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CAPITULO |

RESUMEN

Las lesiones melanociticas tanto benignas como malignas con un verdadero
para el clinico, incluso para el patélogo en caso de que una lesion sea resecada
para su estudio histologico. EI melanoma acral lentiginoso es de gran
importancia en la poblacion latina, debido a que es una forma prevalente de
neoplasias en este grupo de individuos. Aunque existen una gran cantidad de
herramientas desde las no invasivas -como la dermatoscopia- tanto invasivas
como el estudio histpatolégico y las tinciones inmunohistoquimicas. Estas
tinciones imnunohistoquimicas pueden definir un perfil de las células
predominantes en las neoplasias, y tener valor en el diagndstico o incluso en el
prondstico. Conocer el perfil de expresion de marcadores como nestin, SOX2 y
Ki67 en el caso particular del melanoma acral lentiginoso nos puede aportar
datos relevantes en su comportamiento biolégico y su prondstico, ademas de su
adecuada diferenciacion de la contraparte benigna como los nevos
melanociticos en la piel acral, que tanta confusién pueden generar en el médico

tratante.



CAPITULO Il

INTRODUCCION

1.1 Histologia. La piel esta formada de 2 capas principales, la epidermis —
compuesta de varios estratos celulares y escamas de queratina- y la
dermis —compuesta de tejido conectivo, glandulas plexos vasculares vy
nerviosos-, ademas de una capa variable, la hipodermis, o también

llamado tejido celular subcutaneo (Figura 1)."?



Figura 1. Imagen esquematica de la histologia
de la piel.

La epidermis, es la capa protectora de la piel, la cual esta en contacto directo
con el medio externo. El tipo celular principal de la epidermis es el queratinocito,
que se genera en el estrato basal y progresivamente va desplazandose a capas
mas superficiales hasta llegar al estrato cérneo, acelular donde solo se
encuentra queratina (proteina que queda como remanente de los queratinocitos
que mueren al alcanzar este plano). En la epidermis, ademas de queratinocitos,
se encuentran otras lineas celulares no queratinociticas, tales como los
melanocitos, células de Langerhans y células de Merkel."? Los estratos de la

epidermis son de profundo a superficial: estrato basal o germinativo (donde se



encuentran melanocitos, células de Merkel y queratinocitos en mitosis),
espinoso, granuloso, lucido y cérneo, esta composicion corresponde a la
epidermis de mayor complejidad: piel volar palmoplantar. Debido al constante
traumatismo que experimentan, las palmas y plantas (piel volar) poseen un
estrato corneo grueso. En otras topografias, los estratos lucido o granuloso

pueden ser poco visibles, o el estrato corneo ser mas delgado.2

1.2 Nevos melanociticos. Son tumores benignos de cumulos en forma de
nidos o cordones de células del linaje de los melanocitos, llamadas células
névicas, histolégicamente se clasifican de acuerdo a la localizacion de los nidos
celulares en: intradérmicos, compuestos y de la unién dermoepidérmica.® Los
nevos displasicos o atipicos se presentan clinicamente como lesiones
pigmentadas planas o ligeramente sobreelevadas, de mas de 5 mm de
diametro, con pigmentacién variable, y bordes asimétricos. Se encuentran en 2-
7% de la poblacion general caucasica, pero en hasta 40% de el subgrupo de
pacientes con melanoma.* En el caso de los nevos acrales, estas lesiones
pigmentadas no suelen distorsionar la superficie cutanea, ya que el estrato
cérneo es muy grueso. Histolégicamente, se presentan nidos de melanocitos
bien delimitados, de arquitectura simétrica® y que pueden localizarse en la unién
dermo-epidérmica (nevos de union), en la dermis (intradérmicos) o en ambos
sitios (nevos compuestos).

La historia natural del nevo melanocitico adquirido tipico es: se origina
después del nacimiento, crece gradualmente de forma simétrica, y en etapas

tardias puede persistir o involucionar. La mayoria de los nevos adquiridos suele



desarrollarse durante la segunda y tercera década de la vida.>® Actualmente se
desconocen la mayoria de los factores bioldgicos implicados en la nevogénesis,
es por ello que resulta especialmente interesante analizar en profundidad
alguno de los procesos en los que se induce una nevogénesis acentuada.

Por otra parte, se ha especulado que la composicidon especifica de células y
de receptores de ciertas areas corporales, podrian ser mas sensibles a
estimulos por parte de factores de crecimiento de melanocitos. Siendo palmas y

plantas las mas sensibles a estos efectos.”

1.3 Melanoma. El melanoma es una neoplasia mucocutanea que puede ser
mortal, se deriva de la transformacion maligna de los melanocitos, localizados
en la unién dermoepidérmica.'®"" En 2012, segun los registros de vigilancia,
epidemiologia y resultados finales (Surveillance, Epidemiology, and End Results
—SEER-) de los Estados Unidos, el melanoma ocupa el tercer lugar en sexo
masculino y cuarto lugar en sexo femenino en prevalencia entre los pacientes
sobrevivientes de neoplasias;'®> representando aproximadamente el 5% de
todos los canceres en el sexo masculino y el 4% en el femenino.” En un
estudio publicado por Seiji y cols, se menciona que la proporcion hombre:mujer
es de 1.2:1, con un pico en la sexta década de la vida."* Se ha reportado que,
en caucasicos, el incremento en la incidencia del melanoma cutaneo es de 3-
7% cada afio.” El melanoma también se puede presentar en nifios y
adolescentes, de hecho los Centros de Control y Prevencion de enfermedades

de Estados Unidos de Norteameérica (CDC, Centers for Disease Control and



Prevention) estima que en 2002 hubo alrededor de 475 casos de melanoma en
personas menores de 20 afios de edad.

Los factores predisponentes para el desarrollo del melanoma quedan dentro
de 2 categorias: 1) La susceptibilidad del huésped (piel blanca, fenotipo de pelo
rojo o rubio, ojos claros; antecedente familiar de melanoma, sindromes de
nevos displasicos o melanoma familiar), y 2) La exposicion a luz ultravioleta
(UV).

Los nevos displasicos o atipicos representan otro factor de riesgo de
melanoma, principalmente en el contexto de pacientes con historia familiar de
melanoma. El sindrome de nevos displasicos es un fenotipo de nevos bien
reconocido, que principalmente se encuentra en familias con una
susceptibilidad genética de melanoma; se caracteriza por un gran numero de
nevos, de caracteristicas atipicas, asi como nevos en sitios no expuestos al sol.
En familias con melanoma este fenotipo es predictivo de un riesgo
incrementado de melanoma.'”®

Los nevos congénitos gigantes también predisponen a un mayor riesgo de
melanoma. Estos generalmente son grandes, elevados, prominentes,
irregulares y muy pigmentados. Se presentan en 1 de cada 20,000 nacimientos.
Segun una revision sistematica realizada por Vourc’h-Jourdain y cols., el
melanoma se encuentra en 2% de los casos de nevo congénito gigante.'
Usualmente el diagndstico del melanoma asociado a nevo congénito gigante es
muy dificil, es por eso que cuando es posible, se indica la excisidon de manera

temprana.®



Un paciente que tiene historia personal de melanoma tiene un riesgo de 5%
de desarrollar un segundo melanoma durante su vida, por tal motivo estos
individuos deben someterse periddicamente a valoraciones cutaneas totales.

