,0 0 0,0 0,0 0,0 100
<D( Casos 6 0,0 0,0 0,0 0,0 6
o Total
% 100,0 0 0 0 0 100
Extensién Casos 1 1 0 0 0 2
Superficial % 4,0 4,0 0,0 0,0 0,0 8,0
Casos 1 1 3 4 0 9
Nodular
% 4,0 4,0 12,0 16,0 0,0 36,0
Lentigo Casos 9 0 0 0 1 10
E:' Maligno % 36,0 0,0 0,0 0,0 4,0 40,0
@) Acro- Casos 2 0 0 0 0 2
= Lentiginoso 06 8.0 0.0 0.0 0.0 0.0 8,0
Casos 1 1 0 0 0 2
Otros
% 4,0 4,0 0,0 0,0 0,0 8,0
Casos 14 3 3 4 1 25
Total
% 56,0 12,0 12,0 16,0 4.0 100

* [ndice de Breslow con tincion Hematoxilina-Eosina.
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Tabla 25. Resumen de la tabulaciéon cruzada entre variables Fase de Crecimiento-

Clasificacion Histopatolégica e indice de Breslow con tincion Inmunohistoquimica.

Fase de Clasificacion indice de Breslow-IHQ* Total
crecimiento Histopatolégica <imm 1-2mm 2-4mm  >4mm NV
Extension Casos 1 1 0 0 0 2
Superficial % 5,3 53 0,0 0,0 0,0 10,5
Casos 0 1 5 3 0 9
Nodular
% 0,0 53 26,3 15,8 0,0 47,4
?(I Lentigo Casos 3 0 0 0 1 4
®) Maligno % 15,8 0,0 0,0 0,0 53 21,1
e Acro- casos 1 1 0 0 0 2
I'|>J lentiginoso % 5,3 53 0,0 0,0 0,0 10,5
Casos 1 1 0 0 0 2
Otros
% 5,3 53 0,0 0,0 0,0 10,5
Casos 6 4 5 3 1 19
Total
% 31,6 21,1 26,3 15,8 53 100
iy Lentigo Casos 6 0 0 0 0 6
< Maligno % 100 0,0 0,0 0,0 0,0 100
<D( Casos 6 0 0 0 0 6
I Total
% 100 0,0 0,0 0,0 0,0 100
Extensién Casos 1 1 0 0 0 2
Superficial % 4,0 4,0 0,0 0,0 0,0 8,0
Casos 0 1 5 3 0 9
Nodular
% 0,0 4,0 20,0 12,0 0,0 36,0
Lentigo Casos 9 0 0 0 1 10
— .
'i: Maligno % 36,0 0,0 0,0 0,0 4,0 40,0
8 Acro- Casos 1 1 0 0 0 2
lentiginoso % 4.0 4,0 0,0 0,0 0,0 8,0
Casos 1 1 0 0 0 2
Otros
% 4.0 4,0 0,0 0,0 0,0 8,0
Casos 12 4 5 3 1 25
Total
% 48,0 16,0 20,0 12,0 4,0 100

* ndice de Breslow con tincién Inmunohistoquimica.
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Tabla 26. Resumen de la tabulacion cruzada entre variables Clasificacion Histopatolégica
y Marcadores Inmunohistoquimicos.

- ., Marcadores Inmunohistoquimicos
Clasificacion q

Histopatoldgicas - S 100 i i _HMB 45 i : _MELAN A i
Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo
Extension Casos 2 0 2 0 2 0
Superficial % 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
Nodular Casos 8 1 9 0 9 0
% 88,89 11,11 100,00 0,00 100,00 0,00
Lentigo Casos 10 0 10 0 9 1
Maligno % 100,00 0,00 100,00 0,00 90,00 10,00
Acro- Casos 1 1 2 0 2 0
Lentiginoso % 50,00 50,00 100,00 0,00 100,00 0,00
Casos 2 0 2 0 2 0
Otros
% 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
Total Casos 23 2 25 0 24 1
% 92,00 8,00 100 0,00 96,00 4,00

Tabla 27. Resumen de la tabulacién cruzada entre variables Niveles de Clark e indice de
Breslow con tincion Hematoxilina-Eosina.

indice de Breslow-HE*

Niveles de Clark No Total
<1 mm 1-2 mm 2-4 mm >4 mm valorable
] Casos 7 0 0 0 0 7
Nivel |
% 28,0 0,0 0,0 0,0 0,0 28,0
. Casos 2 0 0 0 0 2
Nivel Il
% 8,0 0,0 0,0 0,0 0,0 8,0
. Casos 4 2 1 0 0 7
Nivel Il
% 16,0 8,0 4,0 0,0 0,0 28,0
. Casos 0 1 1 2 0 4
Nivel IV
% 0,0 40 4,0 8,0 0,0 16,0
. Casos 1 0 1 2 0 4
Nivel V
% 4.0 0,0 4,0 8,0 0,0 16,0
No valorable Casos 0 0 0 0 1 1
% 0,0 0,0 0,0 0,0 4,0 4,0
Total Casos 14 3 3 4 1 25
% 56,0 12,0 12,0 16,0 4.0 100

* indice de Breslow con tincién Hematoxilina-Eosina.
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Tabla 28. Resumen de la tabulacion cruzada entre variables Niveles de Clark e indice de
Breslow con tincion Inmunohistoquimica.

indice de Breslow-IHQ*

Niveles de Clark <1 mm 1-2 mm 2-4 mm >4 mm valc’)\:r(;ble Total
) Casos 7 0 0 0 0 7
Nivel |
% 28,0 0,0 0,0 0,0 0,0 28,0
Nivel I Casos 2 0 0 0 0 2
% 8,0 0,0 0,0 0,0 0,0 8,0
Nivel II Casos 2 2 3 0 0 7
% 8,0 8,0 12,0 0,0 0,0 28,0
Casos 0 2 1 1 0 4
Nivel IV
ve % 0,0 8,0 4,0 4,0 0,0 16,0
) Casos 1 0 1 2 0 4
Nivel V
% 4.0 0,0 4.0 8,0 0,0 16,0
No Casos 0 0 0 0 1 1
valorable % 0,0 0,0 0,0 0,0 4,0 4,0
Casos 12 4 5 3 1 25
Total
% 48,0 16,0 20,0 12,0 4.0 100

* Indice de Breslow con tincién Inmunohistoquimica.

Tabla 29. Resumen de la tabulacion cruzada entre variables indice de Breslow con
tincion Hematoxilina-Eosina e indice de Breslow con tincion Inmunohistoquimica.

indice de Breslow-IHQ*

indice de Breslow-HE> No Total
<1 mm 1-2 mm 2-4 mm >4 mm

valorable
Casos 12 1 1 0 0 14
<1 mm
% 48,0 40 40 0,0 0,0 56,0
Casos 0 2 1 0 0 3
1-2 mm
% 0,0 8,0 40 0,0 0,0 12,0
Casos 0 0 3 0 0 3
2-4 mm
% 0,0 0,0 12,0 0,0 0,0 12,0
Casos 0 1 0 3 0 4
>4 mm
% 0,0 40 0,0 12,0 0,0 16,0
Casos 0 0 0 0 1 1
No valorable
% 0,0 0,0 0,0 0,0 4.0 4.0
Casos 12 4 5 3 1 25
Total
% 48,0 16,0 20,0 12,0 40 100

