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INTRODUCCION

1.1  MELANOMA MALIGNO CUTANEO

En los ultimos afios se ha incrementado progresivamente el interés
sobre el melanoma maligno, un tipo de cancer cutaneo muy agresivo Yy
potencialmente fatal. Los datos epidemiolégicos referentes a este tumor son
alarmantes, ya que su incidencia va en aumento en gran nimero de paises, a
un ritmo aproximado del 5% al afio. En la actualidad, el melanoma es la
principal causa de muerte por cancer cutaneo, siendo responsable del 65-75%

de ellas, asi como del 1-2% de todas las muertes por cancer.

Estudios recientes han permitido correlacionar mdultiples factores que
predicen la probabilidad de desarrollo de la enfermedad y, en los pacientes ya
afectos, la de aparicion de enfermedad metastasica y muerte. Asimismo, han

permitido la elaboracidén de nuevos sistemas de estadificacion y de tratamiento.

La deteccion precoz de estos tumores es de importancia vital para
reducir su mortalidad y puede conseguirse mediante simple inspeccion o
exploracién fisica, ya que la apariencia macroscépica del tumor cutaneo
primario suele ser caracteristica, permitiendo diagnosticar alrededor del 90% de

los mismos.
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1.1.1 ASPECTOS HISTORICOS

La primera descripcion de melanoma se atribuye a René Laénnac [1]
quien, en 1.806, discutié la “melanosis” (del griego melas-negro-) en la Facultad
de Medicina de Paris. En 1.820 William Norris realizé una detallada descripcion
del melanoma cutaneo, contribuyendo en 1.857 con la descripcion de 8 casos
de “melanosis” y planteando su posible relacién con productos industriales.

El término melanoma ya habia sido sugerido por primera vez por Robert
Carswell en 1.838. En 1.890, Jonathan Hutchinson describio el lentigo maligno
que lleva su nombre. En 1.907, William Sampson Handley describio las vias

anatomicas de diseminacion y su extension linfatica centrifuga [2].

Aunque en 1.820 Norris habia reconocido una posible predisposicion
familiar a desarrollar melanoma y hoy sabemos que aproximadamente el 10%
de los melanomas surgen en un contexto familiar, no fue hasta hace 25 afos
que empezaron a desarrollarse los estudios para determinar las bases
genéticas de susceptibilidad para desarrollar melanoma. En 1.978 algunos

autores [3, 4] describieron familias con melanoma mudltiple.
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1.1.2 DEFINICION Y EMBRIOLOGIA

El melanoma maligno es la proliferacion neoplasica maligna originada en

los melanocitos de la epidermis.

Los melanocitos, células productoras de melanina y responsables de la
pigmentacion de la piel, derivan de células pluripotenciales de la cresta neural.
Sus inmediatos precursores, los melanoblastos, emigran durante el primer
trimestre de la gestacion desde la cresta neural a diversas regiones anatomicas
como la piel, la Gvea y el foliculo piloso. La diferenciacion progresiva de los
melanoblastos en la piel durante el desarrollo embrionario, fetal y neonatal
produce los melanocitos maduros de la epidermis del adulto, que son células
dotadas de un citoplasma con prolongaciones o dendritas, con pigmento

intracitoplasmatico (melanina).

En condiciones normales, en la piel, los melanocitos se sitlan en la capa
basal epidérmica y contactan con los queratinocitos por medio de sus
dendritas, existiendo un melanocito por cada 36-40 queratinocitos y por cada
8-9 células basales (unidad melanica epidérmica). La densidad de los
melanocitos es variable dependiendo de la region anatomica (mayor en la
region genital y areola mamaria), pero es muy constante entre los individuos de

las diferentes razas.

Los melanocitos tienen unas organelas (melanosomas) que contienen el
aminoacido tirosina que, al oxidarse por accion de la tirosinasa, se convierte en
DOPA (dihidroxifenilalanina) y, después, en dopaquinona que se polimeriza
para formar el pigmento melanico. La actividad de la tirosinasa esta estimulada
por la unién de la hormona estimuladora del melanocito alfa (a-MSH:
melanocite stimulating hormone) a un receptor en la membrana de los
melanocitos. Este receptor de melanocortina (MCR: melanocortin receptor)
presenta hasta 5 variantes y, segun cual sea ésta, se va a determinar la
respuesta en la produccion de un tipo u otro de melanina (eumelanina -color
pardo- o feomelanina -pigmento rojo amarillento-) de la que va a depender, en
definitiva, la respuesta del individuo a la luz solar.
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1.1.3 EPIDEMIOLOGIA

La incidencia y mortalidad del melanoma maligno cutaneo han
aumentado de forma espectacular en las Ultimas décadas. El incremento anual
en las cifras de incidencia varia entre diferentes poblaciones, pero desde
principios de los afios 60 del pasado siglo se ha detectado un incremento
sostenido de la incidencia del melanoma, entre un 3 y un 7% anual, en muchos
paises occidentales [5]. Se calcula que durante el afio 2.000 se produjeron en
el mundo desarrollado unos 100.000 nuevos casos, lo que representa un 7-8%
de todos los canceres [6], aunque la cifra varia de un pais a otro [7]. Las
estimaciones mas recientes sugieren una duplicacion de la incidencia del

melanoma cada 10-20 afios [8].

Segun cifras del Registro Nacional del Melanoma, en el afio 2.001 se
declararon en Catalufia un total de 271 casos de melanoma (4,36/100.000
habitantes). En Espafia cada afio se diagnostican cerca de 2.000 nuevos
casos. En la Union Europea se estima una incidencia de 8 afectados por cada
100.000 habitantes y afio, lo que supone 36.000 casos anuales y unas 12.000
muertes provocadas por este tumor. En Europa del Norte la incidencia del
melanoma cutdneo se ha multiplicado por 15 en los ultimos 50 afios. En
Estados Unidos la incidencia aumenta alrededor del 4% cada afio.

Australia es el pais que presenta mayor incidencia de melanoma (50
casos al afio por 100.000 habitantes); se explica porque su latitud condiciona
una exposicion solar muy intensa a la que esta habituada la poblacién aborigen
pero no la poblacion caucasica (de piel clara), de origen inmigrante, que es
mayoria. En Australia el melanoma es el cuarto cancer mas frecuente en el
hombre, tras el de prdstata, intestino y pulmén, y el tercero en la mujer tras el

de mama e intestino.

La incidencia y mortalidad del melanoma maligno son mayores en areas

cercanas al ecuador, donde la intensidad de radiacion ultravioleta es mayor [9].

Los factores de riesgo del melanoma incluyen una combinacion de
predisposicién constitucional y exposicion a factores ambientales. Los datos

epidemiologicos confirman que el principal factor ambiental para el desarrollo
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de melanoma es la exposicion intermitente a la luz solar. La funcién
genoprotectora de la melanina parece estar en relacion con la aparicién de
neoplasias cutaneas, incluido el melanoma, que se asocian a la exposicion

solar.

La evidencia epidemioldgica [10-12] sugiere que las razas de color
tienen menor incidencia de melanoma y de neoplasias cutaneas, en general.
Pero, aunque el melanoma maligno cutaneo sea mas frecuente en los
individuos de raza blanca (caucasicos), en los de raza negra el diagndstico de
la enfermedad suele ser tardio y, por tanto, su pronéstico peor. En parte, esto
se debe a que en razas no blancas, el tumor con frecuencia aparece en
localizaciones atipicas y, a menudo, ocultas (palmas o plantas, mucosa oral,
rectal, vaginal). Las diferencias raciales en la incidencia se asocian con el

grado de pigmentacion y éste con la melanogénesis.

En relacién con la edad, la incidencia es mayor en sujetos relativamente
jovenes, entre los 30 y los 60 afios, con una media de 50 afos. En nifios es

raro y su comportamiento suele ser relativamente benigno.

No hay predileccion por sexo, siendo su incidencia similar; sin embargo,
la localizacién suele ser diferente: predomina en miembros inferiores en las
mujeres, y en tronco, cara, cuello y extremidades superiores en los varones. En

aguéllas suele aparecer a edades tempranas y, en éstos, mas avanzadas.

El melanoma maligno constituye el 3% de los canceres cutaneos, pero
ocasiona el 65% de las muertes por esta causa. En los ultimos 30 afios la cifra
de mortalidad por melanoma ha aumentado del 2,0/100.000 casos en 1.969 al
3,0/100.000 casos en 1.999, en parte debido al aumento de mortalidad entre
los varones de edad superior o igual a 65 afios [13, 14]. Actualmente este
incremento de la mortalidad estd comenzando a compensarse gracias al mayor
grado de sospecha vy vigilancia que se ejerce, permitiendo diagndsticos mas
precoces y una cierta disminucion de la exposicién a los factores de riesgo. El
reconocimiento precoz del melanoma es muy importante, ya que la extirpacion
de tumores primarios de espesor inferior a 1,0 mm comporta mejor prongstico,

con supervivencia libre de enfermedad a los 10 afos superior al 90%.
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La supervivencia varia en funcion del estadiaje del tumor. La
supervivencia a los 5 afios en estadio | es superior al 90% (mayor del 95% en
estadio la y alrededor del 90% en estadio Ib); en estadio Il, entre el 45 y el 80%
(80% en el lla, 65% en el lIb y 45% en el lic); en el estadio Il entre el 25 y el
70% (65-70% para el llla, 45-53% para el lllb y 25-30% para el llic) y del 6.7%
al 18.8% en el estadio 1V [15, 16].

En relacion con la presencia de metastasis ganglionares, en los
pacientes con melanoma cutaneo sin afectaciéon ganglionar la supervivencia a
los 10 afios es del 70-80%, mientras que en los pacientes con metastasis

ganglionar la supervivencia es del 20-30% [17].

Las campafias de prevencién primaria y secundaria son esenciales para

la reduccién de la incidencia y de la mortalidad del melanoma en el futuro.
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1.1.4 ETIOPATOGENIA

Dado que la etiologia del melanoma es muy compleja, se siguen
estudiando diversos factores que parecen intervenir en su aparicion, entre los
que se encuentran factores ambientales asi como otros dependientes del

huésped, sobre todo de tipo genético.

1.1.4.1 Factores dependientes del individuo

1.1.4.1.1 Densidad melanocitica

Se define como el nimero de melanocitos por unidad de superficie
cutanea. Este factor no parece mostrar correlacion significativa con la
predisposicion a desarrollar melanoma. Lo demuestra el hecho de que este
tumor es mas frecuente en la raza blanca que en la poblacién negra u oriental.
Ademas, aunque la incidencia del melanoma aumenta de forma considerable
cada afio en las poblaciones blancas de Europa, Estados Unidos, Canada,
Australia, etc., sélo lo ha hecho muy ligeramente entre las poblaciones de

origen africano o asiatico.

Existe una relacion inversa entre el grado de pigmentacion y el dafio

actinico en la piel, incluyendo la fotocarcinogénesis [18].

1.1.4.1.2 Fenotipo cutdneo

Consistente en las caracteristicas del color de ojos, pelo, piel y la
tendencia a la aparicion de pecas o efélides. Presenta una clara asociacion con

el desarrollo del melanoma cutaneo.
Los fototipos cutaneos definidos por Fitzpatrick son los siguientes:

v Fototipo I: individuos de piel blanca en los que la exposicion solar

provoca quemaduras, sin bronceado.

v Fototipo II: individuos de piel blanca en los que la exposicion solar

provoca quemaduras, con minimo bronceado.
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v Fototipo llI: individuos de piel blanca en los que la exposicion

solar provoca tanto quemadura como bronceado.

v Fototipo IV: individuos de piel blanca en los que la exposicion

solar no provoca quemaduras, permitiendo el bronceado.

v Fototipo V: individuos de piel parda en los que la exposicion solar

no provoca quemaduras, permitiendo el bronceado.

v Fototipo VI: individuos de piel negra en los que la exposicion solar

no provoca quemaduras, permitiendo el bronceado.

Las personas de raza blanca con el pelo rubio o rojizo, los ojos azules o
verdes, piel muy clara y abundantes pecas (fototipo cutaneo | de Fitzpatrick)
son especialmente susceptibles para desarrollar esta neoplasia.

1.1.4.1.3 Lesiones precursoras

Es bien conocido que un melanoma puede desarrollarse sobre tumores
melanociticos benignos como son los nevus melanociticos comunes congénitos
o adquiridos y los nevus displasicos. Los nevus melanociticos comunes
congénitos, presentes por definicion en el momento del nacimiento o durante el
primer aflo de vida, presentan un riesgo del 2% de desarrollar melanoma
mientras que, en el caso de nevus congénitos gigantes (cuyas dimensiones son
superiores a 20 cm. de diametro) el riesgo de desarrollar melanoma oscila
entre el 5 y el 20%. El riesgo de aparicion de este tumor sobre un nevus

melanocitico comun adquirido es inferior al 1%.

Los nevus atipicos o displasicos se consideran marcadores de riesgo y
precursores directos de melanoma. El nevus displasico puede presentarse de
forma esporédica o familiar. Se ha acufiado el término “sindrome del nevus
displasico” (SND) familiar o “sindrome del nevus atipico” para describir un
conjunto de lesiones clinicas e histolégicas que se heredan de forma
autosomica dominante. Los pacientes afectos presentan mdaltiples nevus que
comienzan a aparecer en la adolescencia. Este sindrome se asocia tanto a
melanoma familiar como a esporadico aunque, si el paciente tiene

antecedentes familiares de melanoma, el riesgo de desarrollar la enfermedad

10
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es practicamente del 100%. En los pacientes con nevus displasicos
esporadicos el riesgo de asociacion a melanoma es del 10-20%.

1.1.4.1.4 Factores genéticos

La mayoria de los melanomas son esporadicos, pero entre el 5y el 10%
de los mismos tienen un claro componente hereditario. En el cancer hereditario
lo que se transmite a la descendencia no es el cancer propiamente dicho, sino

un aumento en el riesgo de desarrollar la enfermedad.

En los ultimos afos, los avances en las técnicas de mapeo genético han
permitido localizar e identificar numerosos genes causantes de enfermedades.
Los estudios dirigidos a caracterizar los genes implicados en los sindromes de
cancer familiar han proporcionado numerosas pruebas que apuntan a la
inactivacion de los genes supresores tumorales, siendo raras las alteraciones
que activen oncogenes en la linea germinal. Uno de los avances mas
importantes y recientes en la investigacién del melanoma es la identificacion de
alteraciones genéticas y citogenéticas responsables de su desarrollo vy
progresion. En este tumor, los cromosomas 1, 6, 7, 9 y 10 son los mas

frecuentemente alterados [19-23].

El gen que mas se ha estudiado, por desempeiiar un papel
predominante en el desarrollo neoplasico, es el del inhibidor de quinasas
dependiente de ciclina 2 (CDKN2) o p16INK4a, localizado en la region p21 del
cromosoma 9. Este gen se encuentra alterado con mucha frecuencia en las
lineas celulares de melanoma esporadico y también en pacientes con

presentacion familiar.

Algunos estudios epidemiolégicos han demostrado que la predisposiciéon
genética y la exposicién solar juegan papeles importantes en el riesgo de
melanoma cutaneo [24-27]. Estudios recientes [25, 28, 29] han dado algunas
claves sobre los mecanismos moleculares que permiten la susceptibilidad

geneética.

11
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1.1.4.2 Factores exdgenos al individuo

1.1.4.2.1 Factores ambientales: Radiacion ultravioleta (UV)

La presentacion del melanoma cutaneo comenzo a relacionarse con la
exposicion a los rayos ultravioleta desde que su incidencia aumenté en las
zonas soleadas, en gente que trabajaba al aire libre. Actualmente se considera
gue la exposicién a las radiaciones ultravioletas es el principal factor etiolégico
del melanoma, siendo responsable de, al menos, un 65% de los mismos en
todo el mundo. Los datos epidemiologicos implican a la exposicion intermitente
a la luz solar y a quemaduras repetidas como las principales causas de

melanoma [30, 31].

Las radiaciones UV corresponden a toda radiacion de longitud de onda
inferior a los 400 nm. Fue descubierta por Johannes Ritter a principios del siglo
XIX'y se divide en tres regiones:

-UVA: entre 400 y 320 nm, responsable del bronceado de la piel.

-UVB: varia entre 280 y 320 nm y representa solo el 0.25% de toda la

radiacion solar que llega a la superficie de la Tierra.

-UVC: de menor longitud de onda que las anteriores, es absorbida

totalmente por la atmosfera.

La intensidad de la radiacion ultravioleta que llega a la superficie
terrestre depende de la hora del dia y la época del afio, de la latitud, de la
altura, del espesor de la capa de ozono, del clima y de la contaminacién

atmosférica.

En relacion con el patrén de exposicion solar no se conoce exactamente
cudl es el esquema mas peligroso de exposicion. Algunos estudios apoyan la
hipotesis de que la exposicion a la radiacion ultravioleta intensa e intermitente
de la piel que se encuentra normalmente protegida de la luz es la responsable
de la formacién del melanoma. Este dato refuerza la idea de que la relacion
existente entre riesgo de melanoma y exposicion al Sol no es un simple efecto

acumulativo [24, 32].
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Al parecer, el ADN de los melanocitos absorbe las radiaciones
ultravioletas, produciéndose lesiones moleculares en el mismo que estimulan la
division celular y la produccion de melanina. Estudios recientes han puesto de
manifiesto que la radiacion UV produce roturas cromosOmicas y alteraciones

del ADN celular, tanto en los melanomas como en los nevus displasicos [33].

1.1.4.2.2 Factores farmacoldgicos

Algunos autores han demostrado la asociacion positiva entre el
melanoma cutaneo y la administracion de farmacos empleados en el
tratamiento de la esterilidad, como el clomifeno y la gonadotropina coriénica
humana (HCG) [34].

La ingesta de otros farmacos, como la levodopa [35], algunos beta-
bloqueantes, tiazidas y benzodiacepinas, también se ha asociado con el

desarrollo de melanoma.

1.1.4.2.3 Factores ocupacionales

En cuanto a las exposiciones ocupacionales a sustancias quimicas, se
ha establecido asociacion entre el melanoma y la exposicion a bifenilos
policlorados (PCB) y cloruro de polivinilo (PVC) [36].

1.1.4.2.4 Otros factores

No se ha demostrado una clara asociacion entre factores hormonales e
incidencia de melanoma. Sin embargo, parece ser que la produccion de
melanina puede estimularse por accion de estrdgenos, como ocurre durante el
embarazo. La gestacion, la ingesta de anticonceptivos orales y el tratamiento
hormonal sustitutivo durante la menopausia son factores en discusion con

resultados contradictorios [37].
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1.1.5 CLASIFICACION CLINICO-PATOLOGICA DE
CLARK

A finales de los afios 60, Clark [38] propuso clasificar el melanoma en
tres tipos fundamentales en funcibn de los rasgos clinicos vy
anatomopatoldgicos, de modo que reflejaran su patron de crecimiento. Estos

son:
- Melanoma sobre lentigo maligno o Lentigo maligno melanoma (LMM).
- Melanoma de extension superficial (MES).
- Melanoma nodular (MN).