La exposicidon intermitente, pero intensa a radiacion ultravioleta (UV) esta
fuertemente asociada a desarrollo de melanoma, particularmente en pacientes
con historia de quemaduras solares con ampollas ocurridas durante la nifiez.
Este factor de riesgo es de particular interés considerando que es un factor de
riesgo modificable; y todavia aun mas en el caso de las personas que usan de
forma recreativa camas de bronceado, que ya han sido declaradas como

carcinégenas.?

1.3.1 Patrones de crecimiento del melanoma. Existen 5 patrones clinicos
de crecimiento (también denominadas formas clinicopatoldgicas): melanoma de
extension superficial, melanoma nodular, melanoma lentigo maligno, melanoma
desmoplasico y melanoma acral lentiginoso.?’

1.3.1.1. El melanoma de extension superficial (MES) es la forma clinica de
melanoma mas frecuente en poblacion blanca, puede desarrollarse de novo o
sobre un nevo preexistente. El MES tiene una fase de crecimiento radial (clinica
e histologica) y posteriormente desarrollan una etapa de crecimiento vertical
invasiva. Se encuentran generalmente en tronco en hombres y en piernas en
las mujeres. Son lesiones pigmentadas planas o con componente macular y
nodular, asimétricas, de bordes mal definidos, de multiples colores, y de mas de
6 mm de didmetro (Figura 2).%° Afecta a individuos entre la 52 y 62 década de la

vida y se asocia a exposicion a luz UV. Recientemente, se ha propuesto que el



melanoma se clasifique no solo de acuerdo a su topografia, si no a sus
caracteristicas moleculares, de hecho el MES se le define como melanoma que
afecta piel expuesta al sol de forma intermitente, con alta prevalencia de

mutaciones en el gen BRAF, y que puede estar asociado a polimorfismos en el

gen de receptor 1 de la melanocortina (MC1R).%

Figura 2. Aspecto clinico de un melanoma de extension superficial.

1.3.1.2. El melanoma nodular (MN) ocupa la segunda posicién en frecuencia
en poblacion caucasica; a diferencia del MES, el MN es un tumor que carece de
un crecimiento en el plano horizontal (radial), solo presenta crecimiento vertical;
clinicamente se presentan como ndédulos brillantes, con una pigmentacion
generalmente monocroma: café, azul-grisacea, negra o incluso rojiza

(presentaciones hipomelandticas o amelandticas (Figura 3). Tiene un



comportamiento clinico agresivo ya que el crecimiento vertical incrementa el
riesgo de invasion angiolinfatica.?’ Debido a su comportamiento clinico, tiende a
ser detectado en etapas avanzadas. Tal y como ocurre en el MES, afecta

predominantemente al grupo de edad de 50-60 afos y se asocia a exposicion a

luz UV, particularmente a la radiacion ultravioleta tipo B (280-315 nm).

Figura 3. Imagen clinica de un melanoma nodular.

1.3.1.3. El melanoma lentigo maligno (MLM) afecta principalmente a
pacientes mayores de 60 afos, con historia de exposicién cronica al sol, y se
presenta principalmente en cara y cuello. Usualmente estos pacientes refieren
un “lunar” de crecimiento lento y progresivo que tiende a la confluencia y a la
hiperpigmentacion, se presenta como una macula muy pigmentada, asimétrica
(Figura 4).20 En esta neoplasia predomina el crecimiento radial, por lo que

comparandola con el MES y MN suele tener un comportamiento menos



agresivo, aunque obviamente depende de otras caracteristicas histologicas
(grosor o nivel de Breslow, ulceracion e indice mitético) que posteriormente

seran consideradas.

Figura 4. Imagen clinica de un melanoma léntigo maligno.

1.3.1.4. Una variante infrecuente del melanoma es el melanoma
desmoplasico, se presentan en forma de papulas, nédulos o placas rara vez
pigmentadas; pueden ser mal diagnosticadas como verrugas o carcinomas
basocelulares, se localizan comunmente en cabeza y cuello, tienen un
comportamiento mas agresivo —como el de un sarcoma de tejidos blandos- y es
un tumor con neurotropismo. Sus indices de recurrencia son mayores

comparados con las otras formas clinicopatoldgicas de melanoma.?%%!
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1.3.1.5. El melanoma acral lentiginoso (MAL) fue descrito por primera vez en
la década de los 70s del siglo pasado por Reed ??, afecta las porciones distales
de las extremidades, comprendiendo superficies volares (palmares y plantares),

ademas del aparato ungueal.?*?’

es relativamente infrecuente en poblacion
anglosajona y mas prevalente en latinos y asiaticos; de hecho, en poblacion no
blanca (anglosajona) la piel volar es el sitio mas prevalente de melanoma
maligno.>* En poblacién japonesa, cerca de la mitad de los melanomas
reportados afectan la piel acral, y de estos, casi 30% se encuentran en regién
plantar®; asimismo en Puerto Rico, se observé que el MAL es la variante clinico
patoldgica mas frecuente de melanoma.?>% El factor de riesgo de la exposicién
solar intensa intermitente, no es imprescindible para el desarrollo del melanoma
acral y el de mucosas.

Clinicamente se caracterizan por un componente plano, macular
(lentiginoso)® y debido a su crecimiento lento, pasan desapercibidos por el
paciente, hasta que presentan una fase de crecimiento vertical —componente

nodular o noduloulcerado- que usualmente los lleva a buscar atencion médica

(Figura 5).
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Figura 5. Melanoma acral lentiginoso, aspecto clinico.

Histolégicamente el melanoma acral lentiginoso se caracteriza por lo
siguiente: crecimiento radial que consiste en melanocitos displasicos
lentiginosos, extendiéndose a lo largo del estrato basal, con extension de
melanocitos atipicos aislados, principalmente en la crista profunda intermedia,
los nucleos de estos melanocitos son pleomarficos, grandes e hipercromaticos

(Figura 6)° la fase de crecimiento vertical consiste en un engrosamiento

12



progresivo central en forma de placa, compuesto por células malignas en
dermis papilar, con extensién de células fusiformes en niveles profundos,
acompanado de displasia prominente; hay hiperplasia epidérmica con

elongacion de los procesos interpapilares, acantosis y ulceracién central,

también puede existir regresién de tumor (Figura 7).’

Figura 6. Caracteristicas histolégicas del melanoma acral in situ.
Izquierda: imagen panoramica (10x); imagen derecha caracteristicas
celulares y nucleares de las células tumorales (40x), tincion de
hematoxilina-eosina.

Desde el punto de vista molecular, el melanoma acral es muy distinto a las
otras variantes clinicopatolégicas de melanoma. Bastian y cols.”® han
encontrado, a través de métodos como la hibridacibn genémica comparativa
(HGC) vy la hibridacion fluorescente in situ (FISH) amplificaciones de multiples
loci de varios cromosomas, como por ejemplo, amplificacion de la ciclina D1,
localizada en 11913. Asimismo, se ha encontrado, a través de reaccion en

cadena de la polimerasa (PCR) una alta frecuencia de mutaciones en c-kit tanto

en melanomas acrales, como mucosos.3°
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Figura 7. Caracteristicas histolégicas del melanoma acral invasor. lzquierda:
imagen panoramica (10x); imagen derecha: es notoria la invasién mas alla de la
membrana basal, durante una fase de crecimiento vertical (40x), tincién de
hematoxilina-eosina.

Las lesiones pigmentadas palmoplantares son un verdadero reto para el
clinico, considerando que son relativamente frecuentes en la poblacion, aunque
carecemos de estadisticas confiables sobre la prevalencia de lesiones
pigmentadas acrales en poblacidn mestiza, en asiaticos se reporta una

prevalencia de hasta 7%.%

Para el adecuado abordaje de estas lesiones,
existen nuevas herramientas que aumentan la certeza diagndstica, tales como

la dermatoscopia.