» - . . .. .- . A ¢ . . A . .
Indice de Breslow con tincibn Hematoxilina-Eosina, = Indice de Breslow con tincién Inmunohistoquimica.
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Tabla 30. Matriz de correlaciones y significancia estadistica entre todas las variables analizadas en este estudio.
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Grupos Etarios ,032* | ,290 | ,209 | ,003** | 212 | ,457 | ,442 ,064 ,269 ,384 | ,438 | ,298 | ,176 |,105 | ,424 |,180
Género 272 ,340 | ,373 ,221 ,167 | ,027* | ,440 ,079 ,065 ,060 | ,062 | ,055 | ,254 | ,307 | ,401 | ,140
Localizacién -,376 | -,246 ,034* | ,000***| ,161 | ,307 | ,347 ,114 420 ,332 | ,208 | ,362 | ,350 |,300 | ,081 | ,060
Clasificacién Histopatolégica | ,116 | -,087 | ,047 ,215 317 | ,267 |,004**| ,298 ,034* | ,034* | ,494 | ,138 | ,194 | ,267 | ,133 | ,467
Fase de crecimiento ,169 | -,068 | -,371 ,011* | /500 | ,420 | ,242 |,000***| ,015* | ,006** | ,075 | ,160 | ,175 |,045| ,100 |,187
Elastosis Actinica -539 | -,161 | ,624 | ,165 | -,457 , 195 | ,019* | ,001* | 028* | ,071 |,025*| ,090 | ,104 |,210 | ,189 |,156
Satelitosis ,167 | ,201 | -,206 | -,100 | 0,000 | ,156 ,055 ,175 ,133 ,219 |,032*| ,067 | ,195 | ,063 | ,500 | ,500
Infiltrado Inflamatorio -,023 | ,391 | -,106 | ,130 | ,043 ,180 | 0,000 ,119 , 130 ,113 312 | ,104 | ,188 |,376 | ,438 | ,190
Infiltrado Perineural ,031 | ,032 | ,083 | ,515 | ,147 417 327 | ,352 ,355 ,235 174 | ,255 | ,074 | ,210 | ,085 | ,380 |,093
Niveles de Clark -313| ,292 | 250 | -,111 | -,717 | ,591 ,195 | ,245 | ,078 ,000*** | ,000*** | ,011* | ,208 | ,046* | ,067 | ,267 | ,382
indice de Breslow-HE -129 | ,311 | ,042 | -,370 | -,434 | ,386 ,231 | ,234 | -,151 | 764 ,000*** | ,022* | ,326 | ,052 |,177 | ,500 | ,394
indice de Breslow-IHQ -,062 | ,320 | ,091 | -,372| -,493 | ,303 ,163 | ,251 | -,196 | ,764 ,878
Ulceracion -033|-316 | -,170 | -,003 | ,297 | -,396 | -,377 | ,103 | -,138 | -,455 | -,407
indice de mitosis , 111 | 327 | -,074 | ,226 | -,208 | ,277 ,308 | ,261 | ,298 ,170 ,095
Supervivencia , 194 | /139 | -,081 | ,181 | -,195 | ,260 ,179 | ,185 | ,169 344 332
MIHQ -S 100 ,260 | ,106 | -,210 | ,130 | ,347 | -,169 | ,314 |-,067 | ,283 | -,309 | -,194
MIHQ-HMB 45 ,040 | -,053 | -,288 | ,231 | ,266 | -,184 | 0,000 | ,033 | -,064 | -,131 | 0,000
MIHQ-MELAN A -,191 | ,225 | ,318 | ,018 | ,185 ,211 | 0,000 | ,183 | ,273 ,063 ,057

De la diagonal hacia abajo corresponden a los valores de correlacion; hacia arriba a valores de significacion estadistica.
(Significancia = * p £ 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001)
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Tabla 31. Resumen de las medidas de adecuacion de muestreo para todas las variables

analizadas en este estudio.
MEDIDAS DE ADECUACION DE MUESTREO

Aprox. Chi-cuadrado 218,129
Test de Bartlett Gados de libertad 153
Significancia 0,000%**
indice KMO* 0,512

> indice de Kaiser-Meyer-Olkin. (Significancia = * p £ 0.05, ** p £ 0.01, *** p £ 0.001)

Tabla 32. Varianza explicada en el PCA realizado con todas las variables analizadas en
este estudio.

COMPONENTE
VARIANZA EXPLICADA
1 2

Total 4,455 2,651
Autovalores iniciales % de varianza 24,748 14,725
% acumulado 24,748 39,480
. Total 4,455 2,651

Sumas de extraccion _
% de varianza 24,748 14,725

de cargas al cuadrado

% acumulado 24,748 39,480
_ Total 4,028 2,471

Sumas de rotacién de _
% de varianza 22,377 13,730

cargas al cuadrado

% acumulado 22,377 36,107

Método de extraccion: Andlisis de Componentes principales. (Se necesitan 18 componentes para explicar el
100% de la varianza).
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Tabla 33. Matriz de correlaciones y significancia estadistica de las variables Histopatoldgicas y Marcadores Inmunohistoquimicos.
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Clasificacion Histopatol6gica ,226 ,215 ,317 ,267 | ,004* | 298 ,034* | ,034* ,494 ,138 ,267 ,133 467
Fase de crecimiento , 157 ,011* ,500 ,420 ,242 | ,000*%** | ,015* | ,006** | ,075 ,160 ,045* , 100 ,187
Elastosis Actinica ,165 -,457 ,228 ,195 ,019% | ,001*** | ,028* ,071 ,025% ,090 ,210 ,189 ,156
Satelitosis -,100 | 0,000 , 156 ,500 ,055 , 175 ,133 ,219 ,032* ,067 ,063 ,500 ,500
Infiltrado Inflamatorio ,130 ,043 ,180 0,000 ,042* , 119 ,130 ,113 312 ,104 ,376 ,438 , 190
Infiltrado Perineural ,515 ,147 417 327 ,352 ,355 ,235 174 ,255 ,074 ,085 ,380 ,093
Niveles de Clark -111 | -,717 ,691 , 195 ,245 ,078 ,000*** |  000*** | ,011* ,208 ,067 ,267 ,382
indice de Breslow-HE -370 | -,434 ,386 ,231 ,234 -,151 , 764 ,000%** | ,022* ,326 177 ,500 ,394
indice de Breslow-IHQ -372 | -,493 ,303 , 163 ,251 -,196 , 764 ,878 ,052 ,359 ,115 , 162 ,459
Ulceracion -,003 ,297 -,396 | -,377 , 103 -,138 | -,455 | -,407 | -,333
indice de mitosis ,226 -,208 277 ,308 ,261 ,298 , 170 ,095 ,076
MIHQ -S 100 ,130 ,347 -,169 314 -,067 ,283 -,309 | -,194 | -,249
MIHQ-HMB 45 , 131 ,266 -,184 | 0,000 ,033 -064 | -131 | 0,000 | -,206
MIHQ-MELAN A ,018 ,185 ,211 0,000 ,183 273 ,063 ,057 ,021

De la diagonal hacia abajo corresponden a los valores de correlacion; hacia arriba a valores de significacion estadistica.

(Significancia = * p < 0.05, ** p < 0.01, ** p < 0.001)
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Tabla 34. Resumen de las medidas de adecuacion de muestreo para las variables
Histopatoldgicas y Marcadores Inmunohistoquimicos.
MEDIDAS DE ADECUACION DE MUESTREO

Aprox. Chi-cuadrado 149,005
Test de Bartlett Gados de libertad 91
Significancia 0,000%**
indice KMO* 0,608

> indice de Kaiser-Meyer-Olkin. (Significancia = * p £ 0.05, ** p £ 0.01, *** p £ 0.001)

Tabla 35. Varianza explicada en el PCA con las variables caracteristicas Histopatologicas
y Marcadores Inmunohistoquimicos.

COMPONENTE
VARIANZA EXPLICADA T 5
Total 3,994 2,444
Autovalores iniciales % de varianza 28,528 17,458
% acumulado 28,528 45,985
B Total 3,994 2,444
Sumas de extraccion % de varianza 28,528 17,458
de cargas al cuadrado
% acumulado 28,528 45,985
5 Total 3,745 2,180
m ,
Sumas de rotacion de o "\ ianza 26,752 15,570
cargas al cuadrado
% acumulado 26,752 42,322

Método de extracciéon: Andlisis de Componentes principales. (Se necesitan 14 componentes para explicar el
100% de la varianza).
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Tabla 36. Matriz de correlaciones y significancia estadistica entre las variables
Histopatoldgicas-Prondsticas, Supervivencia y Marcadores Inmunohistoquimicos.

Niveles de Clark
indice de Breslow-HE
indice de Breslow-IHQ

Ulceracion
indice de mitosis
Supervivencia
MIHQ -S 100
MIHQ-HMB 45
MIHQ-MELAN A

Niveles de Clark ,000*** | ,000*** [ ,011* | ,208 | ,046* | ,067 | ,267 | ,382

indice de Breslow-HE , 764 ,000%** | ,022* | ,326 | ,052 | ,177 | ,500 | ,394

indice de Breslow-IHQ , 764 | ,878 359 | ,017* | ,115 | ,162 | ,459
Ulceracion -,455 | -,407 | -,333
indice de mitosis ,170 | ,095 | ,076 | -,269
Supervivencia 344 | ,332 425 | -,471
MIHQ -S 100 -,309 | -,194 | -,249 | -,227
MIHQ-HMB 45 -,131 | 0,000 | -,206 | ,230
MIHQ-MELAN A ,063 ,057 ,021 ,033

De la diagonal hacia abajo corresponden a los valores de correlacion; hacia arriba a valores de significacion
estadistica. (Significancia =* p <0.05, ** p<0.01, *** p <0.001)

Tabla 37. Resumen de las medidas de adecuacién de muestreo para las variables
Histopatoldgicas - Pronésticas, Supervivencia y Marcadores Inmunohistoquimicos.