Posteriormente, McGovern [39] y, sobre todo, Reed [40] describieron las

formas clinicas de localizacion acral (MLA) y de mucosas.

Ademas, en 1.969 Clark [41] reconocid dos fases en el desarrollo de

este tumor:

-La denominada fase de crecimiento radial u horizontal, que se
caracteriza por la proliferacion de melanocitos neoplasicos en el espesor de la
epidermis, sin invasién de la dermis papilar. Esta fase se observa en el
melanoma de extension superficial, en el melanoma sobre lentigo maligno y en

el melanoma lentiginoso acro.

-La segunda fase, denominada de crecimiento vertical, muestra la
proliferacion de melanocitos originados en la epidermis que invaden la dermis
papilar, reticular y/o la hipodermis. El melanoma nodular es un ejemplo basico

de este patrén de crecimiento.

La progresion de esta segunda fase ha permitido definir los niveles de
invasion (niveles de Clark) y las medidas de espesor tumoral (indice de
Breslow), que son algunos de los principales parametros histoldégicos que se

han utilizado durante afios para determinar el prondéstico de estos tumores.

Los niveles de invasion definidos por Clark y sus caracteristicas son los

siguientes:
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Nivel I: o melanoma “in situ”, donde todas las células tumorales se
encuentran por encima de la membrana basal, en la epidermis.

Nivel II: Invasién de la dermis papilar por células aisladas o pequefios
nidos celulares, sin expandirla.

Nivel Ill: ElI tumor ocupa la interfase entre la dermis papilar y reticular
media.

Nivel IV: Infiltracion franca de la dermis reticular profunda.

Nivel V: Infiltracion del tejido celular subcutaneo.
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1.1.5.1 Melanoma sobre lentigo maligno (LMM):

También denominado melanosis precancerosa de Dubreuiln o méacula

melandtica de Hutchinson, constituye el 4-15% de todos los melanomas.

Aparece en pacientes de edad avanzada (edad media al diagnéstico de

65 afos), con mayor afectacion del sexo femenino (4:1).

Su principal localizacion es en la cara, sobre todo en regiones malar y
temporal. Su predileccién por aparecer en zonas expuestas justifica que sea el

anico tipo de melanoma que claramente se relaciona con la radiacion solar.

Las lesiones de LMM suelen ser maculas grandes (mayores de 3 cm.),
planas e hiperpigmentadas, con una fase de crecimiento radial o
intraepidérmica larga, por lo que en su evolucion a melanoma invasivo pueden

transcurrir muchos anos.

Histolégicamente, en las areas no invasivas se observa una proliferacion
de melanocitos atipicos que muestran un crecimiento radial limitado al
compartimento intraepidérmico; si invaden la dermis papilar sélo lo hacen en
forma de células aisladas o en pequefios nidos de melanocitos, de similar
tamafio y numero (no mas de 5-10 células de melanoma). Ademas, suele
acompanfarse de degeneraciéon basofilica del colageno dérmico. Las figuras de

mitosis se ven con frecuencia en la epidermis, pero no en la dermis.

Tras su extirpacion quirargica completa suelen ir seguidos de una

supervivencia larga y libre de metastasis [42-46].
1.1.5.2 Melanoma de extensién superficial (MES)

Constituye la forma clinica mas frecuente en la raza blanca y representa

el 50-70% de todas las lesiones.

La edad de aparicibn se encuentra entre los 30 y los 50 afios, sin

predileccion por uno u otro sexo.
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Suele ser mas frecuente en espalda y miembros inferiores (en mujeres)
y en tronco (en hombres). En una buena proporcion de casos (40-50%)
aparece sobre lesiones melanicas previas, como un nevus comudn 0 un nevus

displasico preexistente.

Suele ser una lesidon plana, asimétrica, hipercromica, aungque con
variaciones del color con &reas acromicas secundarias a procesos de

regresion.

La fase de crecimiento radial dura entre 6 meses y 7 afios antes de
iniciarse la fase de crecimiento vertical, que se manifiesta con la aparicion de
una lesion nodular, que conlleva una reduccién de la supervivencia del

paciente.

En la fase de crecimiento radial de este tipo de melanoma se observa
una proliferacion de melanocitos atipicos bastante uniformes, aislados y en
grupos en la epidermis. En la fase de crecimiento vertical, los melanocitos
infiltran la dermis papilar y se extienden hacia la dermis reticular y la

hipodermis.
1.1.5.3 Melanoma nodular (MN)

Es el segundo tipo mas frecuente de melanoma y comprende entre el 10
y el 30% de los mismos. Puede afectar a cualquier grupo de edad, aunque

suelen ser personas entre 40 y 60 afios, sin predileccion por sexo.
Sus principales localizaciones son el tronco, la cabeza o el cuello.

Aungue suele darse sobre piel normal, puede también desarrollarse

sobre un nevus.

El melanoma nodular se manifiesta en general como una lesion de color
homogéneo, de 1 a 2 cm. de diametro, de crecimiento rapido durante varios
meses. Aproximadamente el 5% de ellos carecen de pigmento y son dificiles de
diferenciar de otras lesiones papulo-nodulares de la piel tipo hemangioma,

granuloma pidgeno, nevus azul, etc.
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Su fase clinica previa a la invasion en profundidad es muy breve (carece
de una fase de crecimiento radial preexistente), es decir, desde el inicio la
lesion muestra una morfologia macroscépica nodular secundaria a una fase de

crecimiento vertical pura.

Su crecimiento rapido hacia la profundidad de la dermis comporta que se
trate de la forma clinica con mayor agresividad y capacidad de metastatizar.
MicroscOpicamente, es un tumor en el que el crecimiento intraepidérmico
siempre va asociado a invasion dérmica. En esta ultima se identifica una
proliferacion de patron difuso de melanocitos con marcada atipia citolégica que
infiltran dermis profunda y/o hipodermis. Las células pueden ser de habito
epitelioide o bien fusiformes.

1.1.5.4 Melanoma lentiginoso acro (MLA)

Es el menos frecuente en la raza blanca, constituyendo el 2-8% de todos
los melanomas. En otras razas aparece en una proporcion mucho mayor, como
en la negra (60-72%) y en la oriental (29-46%).

Su incidencia es mayor en pacientes de edad avanzada (5% y 62 décadas
de la vida), sin predileccién de sexo.

Esta variante incluye los localizados en palmas de manos o plantas de
pies (MLA palmo-plantar) y mucosas 0 uniones mucocutaneas oral y genital

(MLA de mucosas).

Son lesiones con bordes irregulares, geograficos. En el momento del
diagnostico la medida oscila entre los 2 y 3 cm. de diametro, con frecuente

ulceracion.

Histoldgicamente se caracteriza por la presencia de melanocitos a lo
largo de la unién dermoepidérmica, con patron lentiginoso y epidermis
hiperplasica, de forma similar al melanoma sobre lentigo maligno, en la fase de
crecimiento radial. La evolucién a la fase de crecimiento vertical varia desde

unos pocos meses hasta varios afos, con una media de 2,5 afios.
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Dada su localizacion, su diagndéstico suele ser tardio por lo que es
frecuente la presencia de metastasis en el momento del diagnéstico. Asi, el
25% de los pacientes con lesiones localizadas a nivel vaginal presentan
metastasis en el momento del diagndéstico y tienen una supervivencia del 40%
a los 5 afios. Los pacientes con melanoma anorrectal presentan metéstasis en
el 50% al diagndstico -adenopatias regionales o masa pélvica- y tienen una
supervivencia del 10% a los 5 afos.
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1.1.5.5 Otras caracteristicas clinicas

1.1.5.5.1 Regresion del melanoma

En el 4-15% de los melanomas se detectan clinicamente cambios de
regresion parcial (la mas frecuente) o total, que se manifiestan como zonas

hipocrémicas en una lesion pigmentada previa.

La regresion puede ser desencadenada por multiples factores
(traumatismos, patologias autoinmunes, procesos infecciosos, etc.) iniciandose
una respuesta inflamatoria linfocitaria con liberacion de citoquinas que

destruyen la lesion, con incontinencia pigmentaria, fibrosis y colagenizacion.

1.1.5.5.2 Melanoma primario oculto

Su incidencia es del 4-6%. Se presenta como una enfermedad
metastasica diseminada, sobre todo ganglionar, en la que no se logra identificar
la lesion primaria. Las explicaciones propuestas son variadas: o bien el
melanoma primario regres0 espontaneamente antes de la aparicion de la
metastasis, 0 bien se origino inicialmente en un ganglio linfatico, en los que no
son infrecuentes las inclusiones de células névicas o la presencia de
melanocitos aislados. Por otra parte, hay que tener en cuenta aquellas lesiones
primarias no detectadas clinicamente, pese a existir, 0 a errores de diagnostico

anatomopatoldgico de melanomas extirpados y no diagnosticados.
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1.1.6 ESTADIFICACION

Los esquemas de clasificacion y estadificacion en cancer son utiles ya
que permiten identificar a aquellos pacientes que presentan un alto riesgo de
desarrollar enfermedad avanzada, comparar resultados de tratamiento,
recomendar las mejores terapias y ofrecer informacion prondstica al paciente y
a sus familiares. Para poder predecir la supervivencia, el sistema de estadiaje
ha de tener en cuenta las caracteristicas histolégicas, biologicas y anatomicas
del tumor primario, sus patrones de crecimiento local y de metastasis, asi como

la historia natural de la enfermedad.

En el melanoma, al igual que en la mayoria de neoplasias malignas de
otras localizaciones, se utiliza el sistema TNM para describir la extension
anatomica de la enfermedad. Dicho sistema se basa en la evaluacion de tres
componentes: la extension del tumor primario, la ausencia o presencia de
afectacidbn neoplasica de ganglios linfaticos regionales y la presencia o
ausencia de metéstasis a distancia. (Ver Esquema 1).

* El estudio de la extension del melanoma primario (T) se realiza
midiendo su espesor en milimetros desde la superficie hasta la profundidad.
Historicamente se han establecido como puntos de corte los siguientes valores:

0,75 mm, 1,5 mmy 4,0 mm.

* La definicion de ganglios regionales (N) depende de la localizacion del
tumor primario. Asi, en tumores de cabeza y cuello los ganglios regionales se
localizan a nivel preauricular, submandibular, cervical y supraclavicular; en
térax, a nivel axilar; en abdomen, en el area genital y glutea los ganglios de
drenaje se encuentran en la region inguinal; en la extremidad superior, en los
espacios axilares y epitrocleares y, en la extremidad inferior, a nivel inguinal y
popliteo. En caso de melanomas primarios en localizaciones anatdmicas con
drenaje potencialmente ambiguo, se consideran ganglios linfaticos regionales
los de ambos lados de la zona subsidiaria o los determinados por métodos
especificos, como la linfogammagrafia. La introduccion de nuevas técnicas
como el estudio del ganglio centinela (cuya descripcion se realiza

posteriormente) ha hecho que el estadiaje ganglionar sea mas preciso.
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La presencia de metastasis en ganglios regionales se ha subclasificado
en dependencia del tamafio de la metastasis, ya fuera menor o igual a 3 cm

(N1) o superior a dicho valor (N2).

* La presencia de metastasis a distancia se ha venido incluyendo en una
Gnica categoria (M1), subdividida en dos segun la afectacion fuera visceral
(M1b) o no (M1a).

Esquema 1.
pT

TX El tumor primario no puede ser evaluado.

T0 Sin evidencia de tumor primario.

Tis Melanoma in situ.

T1 < 0,75 mm.

T2 >0,75-<15mm.

T3 >1,5mm-—-<4,0mm.

T4 > 4,0 mm.

pN

NX Los ganglios linfaticos regionales no pueden evaluarse.
NO Ganglios regionales negativos.

N1 Metastasis de < 3 cm. de diametro en cualquier ganglio regional.

N2 Metastasis de >3 cm. de diametro en cualquier ganglio regional y/o
metastasis en transito.

a: Metastasis de > 3cm de diametro en cualquier ganglio regional
b: Metéstasis en transito.
c: Ambos.

pM

Mx Las metastasis a distancia no pueden ser evaluadas.

MO Ausencia de metastasis a distancia.

Mla Metastasis cutaneas, subcutaneas o ganglionares a distancia.

Mlb Metastasis viscerales.
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Los criterios de clasificacion del melanoma maligno se han modificado
en gran medida a lo largo de los afios, segun se han ido identificando nuevos
factores prondsticos y confirmando la importancia de los ya conocidos. En
1.999, el American Joint Committee on Cancer (AJCC) cred el Comité de
Estadiaje del Melanoma, constituido por especialistas de América del Norte,
Europa y Australia, para revisar el sistema de estadiaje vigente hasta entonces.
Asi, se generd una base de datos prospectiva (con los casos recogidos en 13
centros) con el fin de validar las revisiones propuestas [47]. Los resultados de
los andlisis de factores pronésticos fueron utilizados por dicho Comité para
crear un nuevo sistema de estadificacion del melanoma que se publicod en el
afo 2.001 [16]. Este sistema de estadiaje se hizo oficial con la publicacion de la
62 edicion del Manual de Estadiaje del Cancer AJCC del 2.002 [48]. Las
variables prondsticas independientes seleccionadas por el Comité de Estadiaje
del Melanoma se han utilizado en la clasificacién revisada del TNM del
melanoma cutaneo [49, 50], introduciéndose las siguientes modificaciones

(Esquema 2):

* Asi, en la categoria T no solo se establece una modificacion de la
medida recomendada por Breslow en 1.970 [51, 52], sino que la presencia o
ausencia de ulceraciéon [16, 47, 53] origina una subclasificacion de todos los
niveles T, y el nivel de invasion de Clark lo hace en los melanomas con indice

de Breslow inferior o igual a 1,0 mm (T1) [53-55].

* En la categoria N, el tamafio de la metastasis ganglionar [56, 57] se
reemplaza por el numero de ganglios metastasicos, subclasificandose segun
sean metastasis ganglionares microscopicas 0 macroscopicas. Ademas
[56, 58, 59] se agrupan las lesiones satélite (es decir, la presencia de nidos
tumorales de mas de 0,05 mm de tamafio en la misma seccion histolégica que
el tumor primario) y las metastasis en transito (aquellas lesiones neoplasicas a
mas de 3 cm. del tumor primario pero que no ha llegado al ganglio linfatico de
drenaje) en una entidad Unica (N2c).

* En la categoria M, la determinacion [60, 61] de los niveles séricos de
lactatodeshidrogenasa (LDH) establece varios subgrupos al asociarse con la

localizacion visceral o no de las metastasis [47, 62].
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Esquema 2.
pT
TX El tumor primario no puede ser evaluado.
T0 Sin evidencia de tumor primario.
Tis Melanoma in situ.
T1 <1,0 mm.
a: sin ulceracion o nivel Il o Il de Clark.
b: con ulceracion o nivel IV o V de Clark.
T2 1,01 — 2,0 mm.
a: sin ulceracion.
b: con ulceracion.
T3 2,01 -4,0 mm.
a: sin ulceracion.
b: con ulceracion.
T4 > 4.0 mm.
a: sin ulceracion.
b: con ulceracion.
pN
NX Los ganglios linfaticos regionales no pueden evaluarse.
NO Ganglios regionales negativos.
N1 1 ganglio linfatico afecto.
a. micrometastasis.
b: macrometastasis.
N2 2-3 ganglios linfaticos afectos.
a: micrometastasis.
b: macrometastasis.
C: metastasis en transito o lesiones satélites.
N3 4 6 més ganglios afectos.
pM
MO Ausencia de metastasis a distancia.
Mx Las metastasis a distancia no pueden ser evaluadas.
Mla Metastasis cutaneas, subcutdneas o ganglionares a distancia.
Lactatodeshidrogenasa (LDH) normal.
M1b Metastasis pulmonares. LDH normal.
Mlc Metastasis otras visceras con LDH normal o metastasis a distancia con
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La combinacion de las diferentes categorias TNM con sus
modificaciones da lugar al Sistema de estadiaje AJCC 2002 [47]. La
incorporacion de los datos del mapeo linfatico con la biopsia del ganglio
centinela [63] y la enfermedad micrometastasica permiten categorizar a los

pacientes en estadios tanto clinicos como patoldgicos. (Esquema 3).

Esquema 3.
ESTADIO CLINICO ESTADIO PATOLOGICO
0 Tis NO MO Tis NO MO
1A Tla NO MO Tla NO MO
IB Tib NO MO Tib NO MO
1A T2a NO MO T2a NO MO
T2b NO MO T2b NO MO
T3a NO MO T3a NO MO
1B T3b NO MO T3b NO MO
T4a NO MO T4a NO MO
IC T4b NO MO T4b NO MO
1 Todo T N1 MO
N2
N3
A T1-T4a Nla MO
T1-T4a N2a MO
1B T1-T4b Nla MO
T1-T4b N2a MO
T1-T4a N1b MO
T1-T4a N2b MO
T1-T4a/b N2c MO
HC T1-T4b N1b MO
T1-T4b N2b MO
Todo T N3 MO

\Y Todo T Todo N Todo M1 Todo T Todo N Todo M1
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Los criterios desarrollados en el andlisis de los factores prondsticos de la
AJCC han sido confirmados posteriormente de forma independiente por los
resultados de otros centros [64-66]. Sin embargo, también han surgido
diferentes grupos que ponen en entredicho algunos aspectos del mismo
[67, 68], como son los relacionados con el impacto prondstico del nivel de Clark
en estadios I, el sobreestadiaje de los melanomas por el hecho de existir
ulceracién, asi como la falta de inclusion en el mismo de otros parametros,

como la respuesta inflamatoria linfocitica [43, 69, 70] y el indice mitésico [71].
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1.1.7 DIAGNOSTICO

1.1.7.1 Diagndstico clinico

Es el fundamental para la deteccion precoz del melanoma. Es importante
conocer tanto los antecedentes familiares en relacion a este tipo de tumor
como la historia personal de exposicion solar, asignando un fototipo cutaneo
(segun la clasificacion de Fitzpatrick), en funcion del comportamiento de la piel

(quemadura / bronceado) ante una exposicion solar no protegida.

La exploracidon fisica permitira determinar el numero total de nevus,
detectando aquellos que muestren caracteristicas clinicas sugestivas de
malignidad. Para ello, en el diagnéstico precoz del melanoma cutaneo se
establecio [72] la regla ABCD, que corresponde a los siguientes acronimos: A:
Asimetria. B: Bordes irregulares. C: Coloracion variable. D: Diametro superior a
6 mm. En general, el melanoma presenta crecimiento asimétrico, margenes
irregulares, diversidad del color y del patron de pigmentacion y crecimiento

rapido con tamafio superior a 6 mm.

Por otro lado, el aumento rapido de tamafio y cambio de color de una
lesion pigmentada son los sintomas mas precoces de alerta sobre su posible
transformacién maligna y se presentan en mas del 70% de los melanomas

facilmente curables.