1.3.2 Abordaje diagnéstico del melanoma. La dermatoscopia es una
técnica de exploracion no invasiva de las lesiones pigmentadas in vivo, que
aumenta la certeza diagnodstica para distinguir entre lesiones pigmentadas
benignas y malignas, como el melanoma.*=® E| diagndstico preciso y temprano
35,37,38 A

es decisivo para el prondstico de un paciente con melanoma maligno.

través de la dermatoscopia es posible reconocer patrones y estructuras que nos

14



orientan a definir si determinada lesion tiene caracteristicas de lesion
melanocitica o no melanocitica, o distinguir entre benignidad y malignidad.* La
dermatoscopia no sustituye la histopatologia —que es el estandar de oro- mas

bien, la complementa y la hace mas predictiva.

1.3.2.1 Patrones dermatoscépicos en piel palmoplantar. En piel volar
palmoplantar la dermatoscopia permite visualizar diversos patrones, los cuales
se dividen en patrones benignos y malignos.

Patrones benignos: corresponden al patrén paralelo del surco®*™', que se
define como la pigmentacion lineal a lo largo de los surcos de los dermatoglifos
de la piel palmoplantar; este patron paralelo del surco tiene variantes
morfolégicas, que son el patrén en celosia y el patron fibrilar.?* La distribucion

del pigmento en el surco se correlaciona a los nidos de melanocitos distribuidos

en la crista profunda limitans (Figura 8).°

Y
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Figura 8. Imagen esquematica (izquierda) que muestra el patrén
dermatoscopico clasico de las lesiones acrales benignas —patron paralelo del
surco-, y sus variantes, en celosia y fibrilar. A la derecha se observa una
imagen dermatoscépica del patron paralelo del surco.

15



Patrones malignos: el patron paralelo de la cresta comprende la
pigmentacion en forma de banda que sigue las crestas de los dermatoglifos,
este hallazgo tiene un valor predictivo positivo (VPP) de 93.7% en melanomas
acrales, tanto in situ como invasores.?* En el melanoma, especialmente in situ,
las células neoplasicas, se encuentran sobre y alrededor de la crista profunda
intermedia, llegando incluso a invadir el acrosiringio.”> Otros patrones presentes
en el melanoma acral lentiginoso invasor, en el cual la invasion tiene una
disposicion mas vertical, son la pigmentacion difusa, presencia de polimorfismo
vascular (casos en sacacorcho, lineales, en asa, glomerulares, puntiformes),
velo azul-blanquecino o patrones multicomponentes, que corresponden a la

presencia de 3 0 mas estructuras en la misma lesién (Figura 9).*?

=

Figura 9. lzquierda: imagen esquematica de un corte vertical de un melanoma,
donde se observa la invasion de las células tumorales en el plano vertical,
centro: se observa una imagen esquematica del patron paralelo de la cresta,
caracteristico del melanoma acral lentiginoso; derecha: imagen dermatoscoépica
de un caso de melanoma acral lentiginoso.

1.4 Anatomia microscopica de la piel volar. La piel acral tiene una
configuracion muy caracteristica, ya que cuando se realiza un corte

perpendicular a la direccion de los surcos de los dermatoglifos (huellas

digitales), es posible reconocer 2 diferentes tipos de procesos interpapilares

16



(redes de crestas): la crista profunda limitans, situada por debajo del surco, y la
crista profunda intermedia, localizada subyacente a la cresta, y es a través de la

crista profunda intermedia por donde atraviesa el conducto ecrino para emerger

5,41

en la superficie de la piel volar como el acrosiringio (Figura 10).

Figura 10. Imagen histologica de piel volar, tincion hematoxilina-eosina, a 10x.
Fotomicrografia cortesia de la Dra. Ana Elena Dominguez Espinoza

1.5 Células madre. Son una poblacion de células que tienen caracteristicas
exclusivas, como el potencial de la autorenovacion —la forma en la que se
perpetuan-, también dan origen a células progenitoras intermedias y finalmente
a células maduras, durante un proceso llamado diferenciacion.*®

La autorenovacion se da a través de una divisién celular mitética en la cual
una o incluso las dos células hijas permanecen indiferenciadas —para mantener

siempre una poblacién de células madre indiferenciadas- y tienen la cualidad de
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dar origen a otra célula madre, asi como al espectro de progenitores mas
diferenciados. Posteriormente, la célula madre (en este caso hematopoyética)
sufre del proceso de diferenciacion para mantener una poblacion constante de
células maduras en condiciones normales; finalmente hay que mencionar que el
nimero de células madres estan bajo un estricto control genético.**

En el caso del cancer, las células madre se escapan de este control
homeostatico entre proliferacién y apoptosis. En caso de que se presenten
mutaciones oncogénicas en las vias que regulan la proliferacion vy
autorenovacion, puede resultar en activacion de oncogenes, inactivacion de
genes supresores de tumores 0 ambos, y esto genera una proliferacion celular
descontrolada.** En el caso particular del melanoma, ocurren una serie de
factores genéticos y ambientales que influyen en su desarrollo y progresion. La
hipdtesis clasica es que el melanoma crece a partir de melanocitos maduros
bien diferenciados que han acumulado una serie de alteraciones genéticas en
oncogenes y genes supresores de tumor, tales como CDKN2A, PTEN, p53,
RAS, RAF y MYC.** Sin embargo, ha emergido evidencia cientifica que indica
que el cancer también crece de células madre transformadas.

La hipdtesis de las células madre de cancer propone que los tumores
malignos poseen 2 tipos de células neoplasicas: células madre de cancer —con
un gran potencial proliferativo-, y células neoplasicas mas diferenciadas —con

un potencial de proliferacién mas limitado.*°

1.5.1 Células madre en el melanoma. La investigacion de células madre en

melanoma es un campo de investigacion hasta ahora poco explorado, y aunque
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debatible, existe evidencia sobre la existencia de células madre de melanoma.
Los melanomas muestran heterogeneidad fenotipica tanto in vivo como in vitro,
ya que se observan células neurales, mesenquimales y endoteliales.*’ Esto
sugiere la presencia de células con un potencial generador de multiples linajes
celulares, caracteristico de las células madre; ademas, el melanoma expresa
varios genes involucrados en el desarrollo neural en etapas embrionarias —
Nestin, Sox10, Pax3 y Mitf-*® y finalmente se ha observado que lesiones
melanociticas benignas (nevos) como malignas (melanomas primarios vy
metastasis de melanoma) también expresan marcadores asociados a células

madre de otros linajes, como CD166, CD133 y Nestin.*°

1.6 Marcadores inmunohistoquimicos. Nestin es una proteina que
corresponde a los filamentos intermedios, que se asocia a multiples poblaciones
de células madre.*® En particular se le considera un marcador de células madre
y progenitoras neuroectodérmicas, ya que esta predominantemente expresada
en células proliferativas durante el desarrollo embrionario del sistema nervioso
central. En el proceso de maduracion y diferenciacion a neuronas y astrocitos,
el nestin es reemplazado por vimentina y posteriormente en elementos de la
glia por la proteina acida fibrilar glial.”’