MEDIDAS DE ADECUACION DE MUESTREO

Aprox. Chi-cuadrado 150,580
Test de Bartlett Gados de libertad 91
Significancia 0,000%**
indice KMO™ 0,611

> indice de Kaiser-Meyer-Olkin. (Significancia = * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001)
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Tabla 38. Varianza explicada en el PCA entre las variables Histopatol6gicas-Prondsticas,
Supervivencia y Marcadores Inmunohistoquimicos.

VARIANZA EXPLICADA . Componente ,
Total 3,270 1,469
Autovalores iniciales % de varianza 36,328 16,321
% acumulado 36,328 52,649
Sumas de extraccion Totgl 3,270 1,469
de cargas al cuadrado % de varianza 36,328 16,321
% acumulado 36,328 52,649
Sumas de rotacion de Tota} 3,107 1,631
cargas al cuadrado % de varianza 34,524 18,125
% acumulado 34,524 52,649

Método de extraccion: Analisis de Componentes principales. (Se necesitan 9 componentes para explicar el
100% de la varianza).
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Foto 1. Histologia del melanoma: células gigantes, vacuolas intranucleares, nucléolos
marcados y amplio citoplasma.

Foto 2. Marcador HMB-45 positivo en melanoma tipo lentigo maligno con fase de
crecimiento radial.
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Foto 3. Variante nodular de melanoma
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Foto 4. Elastosis actinica severa.
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Foto 5. Reaccion inflamatoria intensa rodeando células tumorales

| de melanocitos malignos.

7

On perineura

Foto 6. Invasi
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élulas tumorales

nervioso dérmico por ¢

Foto 7. Compromiso del paquete vasculo

on.

Foto 8. Invasion tumoral en todo el espesor de la piel y ulceraci
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Foto 9. Mitosis entre células tumorales con tincién hematoxilina-eosina. Patron de
fruta estrellada.

Foto 10. A. Marcador S-100 negativo y B. Marcador HMB-45 positivo
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Foto 11. Positividad de los tres marcadores inmunohistoquimicos en la misma muestra histolégica. A: marcador S-100 (nuclear y
citoplasmatico), B y C: marcadores HMB-45 y MELAN-A (citoplasmaticos) respectivamente.
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Foto 13. Melanoma nodular de células claras, tincion hematoxilina-eosina
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Foto 15. Granuloma con células melanociticas malignas gigantes multinucleadas
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Foto 16. Epidermotropismo en melanoma maligno con el marcador S-100

Foto 17. Islotes de pigmento melanico en queratina de piel acral
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Foto 18. Acumulacion hematica entre la capa cornea, diagnostico diferencial de
lesiones pigmentadas acrales

Foto 19. Muestra no valorable, no se evidencia diferenciacion de las capas de la piel
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Foto 20. Delimitacion macroscopica tumoral con el marcador inmunohistoquimico
HMB-45
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ANEXOS

Anexo 1. Protocolo para tincion inmunohistoquimica manual y automatizado de

Roche®

v,
S8 VENTANKA

ultraView™ Universal DAB Detection Kit
Referencia 760-500

INDICACIONES ¥ USO
Uso previsto
Este kit de deteccion es para uso de diagnistico in vitro.

El witraView Universal DAB Detection Kit de Ventana Medical Systems (Veentana) es un
sisterna indirecio y desprovisio de biofina, para detectar IgG de raion, IgM de raton y
anficusrpos primarics de conejo. El kit estd pensado para identificar, mediante métodos
inmunohistoquimicos (IHQ), dianas en cores de tejido fados con formol y embebides en
parafina y congelados, gue se han fefiddo en bos madulos de tincdn aulomatizados
MexESE y BenchMark® Series de Ventana. La mberpretacion clinica de cualquier tincicn o
la ausencia de tncidn deben complementarse con estudios morfcddgicos y con la
evaluacin de los confroles apropiados. La evakiaciin ka debe realizar un
anatomopatilogo cualificade, en el contexio de la historia clinica del paciente y de otras
pruebas diagndsticas.

Resumen y explicacién

La inmunohistoquimica {IHQ) es una tecnica utiizada en laboratonos con fines de
diagndstico. El concepto fundamental de |a IHQ es la localizacion de antigenos en corfes
de tepdo ulilizando anticuerpos prmarios especificos. Una vez que se ha producido la
unicn del antigena y el anficuerpo, ésla debe visualizarse con una reaccidn coloreada
wisible con un microscopio Splico o con el uso de un microscopio de fluorescencia. Bl
anticuerpa primario especifico puede llevar la molécula que genera la sefal,
proporcionando fa visualizaciin directa de ka unidn. Como allernativa, los métodos
indirectos de visualizacidn necesitan pasos adicionales para localizar el anticuerpo
especiiico y generar una sefial Las técnicas mas comunes de los metodos indirectos
utilizan un anticuerpo secundario dirigido confra la especie del anficuerpo primario y una
enzima con un sistema de sustrato cromdgens comespondiente. Esta combinacidn
produce un precipitado coloreado en e lugar de la union especifica del anficuerpo. El
uitrdView Universal DAB Detection kit utiliza un método indirecto para visualizar los
anticuerpos especificos unides a kes antigenos, mediante el depdsito de un precipitado
con color marran.

Principios y procedimientos

El witraView Universal DAB Detection Kit detecta anficuerpes primarios especificos de
ratdn y de conejo, unides a un antigeno en corles de tejido embebidos en parafina o
congelados. El anticuerpo especifico se localiza mediante un anficuerpo secundario
marcado con una enzima. A confinuacion, se visualiza el complejo wilizando un producto
enzimatico que precipita.

El witraView Universal DAB Defecion Kit utliza un coctel de anticuerpos secundarios
marcados con enzima que localizan el anficuerpo primario unido. A continuacian, el
complejo se visualiza con sustralo de perdxido de hidrdgeno y cromdgeno de
tetrahidrocloruro de 3, 3'-diaminobencidina (DAB), que produce un precipitado de color
marmdn ascuro, faciimente defectable mediante microscopia dplica. Cada paso se incuba
durante un fiempo y & una temperatura precisas. Al final de cada paso de incubacidn, &l
midulo de tincion automalizado de Ventana lava los corles para refirar el material no
ligado y aplica un cubreobjefos liquide que minimiza la evaporacidn de los reacfivos
acuosos del portaobjetos. ! Los resultados se intespretan uiilizando un microscopio dplico
y contribuyen al diagndsiico diferencaal de los procesos fisiopatologicos, que pueden estar
asociados o no a un anfigena concredo.

Consulte en el Manual del usuario del mddulo de fincidn automafizado de Ventana los
detalles especificos ded funcionamiento del instumento.

MATERIAL Y METODOS
Reactivos suministrados

El witraView Universal DAB Detection Kit incluye suficiente reactivo para 250 pruebas y
confiene:

1 dispensador de 25 mL de Inhibéior; contiene solucidn de perdwido de hidrégeno al 3%

1 dispensador de 25 mL de Universal HRP Multimer; contiene un coctel de anficuerpos
marcados con HRP (anficuerpos de cabra anf-igG de ratdn, de cabra anB-igM de raton y
de cabea anfi-conejo) (<50 pgimL) en una soluckin tampdn que confiens profeinas con
conservanie ProClin® 300*
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1 dispensador de 25 mL de DAB Chromogen; contiene tetrahidrocloruro de 0.2% 3, 3' -
diaminobenciding en una solucidn estabilizadora patentada, con conservanie patentado

1 dispensador de 25 mL de DAB Hy0y; contiene perdxido de hidrbgeno al 0,04%, en una
solucidn tampdn de fosfato

1 dispensador de 25 mL de Copper; confiene sulfate de cobre (5 g') en un tampdn de
acetato con conservante patentado

“Para cbbener méas informacion sobre conservantes, consultar la seccidn “Avisos y
precauciones”
Reconstitucién, mezcla, dilucién y titulacién

El kit de deteccion se ha opfimizado para su uso en un madulo de fncicn automatizado de
‘entana. No se requiere |a reconstitucidn, mezda, dilucidn ni titulaciin de los reactivos del

Una diucadn posterior puede dar lugar a una pérdida de tincidn del antigeno. El usuario
debe verificar cualquier camiio que se produzea. Las diferencias de procesamiento del
fefido y del procedimiento técnico del laboratono ded usuario pueden producr una
varabilidad significativa de los resultados, necesitindose el uso periddico de controles
{consultar la seccion Procedimientos de confrol de calidad).