Sin embargo, en ocasiones se requieren técnicas complementarias que
aumentan la sensibilidad y especificidad en el diagndstico de melanoma, entre
las cuales se incluye, fundamentalmente, la dermatoscopia. La dermatoscopia
es una técnica no invasiva que permite el examen de la piel con un sistema
Optico y una fuente de luz para la visualizacion en profundidad de estructuras
dérmicas no accesibles a la simple inspeccién visual. La dermatoscopia,
también denominada microscopia de epiluminiscencia, de luz incidente o de
superficie, introducida en 1.989, permite la visualizacion de estructuras de la
interfase dermis-epidermis y de la dermis papilar, basada en criterios que han
sido correlacionados con caracteristicas histologicas especificas. Algunos

estudios incluso han demostrado una buena correlacion entre algunos criterios
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dermatoscopicos y el espesor de Breslow, estableciendo su utilidad conjunta
como criterio de la realizacion de la Biopsia de Ganglio Centinela [73]. La
dermatoscopia mejora la exactitud del diagnostico clinico del melanoma,
aumentando su sensibilidad entre un 10-30% vy facilitando su diferenciacion de
otras lesiones pigmentadas no melanociticas como hemangiomas, granulomas

pidégenos, etc.

1.1.7.2 Diagnostico histologico

Dado que el melanoma es curable cuando se diagnostica en estadio
precoz, es fundamental realizar estudio bidpsico de las lesiones pigmentadas

con caracteristicas clinicas sospechosas.

La biopsia escisional es el procedimiento de eleccion, ya que extirpa la
lesion en su totalidad y permite su analisis completo. La reseccidén no se ha de
realizar con margenes amplios, porque puede no ser necesaria si la lesion
resulta benigna (la escision constituye el tratamiento), o insuficiente si el tumor

es muy profundo.

En otras ocasiones el patélogo recibe biopsias incisionales (“punch”) de
lesiones extensas. En estos casos la aplicacion de los criterios diagndésticos
puede ser dificil para diferenciar la benignidad o malignidad de la misma, asi
como para aportar los datos prondsticos requeridos en caso de tratarse de un

melanoma maligno.

Desde el punto de vista microscopico, se observa una lesion asimétrica
constituida por una proliferacién de melanocitos atipicos con anisonucleosis y
anisocariosis, nucleos hipercromaticos, cromatina irregular y nucleolo
prominente, que pueden adoptar una morfologia epitelioide o fusiforme.
Pueden observarse en fase de crecimiento radial o vertical, con migracion
intraepidérmica ascendente o0 pagetoide y presencia de mitosis en el
componente dérmico. De todas formas, cada presentacion clinica muestra

hallazgos histolégicos especificos, ya comentados previamente.

Las técnicas de inmunohistoquimica no permiten discernir entre lesiones

melanociticas benignas o malignas, aunque en algunos casos pueden ser de
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ayuda en algunas facetas, siendo las mas utilizadas la proteina S-100, el
HMBA45, el Melan A /MART-1y el Ki67 (MIB-1).
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1.1.8 TRATAMIENTO

La cirugia constituye la base fundamental del tratamiento del melanoma
cutaneo primario y consiste en la reseccion de los posibles nidos residuales de
tumor (post-biopsia) o de la ampliacion correcta y adecuada de los margenes

quirdrgicos de reseccion.

El margen quirdrgico de reseccion ha sido un tema muy controvertido,
aunque actualmente se han definido pautas mas concretas en funcién de los
factores pronosticos. El margen de reseccion que se recomienda depende del

rango de espesor tumoral; asi,

- en melanomas “in situ” se aconseja un margen de 0,5 a 1 cm. (por el

riesgo de recidiva local).

- Melanoma infiltrante con indice de Breslow inferior o igual a 1,0 mm,

segun un ensayo aleatorizado de la OMS [74], el margen de 1 cm es suficiente.

- Melanoma infiltrante con espesor de Breslow superior a 1,0 mm pero
inferior a 2,0 mm, el margen ha de ser de 2 cm. [74].

- Lesiones infiltrantes superiores a 2,0 mm pero inferiores o iguales a
4,0 mm, no es necesario que el margen de escision radial sea mayor de 2 cm.
[75].

- Lesiones con indice de Breslow mayor de 4,0 mm, parece razonable un

margen de 2-3 cm. [76].

Cuando el melanoma se reconoce precozmente, es decir, en la fase de
crecimiento radial, y la enfermedad esta todavia localizada a la piel, la escision
quirdrgica puede permitir la curacion clinica [46, 77]. Sin embargo, en la fase de
crecimiento vertical, el melanoma tiene capacidad metastasica y el tumor se

suele hacer resistente a los métodos de terapia habituales [42-46].

En melanomas de grosor de Breslow superior a 1,0 mm se tiende a
indicar la biopsia de ganglio centinela (es decir, del primer ganglio linfatico

regional que recibe la linfa de la zona donde asienta el tumor primario), seguida
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de reseccién completa ganglionar si el resultado de la misma es la positividad

macro o microscopica.

Los pacientes afectos de melanoma con espesor de Breslow superior a
4,0 mm se valorara su participacion en terapia adyuvante sistémica con
interferon alfa-2b a alta dosis, asi como en pacientes con melanoma cutaneo
con espesor de Breslow inferior a 4,0 mm pero con ganglios locoregionales
metastasicos. Aparentemente aumenta el tiempo libre de enfermedad, aunque
no se ha demostrado una mejora de la supervivencia global estadisticamente

significativa.

En casos de melanoma con metastasis a distancia, se han de encontrar
nuevas formulas de tratamiento con diferentes factores quimioterapicos e

inmunoterapicos, que incluyan la administracion de vacunas.
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1.2 BIOPSIA DEL GANGLIO

CENTINELA

El estado de los ganglios linfaticos regionales en el melanoma primario
es un determinante critico para el pronéstico y supervivencia del paciente [78].
La estadificacion ganglionar y el diagndstico del estado de los ganglios
linfaticos regionales de pacientes con melanoma maligno cutdneo se ha visto
revolucionado por el desarrollo de la biopsia del ganglio centinela (BGC) [79].
El ganglio centinela (GC) se define como el primer ganglio de drenaje del tumor
primario. El objetivo de esta técnica es conocer si el GC presenta 0 no
metastasis de melanoma. Un estudio reciente [80] determind que el estatus
histologico del ganglio centinela es el factor aislado mas importante para
predecir la supervivencia; pacientes con metastasis en ganglio centinela tenian
6,5 veces mas riesgo de morir de melanoma que los pacientes con ganglio

centinela negativo.

La biopsia de ganglio centinela se desarroll6 inicialmente para detectar
metastasis linfaticas en el carcinoma de parétida [81], pero actualmente su
principal utilidad es en el diagnostico de metéastasis linfaticas del cancer de
mama Yy del melanoma cutaneo [82, 83]. En este ultimo, la biopsia de ganglio
centinela se introdujo para intentar identificar aquellos pacientes que se
pudieran beneficiar de la diseccion ganglionar regional electiva [84]. Dicha
técnica fue ampliamente adoptada, posteriormente validada [85] y revalorizada
para la identificacidbn, con escasa morbilidad, de pacientes con metastasis

ganglionares subclinicas.

El desarrollo de la tecnologia de la biopsia del ganglio centinela
[79, 82, 86, 87] ha sido un avance importante en el manejo de pacientes con
melanoma. Esta aceptada ampliamente como método de estadiaje de los
ganglios linfaticos regionales del melanoma cutaneo y esta implantada de
forma estandarizada en multiples centros. El procedimiento se basa en el

hecho de que las diversas regiones de la piel tienen patrones especificos de
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drenaje linfatico, no sélo al territorio ganglionar regional sino también a uno o
varios ganglios especificos de dicho territorio. Ademas, la histologia del ganglio
centinela refleja la del resto de ganglios de la region. Asi, la técnica del estudio
del ganglio centinela lleva a cabo un abordaje selectivo ganglionar que emplea
el mapeo intraoperatorio, basandose en la linfoescintografia, mediante una
sonda portatil, combinado con un colorante azul visible y con un marcador
radioactivo para identificar un ganglio linfatico centinela dentro de un grupo

ganglionar [63].

La positividad de metastasis en biopsia de ganglio centinela se estima
entre el 15y el 20% [88]. En la mayoria de los casos, el ganglio centinela es el
anico sitio de enfermedad metastésica en los ganglios regionales [89, 90]. Sin
embargo, en el 15-20% de pacientes con biopsia de ganglio centinela positiva
hay algun otro ganglio no centinela positivo en la diseccion axilar completa
[63, 79, 80, 91-94]. Su valor predictivo negativo es cercano al 100%; sin
embargo, el 11% de los melanomas con ganglios centinelas negativos
histol6gicamente desarrollan metastasis regionales ganglionares o a distancia
después de 35 meses [95], es decir, son falsos negativos. Los resultados falsos

negativos (5-10%) pueden explicarse por 4 mecanismos:

-error técnico de modificacion del drenaje linfatico primario por

extirpacion amplia previa del melanoma.

-el anatomopatdlogo no detecta las micrometastasis en el ganglio

centinela correcto.

-existen metastasis regionales debido a la diseminacion secundaria a
partir de enfermedad local o en transito, no identificadas en el momento de

realizar la biopsia del ganglio centinela.

-los verdaderos falsos negativos, que se definen como la presencia de
micrometastasis en los ganglios linfaticos de una estacion superior en ausencia

de micrometastasis en el ganglio linfatico centinela.

La técnica de evaluacion histolégica del ganglio centinela todavia no
estd consensuada. Algunos autores [84] han demostrado que las metéastasis

del melanoma tienden a localizarse en planos centrales ganglionares (hipotesis
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del plano central), a través del hilio y en el eje longitudinal (mayor). Para
examinar la biopsia de ganglio centinela, por lo tanto, se debe realizar su
biseccion segun el eje longitudinal, asi como examinar multiples secciones
paralelas a este plano. Sin embargo, ain no se ha establecido cual es la mejor
tincion o la mas apropiada para la identificacién de las células del melanoma.
Algunos autores utilizan métodos morfométricos para gradar la profundidad de
la metastasis desde la capsula y el numero de laminillas afectadas [96],
demostrando que pocos pacientes con metastasis pequefas tienen metastasis
en el resto de los ganglios regionales. Otros autores intentan relacionar el
patrén de la localizacion de las metéastasis en el ganglio centinela (subcapsular,
subcapsular y parenquimatosa, parenquimatosa, extensa) con la existencia de
metastasis en el resto de ganglios regionales [97]. Establecen que la mayor
parte (40%) de las metastasis se localizan en la zona subcapsular y que,
cuando Unicamente estan en esta localizacion, no se asocian con metastasis
en el resto de ganglios linfaticos regionales, es decir, no se beneficiarian de la
linfadenectomia total. Actualmente estan en evaluacion nuevas técnicas para
detectar las metastasis ganglionares centinelas submicroscopicas, es decir,
con histologia e inmunohistoquimica de ganglio centinela negativa. Asi, se
estan realizando estudios mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) séla o combinada con la trascripcion inversa (RT-PCR) para la deteccion
de la transcripcién del antigeno del melanoma en los ganglios linfaticos y en las

muestras de sangre periférica.

Aunque la biopsia de ganglio centinela es un procedimiento con baja
morbilidad, el riesgo de complicaciones potenciales y su coste aconsejan que
se realice una seleccion de los posibles candidatos [98]. De esta manera se

establecen las indicaciones de la biopsia de ganglio centinela [99]:

» Pacientes con melanoma primario con espesor de Breslow entre
1,01 y 4,0 mm, sin ganglios regionales palpables ni metastasis a

distancia conocidas;

» Pacientes con melanoma primario con espesor de Breslow menor
o igual a 1,0 mm, pero con ulceracién, con regresion o si el nivel

de Clark es de Il o superior;
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» Pacientes con melanoma primario con espesor de Breslow mayor
de 4,0 mm, con el fin de determinar la necesidad de tratamiento

coadyuvante si el ganglio centinela presenta metastasis.

La necesidad o no de realizar la linfadenectomia completa tras una
biopsia de ganglio centinela positiva es un area de controversia. Parece ser
gue la biopsia de ganglio centinela identifica a los pacientes con mayor riesgo
para los cuales la diseccién ganglionar completa terapéutica y la terapia
adyuvante son apropiadas. Por ello, la mayoria de autores defiende que la
existencia de metéastasis en el ganglio centinela es criterio de realizacion de
diseccién ganglionar completa. Sin embargo, otros [79, 82, 89, 90] consideran
gue la presencia de enfermedad residual oculta remanente en ganglios
linfaticos no-centinela tras un ganglio centinela positivo, junto con el incierto
beneficio sobre la supervivencia de la linfadenectomia electiva, ponen en
entredicho la necesidad de realizar la linfadenectomia completa tras biopsia de
ganglio centinela positiva y abogan por la mera observacion. Por otro lado, si
bien varios estudios retrospectivos han demostrado un ligero beneficio de
supervivencia para aquellos pacientes en los que se realizd diseccion
ganglionar electiva comparada con la mera observacion [100, 101], otros
ensayos prospectivos recientes no han demostrado diferencias en la
supervivencia entre los dos grupos [102, 103].
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1.3 RECUERDO DE CONCEPTOS
BASICOS MOLECULARES E

INMUNOHISTOQUIMICOS

1.3.1 INTRODUCCION

En la célula cada proteina cumple un rol especifico, formando parte de
su estructura (proteinas que le dan forma y sostén a la célula) o participando en
una funcién especifica (produccién de hormonas, contraccion de un muasculo,
transmision del impulso nervioso, etc.). En el ADN la informacion se encuentra
codificada en forma de genes que se definen como las unidades elementales
de informacion y que contienen los datos necesarios para la fabricacion de una
proteina. La informacion codificada en un gen es transmitida a una molécula
intermedia, denominada acido ribonucleico mensajero (ARNm), que es capaz
de salir del nacleo y entrar en contacto con los ribosomas para iniciar la sintesis
proteica. La transferencia de informacion genética de ADN a ARNmM se
denomina trascripciéon, el paso de ARNm a proteina traduccion y el proceso
global que engloba los dos previos, expresion génica. La trascripcion esta
regulada por determinadas proteinas, denominadas factores de trascripcion,
que son capaces de unirse a unas regiones del ADN que anteceden a la
secuencia de un gen y que se llaman regiones promotoras. La union de
factores de trascripcion-ADN a nivel de regiones promotoras pone en marcha la
expresion de un gen. Cada gen contiene las instrucciones necesarias para

fabricar una proteina especifica.

El ciclo vital de la célula esta formado por cuatro etapas perfectamente
diferenciadas. Normalmente, mientras la célula se encuentra en fase G1,
realiza sus funciones fisioldgicas y es metabdlicamente muy activa. Cuando se
va a dividir entra en un proceso que esta constituido por las otras tres fases de

su ciclo vital o celular. La primera etapa de esta division celular es la fase S, o
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fase de sintesis. Durante este periodo, se sintetiza una copia del ADN. Al final
del mismo, la célula todavia no dividida cuenta con dos copias de su ADN. Una
vez completada la duplicacion del ADN, proceso denominado replicacion, entra
en la siguiente etapa, o fase G2. En este periodo se preparan los mecanismos
necesarios para acometer la fragmentacion celular que se desarrollara en el
siguiente paso, o fase de mitosis (fase M). Una vez realizada la separacion de
ambas células hijas cada una con su correspondiente copia de ADN, éstas

guedan en fase GO para reiniciar su actividad fisiolégica concreta.

Este proceso de replicacion es controlado por un grupo de proteinas que
tienen por finalidad supervisar el ciclo celular de manera que una célula no
entra en una nueva fase hasta no haber superado unas comprobaciones
necesarias previas denominadas puntos de chequeo (“checkpoint”). La
finalidad de esta supervision radica en que la célula sdlo se divida cuando sea
preciso y respondiendo siempre a mecanismos de control mas elevados a nivel
supracelular. Asimismo, estas comprobaciones son necesarias para asegurar
gue las copias del ADN gue se generen sean iguales a la molécula progenitora
evitando la introduccién de fallos o errores en el proceso de duplicacion o

replicacion.

Agentes exdgenos o errores enddgenos pueden inducir la expresion de
genes cuyas proteinas activan la entrada de la célula en divisién celular. Estos
genes se llaman oncogenes, porque desencadenan una proliferacién
descontrolada dando lugar a una neoplasia. Entre éstos destacan el c-myc, ras,
etc. Asimismo, estos mismos factores exdgenos o enddgenos pueden
simultdneamente bloquear la expresion o dafiar otros genes cuyas proteinas

tienen un papel regulador de la proliferacion (genes supresores de tumores).

En estado “salvaje” los genes supresores de tumores impiden la
transformacién celular inducida por oncogenes, y mantienen una correcta tasa
de crecimiento bloqueando los procesos de division celular inadecuados y
permitiendo una correcta homeostasis del organismo. Cuando un gen supresor
deja de funcionar correctamente puede ser responsable de la formacion de

tumores.
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En la actualidad se han descrito mas de 30 genes considerados
supresores de tumores de los cuales, la mitad aproximadamente, se han

encontrado mutados o con deleciones en canceres humanos.

La vida de una célula, tal como la conocemos hoy en dia, se encuentra
estrechamente unida al proceso de muerte celular. De la misma forma que la
célula entra en el ciclo de replicacion celular tras un estimulo apropiado,
diversos y complejos mecanismos la llevan finalmente a la muerte, la cual
ocurre a través de una serie de reacciones metabdlicas especificas. A pesar de
la descripcion morfolégica hecha por Vogt (en 1.842) en la metamorfosis de
anfibios y de la observacién del médico francés Boinet (en 1.890) de que las
células mueren durante el transcurso normal de la vida, la idea de que la
muerte celular pudiera llevarse a cabo por una serie de eventos programados
fue rechazada durante muchos afios por la comunidad cientifica. Diferentes
grupos de embriélogos fueron capaces de observar, a principios del siglo XIX,
gue durante el proceso de desarrollo de diferentes organismos, millares de
células mueren, pero este concepto no trascendié. Solamente desde 1.980, a
través de los estudios de Hornvitz [104] se introduce el término de muerte
celular programada, para la cual es necesaria la expresion de genes capaces
de regular la muerte de un numero especifico de células durante el desarrollo
de este organismo. En 1.972, Kerr y Wyllie [105] utilizaron el término apoptosis
proveniente de dos vocablos griegos: apo (aparte) y ptosis (caer), inspirados en
la caida de las hojas de los arboles, para describir una serie de caracteristicas
morfolégicas observadas en diferentes tejidos. Estos cambios morfoldgicos no
eran mas que la manifestacion de células en proceso de muerte, las cuales
s6lo pueden observarse en determinadas condiciones ya que su rapida
desaparicion mediante diversos y eficientes sistemas fagociticos hace dificil su
deteccion, razén por la cual el conocimiento de este proceso se desarrolldé de
forma posterior al de otros procesos celulares. En condiciones fisiologicas la
muerte de las células ocurre a través de un mecanismo de apoptosis, mediante

el cual las células pueden controlar su propia muerte.