En un estudio realizado por Brychtova y cols.>’ se demostré por medio de
inmunohistoquimica la presencia de nestin en nevos melanociticos vy

melanoma, y de acuerdo a su distribucién (mas intensidad en lesiones malignas

y metastasicas) podria considerarse que este marcador es un indicador de
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desdiferenciacion y comportamiento mas agresivo. Cabe mencionar que en este
estudio no se incluyd ningun caso de melanoma acral lentiginoso.

En otro estudio, Kanoh y cols., demostraron la presencia de nestin en el
componente dérmico de una serie de 10 melanomas nodulares, que eran
negativos al marcador HMB-45; sin embargo, solo se expreso en 2 de 12 casos
de melanomas de extension superficial.>?

Nestin es un biomarcador de interés en el melanoma, ya que también se
expresa en células circulantes en sangre periférica, esto se ha demostrado por
citometria de flujo y reaccion en cadena de polimerasa-transcripcion reversa
cuantitativa.  Incluso, su expresion es directamente proporcional al estadio
clinico del melanoma, e incluso hay estudios que lo consideran un marcador de
valor prondstico.>%54

Se ha demostrado que la coexpresion de factores de transcripcion de la
familia SOX con nestin pueden servir como un indicador de “virulencia” en el
melanoma.*® Flamminger y cols. mostraron que se requieren de SOX9 y SOX10
para la expresion de nestin en melanoma.”” Mientras que Bakos y cols
muestran que hay una coexistencia en la expresion en nestin, SOX9 vy
S0OX10.%® El factor de transcripcién de células madre embrionarias SOX-2,
tiene un papel critico en el desarrollo embrionario, ademas contribuye en
mantener la pluripotencia y autorenovacion celular de lineas embrionarias, tales
como células neurales, osteoblastos y melanocitos de la cresta neural.®*® El
factor de transcripcion SOX-2 se expresa en neoplasias malignas de esofago,
cavidad oral, pulmén, pancreas, ovario, y en cancer de mama promueve

resistencia a tamoxifeno®’; en el caso de melanoma se expresa en cerca del
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50% de casos y solo una minoria de nevos®*%*®

y se relaciona al crecimiento
tumoral in vivo del melanoma.®
Zalaudek vy cols.,** proponen una nueva hipétesis en el desarrollo del

melanoma, en base a los estudios en células madre®©>%®

y hallazgos
obtenidos a través de la dermatoscopia y la microscopia confocal de
reflectancia, que el melanoma dependiendo de la forma clinico-patoldgica
deriva de células madre de distintos tipos, por ejemplo: el melanoma lentigo
maligno se origina de células madre localizados en la vaina externa del foliculo
piloso, el melanoma nodular proviene del compartimento dérmico y el
melanoma de extensién superficial del estrato basal de la epidermis.>* A pesar
de lo interesante de estas hipdétesis, en este articulo, los autores no hacen una
propuesta sobre el origen del melanoma acral lentiginoso. Esta propuesta se ha
reforzado con los hallazgos obtenidos por Okamoto y cols., en un modelo
animal, en el cual demostraron que en la porcion secretora de la glandula
ecrina, se encuentra un nicho de células progenitoras de la linea melanocitica,
que tiene un ciclo lento, y que se activan ante determinados estimulos.®’

Tanto nestin como SOX2 como marcadores de células madre de la linea
melanocitica se han utilizado también para diferenciar entre metastasis
ganglionares de melanoma, donde muestran una expresion considerablemente
mayor, que en nevos melanociticos ganglionares.®®

1.7 Proliferacion en melanoma. Ademas de la relevancia que posee el
indice mitotico, la proliferaciéon celular es de relevancia considerable. El
antigeno nuclear Ki67 se encuentra presente en todas las fases del ciclo celular

proliferativo, de hecho es el marcador de proliferacion mas empleado en
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patologl'a.68 De hecho, Ki67 solo se expresa en las fases proliferativas de las
células. El anticuerpo monoclonal MIB-1 reconoce al epitope Ki67. A diferencia
de Ki67 —el cual requiere tejido fresco o congelado- el anticuerpo MIB-1 puede
utilizarse en bloques de parafina.?® La expresion de Ki67 en células de

68,70

melanoma esta entre 13-30%. Puede considerarse a Ki67 un factor que

podria distinguir melanomas delgados de bajo riesgo de los de alto riesgo.”""2
De hecho también se ha sefalado la expresion de Ki67 como un factor de
riesgo independiente para mal prondstico en pacientes con melanoma.”®
Ademas de Ki67, la inmunorreactividad a otros marcadores, como
metaloproteinasa 2 y p53 han mostrado utilidad para determinar casos de
melanoma de alto riesgo.”

Se ha hecho una revisién exhaustiva en Pubmed, con palabras clave como:
immunohistochemical, stem-cells, nestin, SOX-2, acral, volar, y acral melanoma,
y no encontramos trabajos publicados acerca de los hallazgos histolégicos o
inmunohistoquimicos que reporten la presencia de marcadores
inmunohistoquimicos en nevos y melanomas de localizacion palmar o plantar,
asi como sus patrones de localizacion y distribucion. La identificacion de células
madre de melanoma acral, en nevos y en piel volar palmo-plantar, podria
aportar evidencias validas sobre la génesis, su comportamiento bioldgico, su
prondstico e incluso blancos terapéuticos del melanoma acral lentiginoso, ya

que en esta forma clinicopatoldgica la radiacion ultravioleta no tiene un papel

claramente definido.
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CAPITULO 1lI

HIPOTESIS

Existira una mayor expresion de marcadores nestin, SOX-2, asi como un
incremento en la proliferacion celular (expresion de Ki67) en melanomas acrales

de la piel volar, en comparacién con nevos acrales.
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CAPITULO IV

OBJETIVOS

1.- Objetivo general:

1. Establecer el patron de distribuciéon de marcadores inmunohistoquimicos
—Nestin y SOX2- y de proliferacion —Ki67- en piel volar acral en biopsias de

melanoma acral lentiginoso, y nevos acrales.

Objetivos particulares:

1. Determinar el porcentaje de células inmunorreactivas a nestin, ademas
de patron de expresion en biopsias de melanoma acral lentiginoso, asi como de
las muestras de nevos acrales (controles).

2. Determinar el porcentaje de células inmunorreactivas a SOX2, ademas
de patron de expresion en biopsias de melanoma acral lentiginoso, asi como de

las muestras de nevos acrales (controles).
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3. Determinar el porcentaje de celulas inmunorreactivas a Ki67, ademas de
patrén de expresion en biopsias de melanoma acral lentiginoso, asi como de las
muestras de nevos acrales (controles).

4. Comparar el patron y porcentaje de inmunorreactividad de marcadores
nestin y SOX-2 entre los 2 grupos de estudio: melanomas acrales, y nevos
acrales.

5. Correlacionar el patrén y porcentaje de inmunorreactividad de nestin y
SOX-2 en el grupo de melanoma acral con el nivel de Breslow (menores a 1
mm, de 1 a 4 mm de grosor y mayores a 4 mm).