Materiales y reactives necesarios y no suministrados

Los siguientes reactivos y materiales pueden ser necesarios para k2 tincién pero no se

PropoTCionan:

1. Conirol de reactivo negativo {Negative Conirol Mouse Ig de Ventana (Ref. T60-
2014), CONFIRMTM Megafive Control Rabbit Ig (Ref. 760-1029)

2. Portaobjetos para microscopio SuperfrostTM Plus (Ref. 48311-703 de VWR o
equivalenie)

3. Confroles de tejido positivos y negalivos (consultar el prospacto del anticuerpo para

conocer ks fipos recomendados)

Homa de secado capaz de mantener una temperatura de 60 "C £3 °C

Etiquetas con codigo de barras (apropiadas para & confrol de reactivo negativo y

para el anticuerpo primario a prueba)

Cubetas o bafios de tincidn

Crondémetro {capaz de medir intervalos de 2-10 minutos)

Xileno (grado histologico)

Alcohol reactivo o etanol (grado histologico)

- Solucidn al 100%: alcohol reactivo o etanol sin diluir

- Solucidn al %5%: mezclar 95 partes de efanol o alcohol reactivo con 5 paries de
agua desionizada

- Solucidn al B0A%: mezelar 80 partes de etanol o akcohol reactive con 20 partes de
agua desionizada

10.  Agua desionizada o desfilada

11.  Declxaking Chamber de Biocare Medical (Rief. DC2002) (médulos de fincidn
automatizados NexES IHC)®

12.  Placas de tincidn Tissue-Tek®"

13, Méadulos de tincidn automatizados NexES IHC y BenchMark Series

14, Anlicuerpos primarics

15.  Antibody Diluent de Ventana® (Ref. 251-018)

16.  APK Wash (10X) de Ventana (Ref. 250-042) (modulos de tincion aulomatizados
NexES IHC)

17.  Liguid CoversipTM {Low Temperature) de Ventana (Ref. 250-009) (mddulos de
fincidn automatizados NexES HC)

18. EZ PrepTM (10X) de Ventana (Ref. 950-102) (mddulos de tincion autematizados
BenchMark Series)

19.  Reaction Buffer (10 de Ventana (Ref. 930-300) (modulos de tincion
automatizados BenchMark Series)

20.  Liquid Coversiip (High Temperature) de Ventana (Ref. 630-010) (mddulos de Bncidn
automatizados BenchMark Series)

21, Cell Conditioning 1 (Pre-dilute) (Ref. 950-124) o Cell Condificning 2 (Pre-dilute)
(Ref. %50-123) de Ventana (mddulos de tincidn automatizados BenchMark Series)*
Protease 1 (Ref. 760-2018). Protease 2 (Ref. T60-2019), o Protease 3
(Ref. 760-2020) de Ventana"

23. Coniratincin Hematoxylin de Ventana® (Ref. T60-2021)

24, Cenfratincion Hematoxylin [ de Ventana® (Ref. 790-2208)

25. Bluing Reagent de Ventana® (Ref. TE0-2037)

26.  Medio de montaje permanente (Permount®, Ref. SP15-500 de Fisher o
equivalents)

27, Cubrecbjetos (suficiente para cubrir tefidos coma la ref. 4838360 de VWR o
equivalente)

o e
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2B.  Microscopio dptico (20-80X)
29, Toallitas absorbentes*
30. Cubreobjeins auiomatizado (como el cubrecbjetos automalizado Tissue-Tek® SCA)

* Seqin sea necesario para kas aplicaciones especificas.
Conservacién y manipulacion

Consesvar enfre 2 y 8 °C. No congedar. E| usuario debe validar cualquier condicion de
almacenamiento que no sea una de las especificadas en el prospecio. Esle kit de
deteccion se puede utlizar inmediatamente después de retiraro de ka nevera,

Para garaniizar una dispensacion adecuada y la estabilidad de cada reactivo, fras cada
proceso debe volverse a poner el tapdn y almacenar el dispensador en el frigorifico, en
posicidn vertical

Toedos los kit de deteccidn tienen una fecha de caducidad. Los reactivos son estables
hasta la fecha indicada en la etiqueta cuando se @imacenan correctamente. No usar el kit
de deteccidn después de la fecha de caducidad.

No hay signos definitivos que indiquen ka inestabilidad de esie producto, por lo que los
coniroles posifivos y negatives deben analizarse simulaneamente con muesiras
desconocdas. Deberd contactar inmediatamente: con el distribuidor local de Ventana s
observa signos de inestabibidad del reactivo.

Extraccién y preparacion de la muesira para su andlisis

Los tejides fijados con formal y embebidos en parafing y los tejidos congelados son
adecuados para su uso con el witraView Universal DAB Detection Kit y con un médulo de
ncidn aviomatizado de Ventana (véase la seccion Materiales y reactivos necesarios y no
suministrados). Bl fiador de teiido recomendado &3 formol tamponada neutro al 10%.2
Pueden obienerse resultados variables como consecuencia de una ffacidn prolongada o
de procesos especiales, como |a descalcificacion de las muestras de médula dsea.

Cada seccién debe corarse con el grosor apropiado (2-3 p) para el anficuerpo prmario
utiizado y s pondra en un portaobjeios de vidrio. Los portacbjetos que confienen el core
de tepdo pueden hormearse/calentarse durante al menos 2 horas (pero no mas de 24
horas) en un homo a 60 °C £ § "C. El cakentaméento del portacbjetos se emplea para
secar el tepdo después del montaje del portacbjetos y mejorar la adhesion del ejido al
vidrio. Bl calentamiento profongado del befido podria disminuir la disponibilidad del
antigeno. Consultar el prospecto del anticuerpo primario para identificar las limitaciones
de calentamienin.

Los tejidos fijados y embebidos comeciamente que expresan el antigeno se mankendran
estables al menos duranie dos afos sl s conservan en un lugar fresco (de 15 °C a

25 "C). La Clinical Laboratory Improvement Act (CLIA) de 1988, 42CFR483.1259 (k)
exige que "El laboratario debe conservar los portachigtos durante un plazo minimo de
diez afios desde la fecha de examen y debe conservar los bloques de muestras durante
un plazo minime de dos afios desde la fecha de examen™.

Los cortes congelados se deben cortar al grosor apropiado (4-5 ) para el anficuerpo
primario ublizado, recogerse en un portachjetos de vidnio y colocarse inmediatamenie en
acetona fria (entre 4 *C y 8 °C) durante diez minutos. A continuacidn, los corles se secan
al aire durante un minima de 30 minutos, y preferiblements ioda la noche. Colocar la
etiqueta de codigo de barras adecuada en portachjetos secos.

Procedimiento manual para desparafinar

Este procedimiento es necesario si se uliliza el médulo de fincion auiomatzado

NexES IHC o si no se selecciona la desparafinacidn en el modulo de incidn aulomatizado

BenchMark Series:

1. Consultar en la seccion Instrucciones de uso del Manual del wsuanc del modulo de
fincidn auiomatizado apropiado las instrucciones sobre cudndo etiquetar los
portaobjetos con eBquetas con codigos de barras.

2 Sumergir los portaobjetos secuencialmente en 3 bafos de xleno durantz
5+ 1 minutos cada vez.

3. Transferir los portachietes a etanol al 100% y sumerginics secuencialmente en
2 barios de esia solucion durante 3 + 1 minuios cada vez.