La proliferacion y la muerte celular constituyen importantes procesos
fisiologicos que dificilmente podrian ser considerados independientes el uno del

otro. La estrecha relacion entre ambos permite el desarrollo normal y la
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viabilidad de un organismo. Por esta razén la incidencia del proceso apoptésico
en un determinado tejido dependera, en gran parte, de su capacidad
replicativa, del momento de su desarrollo y de las condiciones en que se
encuentra. Existe una fina coordinacion entre los procesos replicativos y los
procesos apoptosicos. Esta estrecha relacion puede romperse por diferentes
estimulos, alterandose la incidencia del proceso ya sea por incremento o por
bloqueo del mismo, tornandose nocivo para la integridad de un organismo
[106]. El tiempo que tarda una célula en ejecutar el programa de muerte
depende del tipo de célula y del tipo de estimulo recibido. La regulacién interna
de este programa, permite que una célula individual, tras un determinado
estimulo enddégeno u exogeno, realice una transicion de un estado
metabdlicamente activo a la fragmentacion de las organelas celulares con
integridad de la membrana [104]. Estas células apoptdsicas son eliminadas por
sistemas fagociticos o, simplemente, por las células que las rodean, razén por
la cual también se ha denominado este proceso con el nombre de autofagia.
Esta rapida eliminacion de las células apoptoésicas se lleva a cabo por medio de
un eficiente mecanismo de reconocimiento por parte de otras células, gracias a
cambios importantes que ocurren a nivel de la estructura de la membrana de
las células muertas. Esta propiedad marca la diferencia con el proceso de
muerte celular via lisis o necrosis [104]. En éste la célula se comporta
pasivamente, perdiendo poco a poco sus funciones, con una temprana
disfuncion de las membranas celulares, entrada de agua, ruptura de las
distintas organelas y, finalmente, una desintegracion celular y liberacion de su
material histolitico, permitiendo el establecimiento de una respuesta
inflamatoria [106, 107]. De esta forma podemos decir que la apoptosis
constituye un proceso fisiolégico que permite el mantenimiento de una
homeostasis celular y, simultaneamente, un importante mecanismo de defensa,
ya que elimina células infectadas, dafiadas, envejecidas o con un genoma

alterado, evitando asi un sinfin de procesos patolégicos [106].

La célula que muere presenta una serie de cambios morfolégicos por lo
que, en algunos casos, aun es posible su identificacion [105]. Las células
apoptésicas presentan disminucion del volumen celular y alteraciones en la

estructura de la membrana. Ya que el objetivo del proceso apoptésico consiste
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en la rapida eliminacion de células potencialmente nocivas, uno de los
principales mecanismos sera la rapida destruccion del genoma impidiendo asi
que aquellas lleguen a dividirse [108]. La fragmentacion nuclear ocurre a través
de la activacion de diferentes endonucleasas dependientes de Mg™ vy
reguladas por Ca™" que, con ayuda de diferentes proteasas, rompen el DNA en

fragmentos de alto peso molecular.

El interés en el control de la apoptosis ha crecido exponencialmente con
el reconocimiento de su rol vital en el desarrollo normal, en la homeostasis

tisular y en la defensa contra patdgenos.

En el cancer, la presencia de un tumor podria deberse en parte a un
aumento en la proliferacion celular, acompafiado de una disminucién en el
indice de mortalidad en las células tumorales. Debido a esto, el principal
objetivo de la quimioterapia consiste en frenar el crecimiento de estas células e
inducir su muerte. La mayor parte de las drogas utilizadas en terapias contra el

cancer causan la muerte de estas ceélulas via apoptosis.
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1.3.2 KI67

La capacidad de proliferacion es uno de los parametros citohistolégicos
clasicamente relacionados con el comportamiento biolégico-clinico de cualquier
neoplasia. En la historia de la Patologia se han desarrollado muy diversas
técnicas tendentes a cuantificar este parametro que no debe confundirse, en
sentido estricto, con la capacidad de crecimiento tumoral ya que ésta depende
no soélo del porcentaje de células en ciclo celular, sino también de la cantidad

de células que mueren bien por mecanismo apoptotico o por necrosis.

De entre las diversas técnicas desarrolladas para determinar el indice
proliferativo, el méas usado actualmente por su sencillez, economia,
protocolizacion y reproducibilidad es la determinacion inmunohistoquimica de la
proteina Ki67, una proteina nuclear asociada a proliferacion celular que se

detecta en las fases G3, S, G, y M del ciclo celular, pero no en la fase Gg .

El uso de marcadores de proliferacion como el ki67 como indicadores de
evolucion clinica ha sido utilizado en multiples tipos tumorales. Muchos
estudios han demostrado que la tincion con ki67 es un método eficiente para
evaluar la fraccibn de crecimiento en diferentes tumores, incluyendo el

melanoma maligno cutaneo [109, 110].
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1.3.3 INDICE DE P53

El primer gen descrito que codificaba una proteina supresora de tumores
fue p53. Descubierto en 1.979 [111], el gen p53 se localiza en el brazo corto del
cromosoma 17 (17pl1.3), se extiende a lo largo de 20kb de ADN y esta

constituido por 11 exones.

Este gen da lugar a una proteina, la proteina p53, denominada asi por
su peso molecular (53Kdaltons), formada por 393 aminoacidos que pueden
agruparse en tres dominios funcionales, de los cuales el mas importante es el
dominio central, que contiene la zona de union al DNA especifica de secuencia.
Casi el 90% de las mutaciones presentes en tumores humanos se localizan
entre los exones correspondientes a la regién de unién al DNA, que pueden
causar en p53 tanto pérdida de funcidn supresora de tumores como ganancia
de funcidon oncogénica, y que modifican el repertorio de genes que son

controlados por p53 como factor de trascripcion [112].

p53 fue considerado durante una década como un nuevo oncogén -
capaz de inducir transformacion celular o tumores - ya que inicialmente el gen
p53 descubierto era una forma mutada e inactiva de p53, por lo tanto,
cooperaba con otros oncogenes en los procesos de transformacion celular.
Posteriormente se descubrio que p53 formaba parte de la nueva familia de
proteinas supresoras de tumores que tenian en comun su papel antitumoral. La
proteina p53, se ha convertido en objeto de estudio intenso cuando se observo
que un alto porcentaje de los canceres humanos contenian mutaciones en p53
[113-115].

En p53, mas del 70% de las mutaciones provocan el cambio de un
aminodacido. En el caso de p53, la proteina “salvaje” tiene una vida media corta
y es muy dificil de detectar mediante técnicas que utilicen anticuerpos anti-p53.
Sin embargo, la proteina p53 mutada, presente en tumores humanos, al
cambiar s6lo un Unico aminoacido, modifica su conformacion e incrementa su
estabilidad y, por tanto, su acumulacion y fécil deteccion con técnicas de
inmunohistoquimica [116]. Aungue en la mayoria de los casos la mutacion se

produce inicialmente en uno de los dos alelos, la proteina p53 mutante anula la
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expresion del alelo “salvaje” -pérdida de heterocigosidad- [117], siendo esta
p53 mutada la Unica que se expresa y la que se detecta [118, 119].

En condiciones de agresion o dafo celular (situaciones de estrés celular,
como radiaciones ultravioleta, hipoxia), la proteina p53 incrementa sus niveles
tanto por su activacion bioquimica a través de fosforilaciones y acetilaciones
[120] como aumentando la estabilidad y la vida media de la proteina,
generando una respuesta que conduce o bien a una parada del ciclo celular y a
la reparacion del DNA dafiado, o bien provoca la entrada de la célula en
apoptosis [121-124], si la lesion del DNA esta muy extendida. De este modo,
p53 disminuye la probabilidad de que se generen clones celulares llevando
defectos genéticos (mutaciones, deleciones, inversiones) y actia como

“guardian del genoma” [125].

Un gran numero de tumores humanos, incluido el melanoma, tienen
mutaciones y deleciones del gen p53 que resulta en una pérdida tanto de la
funcién supresora tumoral como del control del ciclo celular [28, 126]. Se
estima que el 21% de los melanomas humanos tienen mutaciones de p53 que
conllevan sobreexpresiéon de proteina p53 [127], y en el 40% de los melanomas

primarios hay una expresion anomala de p53 [128].

Dado que las mutaciones provocadas por las radiaciones UV en p53 son
frecuentes en cancer de piel [129] y que parece ser que p53 juega un papel
importante en la proteccion contra el cancer de piel inducido por radiacion UV
[28, 130] las alteraciones en la funcion de p53 pueden ser hechos importantes

en el desarrollo del melanoma [131].
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1.3.4 P16

El ciclo celular esta regulado por la activacion e inactivacion secuencial
de una serie de moléculas que incluyen un grupo de subunidades reguladoras
llamadas ciclinas y otro grupo de subunidades cataliticas denominadas

quinasas dependientes de ciclina (CDK).

Las ciclinas son una familia de proteinas que, como indica su nombre,
son sintetizadas y destruidas durante cada ciclo celular. Las CDK se unen a
ciclinas especificas y son activadas por ellas, formando una serie de complejos
en determinadas fases del ciclo celular que conducen a la célula de un estado

del ciclo celular a otro.

Ademas de esta serie de reguladores positivos del ciclo celular (ciclinas
y CDK) existe una familia de reguladores negativos denominados inhibidores
de las quinasas dependientes de ciclinas (INK), que bloquean la actividad de
uno o varios complejos ciclina-CDK. Entre ellas esta la familia INK4. Estas
proteinas inhibidoras de las CDK estan implicadas en la parada del ciclo celular
en respuesta a varias sefiales antiproliferativas como privacion de factores de

crecimiento, citoquinas, dafo en el DNA celular, entre otras.

La familia INK4 incluye varias proteinas, entre las que se encuentra pl6
(INK4A), que inhiben los complejos de ciclina/CDK que estan implicados en el
control de la fase G1. Su mecanismo de accion consiste en competir con las

ciclinas por las subunidades cataliticas CDK.

El gen pl6 o CDKN2A o MTS1 es un gen supresor de tumores
localizado en 9p21 (region 21 del brazo corto del cromosoma 9). Se encuentra
situado en el locus génico INK4 y codifica para una proteina de 16 kDa. La
proteina p16 bloquea la actividad del complejo CDK-ciclina D (bloqueandose la
trascripcion de importantes proteinas reguladoras del ciclo celular y provocando
el reposo del mismo) e impide que el ciclo progrese de G1 a S, es decir, inhibe
la proliferacion de células en condiciones normales [132]. La pl6 o INK4
inactiva CDK4, compitiendo con ciclina D1 para unirse a CDK4 [133]. Se ha
visto también que la proteina p16 juega un papel primordial en el control

mediado de la proteina del retinoblastoma de la fase de transicion de G1 a S
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del ciclo celular [134]. La inactivacion de la proteina p16 o bien de la proteina

del retinoblastoma inclina el balance hacia la proliferacion celular continuada.

El gen pl6 es un gen supresor tumoral que se encuentra inactivado
funcionalmente en muchos tumores, bien por mutacion bien por hipermetilacion
del promotor. Las frecuentes mutaciones y deleciones de la pl6 en lineas
celulares de céancer humano sugieren un importante papel de pl6 en la
carcinogénesis. En las neoplasias humanas, pl16 esta silenciado mediante tres
posibles vias: delecibn homocigota, metilacion del promotor y mutacion puntual,
principalmente las dos primeras [135]. Sin embargo, en algunas entidades
neoplasicas se describe una sobreexpresion fuerte nuclear y citoplasmatica de
pl6.
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1.3.5 BCL2

El proceso de apoptosis se encuentra rigurosamente controlado por
diversos mecanismos, reguladores positivos y negativos. Los mecanismos que
controlan la apoptosis son complejos e implican a varios genes, entre los que

se encuentra bcl2.

El primer regulador de la apoptosis identificado en mamiferos fue el
protooncogén Bcl2 (B-cell lymphoma 2). La familia bcl2 esta formada por un
grupo de genes que codifican, por un lado, proteinas que promueven la vida
(anti-apoptosicos) como bcl2, bcl-xl, bag y otros que promueven la muerte

(pro-apoptdsicos) como bax, bak, bcl-xs, bad.

El gen bcl2 codifica una proteina de 25 Kd localizada en las membranas
mitocondriales, reticulo endoplasmico y envoltura nuclear, la cual puede ser
mostrada inmunohistoquimicamente en tejidos parafinados [136]. La expresién
citoplasmatica excesiva de la oncoproteina bcl-2 provoca la inhibicion de la

apoptosis, aumentando la probabilidad de generacién de células cancerosas.

La familia Bcl2, aparte de en el linfoma folicular de células B, esta
implicada en un gran numero de cénceres, incluyendo el melanoma y los
carcinomas de mama, pulmoén, préstata y pulmén [137]. También se cree

relacionado con la resistencia a los tratamientos antitumorales convencionales.
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1.3.6 MELAN A

El gen de Melan A, también denominado MART-1 codifica una proteina
especifica de 18kD (Melan A o MART-1) presente en las células del melanoma,
que es reconocida por los linfocitos T citotdxicos autologos [138]. Para efectuar
dicho reconocimiento, las células T deben tener el receptor especifico que
vincula a MART-1 [139]. Se trata, por tanto, de un marcador de diferenciacion

melanocitica.

Basandose en este mecanismo de accidbn se ha sintetizado un
anticuerpo especifico para esta proteina, denominado asimismo Melan A o
MART-1, que reconoce la fraccion subcelular localizada en melanosomas y

reticulo endosplasmatico [140, 141].

Algunos autores han descrito [142] que la disminucion de la tincion
inmunohistoquimica (IHQ) de este marcador (Melan A de aqui en adelante) en

melanomas cutaneos indica peor prondstico.
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1.3.7 HMB45

El anticuerpo monoclonal HMB45, reconoce la proteina de la matriz del
melanosoma gp 100/Pmell7/silver, una cadena lateral de oligosacéaridos
sensible a la neuraminidasa de un glucoconjugado presente en melanosomas

inmaduros (premelanosoma) [143, 144].

Una reaccion positiva para HMB45 indica formacion activa de
melanosomas Yy, en consecuencia, diferenciacion melanocitica [145].
Reacciona con los melanocitos maduros y con lesiones melanociticas (nevus,

melanoma).

Su demostracion inmunohistoquimica en células de melanoma maligno
es de utilidad diagndstica. Su papel como predictor de la evolucién clinica
permanece oscuro; sin embargo, algunos resultados apuntan su posible valor
prondstico [146, 147].
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 HIPOTESIS DE TRABAJO

Las hipotesis de trabajo planteadas para la elaboracion de esta tesis han

sido las siguientes:

1.- Alguna de las técnicas inmunohistoquimicas utilizadas con asiduidad
en patologia quirargica, cuando se aplica al melanoma primario cutaneo, tiene

capacidad de prediccién de metastasis en ganglio centinela en esta neoplasia.

2.- La realizacion de tinciones inmunohistoquimicas en el melanoma
primario cutaneo combinado con el estudio de sus caracteristicas histologicas
(método histologico) y de los datos clinicos del paciente ayuda a mejorar la
capacidad de prediccién de metastasis en ganglio centinela.

3.- Alguna variable del método inmunohistoquimico del melanoma
primario cutaneo se asocia con alguna variable histologica y/o clinica del
paciente.
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2.2

OBJETIVOS

2.2.1 OBJETIVO PRINCIPAL

El objetivo primario de este trabajo es estudiar si alguna tincién del

método inmunohistoquimico aplicada al melanoma cutaneo tiene capacidad de

predecir la presencia de metastasis en ganglio centinela.

2.2.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

52

Estudiar la asociacion entre si de las diferentes variables del

método inmunohistoquimico.

Estudiar la asociacibn de las tinciones del método
inmunohistoquimico con las variables histologicas y los datos
clinicos que han demostrado mayor capacidad de prediccion de
metéstasis de melanoma cutaneo en ganglio centinela en la

literatura.

Identificar variables inmunohistoquimicas, histologicas o clinicas
en los melanomas cutdneos con indice de Breslow inferior o igual
a 1,0 mm que tengan capacidad de predecir la presencia de

metastasis en ganglio centinela.
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MATERIAL Y METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDIO Y

CARACTERISTICAS GENERALES

Se trata de un estudio retrospectivo de tipo analitico y observacional de
pacientes diagnosticados de melanoma maligno cutaneo a los que se les
realizd estudio bidpsico de ganglio centinela en el Departamento de Anatomia
Patologica del Hospital Vall d’'Hebrén de Barcelona, desde Enero de 1.999
hasta Agosto de 2.005. De los 67 casos recogidos inicialmente, tras aplicar los
criterios de inclusion y exclusion, la muestra sobre la que se ha realizado el

estudio es de 50 casos.

A todos los pacientes se les realizdé la escision local amplia del
melanoma primario con margenes apropiados para el espesor tumoral
[75, 148]. Cuarenta y cinco de las muestras extirpadas que incluian el tumor
primario se remitieron al Departamento de Anatomia Patoldgica fijadas en
formaldehido al 10%. Se procedio a pintar sus margenes con tinta china (para
facilitar su valoracion posterior) y se realizaron secciones de unos 2 mm,
aproximadamente, que contuvieran tanto la proliferacion tumoral como los
margenes pintados previamente, procediéndose a su posterior inclusion en
parafina. Los bloques de parafina de los 5 casos restantes fueron solicitados a
los Servicios de Anatomia Patologica donde se diagnosticé el tumor primario.
De todos ellos se realizaron cortes de unas 3l que se tifieron en un tefiidor
automético con hematoxilina-eosina y con las tinciones inmunohistoquimicas
descritas posteriormente. En las figuras se detalla, entre paréntesis, el método

de tincidn utilizado y los aumentos Opticos de la imagen.

Por otra parte se procedid al examen de las muestras remitidas

correspondientes a ganglio centinela, tal y como se detalla posteriormente.
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3.2 CRITERIOS DE INCLUSION

Los pacientes incluidos en este estudio cumplen los siguientes criterios:

1. Disponibilidad del bloque tisular de parafina sobre el que se ha

realizado el diagndstico de melanoma maligno.
2. Cualquier indice de Breslow.
3. Ganglios linfaticos clinicamente negativos.

4. No haber recibido tratamientos previos a la realizacion de la

biopsia de ganglio centinela.

3.3 CRITERIOS DE EXCLUSION

No se han incluido en el estudio:

1. Pacientes con melanoma localizado en mucosas o0 en area

genital.

2. Casos de melanoma cutaneo con material insuficiente para la

obtencion de cortes histologicos seriados.

3.4 VARIABLES A ESTUDIO

3.4.1 DATOS CLINICOS

De cada paciente se han registrado las siguientes variables clinicas:
sexo, edad al momento del diagnostico y localizacion del tumor primario

cutaneo.

La variable edad se recoge de forma continua y se distribuye en dos
grupos: inferior o igual a 60 afios y mayor de 60 afios, es decir, los mismos que
la AJCC obtuvo tras el analisis de varios factores prondsticos para predecir la

supervivencia [47, 103].
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Por otra parte, se establecen 3 grupos de localizacibn anatdmica:
cabeza y cuello, tronco y extremidades.

Esta informacion clinica se ha obtenido tras la revision de las solicitudes
del estudio anatomopatologico del melanoma primario o de las historias clinicas
(procedentes del archivo del hospital Vall d’'Hebrén) de aquellos casos en los

gue no se disponia de la localizacion exacta.