6. Correlacionar la distribucion y el indice de proliferacion celular, a través
de inmunorreactividad de Ki-67, en melanoma acral de diferentes grosores

(nivel de Breslow).
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CAPITULO V

MATERIAL Y METODOS

1.1 Disefio metodoldégico del estudio:

Este es un estudio observacional, transversal, comparativo, retrospectivo, no
ciego, donde se incluyd una cohorte de muestras (bloques de parafina) de
biopsias de nevos y melanomas de localizacion acral (palmar y plantar),
localizadas en el Servicio de Anatomia Patoldgica y Citopatologia del Hospital
Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” obtenidas entre los afios 2009 y
2014. La poblacion de estudio fueron biopsias de piel con lesiones benignas
(nevos o grupo control) y malignas (melanomas o casos) de localizacién acral
(palmoplantar), donde se incluyeron 26 casos y 26 controles. Considerando una
frecuencia de exposicion a casos de melanoma del 84% y en los controles
(nevos melanociticos) del 47% para la expresion de marcadores de células
madre (nestin, SOX-2)>*, a una confiabilidad del 95%, una potencia del 80% vy
una capacidad de razon de momios a detectar de 2, se determindé mediante la
férmula para casos y controles un tamafio de muestra de 26 casos y 26

controles (nevos).
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1.2 Criterios de inclusién, exclusion y eliminacion

1.2.1 Criterios de Inclusion

1. Diagnostico histolégico de melanoma acral lentiginoso

2. Disponibilidad de bloques de parafina

3. adecuada fijacion del tejido.

1.2.2 Criterios de exclusion

1. Diagnostico histologico de otras variantes histoldgicas diferentes al
melanoma acral lentiginoso (melanoma nodular, spitzoide, entre otros)

2. Melanomas que involucran el aparato ungueal especimenes repetidos de
los mismos pacientes,

3. Ausencia de bloques de parafina

4. Mala fijacion del tejido.

1.2.3 Criterios de eliminacion

1. Ausencia de tumor en las nuevas secciones

2. Material insuficiente para ser procesado.

El estudio se realizd6 en su totalidad en las instalaciones del Servicio de

Anatomia Patologica y Citopatologia del Hospital Universitario “Dr. José

Eleuterio Gonzalez”.

1.3 Metodologia

Se obtuvieron biopsias de piel, en laminillas y/o bloques de parafina de piel

volar acral almacenados en el Departamento de Anatomia Patolégica y

Citopatologia del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”. Para

obtener una N=52 biopsias, compuestas por 26 melanomas acrales
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lentiginosos, ademas de 26 controles sanos, compuestos por nevos en piel
volar.

Se revisaron secciones con tincion de hematoxilina y eosina en las cuales
se confirmd el diagnostico de Melanoma acral lentiginoso y se valoraron los
factores prondsticos®® (Tabla 1). Se selecciond el bloque de parafina

representativo para la realizacion de las inmunotinciones.

Tipo celular predominante

Fase de crecimiento

Nivel de Clark

Indice de Breslow

Ulceracion

Indice mitdsico

Infiltrado inflamatorio intratumoral

Datos de regresion

Lesiones microsatélites

Invasion vascular

Invasién perineural

Bordes quirurgicos de reseccion

Tabla 1. Parametros histolégicos y factores pronésticos.®®
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Para cada bloque se realizaron tinciones de inmunohistoquimica para
Nestin, SOX-2 y Ki-67. Ademas se realizaran controles positivos y negativos

para cada marcador.

1.3.1 Tinciones de inmunohistoquimica

Los marcadores de inmunohistoquimica utilizados fueron los siguientes:
anticuerpo Anti-Nestin, libre de azida ab28944 (Abcam plc, Cambridge, Reino
Unido), anticuerpo policlonal Anti-SOX2 GTX101506 (GeneTex, Irvine, CA) y
anticuerpo monoclonal Anti-Ki67 M7240 (Dako, Carpinteria, CA). Previo a la
realizacion del estudio las diluciones fueron optimizadas: Nestin usado a 1:150,
SOX-2 adilucion 1:25, y Ki-67 a 1:25. Para cada bloque de tejido embebido en
parafina se realizaron secciones de 4 micras, y fueron procesadas de forma
automatizada (ANEXO 1) incluyendo los pasos de desparafinizacion,
recuperacion antigénica, digestion enzimatica, incubaciéon del anticuerpo vy
finalmente la visualizacion usando el método de DAB (Di amino benzidina) el
cual es adicionado y actua como un substrato para la peroxidasa; esta reaccion
crea una coloraciéon café marrdn. La peroxidasa endogena en el tejido es
bloqueada previamente a la aplicacion de los anticuerpos para prevenir una

tincion inespecifica.

1.3.2 Evaluacion de los resultados
La expresion de los marcadores (reactividad inmunohistoquimica indirecta)
de secciones de tejido, se realiz6 utilizando anticuerpos monoclonales IgG Anti-

nestin de ratén, que reacciona con tejido humano, libre de azida, catalogo
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ab28944 (Abcam plc, Cambridge, Reino Unido) y anticuerpo policlonal Anti-
SOX2 GTX101506 (GeneTex, Irvine, CA). Para la evaluacion de la expresion
de nestin se utilizo el score H, un método semicuantitativo modificado.”’ Las
categorias del score H se basan en la intensidad y la proporcion de la tincién
café marrén. La proporcion de la tincion celular positiva en la seccion se
determind en categoria A, con un score de 0 a 3 (0=0-4%, 1=5-24%, 2=25-49%,
3= 50-100%). La valoracion de la laminilla es a bajo poder (10x). El promedio de
intensidad que corresponde a la presencia de tincion negativa, débil, intermedia
o fuerte con score de 0-3, y se definia categoria B. La categoria A se multiplica
con categoria B para dar finalmente con el score H. Si el score H es 0 significa
una expresion negativa; si es 1-2 expresion débil; se determina una expresion
moderada cuando el score H es 3 a 5, y una expresion fuerte si el score H es 6-
9.

Para determinar la expresiéon de Ki-67, se empled el parametro de la fraccion
de crecimiento, que es la razén de nucleos tenidos positivamente entre el
numero total de nucleos. Las lesiones se clasificaron como positivas cuando
existié al menos 1-2% de area tumoral con tinciéon café marrdn. La proporcion
de la tincidn celular positiva en la seccion se determinara como un indice de
proliferacion bajo cuando la tincién nuclear se exprese en menos del 20% de las
células neoplasicas e indice de proliferacién alto cuando se exprese en mas del
20% de las células neoplasicas. La inmunorreactividad tanto en el grupo de
casos como los controles se determind en funcion del porcentaje de células

positivas al marcador en el sitio de mayor expresion de todas las muestras. 74,78
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Posteriormente se hizo un contraste de medias entre expresion celular de
Ki67 entre casos y controles mediante el test de T de Student a un 95% de
confiabilidad.

La valoracion de localizacion, ademas de la descripcién del patron de la
expresion (nuclear o citoplasmica) de marcadores (nestin, SOX-2 y Ki-67) se
realiz6 por el estudiante de Doctorado, siempre bajo la supervision de los

expertos en Anatomia Patol6égica miembros de su comision doctoral.

1.3.3 Analisis estadistico:

Los resultados obtenidos se recabaron en una base de datos desarrollada
en programa Excel 2013, y se analizaron mediante el programa IBM SPSS
Statistics 21. Se obtuvieron de todas las variables evaluadas, los estadisticos
descriptivos tradicionales, tales como las medidas de tendencia central (media,
mediana y moda), medidas de dispersion (varianza, desviacion estandar vy
coeficiente de variacion) y medidas de posicion (cuartiles, quintiles y deciles) en
el caso de las variables cuantitativas, asi como las frecuencias observadas en
las variables de tipo cualitativas.

El proceso de correlacidn y asociacion entre inmunorreactividad a los
marcadores nestin, SOX2 y Ki-67 con parametros propios del melanoma acral:
patrén de crecimiento, nivel de Breslow, mitosis, o su presencia en lesiones
benignas (controles) se realizé mediante prueba de Pearson o Sperman (segun
la presencia o ausencia de normalidad en la distribucién) y Ji?