4 Transferir los portachietes a etanol al 95% y sumergirkes en un bafio de esta
soluciin durante 3 + 1 minutos.

5. Transferir los portacbiefos a etanol al B0% y sumergirkes en esta solucion duranie
3 % 1 minutos.

6. Transferir los poriachiebes a un baro de agua desionizada o desflada y sumergirios
como minimo 10 veces.

7. Transferir los portacbjetes a la solucion APK Wash (1X) o a una solucion tamgdn,
sequn proceda. Para la solucion APK Wash, ks portacbjetos deben pemmanecer en
esta solucidn hasta que se pueda realizar el proceso de tincdn. En el caso de la
solucidn tampdn, bes portaobjetos deben permanecer en esta solucidn hasta que se
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pueda realizar el proceso de desenmascaramiento del antigeno. Mo defar que los
portaobjetos se sequen.
Los portaobietos tefidos en los modulos de fincidn automatizades Benchiark Senes se
pueden desparafinar en el instrumento. 51 se selecciona esta opcidn, deben pegarse
etiquetas de codigos de bamas en los portaobjetos y colocarios en el instrumento. Sino
e selecciona esta opoidn, consultar la seccidn antesior de Procadimiento manual para
desparafinar.

AVISOS Y PRECAUCIONES

Para diagnéstico in vitro:

1. Adopiar las precauciones adecuadas cuando se manipulen los reactivos. Usar
guanies desechables cuando se manipulen materiales polenciaimente
carcindgenos o txicos (como, por ejemplo, mdeno o formaldehido). No los ufilice
cerca de una llama abierta.

Evitar el contacto de los reacfivos con los ojos y las mucosas. Si se produce el
contacto con dreas sensibles, lavar con agua abundante.

3. Las muestras del paciente y iodos los materiales en contacio con ellas deben
fratarse como si fuesen materiales potencialmente infecciosos y desecharse con las
precauciones adecuadas. Nunca pipetear con ka boca.

4. Evitar la confaminacion microbiana de los reactives, ya que podrian producirse:
resultados incormectos.

3. Losfiempos y las temperaturas de incubacion que no sean los que se especifican
pueden dar resultados emineos. El usuario debe validar cualquier cambio que s&
produzca.

6. La dilucidn de bos reactivos es la dpBma y una dilucicn postesior puede dar lugar a
la pérdida de fincidn. E| usuario debe validar cualquier cambio que se produzca. No
mezcle dispensadores de reactivos de varios lotes del producte.

7. Los sinfomas de sobreexposicion a ProCin® 300 inchuyen iritacidn de la pie! y los
ojos & imitacidn de kas mucosas v kas vias resprratonas altas. La concentracidn de
ProCiin® 300 en este producto es igual o inferior al 0,05% y no cumple bos criterios
0O5HA (Occupafionsl Safefy & Heaith Administration. Oficina de seguridad y salud
en el Trabajo, EE.UU.) de sustancia peligrosa. En personas sensibles, es posible la
apancitn de reacciones aléngicas sistémicas. Los conservantes y los
estabiizadores patentados no cumplen los criterios OSHA de sustancia peligrosa.

8. Posible carcinigena: Bl Nafional Texicology Program (EEULU.) ha incluide la

bencidina, un compuesio estrechamente relacionado con el fetrahidreclonuro de

3, ¥-diaminobencidina (DAB), como un carcindgene humano conocido.

Las formas concentradas de propienglicol se han asociado con efecios teratigencs

en animales de laboratorio. Utilzar guantes desechables y fomar precauciones

razonables al manipulario.

10.  Consuliar a las autoridades locales o nacionales sobre el método recomendada
de eliminaciin.

INSTRUCCIONES DE USO

Procedimiento detallade

El uitraView Universal DAB Detection Kit de Vientana se ha desarmollado para su uso con
un modulo de tincion automatizado de Ventana, junio con los anficuerpos primarios de
Ventana y sus accesonos. Los parametros de los procedimientos automatizados se
pueden mostrar, imprimir y coregir de acuerdo con el procedimiento del Manual del
usuario del médulo de tincion aufomatizado individual. Otros pardmefros operativos de los
madulos de fincidn automatizados vienen configurados de fabrica.

Los procedamienics de fincidn en los mddulos de tincion automatizados de Ventana son
los siguientes. Pueden consultarse instrucciones méds detalladas y opciones de profocolo
adicionales en el Manual def usuario.

El que una muestra necesite desenmascaramiento del antigeno o no, depende del
anticuerpo. Para mas informacidn, compruebe el prospecio del anticuerpa.

Médulos de tincién automatizados NexES IHC

S5i se requiere desenmascaramiento manual del antigeno:

Desparafinar los portaobjetos con xilenos y etancles hasta agua desfada y un
tampdn apropiado (segun se indica en el prospecto del anbicuerpo). Realizar el
procedimiento de desenmascaramiento antigénico (segun se indica en el prospecto
del anticuerpo) y transferir los poriachietos a la solucidn APK Wash (1X).

2. Poner el anficuerpo primario, los dispensadores del kit de deteccidn adecuado y los
reaciivos accesorios necesarios en la bandeja de reactivos y colocaria en el modulo
de fincion automafizado. Comprobar los liquidos a granel y los residuos.

3. Dejar secar el extremo pintado del portachietos y pegar una etiqueta de codigo de
barras adecuada al protocolo de anficurpo a realizar.

-3
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4 Poner los portacbjetos desparafinados, con antigens desenmascarado y
etiquetados procedentes de la solucion APK Wash (1X) en el médulo de fincion
automatizado MexES IHC. Los portaobjefos deben permanecer en esta solucion
hasta que se pueda realizar el proceso de fincidn,

Médulos de tincidén automatizados NexES IHC y procedimiento manual

i no se requiere el desenmascaramiento del antigeno:

1. Colocar las efiquetas de cidigos de barras en el poriaobjetos. Desparafinar los
portaobjetos con xienos y elancles hasta agua v, a confinuacion, a solucion
APK Wash (1X).

2. Poner el anticuerpo primario, los dispensadores del kit de deteccion adecuado y los
reacfivos accesorios necesarios en la bandeja de reaclivos y colocaria en el modulo
de fincidn automatizado. Comprobar los liquidos a granel v ks reskduos.

3. Poner los porfacbjefos desparafinados y efiquetados procedentes de la solucion
APK Wash (1X) en el madulo de fincion automatizado MexES HC. Los portaobjetos
deben permanecer en esta soluckdn hasta que se pueda realizar el process
de fncion.

Médulos de fincién automatizados BenchMark Series

1. Pegaruna efiqueta con el cadigo de barras adecuado al profocolo de anbouempe
primario a realizar.

2. Poner el anticuerpo primario, los dispensadores del kit de deteccion adecuades y
los reactives accesorios necesarnios en ka bandeja de reactivos y colocarla en el
médulo de fincién automalizado. Comprobar bos liguidos a granel y los residuos.

3. Poner los portacbjetos en el modulo de tincidn automatizado.

Para todos los instrumentos

1. Comenzar el proceso de tincidn.

2. Cuando finalice e proceso, sacar los portaobjetos del médulo de tincion
automatizado.

3. Lavar con un detergente suave para vajllas para efiminar |a solucidn cubreobjetos;
deshidratar, Bmpiar y cubrir con un medio de montaje pemmanente, siguiendo el
proceso habitual

4 Los poriaohjetos tefidos deben leerse de dos a tres dias después de la fincidn y
son estables al menos durante dos afios. si se conservan adecuadamente a
temperatura ambiente (de 15 a 23 "C).

Procedimientos de control de calidad

Control de tejido positive

Debe procesarse un conirol de fefido positivo cada vez que se realice el procedimiento de:
fincién. Para confirmar que el anficuerpo se ha aplicado y que el instrumento funciona
comeclaments se utilizan los componentes tisulares que muestran una fincidn positiva.
Este tejido puede contener células o componenies de tejido que se fifian tanko positiva
como negativamente y sirven como tefidos de confred positive y negalivo a ka vez. Los
tepdos de control deben ser muestras frescas de autopsia, biopsia o cirugia preparadas o
fjadas con la mayor brevedad con un proceso idénfico al de los cortes en estudio. Eslos
tepidos pueden controlar todos los pasos del procedimiento, desde ka preparacion del
tefido a su fincidn. El uso de un corte de tejido fado o procesado de foma diferente a la
muesira en estudio permitiré el control de fodos los reacives y pasos del método exceplo
la fijacitn y e procesado del tejido.

La practica dptima de laboratorio se dislingue por incluir una seccién histoldgica de
conirol positivo junio al tejido ded paciente. Esto permite defectar facimente emores de
aplicacion del anficuerpa primanio o de ofros reaciivos de importancia cribica a ka muesira
de paciente en andlisis. Se recomienda ademas escoger os confroles positivos
basandose en su expresitn de antigeno. Se sugiere el uso de controles con bajos niveles
de expresitn de antigeno para evitar la obtencidn de resultados falsos negativos debido a
una sensibiidad insuficiente.