3.4.2 CARACTERI'STIQAS HISTOPATOLOGICAS DEL
MELANOMA CUTANEO

Las variables histologicas analizadas se han valorado de forma
independiente por 2 patélogos (P.H y S.M.), sin conocimiento previo del estado
del ganglio centinela, tras la tincion de hematoxilina-eosina (H-E). Se han
denominado, en conjunto, METODO HISTOLOGICO, e incluyen el espesor de
Breslow (medida en milimetros), el nivel de Clark (I, II, I, IV, V), la fase de
crecimiento (vertical o radial), el nimero de mitosis por mm? el grado de
infiltrado inflamatorio peritumoral, la presencia o ausencia de ulceracion, de
invasion vascular angiolinfatica, de regresion, de neurotropismo, de

microsatelitosis, de afectacion perianexial y de restos de nevus preexistente.

3.4.2.1 indice de Breslow

El espesor o indice de Breslow es la medida del espesor de infiltracion
tumoral que se mide en sentido vertical, perpendicularmente a la superficie
cutdnea, desde el estrato granuloso de la epidermis hasta la parte mas
profunda de invasién, mediante un micrémetro ocular (Olympus BX50) (Figuras
1-3).

La medicién ha obviado las areas de infiltracion a partir de los anejos.

Si la lesion esta ulcerada, el espesor se mide verticalmente desde la

superficie de la Ulcera hasta el punto mas profundo de infiltracion.

De cara al analisis estadistico esta variable se ha expresado como

variable continua y en forma categorica, siendo las categorias las indicadas en
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el sistema de estadiaje de la AJCC: <1,0 mm (Figura 1), 1,01-2,0 mm,
2,01-4,0 mm (Figura 2), > 4,0 mm (Figura 3).

3.4.2.2 Nivel de Clark

El nivel de invasion de Clark se establece en funcién de la profundidad

de la invasion del tumor hacia las diferentes capas de la piel [38, 41].
Se han determinado los 5 niveles segun su descripcion original, es decir:

Nivel I. O melanoma “in situ”, donde todas las células tumorales se

encuentran por encima de la membrana basal, en la epidermis.

Nivel Il. Invasién de la dermis papilar por células aisladas o pequefios

nidos celulares, sin expandirla.

Nivel Ill. ElI tumor ocupa la interfase entre la dermis papilar y reticular
media. (Figura 4).

Nivel IV. Infiltracion franca de la dermis reticular profunda.

Nivel V. Infiltracion del tejido celular subcutaneo.

Por lo tanto, se ha tratado como variable ordinal distribuida en los 5

niveles antes mencionados.

3.4.2.3 Fase de crecimiento tumoral

Se trata de una variable categorica, dicotomica (2 categorias) que
recoge la direccion preponderante del crecimiento neopldsico. La fase de
crecimiento predominantemente radial u horizontal (Figura 5), se caracteriza
por la proliferacion de melanocitos neoplasicos en el espesor de la epidermis,
sin invasion de dermis papilar. Por otra parte, la fase de crecimiento vertical
(Figura 6) muestra proliferacion de melanocitos malignos que se originan en la

epidermis, con invasion de la dermis papilar, reticular y/o hipodermis.

3.4.2.4 Contaje de mitosis

Se realiza el contaje del nimero de mitosis por mm?, teniendo en cuenta
gue un milimetro cuadrado comprende, aproximadamente, de 4 a 5 campos de

gran aumento (x400).
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El método usado en este estudio para la valoraciéon del indice mitésico
tumoral es el recomendado por los participantes en el Workshop de Patologia
en 1.982 [149] que establecen que el numero de mitosis debe ser valorado en

el area donde mayor numero de figuras de mitosis/mm2 se observe.

Se ha tratado tanto como una variable continua como de forma
categoérica, estableciéndose dos categorias, una de 0 a 4 mitosis y la segunda
de 5 6 més mitosis (Figura 7).

3.4.2.5 Ulceracion

La ulceracién se define como la ausencia de epidermis intacta sobre una
porcion del melanoma primario, basado en el examen microscopico de

secciones histoldgicas [150-153] (Figura 8).

Los criterios aplicados en este estudio para definir la presencia de
ulceracién son los mismos que los utilizados por Spatz y cols. [131] con la

combinacion de las siguientes caracteristicas:

1- defecto epidérmico de todo su espesor, incluyendo la ausencia del

estrato corneo y de la capa basal,

2- evidencia de respuesta del huésped, es decir, deposito de fibrina,

neutrdfilos,

3- adelgazamiento, borramiento o hiperplasia reactiva de la epidermis

circundante.

De esta manera se discrimina entre la ulceracion debida a propiedades
bioldgicas intrinsecas del tumor o secundaria a causas artefactuales o
extrinsecas (trauma, rascado, etc) Se ha considerado como variable dicotdmica

segun exista 0 no ulceracion (de cualquier medida) en la tumoracion.

3.4.2.6 Invasion vascular angiolinfatica

Se considera la existencia de invasion vascular angiolinfatica cuando, de

forma inequivoca se detectan células tumorales en el interior de la luz de
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estructuras vasculares localizadas en la region peritumoral, no intratumoral
(Figuras 9 - 10).

Se trata de una variable dicotdmica, definiéndose si se detecta o no la

presencia de invasion vascular.

3.4.2.7 Presencia de infiltrado inflamatorio perit  umoral

La respuesta del huésped a la enfermedad se traduce en un infiltrado
inflamatorio celular de tipo linfocitario alrededor del tumor. Su gradacion ha sido
subjetiva, categorizando tres grupos de menor a mayor intensidad: ausencia de
inflamacion o presencia de escasos linfocitos peritumorales, presencia de
moderada cantidad de celularidad inflamatoria y presencia de numerosos

linfocitos en los limites tumorales (Figura 11).

3.4.2.8 Signos de regresion

Se considera como presencia de signos de regresion la desaparicién de
parte de la masa tumoral y/o la presencia de areas de fibrosis en sustitucion de

las células neoplasicas desaparecidas (Figuras 12 y 13).

Se ha anotado su presencia o ausencia, es decir, de forma dicotomica.

3.4.2.9 Neurotropismo
La existencia de células neoplasicas en el espacio perineural se
considera dato ineludible de la presencia de neurotropismo (Figura 14).

Se analiza su presencia o0 ausencia como una variable dicotomica.

3.4.2.10 Microsatelitosis

La satelitosis microscopica consiste en la presencia de agregados
tumorales en dermis reticular, en tejido graso subcutaneo o en vasos, que se
hallan separados de la parte principal del tumor por tejido normal y miden mas

de 0,05 mm de diametro.
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Su valoracion se ha registrado como variable dicotémica, indicandose su

presencia o ausencia.

3.4.2.11 Afectacion anexial

La presencia de células neoplasicas en la zona de union dermo-
epidérmica de los anejos cutaneos se considera signo de afectacion anexial.
Se registra su presencia o ausencia en forma de variable dicotdmica
(Figura 15).

3.4.2.12 Nevus preexistente

Se ha valorado la presencia de restos de tecas de células névicas en el
interior o cerca del melanoma maligno, independientemente del tipo de nevus

observado (Figura 16).

Como variable dicotémica, se ha indicado su presencia o ausencia.

3.4.3 TECNICAS INMUNOHISTOQUIMICAS DEL
MELANOMA CUTANEO

Para la realizacibn de las determinaciones inmunohistoquimicas se
selecciona el bloque de parafina que contiene el volumen tumoral mas
representativo de la agresividad tumoral, es decir, donde mayor indice de
Breslow se observa. Se realizan cortes seriados a 3 4 (6 de cada caso) que se
montan sobre portaobjetos tratados con adhesivos tisulares para la posterior
realizaciéon de la técnica inmunohistoquimica, cuya metodologia comun (de

rutina en los laboratorios de Anatomia Patoldgica) a todos ellos es la siguiente:

» Desparafinizacion de las secciones y rehidratacion con alcoholes en

concentraciones decrecientes.

» Desenmascaramiento antigénico en horno microondas durante 30
minutos en buffer citrato a pH 6 (a excepcion de HMB45, que no

requiere desenmascaramiento).

» Inhibicion de peroxidasa enddégena con peroxido de hidrogeno (Dako
S2023).
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» Lavado con agua destilada.

» Incubacién con el anticuerpo primario correspondiente al antigeno a

identificar (ver detallado posteriormente en cada apartado).
» Lavado con buffer salino fosfato (PBS) durante 5 minutos.

» Incubacién con el sistema de visualizacion (ENVISION DUAL LINK Dako
5027) durante 30 minutos.

» Revelado con diaminobencidina (DAB), incluido en el kit Dako 5007,

durante 5 minutos.

» Contratincion con hematoxilina de Harris durante 2 minutos. En los
casos con exceso de pigmento melanico se ha utilizado contratincion

con May-Gruenwald-Giemsa durante el mismo tiempo.

» Posteriormente se deshidratan y montan con medio de montaje rapido
(DPX).

Su valoracién se ha realizado de forma independiente por dos patélogos
(P.Hy S.M.), consensuandose los resultados divergentes.

El conjunto de técnicas inmunohistoquimicas valoradas se ha
denominado METODO INMUNOHISTOQUIMICO.

3.4.3.1 indice de Ki67

El anticuerpo primario utilizado para el estudio inmunohistoquimico del
indice de proliferacion celular Ki67 ha sido Dako N1633 (clona MIB-1),

prediluido, durante un tiempo de incubacion de 10 minutos.

Se evalla el numero de células positivas (tincién nuclear) en 10 campos
de gran aumento (Olympus BX50), y se expresa en porcentaje. Se ha
considerado como variable continua y como variable categdérica en dos grupos:
< 20% de células positivas y >20% (Figura 17). El punto de corte del 20% se
basa en estudios previamente publicados que demuestran asociacion entre un

indice proliferativo alto (>20%) y peor evolucion clinica [154-157].
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3.4.3.2 Indice p53

Se ha utilizado el anticuerpo primario Dako M7001 (clona DO7), a dilucion 1:25
e incubado durante 60 minutos. La presencia de ndcleos positivos en la capa

basal epidérmica se considerd control interno positivo.

Para la valoracion de las tinciones inmunohistoquimicas de p53 se
calcula el indice o histoscore de p53 a resultas de multiplicar la intensidad de
la tincion con este anticuerpo (0O no-tincion, 1 tincibn moderada, 2 tincidn
intensa) por una agrupacion del porcentaje de nucleos de células tefiidas en las
gue se asigna el valor: 1= del 1 a 25% de células positivas, 2= del 26 al 50%,
3= del 51 al 75% y 4= 276%. La multiplicacion de los valores 0,1y 2 de la
intensidad por 1, 2, 3y 4 del porcentaje dan lugar a una variable ordinal con 7
posibles valores del indice de p53: 0, 1, 2 (Figura 18), 3, 4, 6, 8 [158].

3.4.3.3 Indice de p16

El anticuerpo utilizado ha sido Biocare CM020C (clona INK4a), a dilucion

1:25 durante 30 minutos de incubacion.

La tincion del epitelio escamoso epidérmico y de las células estromales

se considera control positivo interno.

La interpretacion de la tincibn de pl6 por inmunohistoquimia es
controvertida. Algunos consideran la tincion tanto nuclear como citoplasmatica
especificas [159] mientras que otros argumentan que la tincidn citoplasméatica
puede ser confundida con tincién de fondo y sélo consideran la tinciébn nuclear

como relevante para la funcion de p16 [160-162].

En nuestro estudio consideramos la tincion para pl6 tanto nuclear como
citoplasmatica, como previamente otros autores habian referido [159]. Se
valora el porcentaje de células tefiidas, es decir como variable continua y como
variable dicotébmica en dos grupos (similares a los establecidos en la tincion
nuclear de ki67), correspondientes a casos con inmunotincion de < 20% o bien

superior a dicho porcentaje (Figura 19).
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3.4.3.4 indice de bcl2

Se ha utilizado el anticuerpo Biogenex MU-287-UC (clona 100), a
dilucion 1:100, con tiempo de incubacion de 30 minutos.

Su inmunotincién es citoplasmatica, valorandose el porcentaje de células
tefiidas, es decir tratandola como variable continua. Asimismo se investigd su
posible agrupacion en dos apartados correspondientes a melanomas con
tincion de las células neoplasicas menor o igual al 50% o bien con positividad

superior a dicho porcentaje (Figura 20).

La positividad de las células linfoides circundantes sirvio de control

interno positivo.

3.4.3.5 indice de Melan A

El anticuerpo utilizado ha sido Biogenex MU-361-UC (clon A 103), a
dilucion 1:50, tiempo de incubacién de 30 minutos.

La tincion citoplasmatica se ha cuantificado en porcentaje de celularidad
neoplasica positiva (%). Al igual que las otras tinciones citoplasmaticas se
estudia su posible agrupacion en dos grupos, que son <50% y >50%
(Figura 21).

3.4.3.6 indice de HMB45
Es la Unica técnica inmunohistoquimica que no ha requerido

desenmascaramiento antigénico previo a la incubacion del anticuerpo Dako M-
0634 (clon HMB45), dilucion 1:300, tiempo de incubacién de 30 minutos.

Al igual que bcl2 y Melan A, su tincion citoplasmatica se ha valorado
tanto como variable continua en porcentaje (%) como dicotbmica en dos
categorias (£50% y >50%) (Figura 22).
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3.4.4 GANGLIO CENTINELA

Se administran 4 inyecciones intradérmicas alrededor de la tumoracién
primaria de un radiofarmaco que, en nuestro caso, es el *™Tc-sulfuro coloidal
(nanocoloide: Nanocol ®). Se realiza una linfogammagrafia para obtener las
imagenes de los sectores de drenaje linfatico en proyeccién anterior, posterior,
lateral y/o oblicua, siendo aconsejable tapar la zona tumoral de la inyeccién con
un plomo [163-165]. A diferencia de otros autores [80, 166], en nuestro estudio
no hemos usado de forma combinada el coloide sulfuro radionivelado junto con

el colorante azul.

Para el marcaje del ganglio centinela, se localiza sobre la piel con un
rotulador persistente en la localizacién aproximada. Con una fuente puntiforme
de 57Co o de 99mTc (pequefio punto de algodén con una microgota de
tecnecio, localizado en la punta de una funda de aguja, y ésta colocada dentro

de un guante de plastico no estéril):

-Se marca con un punto la proyeccion del ganglio centinela en la piel en

las detecciones anterior y lateral.

-Se marca con una cruz rodeada por un circulo la proyeccién del ganglio

centinela a piel en la deteccién oblicua.

La distancia entre los dos puntos y la cruz informa sobre la profundidad
del ganglio centinela.

En el momento de la intervencion quirdrgica se rastrea el campo
operatorio con la sonda de deteccion manual, localizando el o los ganglios
centinelas para su extirpacion y estudio biopsico. Se registran las medidas de
contaje obtenidas con la sonda manual sobre el/los ganglios centinelas y sobre

el resto de los ganglios evaluados intraoperatoriamente.

Tras el aislamiento del/llos ganglios centinelas se remiten en
formaldehido (formol al 10%) al Servicio de Anatomia Patolégica donde se
enumeran y miden. Si el ganglio tiene una dimension maxima de 5 mm, se

secciona por la mitad, incluyéndose ambas partes en un mismo bloque tisular.
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Si su tamafo es superior a 5 mm, se realizan secciones transversales
de 2 mm de espesor y se incluye la totalidad de la muestra seccionada en
tantos bloques tisulares como sea necesario. En el Consenso de Augsburgo de
1.999 se acordaron los estandares fundamentales de las técnicas histologicas
a aplicar a la biopsia de ganglio centinela. De cada bloque tisular se han de
realizar secciones histolégicas seriadas de 3-4 py, profundizando 100-500 p
entre cada una. Se tifien, en un tefidor automatico, con Hematoxilina-eosina
(H-E) y se reservan dos secciones sin teflir para, en caso de duda o de
necesitar confirmacion ante células sospechosas de metastasis, realizar
tinciones de inmunohistoquimica con HMB45. Una vez finalizado el
procesamiento de la/las muestras se procede a su valoracion microscopica
informandose la existencia o ausencia de células neoplasicas de melanoma

maligno en el parénquima ganglionar.

De esta manera, la variable concerniente al ganglio centinela se
considera como dicotomica segun sea el estudio histologico positivo
(Figuras 23-25) o negativo para células neoplasicas de melanoma.
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Figura 1: Melanoma maligno cutaneo con indice &egura 2: Melanoma maligno cutaneo con indice de
Breslow<1,0 mm (H-Ex100) Breslow 2,01-4,0 mm (H-Ex100).

Figura 3: Melanoma maligno cutaneo con indice d‘egura4 Melanoma mallgno cutaneo con vael de
Breslow >4,0 mm (H-Ex100). Clark 111 (H-Ex200).

igura 5: Melanoma maligno cutaneo en fase de Figura 6: Melanoma maligno cutaneo en fase de
crecimiento horizontal (H-Ex200). crecimiento vertical (H-Ex200).

Figura 7: Melanoma maligno cutaneo con|nd|cE|gura 8: Melanoma mallgno cutaneo con presencia
mitésico> 5/mnf (H-Ex400). de ulceracion (H-Ex200).
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- _.'-' N i g F
Figura 9: Melanoma maligno cutdneo con presencia Figura 10: Melanoma maligno cutaneo con
%e invésién vascular ar? iolinfatica (H—E)E)400) presencia de invasion vascular angiolinfatica
9 ) (Melan Ax400).

b "_- L] g by ¥ 4 ,j % L el - |
Figura 11: Melanoma maligno cutaneo con infiltr:  Figura 12: Melanoma maligno cutaneo con signos
inflamatorio marcado (H-Ex200). de regresién (H-Ex200).

Figura 13: Melanoma maligno cutaneo con signc Figura 14: Melanoma maligno cutaneo con
regresion (H-Ex200). presencia de neurotropismo (H-Ex400).

Figura 15: Melanoma maligno cutaneo con prese Figura 16: Melanoma maligno cutaneo con
de afectacion anexial (H-Ex400). presencia de restos de nevus (H-Ex400).
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Figura 17: Melanoma maligno cutaneo con Figura 18: Melanoma maligno cutaneo con in
porcentaje de ki67 > 20% (ki67x400). de p53 igual a 2 (p53x400).

Figura 19: Melanoma maligno cutaneo con Figura 20: Melanoma maligno cutaneo con
porcentaje de p16 >20% (p16x200). porcentaje de bcl2 >50% (bcl2x400).

Figura 21: Melanoma maligno cutaneo con Figura 22: Melanoma maligno cutaneo con
porcentaje de Melan A >50% (Melan Ax400). porcentaje de HMB45 >50% (HMB45x200).

. . li inel - . Ji & o L " .-.- W H";.. N, TR
Figura 23: Ganglio centinela con metastasis dejgras 24 y 25: Ganglio centinela con metastasis d
melanoma maligno (HMB45x25). melanoma maligno (H-Ex400) (HMB45x200)
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3.5 ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se ha realizado con el paquete estadistico SPSS

version 13.

Se realiza un analisis descriptivo de todas las variables valoradas en el
estudio, tanto del método histolégico como inmunohistoquimico. En aquellas
variables que se han recogido de forma continua (edad, indice de Breslow,
namero de mitosis, tinciones inmunohistoquimicas) se calcula la media (M) y
desviacion estandar (DE), mientras que en el resto (categoricas) la expresion
de los resultados se realiza mediante la anotacion del nimero de casos

observados (N) y su porcentaje (%).