(respectivamente), ambas a una confiabilidad del 95%.
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CAPITULO VI

RESULTADOS

De la base de datos obtenida, se localizaron archivos de 102 biopsias de
tejido con diagnostico melanoma acral lentiginoso, de los cuales 59 no
cumplieron los criterios de inclusion, las causas de exclusién fueron: material
insuficiente y ausencia de bloque de parafina, se eliminaron 4 especimenes de
pacientes que tenian material de biopsia duplicado (biopsia y reseccién amplia),
asimismo se elimind un caso mas que estaba registrado como melanoma acral
lentiginoso, pero la lesion estaba localizada en la pierna. Se eliminaron 13
muestras mas debido a que se corroboré que eran biopsias de melanomas de
la matriz y lecho ungueal, por lo tanto se estudiaron 26 especimenes en el
grupo control, y se incluyeron 26 controles “sanos” correspondientes a biopsias
de nevos resecados de la regién volar, plantar o palmar.

Expresion de nestin. Se determiné que el 100% de las muestras tanto de
casos como de controles presentaron expresion de nestin. En el grupo de
melanomas, en promedio el 56.55% de las células expresaron nestin (Figura
12), mientras que en el grupo control la expresion de nestin se encontré en

promedio en 31.92% de la poblacién celular de cada melanoma. La expresion
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fue predominantemente citoplasmica y bordes celulares, sin evidenciarse en las
glandulas ecrinas. De acuerdo al score H tanto el grupo de casos como de
controles presentaron expresiones fuertes del marcador. El score H promedio
de nestin en casos de melanoma fue de 7.38, mientras que en los controles fue
de 9.0 (p=0.000).

&

P G

Figura 11. Expresion de nestin en melanoma acral lentiginoso. Imagen
panoramica (izquierda) y a 40x (derecha), la tincibn se observa
predominantemente citoplasmica y en bordes celulares. La expresion es alta en
intensidad y en poblacion celular (Score H= 9).

Expresion de SOX2. El grupo de controles (nevos acrales) mostr6 mayor
cantidad de especimenes que expresaban SOX2, con 24 casos (92.3%),
mientras que en 20 de las muestras de melanoma (76.92%) mostraron
expresion citoplasmica y nuclear (Figura 13), ademas en algunos casos se
expresO en las glandulas ecrinas, aunque el Score H presentd cifras muy

semejantes entre casos (2.35) y controles (1.96) sin ser estadisticamente

significativo (p=0.412).
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Figura 12. Expresion de SOX2 en melanoma acral lentiginoso. Imagen
panoramica (izquierda) y a 40x (derecha), la inmunotincion es nuclear. La
expresion es baja en intensidad y moderada en poblacion celular, lo cual resulta
en un Score H bajo (Score H= 2).

Expresion de Ki67. Se determind que el 100% de las muestras tanto de
casos como de controles expresion de Ki67. Sin embargo el porcentaje de
expresion difirid entre casos y controles, ya que en promedio la expresion de
Ki67 en los casos de melanoma estuvo en 31.15% de las células -indice
proliferativo alto- (Figura 14), mientras que en los controles se expreso en

9.64% de las células en promedio (indice proliferativo bajo), siendo

estadisticamente significativo (p=0.000).

X & e < ® b 0 . 7
- Y
. 4 3 s° "\\6 .
& D=g o ¢ s
. o " ' ® ®
o gt P » ~X
e . T v i A
& . D il @ s »
& 7 § »
- > el o, 4
v~ 5 b v S
2 § v 7% & P
T & 57 -

Figura 13. Expresion de Ki67 en melanoma acral lentiginoso. Imagen
panoramica (izquierda) y a 40x (derecha), la inmunotincion es nuclear. La
expresion es alta en intensidad y en poblacion celular (indice proliferativo alto).
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No fue posible determinar si existid una correlaciéon estadisticamente
significativa entre expresion de los marcadores nestin y SOX2 y el grosor
tumoral (nivel de Breslow), aunque la tendencia era de una correlacion inversa,
a mayor grosor tumoral, menor expresion de ambos marcadores.

Se encontro una correlacion directa entre expresion de Ki67 y grosor tumoral,
es decir, a mayor grosor tumoral mayor la expresion a MIB-1 (Ki67), aunque

esta correlacion no fue estadisticamente significativa (p=0.528).

35



CAPITULO VII

DISCUSION

El melanoma maligno en la especie humana es un tipo de cancer de piel
altamente agresivo y con altas tendencias a desarrollar resistencia a farmacos,
ademas de mostrar heterogeneidad tumoral.”® La afeccion plantar sobrepasa a
la region palmar, ocupando alrededor del 73% de los casos totales de una serie
de melanomas acrales.””’® La exposicién a la radiacién ultravioleta no es un
factor relevante en la etiopatogenia de esta neoplasia.’”® El papel que podria
tener el trauma en la génesis del melanoma es controversial, ya que hay
estudios donde muestran una correlacion directa entre trauma previo y heridas
penetrantes profundas en sitios afectos de melanoma acral’® y otros que lo
refutan.”’° Otros factores reportados son: presencia de nevos acrales, indice
de masa corporal >25kg/m2, incluso exposicion laboral a quimicos empleados
en agricultura.?'#?

El concepto de células madre en cancer se origina del fundamento de que
no todas las células de un tumor son idénticas.®*> No hay una evidencia sélida

sobre el papel de las células madre en la génesis de neoplasias como el

melanoma acral.

36



Respecto a la expresion de nestin, el estudio mas semejante al nuestro es el
realizado por Brychtova y cols.’’ sin embargo, en tal estudio se incluyeron otras
variantes clinicopatologicas de melanoma, incluso metastasis, excluyendo al
melanoma acral lentiginoso, mostrando que el melanoma nodular fue la variante
clinica con mayor expresion de nestin con 84% de los casos, mientras que 47%
de los nevos también presentaban positividad al marcador, hallazgo que difiere
de nuestros resultados en los que encontramos 100% de positividad al
marcador tanto en casos como controles. Ellos demostraron que la expresion
fuerte (score H de 6-9) se observo en tumores con invasién dérmica mayor a 1
mm, mientras que los nevos predominantemente mostraron expresiones débiles
(score H 1-2). La expresion fue similar en nuestro estudio y el realizado por
Brychtova y cols: en el citoplasma de células tumorales, endotelio capilar y
fibroblastos. Otro estudio que también investigo la presencia de nestin fue el
realizado por Piras y cols.,”® en el cual incluyeron biopsias de melanoma y de
metastasis ganglionares de pacientes en estadio clinico IV; en tal estudio se
observo que 64% de las biopsias tumorales y 69% de las biopsias ganglionares
presentaban expresion de nestin mayor al 10%, ademas encontraron que otro
marcador de células madre, CD133, presento un patrén de expresion (>10% de
la poblacion celular) muy semejante al de nestin, expresandose en 51% de las
biopsias tumorales y 53% de las biopsias ganglionares, en tal estudio, ademas
pudieron correlacionar que en melanomas con estadios | y Il, la expresion de
nestin de forma simultdnea en células tumorales y células endoteliales, se
asociaba a una disminucién en el tiempo de sobrevida, mientras que la