Un tejido que Bene una tincion posifiva débil es més adecuado para un control de calidad
dptima y para detectar los niveles menores de degradacian del reaciivo.

Los controles de tejido posifivos conocidos solo deben usarse para controlar el
compostamiento comecio de bos kejidos procesados y de bos reactivos de ka prueba, no
como ayuda para establecer un diagndstico especifico en las muesiras del paciente. Si
los controles de tejido positivos no muesiran una tincidn positiva, los resultados de las
muesiras en esludio se deben considerar no validos.

Control de tejido negative

El mismo iejido que s& usa como control de tejido positvo puede usarse como control de
tepdo negativo. La variedad de tipos celulares presente en la mayoria de los cores de
tepdo offece zonas para un conrol negalivo intemo, pero e usuario debe confirmario.
Los componentes que no se fifen deben demastrar la ausencia de fincitn especifica y
propofcionan una indicacion de Bincidn de fondo. 51 se produce una tincion especifica en

20080706

Pégina 3 de &

las areas de control de fefido negativo, los resultados de las muesiras del paciente deben
considerarse no validos.
Discrepancias no explicadas

Las discrepancias no explicadas de los controles se deben comunicar inmediatamente al
distribuidor local de Ventana. 5i los resultados del control de calidad no cumplen las
especificaciones, los resultados del paciente no son validos. Si aparecen discrepancias,
consufiar la seccion Resolucidn de problemas de este prospecto. [dentificar y cormegir el
problema y, a continuacin, repefir las muesiras ded paciente.

Conirol de reactivo negativo

Para faclitar |a interpretacian de los resuitados, dede procesarse un control de reactivo
negativi con cada muestra. £l confrol de reactivo negativo se usa en lugar del anticuerpo
primario para evaluar la fincidn inespecifica. El portaobjetos debe tefiirsa con Megative
Conirol Mouse Ig, CONFIRM Negative Control Rabdit Ig o Rabbit Negative Control, segln
proceda. Si se usa un confrol de reactivo negativo destinto, diluir hasta la misma
concentracion que el anticuerpofaniisuers primanc con Aniibody Diluent de Vientana.

El diluyente solo se puede usar como una altemativa a los controles de reactive negativo
descritps previamenie. El periodo de incubacidn del control de reactivo negativo debe ser
igual al del anlicuerpo primario.

Cuando se usan paneles de varios anticuerpos en corfes seriados, un control de reachivo
negativo en uno de los poracbietos puede servir como control negativo o de Ia fincian de
fondo inespecifica para los ofros anBcuerpos,

Verificacion del ensayo

Antes del uso inicial de un anticuerpo primario o sistema de fincidn en un procedimiento
diagndstico, se debe verificar la especificidad del anticuerpo primario estudidndolo

£n una senie de tejidos con caracieristicas de comportamiento conocidas ante la
inmunchistoquimica representando a tgjidos positivos y negatives conocidos (consultar
los Procedimienics de control de calidad expuestos en el prospecto del anticuerpo
primario y las recomendaciones de Conbrol de Calidad del College of American
Pathologists Laboraiory Accreditation Program. Anatomic Pathology Checkdist® o la CLSI
Approved Guidelined, o ambos documentos). Estos procedimientos de control de calidad
deben repetirse con cada nuevo leie de anficuerpo o siempre que se modifiguen los
parametros del precedimiento.

Interpretacién de los resultades

El uitraview Universal DAB Detection Kit de Vientana provoca un producto de reaccion
de color marrdn oscuro que precipla en las zonas donde se encuentra el antigena,
localizadas por el anticuerpo primario. Un anatomepaldlogo con experiencia en
procedimientos inmunohistoquimicos debe evaluar los confroles y calificar el products
tefiido antes de interpretar los resultados. En pimer lugar, se debe observar |a fincion de
los confroles negafivos y comparar estos resultados con el material tedido para vesificar
que |a sefial generada no es la causa de interacciones inespecificas.

Control de tejido positive

El control de tepdo positivo tefido debe examinarse antes de afirmar que fodos los
reacivos funcionan cormectaments. La presencia de un producto de reaccidn con el color
apropiado denfro de las células diana indica una reactividad positiva. Dependiendo de la
duracitn de la incubacidn y de la concenfracion de hematoxdina utilizada, la contrafincidn
provocara una coloracidn entre azul pdlido y azul escuro de los nicleos celulares.

Una contratincidn excesiva o incompleda puede comprometer la interpretacién adecuada
de |os resultados.

Si el control de tepdo positive no muesira una fincidn positiva, los resultados de las
muesiras en esludio se deben considerar no vilidos.

Conirel de tejido negative

El control de tepdo negalive debe examinarse después del control de tejido positivo para
verificar que &l anficuerpo primarnio marca especificamentz el antigeno diana. La ausencia
de una fincion especifica ded control de tejido negativo confirma ka ausencia de reactividad
cruzada del anticuerpo con células o componentes celubares. Si se produce una fincion
especifica en el control de tejido negativo, los resultados de las muestras del paciente se
deben considerar no validos.

La fincidn inespecifica. cuando aparece, tiene un aspecio difuso. Esporddicamente,
fambién se puede observar una ligera fincidn del tepdo conjuniivo en los cortes de igjidos
fjados excesivamente con formod Para interpretar bos resultados de la tincion deben
usarse células inlactas. A menudo, las células necrdticas o degeneradas se fifien
inespecificamente.
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Tejido del paciente

Las muesiras del paciente deben examinarse en Ulfimo lugar. La intensidad de la Bncion
posifiva debe evaluarse en &l contexto de la tincidn de fondo inespecifica del control de
reaciivo negative. Como sucede con todas las pruebas inmunchistoguimicas, un
resuliado negafivo significa que el antigeno en cuestion no se detectd y no que &
anligeno esté ausente de las células o los tepdo estudiados. Si es necesario, utiizar un
panel de anticuerpos para facilitar la identificacion de faksos negativos. También debe
examinarse |a morfologia de cada muestra de iejdo utilizando un corie tefido con
hematoiling y eosina cuando se interpreta el resultado de una prueba de
inmunohistoquimica. Un anatomopatidogo cualficado debe interpretar los resultados
merfokigices del paciente y sus datos clinicos pertinentes.

LIMITACIONES

Limitaciones generales

1. Lainmunohisioquimica es un proceso diagndstico de varios pasos que requiere una
formacion especializada en la seleccion de los reactivos y tejidos apropiades, la
fijacion, el procesado, |a preparacion del portaobjedos para inmunohistoquimica y la
interpretacidn de los resultados de fincion.

2. Lafincidn de los iegjidos depende de la manipulacion y el procesade de los mismos
antes de la incidn. La fijacidn, la congelacion, ka descongelacicn, el lavado, el
secado, el caleniado o &l corte inadecuados o la contaminacidn con otros tejidos o
liquidos puede producir artefacios, blogueo del anbicuerpo o falsos negatives.
Pueden obienerse resultados incoherentes como consecuencia de las variaciones
en los métodos de fjacion e inclusidn o por las imegulandades inherentes del
propio tejido.

3. Unaconfratincidn excesiva o incompleta puede comprometer la interpretacian
adecuada de los resultados.

4  Laintespretacidn clinica de una Bncion positiva, © de su ausencia, debe evaluarse
en el contexio de |a hisioria clinica, la morfologia y otros criterios histopatoldgicos.
La interpretacion clinica de cualquier tncdn, o la ausencia de tincion, debe
completarse con los estudios moroligicos y coniroles adecuados, ademas de oiras
prugbas diagndsticas. Es responsabilidad de un anatomepatilogo cualficado
famiiarizarse con los anticuerpos, reaclivos y métodos usados para interpredar una
preparacion tefida. La fincidn debe realizarse en un laboratono certificado, con la
supenvision de un anatomopatdlogo responsable de la revisidn de los poraobjedos
tefiidos y de ka verificacion de la idoneidad de los confroles negafivos y positivos.

3. Wentana suministra reactivos & una dilucidn dpfima para su usD, Siempre que s&
sigan kas instrucciones proporcionadas. Cualguier desviacion de los procedimientos
recomendados del método puede invalidar los resultades esperados. Se deben
ubiizar y documentar los controles apropiados. Los wsuanos que se desvien de los
procedimientos recomendados del metodo deben aceptar su responsabilidad en la
interpretacion de los resultados del paciente en esas circunstancias.