La asociacion entre variables continuas u ordinales se analiza mediante

el coeficiente de correlacion de Spearman.

La asociacion entre una variable continua u ordinal y otra categérica de
tipo dicotdmico se estudia con la U de Mann-Withney. Si esta segunda variable

tiene mas de dos categorias, se aplica el test de Kruskal-Wallis.

La asociacion entre variables categoricas entre si se analiza mediante el
analisis de las tablas de contingencia y el test de la probabilidad exacta de

Fisher.

Para analizar la magnitud de la asociacion entre las variables
consideradas como probables predictoras y la presencia o ausencia de
metéstasis en ganglio centinela se utiliza la regresion logistica no condicional,
expresandose los resultados en forma de oportunidad relativa (OR), "odds

ratio” en terminologia anglosajona, e intervalo de confianza (IC 95%).

Para analizar el poder explicativo de diferentes modelos de regresion
logistica se emplea el indice de Nagelkerke, que se interpreta como la
proporcién de varianza explicada por el modelo. La seleccion del mejor modelo

se realiza mediante un método automatico paso a paso ("stepwise").
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Todos los analisis y asociaciones se estudian en el conjunto de los

melanomas y, también, de forma restringida en el subgrupo de melanomas con
indice de Breslow inferior o igual a 1,0 mm.

Todas las pruebas estadisticas corresponden a pruebas bilaterales,
fijandose el nivel de significacion estadistica en P < 0,05.
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4.1

ANALISIS DESCRIPTIVO

Se realiza el analisis descriptivo de las diferentes variables incluidas en

este estudio en los 50 casos referentes a:

DATOS CLINICOS (TABLA 1):

R/
A X4

R/
¢

R/
A X4

Distribucién por edad.
Distribucién por sexo.

Localizacién anatémica de la tumoracién cutdnea primaria.

CARACTERES HISTOLOGICOS (método histoldgico) (TABLA 2):

indice de Breslow (en mm).

Nivel de Clark.

Fase de crecimiento.

Tipo de melanoma.

Contaje del nimero de mitosis (por mm?).

Presencia o ausencia de ulceracion.

Presencia o ausencia de invasion angiolinfatica vascular.
Grado de inflamaciéon acompafiante.

Presencia o ausencia de signos de regresion.
Presencia o ausencia de neurotropismo.

Presencia o ausencia de lesiones satélites.

Presencia o ausencia de afectacion anexial.

Presencia o ausencia de restos de nevus preexistente.

Presencia o ausencia de metastasis en ganglio centinela.
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RESULTADOS INMUNOHISTOQUIMICOS (método inmunohistoquimico)
(TABLA 4):

% Indice de proliferacion celular (ki67).
% Indice de p53.

< pl6.

s bcl2.

% Melan A.

% HMBA45.
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La TABLA 1 presenta la descripcibn de la poblacion a estudio,
observandose que la distribucion por sexos ha sido equitativa, de manera que
el 50% de la muestra estudiada son hombres y la otra mitad mujeres,
proporcion bastante similar a la que ocurre cuando la variable edad se
distribuye en los dos grupos establecidos, es decir, pacientes con edad menor
o igual a 60 afos (52%) y mayores de dicha edad (48%). Por otra parte, las
localizaciones mas frecuentes del melanoma cutaneo primario son tronco
(50%) y extremidades (40%), correspondiendo el 10% restante a lesiones de

cabeza y cuello.

TABLA 1. Datos clinicos de la poblacién a estudio.

N (%)

Sexo

Hombre 25 (50)

Mujer 25 (50)
Edad (en afios)* 55,7 (16,9)

< 60 afios 26 (52)

> 60 afios 24 (48)
Localizacién

Cabezay cuello 5 (10)

Tronco 25 (50)

Extremidades 20 (40)

Las cifras indican numero -N- de observacionesoydgntaje), salvo indicacion de lo contrario.
*Las cantidades corresponden a media y (desviastandar).
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En la TABLA 2 se presentan los resultados correspondientes a las

variables histolégicas estudiadas en

correspondientes al estado del ganglio centinela.

la muestra, asi

los datos

TABLA 2. Caracteristicas histolégicas del melanamatneo (método histoldgico) y de la valoracion

ganglio centinela.

N (%) N (%)

Fase de crecimiento Invasion vascular angiolinfdtica

Horizontal 7 (14) Si 5 (10)

Vertical 43 (86) No 45 (90)
N° de mitosis (por mm?) Signos de regresion

0-4 31 (62) Si 21 (42)

x5 19 (38) No 29 (58)
Ulceracién Afectacién anexial

Si 9 (18) Si 17 (34)

No 41 (82) No 33 (66)
Indice de Breslow (en mm) Tipo de melanoma

<1,0 mm 13 (26) Extensién superficial 34 (68)

1,01-2.0 mm 15 (30) Nodular 13 (26)

2,01-4,0 mm 17 (34) Lentigo maligno 24

>4,0 mm 5 (10) Lentiginoso acro 1(2)
Neurotropismo Microsatelitosis

Si 1(2) Si 0 (0)

No 49 (98) No 50 (100)
Grado de inflamacién Nivel de Clark

Ausente-leve 30 (60) I 0 (0)

Moderada 16 (32) IT 7 (14

Marcada 4 (8) III 37 (74)

Iv 4 (8)
v 2 (4)

Restos de nevus Metdstasis en ganglio centinela

Si 11 (22) Si 14 (28)

No 39 (78) No 36 (72)

Las cifras indican numero -N- de observacionesoydgntaje).
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La muestra estudiada (TABLA 2) incluye casos de melanoma cutaneo
primario de cualquier indice de Breslow, si bien la mayoria se encuentran entre
1,0 y 4,0 mm (64%) de espesor, siendo destacable la presencia de un 26% de
casos de melanoma delgado (< 1,0 mm). En dos tercios de los melanomas las
figuras de mitosis fueron inferiores o iguales a 4 por mm? (TABLA 3), donde
ademas se indican los valores de la media, la desviacion estandar, el minimo y

el maximo de esta variable y del indice de Breslow.

TABLA 3.Caracteristicas histologicas del melanomtineo. Valores del indice de Breslow y del

ndmero de mitosis.

Media Desviacién estandar Minimo Maximo
indice de Breslow (en mm) 2,2 1,6 0,3 7.3
N° de mitosis (por mm?) 3.8 3,2 1,0 12,0

La mayor parte de los tumores (TABLA 2) se encuentran en fase de
crecimiento vertical (86%), correspondiendo fundamentalmente a los tipos de
melanoma de extension superficial (68%) y de melanoma nodular (26%). En
general son pocos los casos que presentan signos de ulceracion (18%), de
invasion vascular angiolinfatica (10%) y de afectacion anexial (34%) o neural
(2%), no identificandose ningun caso en la categoria | de nivel de Clark ni con

presencia de microsatelitosis.

En lo referente a la presencia o no de metastasis de melanoma en la/s
muestra/s estudiada/s del ganglio centinela, s6lo en el 28% de los casos
incluidos en el estudio se detecta la presencia de diseminacién tumoral a
dicho/s ganglio/s (TABLA 2).
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TABLA 4. Resultados de las variables del métodotinahistoquimico.

N (%) M (DE) Minimo Mdximo
ki67 (porcentaje) 20,4 (20,9) 1 78
< 20% 34 (68)
>20% 16 (32)
Indice p53 -- -- --
0 15 (30)
1 24 (48)
2 11 (22)
>3 0 (0)
p16 (porcentaje) 41,7 (35,9) 1 96
< 20% 23 (46)
>20% 27 (54)
bcl2 (porcentaje) 61,7 (29,1) (0] 99
<50% 16 (32)
>50% 34 (68)
Melan A (porcentaje) 63,2 (25,4) 11 100
<50% 16 (32)
>50% 34 (68)
HMB45 (porcentaje) 46,9 (26,9) 1 99
<50% 29 (58)
>50% 21 (42)

Las cifras indican numero -N- de observacionesoydgntaje), asi como media (M) y (desviacién est&mE).

En la TABLA 4 se muestran los datos obtenidos del estudio
inmunohistoquimico. En el 68% de los casos el valor de ki67 es inferior o igual
al 20%. El bcl2 y el Melan A muestran una inmunopositividad superior al 50%
en dos tercios de los casos (68%). No se ha encontrado ningun caso de
melanoma con indice de p53 superior o igual a 3, destacando que en el 30%
dicho parametro fue de 0. Por otra parte, el 54% de los casos tienen pl6
superior al 20% y el 58% demuestran inmunotincion para HMBA45 inferior o

igual al 50%.
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4.2  ASOCIACION ENTRE VARIABLES

En este apartado se estudia la posible relacion existente entre las
diferentes variables evaluadas en nuestro estudio (datos clinicos, método
histologico y método inmunohistoquimico).

4.2.1 ASOCIACION ENTRE DATOS CLINICOS

TABLA 5. Asociacion de variables clinicas entre si.

Edad (en afios)

Sexo
P P
" <60 (N=26) >60 (N=24) Mujer  Hombre
M (DE) N (%) N (%) N (%) N (%)

Sexo 0,064 °
Mujer (N=25) 51,7 (17,1) 17 (65) 8 (33) 0,046 °
Hombre (N=25) 59.8 (16,1) 9 (35) 16 (67)
Localizacién 0,087 ¢

Cabezay 58,8 (20,4) 2 (12) 3 (8) 0,332 3(12) 2 (8) <0,001°
cuello

Tronco 60,2 (14,7) 11 (24) 14 (76) 6 (24) 19 (76)

Extremidades 49,4 (17,6) 13 (64) 7 (16) 16 (64) 4 (16)

Las cifras indican numero -N- de observacionesoydgntaje), salvo indicacion de lo contrario.

*Las cantidades corresponden a media (M) y (degnaestandar-DE).

P = grado de significacién estadistitd.de Mann Whitney’ Test de probabilidad exacta de Fisfidest de Kruskal
Wallis.

Se observa (TABLA 5) la asociacion estadisticamente significativa entre
el sexo y la localizacion del melanoma, de manera que en las mujeres se
localiza el melanoma, principalmente, en las extremidades y los hombres, en el
tronco. Ademas destaca que la mayoria de los pacientes con edad inferior o

igual a 60 afios son mujeres.
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4.2.2 ASOCIACION ENTRE VARIABLES
HISTOLOGICAS

La tablas siguientes (TABLAS 6 - 14) resumen la asociacién entre las

variables histolégicas estudiadas.

TABLA 6. Asociacién entre variables continuas uinates del método histolégico.

N° de Mitosis Nivel de Clark 6rado de inflamacidn
Indice de Breslow 0,712 (<0,001) 0,451 (0,001) -0,266 (0,062)
N° de Mitosis -- 0,286 (0,044) -0,085 (0,556)
Nivel de Clark -- -- -0,004 (0,978)

Los resultados corresponden al coeficiente de legiém de Spearman y (grado de significacion estiad).

En la TABLA 6 se aprecia que las variables indice de Breslow, nivel de
Clark y numero de mitosis se asocian de forma estadisticamente significativa
entre ellas, de manera que un aumento del indice de Breslow del melanoma se
asocia con un mayor numero de mitosis y con el nivel de Clark mas elevado.
Sin embargo, el grado de inflamacion no esta asociado a ninguna de las tres

variables anteriormente mencionadas.

La fase de crecimiento muestra (TABLA 7) asociacion estadisticamente
significativa con el indice de Breslow, con el nivel de Clark, con el tipo de
melanoma y con el nimero de mitosis, no existiendo asociacion con el resto.
En la fase de crecimiento vertical el valor medio del indice de Breslow es de
2,4mm siendo de 1,3mm en los melanomas en la fase de crecimiento
horizontal. EI nimero de mitosis en la fase de crecimiento vertical es de 4,3
por mm? de promedio, mientras que en la fase de crecimiento horizontal es de
1,3 mitosis por mm?. La mayor parte (71%) de los melanomas en fase de
crecimiento horizontal estan en un nivel Il de Clark y son de tipo extension

superficial, no presentando ninguno signos de ulceracion, de invasién
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angiolinfatica ni de neurotropismo. El 81% de los melanomas en fase de

crecimiento vertical tienen un nivel Il de Clark, no estando ninguno incluido en
los tipos de melanoma acral ni de lentigo maligno.
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TABLA 7. Asociacion entre fase de crecimiento ytoede variables del método histologico.

Horizontal (N=7) Vertical (N=43) p
N (%) N (%)
Indice de Breslow* 1,3 (1,3) 2,4 (1,6) 0,027 °
Nivel de Clark
IT 5 (71) 2 (5) 0,022
III 2 (29) 35 (81)
Y 0 (0) 409
v 0 (0) 2 (5)
Tipo de Melanoma
Extensién superficial 4 (57) 30 (70) 0,002 ®
Nodular 0 (0) 13 (30)
Lentigo maligno 2 (29) 0 (0)
Lentiginoso acro 1(14) 0 (0
N° de Mitosis* 1,3 (0,5) 4,3 (3,3) 0,008 ?
Ulceracidén
Si 0 (0) 9 (21) 0,322°
No 7 (100) 34 (79)
Invasién angiolinfdtica
Si 0 (0) 5 (12) 1,000 °
No 7 (100) 38 (88)
Grado de inflamacién
Ausente-leve 5 (71) 25 (58) 0,928 @
Moderada 2 (29) 14 (33)
Marcada 0 (0) 4 (9)
Signos de regresion
Si 3 (43) 18 (42) 0,706 °
No 4 (57) 25 (58)
Neurotropismo
Si 0 (0) 1(2) 1,000 °
No 7 (100) 42 (98)
Afectacién Anexial
Si 4 (57) 13 (30) 0,102°
No 3 (43) 30 (70)
Restos de nevus
Si 1(14) 10 (23) 1,000 °
No 6 (86) 33 (77)

Las cifras indican nimero -N- de observacionesoydgntaje), salvo indicacion de lo contrario.
*Las cantidades corresponden a media y (desviastandar).
P = grado de significacién estadistitd.de Mann Whitney® Test de probabilidad exacta de Fisher.
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El tipo de melanoma presenta asociacion positiva y estadisticamente
significativa con el indice de Breslow y con el nivel de Clark (TABLA 8). Los
casos de melanoma tipo lentigo maligno y lentiginoso acro tienen un valor
medio del indice de Breslow de 0,9 mm en el primero y de 0,7 mm en el
segundo, no existiendo ningln caso en nuestra serie que tenga ulceracion ni
invasion vascular. EI melanoma tipo nodular tiene un valor medio del indice de
Breslow de 3,3 mm, destacando que soOlo un caso presentd signos de invasion
angiolinfatica y que el uUnico caso de nuestro estudio con neurotropismo
pertenece a esta categoria. Los melanomas tipo extension superficial
presentan un valor medio del espesor de Breslow de 1,9 mm y en la mitad de

los casos se observan signos de regresion.

Ademas, el tipo de melanoma se asocia (TABLA 8), aunque no de
manera estadisticamente significativa, con el numero de mitosis y el
componente inflamatorio. Los casos de melanoma tipo nodular tienen una
media del nimero de mitosis de 5,6 por mm?, muy superior a los melanomas
de tipo lentigo maligno y lentiginoso acro cuyo valor medio es de 1,0 mitosis

por mm?y a los de tipo extensién superficial con 3,4 mitosis por mm?.

La presencia de signos de ulceracion (TABLA 9) se asocia de forma
estadisticamente significativa con el indice de Breslow y con el niumero de
mitosis, de manera que en melanomas ulcerados el valor medio del espesor de
Breslow es de 3,2 mm y el nimero de mitosis de 7,6 por mm?, mientras que en
las lesiones sin ulceracion el indice de Breslow es de 1,9 mm de media y las
mitosis por mm? de 3,0. Con el resto de variables del método histolégico no se

aprecian asociaciones.
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TABLA 8. Asociacion entre tipo de melanoma y red¢ovariables del método histologico.

Extensidn Nodular (N=13) Lentigo Lentiginoso
Superficial (N=34) maligho (N=2) acro (N=1) P
N (%) N (%) N (%) N (%)
Tndice de Breslow* 19(1.,4) 3.3(1,7) 0,9 (0,6) 0,7 (*) 0,005 @
Nivel de Clark
II 4 (12) 1 (8) 2 (100) 1 (100) 0,036 °
III 28 (82) 8 (61) 0 (0) 0 (0)
Iv 1(3) 3 (23) 0 (0) 0 (0)
v 1 (3) 1 (8) 0 (0) 0 (0)
N° de Mitosis* 3,4 (2,9) 5,6 (3,5) 1,0 (0,0) 1,0 (-) 0,056 *
Ulceracién
Si 6 (18) 3 (23) 0 (0) 0 (0) 0,833°
No 28 (82) 10 (77) 2 (100) 1 (100)
Invasion angiolinfdtica
Si 4 (12) 1(8) 0 (0) 0 (0) 1,000 °
No 30 (88) 12 (92) 2 (100) 1 (100)
Grado de inflamacién
Ausente-leve 16 (47) 11 (85) 2 (100) 1 (100) 0,063 *
Moderada 14 (41) 2 (15) 0 (0) 0 (0)
Marcada 4 (12) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Signos de regresion
Si 17 (50) 3 (23) 1 (50) 0 (0) 0,257 °
No 17 (50) 10 (70) 1 (50) 1 (100)
Neurotropismo
Si 0 (0) 1(8) 0 (0) 0 (0) 1,000 °
No 34 (100) 12 (92) 2 (100) 1 (100)
Afectacién anexial
Si 11 (32) 3 (23) 2 (100) 1 (100) 0,078 °
No 23 (68) 10 (77) 0 (0) 0 (0)
Restos de nevus
Si 9 (27) 1 (8) 1 (50) 0 (0) 0,268 "
No 25 (73) 12 (92) 1 (50) 1 (100)

Las cifras indican nimero -N- de observacionesoyogntaje), salvo indicacion de lo contrario.
*Las cantidades corresponden a media (M) y deswiaestandar (DE).
P = grado de significacién estadistftBest de Kruskal Walli€ Test de probabilidad exacta de Fisher.
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TABLA 9. Asociacion entre presencia / ausencialderacion y resto de variables del método

histolégico.
Presencia (N=9) Ausencia (N=41) p
N (%) N (%)
Indice de Breslow* 3,2 (1,8) 1,9 (1,5) 0,026 *
Nivel de Clark
I 2 (22) 5(12) 0,637 @
III 6 (67) 31 (76)
Iv 1(11) 3@
v 0 (0) 2 (5)
N° de Mitosis* 7.6 (3.5) 3,0 (2,6) <0,001 *
Tnvasion angiolinfdtica
Si 2 (22) 3@ 0,216 °
No 7 (78) 38 (93)
Grado de inflamacién
Ausente-leve 5 (56) 25 (61) 0,673 °
Moderada 3 (33) 13 (32)
Marcada 1(11) 3(@)
Signos de regresion
Si 3 (33) 18 (44) 0,716 °
No 6 (67) 23 (56)
Neurotropismo
Si 0 (0) 1) 1,000 °
No 9 (100) 40 (98)
Afectacién anexial
Si 3 (33) 14 (34) 1,000 °
No 6 (67) 27 (66)
Restos de nevus
Si 1(11) 10 (24) 0,662 °
No 8 (89) 31 (76)

Las cifras indican nimero -N- de observacionesoydgntaje), salvo indicacion de lo contrario.
*Las cantidades corresponden a media y (desviastandar).
P = grado de significacién estadistfid.de Mann Whitney® Test de probabilidad exacta de Fisher.
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La invasion de células de melanoma a nivel vascular angiolinfatico
(TABLA 10) muestra una asociacion estadisticamente significativa inicamente
con el indice de Breslow, de manera que los melanomas con permeacion
neoplasica vascular tienen un valor medio del indice de Breslow de 4,0 mm,

mas del doble del observado en los casos sin invasion vascular.