expresion de CD133 no tenia esa correlacion en el mismo subgrupo de
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pacientes.’® Debido al disefio de nuestro estudio, no pudimos determinar si hay
una correlacion entre la expresion de estos marcadores y la sobrevida de los
pacientes. Klein y cols.,*® hicieron también un andlisis de 3 marcadores
inmunohistoquimicos de células madre: nestin, CD133 y CD166, en nevos
banales, melanomas primarios y melanomas metastasicos sin hacer distincion
en formas clinicopatolégicas reuniendo un total de 226 lesiones melanociticas.
Sus resultados coinciden con lo reportado, el numero de casos reactivos a los
marcadores inmunohistoquimicos de células madre es mayor en melanoma
metastasico (86%), superando el 70% de casos de melanoma primario y
encima del 55% de casos de nevos. Cabe mencionar que la tendencia fue
similar en CD133 y CD166.*° Estos autores reportaron que la intensidad y
patrén de expresion de nestin fue de focal a difusa (>15% de las células), con
intensidad de leve a moderada en los nevos, mientras que en melanomas era
de moderada a intensa. Cabe mencionar que esta interpretacion estaba basada
en controles internos del marcador utilizado, y no se utiliz6 una escala mas
reproducible como el score H realizado por Brychtova y cols, ademas realizado
en nuestro estudio.’’ Bakos y cols. estudiaron un total de 57 melanomas, de los
cuales solo 4 eran acrales, incluyeron 21 metastasis de melanoma y 27 nevos,
y encontraron que 56% del grupo de melanomas primarios expresaban nestin,
con intensidad en la expresién variable entre ellos, y siendo expresada en
menos del 50% de las células tumorales; de las metastasis de melanoma, un
57% de ellas expresaron nestin, con intensidad muy débil y en células muy
esparcidas y solo 27% de los nevos expresaron nestin, estando presente en 1-

49,51,55

9% de las células®, similar a lo previamente descrito por otros autores y
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también en nuestro trabajo. Nestin ha sido también estudiado en formas menos

frecuentes de melanomas, como el melanoma uveal 84

y el de mucosas, en el
estudio de Kuk y cols.®®, se encontré una correlacion entre porcentaje e
intensidad de la expresion de nestin y enfermedad avanzada, y por tanto de mal
pronostico, en una muestra que incluia 39 melanomas mucosos, de los cuales
33 eran invasores.® Fusiy cols.> investigaron la expresién de nestin en sangre
periférica de pacientes con melanoma comparado con controles sanos por
medio de citometria de flujo, mostrando que hubo una fuerte expresion de
nestin tanto en lineas celulares de melanoma, como en tejidos (biopsias de
melanoma) y sangre periférica, encontrado una correlacion importante con
expresion a tirosinasa (p=0.015), pero no para melan-A (p=0.53). La expresion
de nestin también fue mas elevada en pacientes en estadio IV de la AJCC que
en pacientes en estadios IllI/IV sin evidencia clinica de enfermedad. Lo cual
refuerza el valor prondstico potencial que puede tener nestin en pacientes con
melanoma. Cabe mencionar que las muestras en este estudio fueron
sumamente heterogéneas (CADN de muestras de tejido de melanoma
metastasico, ademas de muestras de sangre de pacientes con melanoma
cutaneo y uveal), a diferencia de nuestro estudio, que quisimos mantener una
poblacién uniforme en tipo histologico y topografia de las lesiones primarias.
Expresion de SOX2. Nuestros resultados difieren con lo descrito en la
literatura, mientras que en nuestro estudio tres cuartas partes de los
melanomas y un 90% de los nevos expresan SOX2, otros estudios reportan
que cerca de la mitad de los melanomas expresan SOX2, y solo una minoria de

los melanocitos epidérmicos normales.**®%®3 En otro estudio realizado por Laga
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y cols.®®, se mostré que solo 3 de 21 nevos estudiados (14%) expresaron
SOX2, y ninguno de ellos expresé nestin, y en el grupo de melanomas
(primarios y metastasicos en el mismo grupo de estudio), solo 13 de 27 (48%)
expresaron tanto nestin como SOX2, mientras que otros 13 casos fueron
reactivos solo a nestin, en este estudio, el patrén y la intensidad de la expresién
de ambos marcadores, se describe de forma poco clara.®® En el estudio de
Santini y cols., encontraron que SOX2 ocupa un papel crucial en el
mantenimiento de las células madre de melanoma.®® Comparando la expresion
de SOX2 en melanoma con otras neoplasias (carcinoma pulmonar de células
escamosas, glioblastoma multiforme, gliomas difusos, leucemia mieloide aguda,
entre otros) esta considerado como un marcador que se expresa poco en el
grupo de melanomas. En el estudio de Schaefer y cols., no se encontré una
correlacion entre expresion del marcador y el grosor tumoral.?® Recientemente
se ha asociado la expresiéon de SOX2 con la agresividad del melanoma y su
capacidad de metastatizar, al tener un papel crucial en la via de sefializacion de
TGF- B. %% Aunque el estudio de Cesarini y cols., reportan lo contrario, que
SOX2 no es necesario en los procesos de melanomagenesis, crecimiento
tumoral y desarrollo de metastasis in vivo.*® Adicionalmente cabe hacer
mencién que se ha demostrado que la expresion de SOX2 ha servido como
parametro para medir la eficacia in vitro del acido acetilsalicilico (ASA) como
inhibidor del crecimiento de melanomas de una linea celular murina.®®

La tabla 2 muestra los resultados obtenidos en nuestro estudio y los obtenidos
en otros estudios de Ki67. En términos generales nuestros resultados sobre la

expresion de Ki67, aunque fue de una pequefia muestra de pacientes, es
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similar a la de otros estudios con mayor cantidad de pacientes; Vishnevskaya y

cols.,%

reportaron que la expresion de Ki67 en las células en el grupo de
melanomas era de 10%, mientras que en el grupo control (nevos) encontré una
expresion de 5-9%, en una poblacion mas grande (n= 65), sin embargo, cuando
se compara con nuestros resultados, no se encontr6 una diferencia

estadisticamente significativa (p=0.7553). Gimmoty y cols.,”

con el mayor
numero de pacientes incluidos en un estudio similar (n=965), reportd6 una
expresividad promedio de 23.6% de células positivas a Ki67 en el grupo de
melanoma, en tal estudio también reportaron la positividad a Ki67 en dermis, la
cual fue de 8.9%; aunque en nuestro estudio no subclasificamos la expresion
entre Ki67 epidérmico y dérmico, la prevalencia entre ambos estudios no difirio
de manera estadisticamente significativa (p=0.477). Hazan y cols.,’" en su serie
de 137 pacientes con melanoma, reportaron que el indice proliferativo alto
(expresion de Ki67 mayor a 20%) se observo en 47.45% de los casos, mientras
que la positividad a Ki67 fue considerablemente mayor (88.24%) en los casos
de melanoma de nuestro estudio. (p=0.0037).