6. Los reacivos pueden mosirar reacciones inesperadas en tejidos no estudiados
previamente. Mo es posible excluir totalmente ka posibilidad de reacciones
inesperadas incluso en grupes de fepdo estudiades debido a la variabdidad
hiolgica de la expresion del antigeno en neoplasias u ofros tefidos patokigicos.3
Contacte con el distribuidor local de Wentana en caso de reacciones inesperadas.

7. Los tejidos de personas infectadas por el virus de ka hepatiis B y que confienen el
antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg) pueden mostrar una tincian
inespecifica con peroxidasa de rabano 6

8. Cuando se usa en pasos de blogueo, &l suero normal de ka misma fuente animal
usada como antsuer secundario puede provocar falses negativos o falsos
posifivos debido a autoanticuerpos o anticuerpos naturales.

9. Pueden verse resultados falsos positivos debido a la union de proteinas o
productos de reaccadn del sustraio por mecanismos no inmunitarios. También
pueden deberse a la aclividad de la seudoperoxidasa (hematies) o a la acividad de
a peroxidasa enddgena (citocromo C).7

10.  Como sucede con todas las pruebas de la inmunchistoquimica, un resuliado
negativo significa que e antigeno no se detectd y no que el antigeno estuviese
ausente de las células o el tejido estudiados.

Limitaciones especificas

1. Cada paso ded procedimiento del kit de deleccsdn se ha opBmizado en los madulos
de fincion automalizades de Ventana y estd configurado de fabnica. Debido a
variaciones en |a figacion y el procesado del tepdo, puede ser necesarno aumentar o
disminuir &l iempo de incubacicn del anticuerpo primario en muestras individuales.
Para més informacidn sobre las variables de facadn, consultar
‘Immunchistocheméstry Principles and Advances™® o “Immunomicroscopy: A
Diagnosfic Tool for the Surgical Pathologist” 9
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2. Elkit de defeccidn, cuando se usa con los anficuerpos primarios de Ventana y sus
accesorios, detecta los antigencs que sobreviven al proceso habitual de facion
con formal, procesado y corte del tejido. Los usuarios gue se desvien de los
procedimientos recomendades del méiodo son responsables de la interpretacidn y
validacitn de bos resultados del paciente.

RESUMEN DE LOS RESULTADOS ESPERADOS
Estudios de reproducibilidad

La prueba de reproducibiidad del wltraView Universal DAB Detection Kit se realizd
mediante la tincidn de cortes seriados de 3 tejidos fijades con formal lamponade neatro,
embebidos en parafina, usando 3 anficuerpos primarics: un IgG de raton (ani-Ki6T)
tefiido en un carcinoma mamaria, un IgM de ratdn (anti-CO13) tefido en un xendinjerto de
un linfoma de Hodgkin y un IgG de conejo {anB-5100) tefiido en un melanoma, ufilizando
lns madubos de tincion automatizados Benchiark, BenchMark XT y NexES HC. Todos
los anticuerpos primarios se incubaron durante 16 minutos y e hizo una contratincadn de
los portacijebos con Hematoxylin Il y, a continuacidn, con Bluing Reagent. Un lecior de
portaobjetos cualificado compand entre si y puntud iodos los portaobetos tenidos con un
anticuerpo primario para debesminar la idonesdad y la intensidad de la fincidn.

1. Serealizaron procesos de fincidn para la reproducibdidad intraanalisis (el mismo
anticuerpo primario iefido en una plataforma comparada) 1 al dia, en 3 dias
distinios ufilizando 3 médulos de tincidn distintos: BenchMark, BenchMark XT y
NexES IHC para un total de 9 procesos o tincion. La reproducihiidad infraanalisis
para el BenchMark XT fue de un 100% (30 de 30 poriachietos por anticuerpo
primario por anlisis; un iotal de 90 portaobjetos tenidos por anticuerpo en bos
3 andlisis) y de un 100% (20 de 20 portaobjetos por anticuerpo primario por
andlisis; un total de &0 portaobjetos por anficuespa en los 3 procesos para cada
plataforma: Benchhkark y NexES IHC).

2 La reproducibiidad interanalisis 52 calculd a partir del nimero de portacbjetos
tefiidos en 3 procesos por Bipo de modulo de fincidn. Se realizaron procesos de
fincion, 1 al dia, en 3 dias distintos, con 3 madulos de tincidn distintos: Benchiark,
BenchMark XT y NexES IHC. La reproducibilidad interanalsis para el BenchMark
XT fue de un 100% (30 de 90 poriacbjeics, 30 poriachieics por anbcuerpo primario
en 3 andlisis diferentes) y de un 100% (60 de 60 portacbjetos, 20 portaobietos de
cada anficuerpo primanc en 3 andlisis diferenies para cada plataforma) para el
BenchMark y el NexES IHC.

3. La reproducibdidad interinstrumental se calculd a parfir del ndmero de poriaobjetos
tefiidos en 9 procesos en todos 10s ipos de modules de fincian. Se realizaron
procesos de fincidn, 1 al dia, en 3 dias disfintos, con 3 mddulos de tincidn distintos:
BenchMark, BenchiMark XT y MNexES IHC. La reproducibilidad interinstrumental dal
uiiraView Universal DAB Dedection Kit es del 100% (210 de los 210 portacbjetos
tefiidos; los portacbjetos evaluados incluian los 3 anficusrpos primarios).

También se determing ef rendimiento del wiiraView Universal DAB Deiection Kit mediante

la tincidin de 53 tefidos normales y patoldgicos, fijados con formol tamponado neutro,

usando 20 anficuerpos primarios. Los anficuenpos seleccionados representaron especies

& isofipos de wso frecuente para la realizacidn de andlisés inmunohistoquimicos (IHQ). En

el 100% de los casos analizados (53 de 53 casos tefiidos), el wtrd/iew Universal DAB

Detection Kit reconocid el anticuerpo primario y progorciond la uiilidad clinica adecuada,

determinada por el lector de portaobjetos cualificado.

RESOLUCION DE PROBLEMAS

1. Sielcontrol positivo fiene una tincidn més débil de lo esperado, se deben
comprobar los demas controles positives procesados simultaneamente para
determinar si se debe al anficuerpo primario o a uno de los reactives secundarios
habifuales.

2 Sielcontrol positivo es negafivo, debera comprobarse que el portaobjetos tiene la
efiqueta de cddigo de barras adecuada. S el portaobjetos se ha efiquetado
comectamente, deben comprobarse los demas controles positivos procesados
simultaneamente para deferminar si se debe al anficuerpo primario o a uno de los
reacivos secundanios habituales. Los fejdos pueden haberse obienido, fado o
desparafinado incorrectamenie. Debe seguirse un procedimiento adecuado para la
obtencidn, consenvacion y fijacidn.

S5ino se ha eliminado keda la parafina, puede que no se produzca la tincidn. Se
debe repetir el procedimisnto de desparafinacion.

4. 5ilafincidn especifica del anficuerpo es demasiado inbensa, el proceso debe
repetirse acortando el Bemgo de incubacion del anficuenpo primario en intervalos de
cualro minutos hasta que se alcance la intensidad deseada de la incidn.
5i los cortes de tepdo se desprenden del portacbjetos durante e lavado, comprobar
que los portachjetos esian canados positivamente.
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6.  Consultar las medidas corectoras en la seccidn Procedimiento detallado, el Manual
del usuario del modulo de tincion automatizado o péngase en contacto con el
distrbuidor local de Ventana.
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PROPIEDAD INTELECTUAL

CONFIRM™, EZ Prep™, uitraView™ y Liquid Coverslip™ son marcas comerciales de
Ventana Medical Systems, Inc.; BenchMark®, NexES® y Ventana® son marcas
comerciales registradas de Ventana Medical Systems, Inc.

ProClin® es una marca comercial registrada de Rohm & Haas Company.
Permount® es una marca comercial registrada de Fisher Scienific Company.
Tissue Tex® es una marca comercial registrada de Sakura Finetek.
Superfrost™ Plus es una marca comercial de Erie Scientific Company.

Ventana concede al comprador una licencia de un solo uso al amparo de las siguientes
patentes: Patentes de los EE.UU. N° 6,045,759; 6,192,945, 6,416,713, 6,945,128 y las
comespondientes en el extranjero.