TABLA 10. Asociacién entre presencia / ausenci@ngasion vascular angiolinfatica y resto de vaesah

del método histolégico

Presencia (N=5) Ausencia (N=45)

N (70) N (7°) P
Indice de Breslow* 4,0 (2,0) 1,9 (1,4) 0,015 2
Nivel de Clark
II 1 (20) 6 (13) 0,975 ®
III 3 (60) 34 (76)
v 1 (20) 3@
v 0 (0) 2 (4)
N° de Mitosis* 5,2 (3,6) 3,7 3.2) 0,296 °
Grado de inflamacién
Ausente-leve 3 (60) 27 (60) 0,975 2
Moderada 2 (40) 14 (31)
Marcada 0 (0) 4 (9)
Signos de regresion
Si 3 (60) 18 (40) 0,638 °
No 2 (40) 27 (60)
Neurotropismo
Si 1 (20) 0 (0) 0,100 °®
No 4 (80) 45 (100)
Afectacién anexial
Si 3 (60) 14 (31) 0,321 °
No 2 (40) 31 (69)
Restos de nevus
Si 1 (20) 10 (22) 1,000 °
No 4 (80) 35 (78)

Las cifras indican niumero -N- de observacionesoydgntaje), salvo indicacion de lo contrario.
*Las cantidades corresponden a media y (desviastandar).
P = grado de significacién estadistfid.de Mann Whitney’® Test de probabilidad exacta de Fisher.

88



RESULTADOS

La presencia o ausencia de signos de regresion (TABLA 11) y de

afectacién anexial (TABLA 12) no muestran asociacion destacable con ninguna

de las restantes variables del método histoldgico.

TABLA 11. Asociacidn entre presencia / ausenciaigaos de regresion y resto de variables del mét

histolégico.

Presencia (N=21)

Ausencia (N=29)

N (%) N (%) P
Indice de Breslow* 2,3(1,9) 2,2 (1,3) 0,623 °
Nivel de Clark
IT 3.(14) 4 (14) 0,711 ¢
III 16 (76) 21 (72)
v 2 (10) 2 ()
v 0 (0) 2 (@)
N° de Mitosis* 3,1 (3,0) 4,3 (3,3) 0,181 2
Grado de inflamacién
Ausente-leve 9 (43) 21 (72) 0,097 @
Moderada 9 (43) 7 (24)
Marcada 3 (14) 1 (4)
Neurotropismo
Si 1(5) 0 (0) 0,420 °
No 20 (95) 29 (100)
Afectacién anexial
Si 6 (29) 11 (38) 0,557 °
No 15 (71) 18 (62)
Restos de nevus
Si 5 (24) 6 (21) 1,000 °
No 16 (76) 23 (79)

Las cifras indican numero -N- de observacionesoydgntaje), salvo indicacion de lo contrario.
*Las cantidades corresponden a media y (desviastandar).

P = grado de significacién estadistfid.de Mann Whitney’® Test de probabilidad exacta de Fisher.
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TABLA 12. Asociacion entre presencia / ausenciaf@etacion anexial y resto de variables del métog

histoldgico.

Presencia (N=17)

Ausencia (N=33)

o o P
N (%) N (%))
Indice de Breslow* 2,1 (1,4) 2,3(1,7) 0,774 °
Nivel de Clark
II 3 (18) 4 (12) 0,852 @
IIT 11 (65) 26 (79)
IV 2 (12) 2 (6)
Vv 1(5) 1)
N° de Mitosis* 3,0 (2,3) 4,3 (3,6) 0,398 @
Grado de inflamacién
Ausente-leve 10 (59) 20 (61) 0,800 @
Moderada 6 (35) 10 (30)
Marcada 1 (6) 3(9)
Restos de hevus
si 4 (24) 7 (21) 1,000 °
No 13 (76) 26 (79)

Las cifras indican nimero -N- de observacionesoydgntaje), salvo indicacion de lo contrario.
*Las cantidades corresponden a media y (desviastandar).

P = grado de significacién estadistfid.de Mann Whitney’® Test de probabilidad exacta de Fisher.

TABLA 13. Asociacién entre presencia / ausenciaedos de nevus y resto de variables del método

histolégico.

Presencia (N=11)

Ausencia (N=39)

N (70) N (7°) P

Indice de Breslow* 2,3(1,2) 2,2(1,7) 0,399
Nivel de Clark

II 2 (18) 5 (13) 0,241

IIT 9 (82) 28 (72)

IV 0 (0) 4 (10)

Vv 0 (0) 2 (5)
N° de Mitosis* 3.3(2.7) 4,0 (3,49) 0,554
Grado de inflamacién

Ausente-leve 7 (64) 23 (59) 0,494

Moderada 4 (36) 12 (31)

Marcada 0 (0) 4 (10)

Las cifras indican numero -N- de observacionesoydgntaje), salvo indicacion de lo contrario.
* Las cantidades corresponden a media y (desviastandar).
P = grado de significacién estadistica. U de Marhitivéy.
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El Unico caso en nuestra serie, con invasion del espacio perineural tiene
un indice de Breslow de 7,1 mm, est& en un nivel Ill de Clark, y tiene un valor
de 9,0 mitosis por mm?, no estando asociada con ninguna otra variable del
meétodo histolégico.

La mayor parte de los casos de melanoma con afectacion de los anejos
cutaneos (TABLA 12) estan en un nivel Il de Clark, no presentan restos de
nevus y el componente inflamatorio asociado es leve o ausente. Pero, al igual
que la variable correspondiente a la presencia o ausencia de restos de nevus
en el seno del melanoma (TABLA 13) tampoco existe asociacion

estadisticamente significativa con el resto de variables del método histoldgico.
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4.2.3 ASOCIACION ENTRE VARIABLES
INMUNOHISTOQUIMICAS

La asociacion entre las seis variables inmunohistoquimicas testadas en
este estudio queda expuesta en la TABLA 14. Las Unicas asociaciones directas
y estadisticamente significativas son las observadas entre HMB45 con bcl2
(P=0,001) y con Melan A (P=0,028), de manera que un mayor porcentaje de
tincion del melanoma cutaneo para HMB45 se acompafia de mayor

inmunotincion de la lesion para Melan A 'y para bcl2.

TABLA 14. Asociacién entre variables del método imuhistoquimico entre si.

Indice p53 p16 bcl2 Melan A HMB45
ki67 0,261 (0,067) -0,179(0,214) 0,037 (0,797) 0,035 (0,809) 0,212 (0,139)
Indice p53 == -0,199 (0,166) 0,166 (0,248) -0,066 (0,650) -0,069 (0,635)
pl6 -- -- 0,026 (0,859) 0,210 (0,143) -0,022 (0,881)
bel2 -- -- -- 0,157 (0,277) 0,451 (0,001)
Melan A -- -- -- -- 0,311 (0,028)

Los resultados corresponden al coeficiente de lemiée de Spearman (grado de significacion esfad]st
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4.2.4 ASOCIACION ENTRE DATOS CLINICOS,
VARIABLES HISTOLQGICAS E
INMUNOHISTOQUIMICAS

La edad no muestra asociacion apreciable con ninguna de las variables
histologicas testadas. El sexo presenta una asociacion cercana a la
significacion estadistica inicamente con el indice de Breslow, de manera que el
valor medio del espesor tumoral en los hombres es de 2,7 mm, mientras en las
mujeres es de 1,7 mm. A pesar de no ser estadisticamente significativo,
destaca que la invasion angiolinfatica es 4 veces superior en el hombre que en
la mujer (TABLA 15).

La localizacion del melanoma primario se asocia de forma
estadisticamente significativa con la afectacion anexial, de manera que esta
altima se observa, sobre todo, en las lesiones localizadas en cabeza y cuello.
En dicha localizacion no hay ningun caso con presencia de ulceracion, de

invasion angiolinfatica ni de regresion (TABLA 16).

La edad y el sexo no se asocian con ninguna de las variables del método
inmunohistoquimico incluidas en nuestro estudio (TABLA 17), asi como
tampoco se aprecia asociacion de las mismas con la localizacion del melanoma
cutaneo (TABLA 18).
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TABLA 15. Asociacion entre edad y sexo con lasalalgs del método histoldgico.

Edad (GﬁOS)* p Mujer‘ (N=25) Hombre (N=25) p
N (%) N (%)
fndice de Breslow* 0,201 (0,161) © 1,7 (0,9) 2,7 (1,9) 0,067 @
Nivel de Clark
IT 61,5 (17,2) 0,091 (0,530) ° 3 (12) 4 (16) 0,449 °
IIT 52,7 (16,8) 21 (84) 16 (64)
IV 65,8 (14,4) 0 (0) 4 (16)
v 71,2 (9,2) 1(4) 14)
Fase de crecimiento
Horizontal 64,6 (11,5) 0,112 ° 3 (12) 4 (16) 1,000 °
Vertical 54,0 (17,4) 22 (88) 21 (84)
Tipo de Melanoma
Extensidn Super‘ficial 53,7 (17,3) 0,305 ¢ 19 (76) 15 (60) 0,262 °
Nodular 58,4 (17,3) 4 (16) 9 (36)
Lentigo maligno 65,5 (5,0) 1(4) 1(4)
Lentiginoso acro 69,1 (.) 1(4) 0 (0)
N° de Mitosis* 0,119 (0,409) © 3,7 (3.0) 40(3,5) 0,857°
Ulceracién
Si 50,9 (17,8) 0,272 @ 5 (20) 4 (16) 1,000
No 56,8 (16,8) 20 (80) 21 (84)
Invasién angiolinfdtica
Si 62,0 (16,4) 0,428 ° 1 (4) 4 (16) 0,349 °
No 55,0 (17,1) 24 (96) 21 (84)
Grado de inflamacién
Ausente-leve 59,3 (15,1) 0,140 ¢ 15 (60) 15 (60) 1,000 °
Moderada 51,8 (18,7) 8 (32) 8 (32)
Marcada 44,7 (19,2) 2 (8) 2 (8)
Signos de regresion
Si 54,8 (16,5) 0,687 ° 8 (32) 13 (52) 0,252 °
No 56,4 (17,6) 17 (68) 12 (48)
Neurotropismo
Si 73,9 () 0,200 ° 0 (0) 1(4) 1,000 °
No 55,4 (17,0) 25 (100) 24 (96)
Afectacidn Anexial
Si 54,5 (17,7) 0,846 ° 10 (40) 7 (28) 0,551 °
No 56,3 (16,8) 15 (60) 18 (72)
Restos de nevus
Si 51,3 (20,0) 0,246 ° 6 (24) 5 (20) 1,000
No 57,0 (16,1) 19 (76) 20 (80)

Las cifras indican nimero -N- de observacionesyogntaje), salvo indicacién de lo contrario.

*Las cantidades corresponden a media y (desviastandar).

P = grado de significacion estadistitd.de Mann Whitney’ Test de probabilidad exacta de Fish@oeficiente de correlacion de
Spearman y (grado de significacién estadistfcEgst de Kruskal Wallis.
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TABLA 16. Asociacion entre localizacion y las védiies del método histoldgico.

Cabezay cuello (N=5)  Tronco (N=25) Extremidades (N=20)

N (%) N (%) N (%) P
Tndice de Breslow* 2,0 (1,5) 2,5(1,6) 1,8 (1,6) 0,207 @
Nivel de Clark
II 1 (20) 3 (12) 3 (15) 0,422 ¢
IIT 2 (40) 19 (76) 16 (80)
Y 0 (0) 3(12) 1(5)
v 2 (40) 0 (0) 0 (0)
Fase de crecimiento
Horizontal 2 (40) 2 (8) 3 (15) 0,312°
Vertical 3 (60) 23 (92) 17 (85)
Tipo de Melanoma
Extensidn superficial 3 (60) 19 (76) 12 (60) 0,351°
Nodular 1 (20) 6 (24) 6 (30)
Lentigo maligno 1 (20) 0 (0) 1 (5)
Lentiginoso acro 0 (0) 0 (0) 1 ()
N° de Mitosis* 3,4 (2,5) 4,0 (3,2) 3,8 (3,5) 0,775
Ulceracidén
Si 0 (0) 6 (24) 3 (15) 0,654 °
No 5 (100) 19 (76) 17 (85)
Tnvasion angiolinfdtica
Si 0 (0) 4 (16) 1(5) 0,498 °
No 5 (100) 21 (84) 19 (95)
Grado de inflamacién
Ausente-leve 3 (60) 13 (52) 14 (70) 0,576 @
Moderada 2 (40) 10 (40) 4 (20)
Marcada 0 (0) 2 (8) 2 (10)
Signos de regresion
Si 0 (0) 13 (52) 8 (40) 0,088 °
No 5 (100) 12 (48) 12 (60)
Neurotropismo
Si 0 (0) 14 0 (0) 1,000 "
No 5 (100) 24 (96) 20 (100)
Afectacién Anexial
Si 4 (80) 9 (36) 4 (20) 0,038 °
No 1 (20) 16 (64) 16 (80)
Restos de nhevus
Si 1 (20) 5 (20) 5 (25) 0,885 "
No 4 (80) 20 (80) 15 (75)

Las cifras indican nimero -N- de observacionesoydgntaje), salvo indicacion de lo contrario.
*Las cantidades corresponden a media y (desviastandar).
P = grado de significacién estadistitruskal Wallis.” Test de probabilidad exacta de Fisher.
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TABLA 17. Asociacion entre sexo y edad con lasakles del método inmunohistoquimico.

Mujer (N=25)

Hombre (N=25)

Edad (affos)*  Coef. Spearman (P) N (%) N (%) 2

ki67* 0,148 (0,306) 18,8 (19,0) 21,9 (23,1) 0,915
p53

0 59,2 (13,3) -0,014 (0,923) 7 (28) 8 (32) 0,475

1 52,1 (17,5) 15 (60) 9 (36)

2 58,7 (20,0) 312 8 (32)
pl6* 0,018 (0,900) 46,0 (35,7) 37,4 (36,3) 0,432
bel2* 0,005 (0,974) 62,3 (29.2) 61,1 (29.6) 0,763
Melan A* -0,084 (0,560) 68,2 (22,5) 58,3 (27,5) 0,225
HMB 45* 0,081 (0,578) 48,9 (27,5) 44,9 (26,7) 0,634

Las cifras indican nimero -N- de observacionesoydgntaje), salvo indicacion de lo contrario.
*Las cantidades corresponden a media y (desviastandar).
P = grado de significacion estadistica, test U dadWhitney.

TABLA 18. Asociacidn entre localizaciéon con lasiadtes del método inmunohistoquimico.

Cabeza y cuello (N=5)

Tronco (N=25)

Extremidades (N=20)

P
N (%) N (%) N (%)
ki67* 17,4 (17.1) 25,0 (23,4) 15,4 (18,1) 0,496
p53
0 2 (40) 9 (36) 4 (20) 0,770
1 2 (40) 10 (40) 12 (60)
2 1 (20) 6 (24) 4 (20)
pl6* 41,0 (46.,7) 34,6 (34,3) 50,8 (35,0) 0,455
bcl2* 68,2 (14,6) 63,1 (29,2) 58,4 (32,3) 0,916
Melan A* 57.4 (26,0) 61,3 (26,6) 67,1 (24,4) 0,621
HMB 45* 40,0 (31,8) 51,4 (25,9) 43,0 (27.4) 0,447

Las cifras indican nimero -N- de observacionesoydgntaje), salvo indicacion de lo contrario.
*Las cantidades corresponden a media y (desviastandar).
P = grado de significacion estadistidauskal Wallis.
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4.2.5 ASOCIACION ENTRE VARIABLES HISTOLOGICAS
E INMUNOHISTOQUIMICAS

El andlisis de la asociacién entre las variables continuas (indice de
Breslow, numero de mitosis) y ordinales (nivel de Clark e infiltrado inflamatorio)
del meétodo histologico con las técnicas inmunohistoquimicas pone de
manifiesto la asociacion positiva y estadisticamente significativa de ki67 y de
p53 con el indice de Breslow y con el numero de mitosis. Ademas p53 se
asocia, también de forma positiva y estadisticamente significativa, con el nivel
de Clark. Asi, el aumento del indice de Breslow o del indice mitosico del tumor
se asocia con el incremento en la proliferacion celular evaluada mediante ki67 y
del indice de p53 (TABLA 19).

TABLA 19. Asociacion entre variables continuas dinales del método histol6gico con el método

inmunohistoquimico.

Ki67 Indice p53 pl6 bcl2 Melan A HMB45

i
s 0,541 (<0,001) 0,318 (0,024)  -0,249 (0,081) -0,009 (0,950) -0,263 (0,065) -0,008 (0,956)
Breslow
N° de
Mitasis 0,655 (<0,001) 0,446 (0,001)  -0,227 (0,113) 0,048 (0,740) -0,054 (0,708) 0,011 (0,941)
ITOSI
Nivel de
Clark 0,194 (0,177) 0,324 (0,022)  -0,252 (0,077) 0,166 (0,248) -0,148 (0,307) 0,026 (0,858)
do de
Qra 09 " 0,122 (0,397) -0,179 (0,214)  -0,159 (0,270) 0,170 (0,238) -0,067 (0,641) -0,059 (0,685)
inflamacion

Los resultados corresponden al coeficiente de leciém de Spearman (grado de significacion esiad)st

La asociacién entre las variables categoricas de tipo nominal del método
histologico y las variables continuas del método inmunohistoquimico se
muestra en las TABLAS 20,21y 22. Se observa la asociacion directa y
estadisticamente significativa de ki67 con la presencia de ulceracion y de
invasion vascular y de p53 con la fase de crecimiento y con la presencia de
neurotropismo (TABLA 20). El pl6 presenta una asociacidn cercana a la
significacion estadistica con la presencia de ulceracion, mientras que el bcl2 no
muestra asociacion con ninguna otra variable analizada (TABLA 21). El

Melan A se asocia de forma positiva y estadisticamente significativa con la
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variable tipo de melanoma, mientras que el HMB45 no muestra asociacion con

ninguna otra variable histoldgica estudiada (TABLA 22).