Ladstein y cols.,” también reportaron la expresion de Ki67 en su estudio, sin
embargo, solo incluyeron melanomas nodulares gruesos. En tal estudio, la
expresion promedio de Ki67 en células de melanoma fue de 27%; a pesar de
ser un tumor con un indice de crecimiento mayor, los melanomas nodulares
mostraron una expresion menor de Ki67, cuando lo comparamos con nuestros
resultados obtenidos de casos de melanoma acral lentiginoso (34%). A pesar

de estos resultados, la diferencia no es estadisticamente significativa

(p=0.7355).
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De acuerdo a los resultados obtenidos en nuestro estudio, y conjuntado con
otros estudios similares, la inmunorreactividad a Ki67, expresada como indice
proliferativo, debe ser tomado en cuenta como un factor incluso mas objetivo
que el indice mitdtico, incluido en la mas reciente propuesta de estadificacion de
la AJCC en 2009 **°* tomando en cuenta que la cuantificacion del indice
mitético en tinciones de hematoxilina y eosina es muy criticada por ser inexacta,
de baja reproducibilidad y que consume mucho tiempo;*>" aunado a esto,
Garbe y cols.,”® reportaron en su estudio -donde un total de 17
dermatopatodlogos y patologos determinarian el indice mitético de biopsias de
melanoma- que la confiabilidad interobservador fue muy baja (valor de
kappa=0.345), mientras que la confiabilidad intraobservador (valoraron las
mismas lesiones un afio despues) tambien fue muy baja (valor de kappa entre
0.18 y 0.348); nuestro estudio sugiere que Ki67 como marcador
inmunohistoquimico tiene correlacion directa con otros factores prondsticos ya
incluidos en las guias de manejo, por lo que su uso como un factor prondstico
agregado deberia considerarse, y al contrario, deberia dejar de ser motivo de

debate entre expertos.

En nuestro estudio, incluimos melanomas invasores, ninguno en etapa in
situ, y de grosor mayor a 1 mm. En melanomas delgados (<1mm), de acuerdo a
laoctava edicion de las guias de estadificacion de la AJCC (American Joint
Commitee on Cancer), el indice mitdtico ha reemplazado al nivel de Clark; sin
embargo este criterio también es muy criticado, por consumir mucho tiempo, ser

poco reproducible y por la dificultad de discernir figuras mitéticas.*>97
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Una limitante de nuestro estudio, fue el tamafo de la muestra, debido a que
nuestros criterios de inclusion eran sumamente estrictos, con el fin de incluir
solo casos de melanomas acrales, ya que son -—debido al impacto
epidemioldgico de nuestra poblacion- nuestro grupo de interés. Esto influyo
probablemente en que las correlaciones -0 asociaciones- no tuvieran resultados
estadisticamente significativos, y por tanto solo pudimos encontrar tendencias.
Otra limitante es que solo incluimos melanomas invasores de grosor mayor a 1
mm, lo que nos insta a implementar mejores estrategias para detectar
melanomas en una etapa mas temprana. A pesar de las limitantes,
consideramos que estos patrones descritos en este subgrupo de lesiones es de
trascendencia debido a la prevalencia de las neoplasias acrales en la poblacion

latina.

43



CAPITULO VIII

CONCLUSION

Hasta el mejor de nuestro conocimiento, este es el primer estudio
inmunohistoquimico realizado en un subgrupo especifico de melanomas: los de
piel palmoplantar, debido a la relevancia epidemiolégica que tiene esta
neoplasia en la poblacion no caucasica. Lo cual le aporta originalidad vy
trascendencia.

En el presente trabajo, se estudio la expresion de 3 marcadores: nestin, SOX2 y
Ki67 en especimenes correspondientes a melanomas acrales (casos) y nevos
acrales (controles), el marcador de filamento intermedio nestin, se expreso en
todas las muestras, tanto de casos como de controles, el grado de expresion
medido segun el score H, no difiere entre los casos de melanoma y los nevos.
La expresion de SOX2 —que resultdé ser el marcador menos especifico de
melanoma- fue mas prevalente entre los controles en comparacion con los
casos de melanoma acral, aunque dentro del grupo de muestras que lo
expresaron, no presentaron una diferencia significativa en el porcentaje de

células ni la intensidad de la tincion.
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La expresion mas relevante fue la del marcador nuclear Ki67, de proliferacion
celular, donde fue considerablemente mayor en el grupo problema (melanomas
acrales) en comparacion con la expresion del mismo marcador en nevos. Este
hallazgo en particular fortalece aun mas la evidencia de que Ki67 debe ser
considerado un marcador imprescindible en casos dudosos, o incluso de valor

pronaostico, incluso en melanomas delgados.
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CAPITULO IX

ANEXOS

ANEXO 1. Protocolo de tincion inmunohistoquimica

1.

6.1

6.2

6.3

6.4

6.5

6.6

6.7

6.8

7.

7.1

Desparafinizacién e hidratacion
Xileno 5 minutos

Xileno 5 minutos

Xileno 5 minutos

Alcohol isopropilico 10x

Etanol 10x

Etanol 96% 10x

Etanol 80% 10x

Agua bidestilada (2 cambios) 10x
Recuperacion de antigenos

Se sumerge el cestillo con las laminillas bien separadas en una solucion

amortiguadora que debera cubrirlas tres cuartas partes de las laminillas. Los 2

métodos a utilizar son:

8. Bafo de agua de temperatura controlada
8.1 En un recipiente con tapa sumerja las laminillas en buffer de
recuperacion
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8.2  Colocar el recipiente dentro del bafio de agua (el agua debera cubrir las
tres cuartas partes del recipiente).

8.3  Calentar a 95° C por 30 minutos manteniendo la temperatura estable

8.4  Sacar el recipiente y dejar enfriar a temperatura ambiente

8.5 Lavar en 2 cambios de agua destilada

9. Instructivo general e inmunohistoquimica (LSAB)

(Técnica del complejo de estreptoavidina biotina)

9.1 Bloqueo de peroxidasa enddgena

9.1.1 Inmersién de laminillas en peroxido de hidrogeno al 3% en agua
bidestilada por 20 minutos

9.1.2 Lavar en 2 cambios de agua bidestilada

9.2 Digestion enzimatica

Solo algunos anticuerpos la requieren

9.2.1 Colocar las laminillas en TBS pH 7.3-7.6durante 5 minutos

9.2.2 Con una gasa secar el exceso de TBS en cada laminilla

9.2.3 Sumergir en tripsina 0.01% a que cubra totalmente el tejido una
inmersién rapida

9.2.4 Detener la digestion con agua bidestilada

9.2.5 Colocar las la minillas en TBS

9.3 Proceso de inmunotincion

9.3.1 Quitar con una gasa el exceso de TBS de cada laminilla

9.3.2 Aplicar anticuerpo primario e incubar durante una hora a 18-25° en
camara de humedad y proteger de la luz

9.3.3 Lavar en TBS dos cambios de 10 inmersiones cada uno
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9.3.4 Quitar el exceso de TBS con una gasa y colocar anticuerpo secundario
(antisuero byotilinado) e incubar durante 15 minutos de 13-25°.

9.3.5 Lavar en TBS dos cambios de 10 inmersiones cada uno

9.3.6 Quitar el exceso de TBS con una gasa y colocar complejo
estreptavidina/peroxidasa incubar durante 15 minutos de 13-25°.

9.3.7 Lavar en TBS pH 7.4, dos cambios de 5 minutos cada uno

9.3.8 Quitar el exceso de TBS con una gasa a cada laminilla y aplicar DAB
(cromogeno) de 1-5 minutos o hasta que aparezca tincion

9.3.9 Detener la tincién en agua

9.3.10 Lavar a chorro de agua de la llave

9.4  Contratincion

9.4.1 Sumerja las laminillas en hematoxilina de Harris, el tiempo varia segun la
concentracion de la hematoxilina

9.4.2 Lavar en chorro de agua las laminillas

9.5 Montaje

9.5.1 Etanol 70% (10 inmersiones)

9.5.2 Etanol 10 inmersiones

9.5.3 Etanol 10 inmersiones

9.5.4 Alcohol isopropilico 10 inmersiones

9.5.5 Xilol 10 inmersiones

9.5.6 Xilol 10 inmersiones

9.5.7 Montar con resina (entellan) cada laminilla
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