El uitraView Universal DAB Detection Kit esta cubierio por patentes en tramite.
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Anexo 2. Consentimiento Informado del CEPI

mﬁ 10 2 58 e UNIBADO?ERA'[N A NUMERO DE
I:[ 1 HISTORIA CLINICA
CENTRO DE LA PIEL

'O DE LA CONFIDENCIALIDAD

| DERMATOLOGIA | [

NOMBRE DEL PROFESIONAL TRATANTE

s ST
FIRMA

NOMBRE DEL CIRUJANO

BN i o
2hasi D

DECLARO QUE HE ENTREGADO AL PROFESIONAL TRATANTE
DE LOS HECHOS PUEDEN AFECTAR Losiaesum)os DEL TRATAMIENTO.

O LEGALELPAOENTE MMWWWMMM@P&WWWMMSUMMMO AUTWO
REALIZACION DEL TRATAMIENTO SEGUN LA INFORMACION ENTREGADA POR LOS PROFESIONALES DE LA SALUD EN ESTE DOCUMENTO.
ececaumeers

L

CONSENTIMIENTO INFORMADO
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Continuaciéon anexo 2 ........

COD. LOCALIZACION NUMERO DE
eanrocus |- cavton |- provncn-| -~ HISTORIA CLINICA
|

~INSTITUCION DEL SISTEMA | ~ UNIDAD OPERATIVA T CoD. Uo

= Ca—

= o
I APELLIDO PATERNO o APELLIDO MATERNO.. BUSSEL NOMBRES . - __SERVICIO. .~ SALA CAMA FECHA HORA

| ; i | DERMATOLOGIA E |

1 AUTORIZACION PARA CIRUGIA , TRATAMIENTO CLINICO O PROCEDIMIENTO DIAGNOSTICO

AUTORIZO AL PROFESIONAL TRATANTE DE ESTE ESTABLECIMIENTO DE SALUD PARA REALIZAR LAS OPERACIONES QUIRURGICAS, PROCEDIMIENTOS DIAGNOSTICOS Y
TRATAMIENTOS CLINICOS PROPUESTOS Y NECESARIOS PARA EL TRATAMIENTO DE MI ENFERMEDAD

T ST, R SO PR
Lm . l ST | ml TR I
l | | | mmlamw
2 _EXONERACION DE RESPONSABILIDAD PORABORTO _

DECLAROQ&EWPROFESWLOFIMARD&ESTEESTMWOEMMWWOSPMAWESEMOYOUE

INGRESO LIBRE Y VOLUNTARIAMENTE PARA RECIBIR EL TRATAMIENTO NECESARIO PARA Mi ENFERMEDAD ;
I—w—_—w 2 “FIRMA.

o LTS wesnaeroes e

I H I |

REPREGENTANTE LEGAL O TES e BARENTESCO ]TEL-EONOL " CEDULA DE CUDRDANIA FIRMA

r | | I_WL'MWME’W‘]

'3 EXONERACION DE 'RESPONSABILIDAD POR ABANDONO DE HOSPITAL SIN AUTORIZACION MEDICA

cuRoouauERemovotm'rAmmEDEESTEstmmﬁmommvmoummmtmvnnmmmmm
RIESGOS A LA SALUD, QUE ME HAN ADVERTIDO CLARAMENTE
DEL P “TELEFONO CEDULA DE CIUDADANIA

L-—mm | lml “FIRMA |
CEDULA DE CIUDADANIA TIRMA

ECLAROQ\.ERETROALPADENTEDEESTE ESTAH.EC'ENTODESALUD BAJOMRESPONSABI.DADDEBIDAMENTE CER’TFCADA.ONLAAUTORZAOM Mﬁm
ICORRESPONDIENTE

IDECLARO QUE RETIRO AL PACIENTE DE ESTE ESTABLECIMIENTO, BAJO MI RESPONSABILIDAD Y SIN LA AUTORIZACION DEL PROFESIONAL TRATANTE HE SIDO ADVERTIDO
IDE LAS CONSECUENCIAS DE ESTE ACTO NO AUTORIZADO Y ASUMO TODA LA RESPONSABILIDAD POR LAS CONSECUENCIAS NEGATIVAS

S— TR = = g
l | I S—

S TR TS T SO PR
oy | | EWJW G 1
I | | | msmlvmmmnl
"5 AUTORIZACION DE EXTRACCION DE ORGANOS PARA DONACION Y/O TRASPLANTE =~

ORZOALPERSONALDESALUDDEESTEES?A&EOMENTOPARAOLEENVDASEMEEXTRNGAELOLOSG!GANOSOONVEN DONADOSPARAELTRASPLANTE
N EL RECEPTOR

MJTORIZOPARAQ\E.UNAVHTRANSC!RRDASQMASEEMWEREOEREMMSMGAWSSEMEMDOSPNMFLMTE

ORGANOS DONADOS I MHECEPT:EL? I g

—m;m RS T I VY T e
|

:mw_ I EETE ] ml R I

I
AUTORIZACION, EXONERACION Y RETIRO
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Anexo 3. Herramienta de Recopilacion de datos para Melanoma.

DATOS DEMOGRAFICOS

Nombres y Apellidos: N® H. Clinica:

Edad: N° Biopsia:

Sexo: Fecha de Intervencion Qx:

CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA LESION
Localizacién: Fototipo de Piel:
REGLA A,B,C,D,E (Fitzpatrick) Piel Ulcerada: si ] mwe[ ]
. , Lesion Simétrica ABCDE

Asimetria:

Lesion Asimétrica

-
Bordes Regulares — 2 e . 2

Bordes:

Bordes Irregulares

Café Claro S ‘ % tﬁ‘ gﬁl?

Café Oscuro S

Negro = s 8 Witz okl “},‘_‘:_::’ 3
Color: Azul

Rojo fd)-p.\'-}-pr’-.jq@

- . -
Gris VLUK
Sin Color
Fototipo de piel Color de piel

Diametro: Menor a Bmm I Blanca (deficiente en melanina)

1l Blanca (deficiente en melanina)

(Valorenmm)  Mayor a 6Bmm

n Blanca (con melanina suficiente)

v Café Clara (con melanina suficiente)

Cambio de Tamafio v Café (con proteccion melanica)

Cambio de Color Vi Café oscuro o negro (con proteccion melanica)

Cambio de Forma

Evolucion:  Sintomas: Picor/Ardor Observaciones extras de la lesion:

Dolor
Inflamacion
Sangrado

TOMA DE LA MUESTRA Y DATOS HISTOPATOLOGICOS

Biopsia Escisional
Boipsia Incisional
Tipo de . p.
i s Bipsia Punch
Biopsia: Afeitado NIVELES DE CLARK
na-assion Nivel | Invasion limitada a la epidermis
Mairgenes de Reseccion completa s ] w[] Nivel Il Invasion parcial de la dermis papilar
Reseccién:  Margen lateral mas proximo a: ) ) .
(medido enmm) Margen profundo a: o Nivel Il Invasién total de la dermis papilar
Nivel IV Expansion a la dermis reticular
Extension Superficial
Nodular Nivel V Penetracidn a tejido celular subcutaneo
Tipo Acro-Lentiginoso
Histologico: Lentigo Maligno
Otros
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Fase de
Crecimiento:

Niveles de
Clark:

indice de

Breslow:
(escribir agui el
valor en mm)

Ulceracion:

indice de
Mitosis:
(conteo por mm’)

Satelitosis:
[nido >0.05mm a
20.3mm)

Infiltrado
Inflamatorio:

Infiltrado
Perineural:

Invasion
Vascular:

Radial
Vertical
Mixta

Nivel 1

Nivel 1T
Nivel I11
Nivel IV
Nivel V

<1 mm
1,01-2mm
2,01-4mm
=4 mm

Presente
Ausente
Mo valorable

>1mm
<1 mm
Mo determinada

Presente
Ausente
Mo valorable

Intenso
No intenso
Ausente

Presente
Ausente
Mo valorable

Presente
Ausente
Mo valorable

MARCADORES INMUNOHISTOQUIMICOS

Presente
Marcador 5-100 Ausente
No valorable

Presente
Marcador MELAN-A Ausente
No valorable

Presente
Marcador HMB-45 Ausente
Mo valorable

Presente
Ki67 Ausente
Mo valorable

Presente
Mitf Ausente
No valorable

Presente
Otro 1:

———— Ausente
(Detalle el marcador usado aqui)

No valorable

Presente
Ausente
No valorable

Otro 2:
(Detalle el marcador usado aqui)

MNOTAS:

Realizado por Dayana Pita y Karina Rosillo
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