TABLA 20. Asociacidn entre ki67 e indice p53 comiahles categéricas del método histoldgico.

ki67 Indice p53 N (%)
M (DE) P 0 (N=15) 1(N=24) 2 (N=11) P
Fase de crecimiento
Horizontal 85(6,4 0,123°¢ 5 (33) 2 (8) 0 (0) 0,029 ¢
Vertical 22,6 (22,0) 10 (67) 22 (92) 11 (100)
Tipo de Melanoma
Extensidn superficial 18,7 (20,5) 0,161 ° 9 (60) 19 (79) 6 (55) 0,101 "
Nodular 27,8 (22,7) 3 (20) 5 (21) 5 (45)
Lentigo maligno 3(2,8) 2 (13) 0 (0) 0 (0)
Lentiginoso acro 13 (-) 1 (@) 0 (0) 0 (0)
Ulceracién
Si 47,6 (21,0) <0,001 ° 1(@7) 4 (17) 4 (36) 0,096 °
No 14,3 (15,6) 14 (93) 20 (83) 7 (64)
Invasién angiolinfdtica
Si 40,6 (25,0) 0,020 ° 0 (0) 3 (13) 2 (18) 0,115 ¢
No 18,1 (19,5) 15 (100) 21 (87) 9 (82)
Signos de regresion
Si 19,1 (26,1) 0,082 ° 7 (47) 11 (46) 3 (27) 0,419 ¢
No 21,2 (16,7) 8 (53) 13 (54) 8 (73)
Neurotropismo
Si 74,0 (-) 0,120 ¢ 0 (0) 0 (0) 1(9) 0,040 ¢
No 19,2 (19,7) 15 (100) 24 (100) 10 (91)
Afectacion anexial
Si 15,5 (16,2) 0,330 ¢ 6 (40) 7 (29) 4 (36) 0,740 ¢
No 22,8 (22,8) 9 (60) 17 (71) 7 (64)
Restos de nevus
Si 13,7 (11,4) 0,623 ¢ 4 (27) 7 (29) 0 (0) 0,156 °
No 22,2 (22,7) 11 (73) 17 (71) 11 (100)

Las cantidades corresponden a media (M) y (deswiagstandar-DE), salvo si se indica N-nimero dembsiones- y

(porcentaje).

P = grado de significacién estadistfdd.de Mann Whitney? Test de Kruskal Wallis.
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TABLA 21. Asociacion entre p16 y bcl2 con variabtegegoéricas del método histolégico.

pl6 Bcl2
N M (DE) P M (DE) P
Fase de crecimiento
Horizontal 7 45,2 (35,2) 0,507 ° 52,7 (25,9) 0,194 °
Vertical 43 41,0 (36,4) 62,6 (29,8)
Tipo de Melanoma
Extensidn superficial 34 39,9 (34,2) 0,531° 62,9 (29,2) 0,728°
Nodular 13 40,5 (40,6) 56,5 (32,2)
Lentigo maligno 2 59,5 (47,3) 64,0 (11,3)
Lentiginoso acro 1 82,0 (-) 82,0 (-)
Ulceracién
Si 9 22,0 (33,0) 0,061 ° 64,8 (24,4) 0,823°
No 41 46,0 (35,3) 61,0 (30,2)
Invasién angiolinfdtica
Si 5 24,8 (39,3) 0,488 ¢ 61,0 (32,8) 0,950
No 45 43,5 (35,4) 61,7 (29,1)
Signos de regresion
Si 21 40,6 (34,5) 0,875 ° 65,7 (30,8) 0,160 °
No 29 42,4 (37,4 58,7 (28,0)
Neurotropismo
Si 1 95,0 (-) 0,080 ° 87,0 () 0,360 ¢
No 49 40,6 (35,4) 61,1 (29,2)
Afectacién anexial
Si 17 37,0 (36,8) 0,682 ° 70,8 (18,4) 0,301 °
No 33 44,1 (35,7) 57,0 (32,5)
Restos de nevus
Si 11 33,1 (31,6) 0,582° 67,4 (21,2) 0,824°
No 39 44,1 (37,0) 60,0 (31,0)

Las cantidades corresponden a media (M) y (deswiagstandar-DE).

P = grado de significacién estadistitd.de Mann Whitney® Test de Kruskal Wallis.
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TABLA 22. Asociacién entre Melan A y HMB45 con vabiles categéricas del método histolégico.

Fase de crecimiento

Horizontal
Vertical

Tipo de melanoma
Extension superficial
Nodular
Lentigo maligno
Lentiginoso acro

Ulceracién
Si
No

Invasidn angiolinfdtica
Si
No

Signos de regresion
Si
No

Neurotropismo
Si
No

Afectacién anexial
Si
No

Restos de nevus
Si
No

N

41

45

21
29

49

17
33

11
39

Melan A

M (DE)

64,7 (20,6)
62,9 (26,3)

68,9 (23,9)
44,6 (22,8)
79,0 (2,8)
79.0 (-)

65,0 (25,5)
62,8 (25,6)

47,2 (21,8)
65,0 (25,3)

64,8 (27.2)
62,1 (24,3)

68,0 ()
63,1 (25,6)

62,1 (24,9)
63,7 (25,9)

68,8 (21,7)
61,6 (26,3)

P

0,765 °

0,038 "

0,823 ¢

0,081

0,672 ¢

0,920

0,652 °

0,590 °

HMB45

M (DE)

45,2 (29,0)
47,2 (26,8)

48,4 (24,2)
42,7 (33.4)
29,5 (19,0)
83,0 (-)

44,0 (27.7)
47,5 (27,0)

42,4 (33,0)
47,4 (26,5)

42,1 (25,6)
50,3 (27.7)

74,0 ()
46,3 (26,8)

51,4 (29,5)
44,5 (25,5)

58,6 (29,0)
43,5 (25,6)

0,668 °

0,355 "

0,843 ¢

0,730

0,380 °

0,360 °

0,418 ¢

0,117

Las cantidades corresponden a media (M) y (deswiagstandar-DE).
P = grado de significacién estadistitd.de Mann Whitney® Test de Kruskal Wallis.
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4.2.6 ASOCIACION ENTRE VARIABLES CLINICAS,
HISTOLOGICAS E INMUNOHISTOQUIMICAS Y
GANGLIO CENTINELA

A pesar de que ninguna de las variables clinicas se asocia de forma
estadisticamente significativa a la positividad metastasica del ganglio centinela
los melanomas localizados en tronco multiplican por 1,8 su probabilidad de

diseminacién ganglionar con relacion a los de cabeza y cuello (TABLA 23).

Las unicas variables del método histolégico que tienen cierta capacidad
predictora de presencia de metastasis de melanoma en ganglio centinela de
forma estadisticamente significativa en nuestro estudio son el indice de
Breslow y el nimero de mitosis. Destacar que existe un porcentaje de casos
con indice de Breslow inferior o igual a 1,0 mm que presentan metastasis de
melanoma en ganglio centinela. Comparando con estos melanomas delgados,
los melanomas con indice de Breslow mayor de 4 mm tienen un riesgo dos

veces superior de presentar metastasis.

Otras variables, si bien sin significacién estadistica, se asocian a un
aumento del riesgo de metastasis en ganglio centinela. Asi, melanomas
cutaneos con nivel de Clark IV y V multiplican por 2,5 su probabilidad de
diseminacién ganglionar en comparacion con los de nivel Il; el melanoma de
tipo nodular la multiplica por 1,7 si se compara con el de extension superficial;
la presencia de ulceracion multiplica la probabilidad, en comparacién con su
ausencia, por 2,5; la presencia de invasion vascular angiolinfatica por 4,6
(TABLA 24).

Por otra parte, la presencia de signos de regresion y de marcada
inflamacion multiplican por 2,4 y por 2,7 respectivamente, la probabilidad de
afectacion metastasica en ganglio centinela en comparacion con la ausencia de
signos de regresién o con la presencia de inflamacion de intensidad leve
(TABLA 25).
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TABLA 23. Relacién de variables clinicas con lagamecia de metastasis en ganglio centinela.

Ausencia (N=36) Presencia (N=14)

NC) NE%) OR (IC 95%) P

Sexo

Mujer 19 (53) 6 (43) 1,0

Hombre 17 (47) 8 (57) 1,5 (0,4-5,2) 0,754 °
Edad (en afios)* 57,3 (16,7) 51,8 (17,5) 1,0 (0,9-1,0) 0,280 ¢

> 60 afios 18 (50) 6 (43) 1,0

< 60 afios 18 (50) 8 (57) 1,3 (0,4-4,6) 0,757 °
Localizacién

Cabezay cuello 4 (11) 1@ 1,0

Tronco 17 (47) 8 (57) 1,8 (0,2-19,6)

Extremidades 15 (42) 5 (36) 1,3(0,1-14,9) 0901 ®

Las cifras indican nimero -N- de observacionesoydgntaje), salvo indicacion de lo contrario.
* Las cantidades corresponden a media y (desviastandar).
Valor OR (Odds ratio) = 1,0 indica la categoriaeferencia.

P = grado de significacion estadistitd.de Mann Whitney® Test de probabilidad exacta de Fisher.
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TABLA 24. Relacién de variables histoldgicas coptasencia de metastasis en ganglio centinela
(primera parte).

Ausencia (N=36) Presencia (N=14)

N(%) N(%) OR (IC 95%) P

Indice de Breslow * 1,8(1,2) 3,2 (2,1) 1,8(1,1-2,8) 0,019 2

<1mm 11 (31) 2 (19 1,0

>1-2 mm 12 (33) 3 (21) 1,3 (0,2-9,8)

> 2-4 mm 12 (33) 5 (36) 2,2 (0,4-14,3)

>4 mm 1(3) 4 (29) 22,0 (1,5-314,2) 0,028 ?
Nivel de Clark

II 5 (14) 2 (14) 1,0

IIT 28 (78) 9 (65) 0,8 (0,1-4,9)

v 2 (6) 2 (14 2.5 (0,2-32,2)

v 1 (2) 1 () 2,5 (0,1-62,6) 0,440 2
Fase de crecimiento

Horizontal 6 (17) 1 (@) 1,0

Vertical 30 (83) 13 (93) 1,2 (0,2-6,8) 1,000 °
Tipo de Melanoma

Extensidn
superficial 25 (69) 9 (64) 1,0

Nodular 8 (22) 5 (36) 1,7 (4,4-6,7)

Lentigo maligno 2 (6) 0 (0) 0,0 ()

Lentiginoso acro 133 0 (0) 0,0 (-) 0,653 °
N° de Mitosis * 3,4 (3,2) 4,9 (3,0) 1,2 (1,0-1,4) 0,033 @

0-4 /mm? 24 (67) 7 (50) 1,0

> 5 /mm? 12 (33) 7 (50) 2,0 (0,6-7.0) 0,339 °
Ulceracién

No 31 (86) 10 (71) 1,0

Si 5 (14) 4 (29) 2,5 (0,6-11,0) 0,245 °
Tnvasion angiolinfdtica

No 34 (94) 11 (79) 1,0

Si 2 (6) 3 (21) 4,6 (0,7-31,4) 0,126 °

Las cifras indican nimero -N- de observacionesoydgntaje), salvo indicacion de lo contrario.

* Las cantidades corresponden a media y (desviastandar).

Valor OR (Odds ratio) = 1,0 indica la categoriaeferencia.

P = grado de significacién estadistitd.de Mann Whitney® Test de probabilidad exacta de Fisher.
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TABLA 25. Relacién de variables histoldgicas coptasencia de metastasis en ganglio centinela
(segunda parte).

Ausencia (N=36) Presencia (N=14)

N(%) N(%) OR (IC 95%) P

Grado de inflamacién

Ausente-leve 22 (61) 8 (57) 1,0

Moderada 12 (33) 4 (29) 0,9 (0,2-3,6)

Marcada 2 (6) 2 (14) 2,7 (0,3-22,9) 0,654°
Signos de regresion

No 23 (64) 6 (43) 1,0

Si 13 (36) 8 (57) 2,4 (0,7-8,3) 0,213°
Neurotropismo

No 36 (100) 13 (93) 1,0

Si 0 (0) 1@ ND 0,280 °
Afectacién anexial

No 24 (67) 9 (64) 1,0

Si 12 (33) 5 (36) 1,1 (0,3-4,0) 1,000 °
Restos nevus

No 28 (78) 11 (79) 1,0

Si 8 (22) 3 (21) 1,0 (0,2-4,3) 1,000 "

Las cifras indican nimero -N- de observacionesoydgntaje), salvo indicacion de lo contrario.

* Las cantidades corresponden a media y (desvigstindar). ND: no determinado.

Valor OR (Odds ratio) = 1,0 indica la categoriaeferencia.

P = grado de significacién estadistitd.de Mann Whitney® Test de probabilidad exacta de Fisher.
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TABLA 26. Relacién de variables inmunohistoquimicas la presencia de metastasis en ganglio
centinela.

Ausencia (N=36)

Presencia (N=14)

N (%) N (%) OR (IC 95%) P

ki67* 15,6 (16,1) 32,6 (27,0) 1,0(1,0-1,1) 0,022 ®

<20 % 28 (78) 6 (43) 1,0

>20 % 8 (22) 8 (57) 4,6 (1,2-17,4) 0,040 °
p53

0 10 (28) 5 (36) 1,0

1 18 (50) 6 (43) 0,7 (0,2-2,7)

2 8 (22) 3 (21) 0,8 (0,1-4,1) 0,917 @
pl6* 44,8 (35,1) 33,6 (37,9) 1,0 (0,9-1,0) 0,436 °

>20 % 22 (61) 5 (36) 1,0

<20 % 14 (39) 9 (64) 2,8 (0,8-10,1) 0,126 °
bcl2* 61,6 (30,0) 61,8 (27.8) 1,0 (0,9-1,0) 0,746 ©

<50 % 12 (33) 4 (29) 1,0

>50 % 24 (67) 10 (71) 1,2 (0,3-4,8) 1,000 °
Melan A* 66,0 (24,9) 55,9 (26,0) 1,0 (0,9-1,0) 0,252 ®

>50 % 27 (75) 7 (50) 1,0

<50 % 9 (25) 7 (50) 3,0 (0,8-10,9) 0,105 °
HMB45* 44,0 (26,3) 54,2 (27.9) 1,0 (0,9-1,0) 0,300 ®

<50 % 22 (61) 7 (50) 1,0

>50 % 14 (39) 7 (50) 1,5 (0,5-5,4) 0,534 °

Las cifras indican nimero -N- de observacionesoydgntaje), salvo indicacion de lo contrario.
* Las cantidades corresponden a media y (desviastandar).
Valor OR (Odds ratio) = 1,0 indica la categoriaeferencia.

P = grado de significacién estadistitd.de Mann Whitney® Test de probabilidad exacta de Fisher.

La Unica variable del método inmunohistoquimico que se asocia con la
presencia de metéstasis de melanoma en ganglio centinela de forma
estadisticamente significativa en nuestro estudio es el porcentaje de ki67. Un
valor de ki67 superior al 20% incrementa en cuatro veces el riesgo de
metastasis en ganglio centinela (OR: 4,6; IC95%: 1,2-17,4).

La inmunotincion con bcl2 o con HMB45 superior al 50% de las células
multiplican la probabilidad de metéastasis ganglionar, en comparacion con los
casos con valores inferiores a dicho porcentaje, por 1,2y 1,5. Valores de pl6
inferiores al 20% multiplican dicha probabilidad por 2,8 mientras porcentajes de
Melan A de hasta el 50% lo multiplican por 3,0 (TABLA 26).
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Hemos considerado la introduccién selectiva de las variables en
diferentes modelos de regresion logistica para identificar el mejor modelo
explicativo (TABLA 27).

TABLA 27. Poder explicativo de diferentes modelesregresion logistica.

MODELO INDICE DE NAGELKERKE
O Edad-sexo 0,05
O Edad-sexo-indice Breslow 0,28
O Edad-sexo-método histoldgico 0,49
O Edad-sexo-ki67 (continuas) 0,25
O Edad-sexo-método inmunohistoquimico 0,45
0,32

O Edad-sexo-indice Breslow-ki67

Un modelo ajustado por edad y sexo con todas las variables del método
histologico explica el 49% de la variabilidad encontrada, mientras que con
todas las variables del método inmunohistoquimico explica el 45%, teniendo en
cuenta que en ambos modelos la mayoria de las variables no son

estadisticamente significativas (TABLA 27).

La mejor variable del método histolégico es el indice de Breslow que
explica el 23% de la variabilidad. En un modelo ajustado por edad y sexo
presenta una OR de 2,0 con IC95% de 1,2 a 3,4 (P=0,010), es decir, por cada
milimetro de aumento del espesor de Breslow el riesgo se duplica. Pero,
analizado en forma categdrica se observa (TABLA 28) que un indice de
Breslow superior a 4,0 mm se asocia a un riesgo 41 veces superior que en los
melanomas con Breslow inferior o igual a 1,0mm, es decir, el doble del valor sin

ajustar.
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TABLA 28. Modelo deindice Breslow ajustado por edad y sexo.

OR (IC 95%)

<1lmm 1,0

>1-2mm 1,6 (0,2-12,6)
>2-4mm 2,5(0,4-16,4)
>4 mm 41,0 (2,2-774,0)

Valor OR (Odd ratio) = 1,0 indica la categoria dferencia.

De las variables incluidas en el método inmunohistoquimico en un
modelo ajustado por edad y sexo, ki67 explica, de forma independiente y
estadisticamente significativa, el 20% de la variabilidad, con una OR cuando se
trata de forma continua, de 1,1 con IC 95% de 1,0 a 1,1 (P=0,014).

La determinacion del mejor modelo predictivo por regresion logistica
paso a paso identifica al indice de Breslow como Unico factor independiente del

resto y estadisticamente significativo.

Un modelo restringido a melanomas con indice de Breslow inferior o
igual a 1,0 mm no evidencia ninguna otra variable asociada a ganglio centinela

positivo.
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DISCUSION

A lo largo de los afios han sido multiples los estudios que han evaluado
diferentes caracteristicas del melanoma cutaneo para conocer su implicacion
en la evolucion de la enfermedad [56, 71, 86, 109, 150, 152, 153, 159-161,
167-200].

Ya que la biopsia del ganglio centinela ha representado uno de los
avances mas significativos en el manejo del melanoma cutaneo de la ultima
década [47, 80, 201], en esta tesis se han recogido las diferentes variables que
se han ido identificando en la literatura como predictivas de la supervivencia y
de la afectacion metastasica de los ganglios linfaticos regionales de esta
neoplasia, en un intento de conocer su capacidad de predecir Unicamente la

afectacion metastasica en el ganglio centinela.

En la actualidad, son pocos los trabajos publicados [93, 166, 202, 203]
qgue han evaluado especificamente factores predictivos de metastasis de
melanoma cutdneo en ganglio centinela. Los resultados obtenidos hasta el
momento han sido contradictorios [93, 166, 202-205], probablemente debido a
que los modelos predictivos aplicados combinan factores diferentes (es decir,
no hay dos modelos que tengan idéntico panel de variables a estudio) o a que
se han utilizado diferentes métodos estadisticos. Por eso, el presente estudio
intenta comprobar si alguna de las variables citadas en la literatura o la
inclusion de informacion inmunohistoquimica, de forma individual o agrupada
constituyendo un modelo, tiene o no la capacidad de predecir la presencia de
células neoplasicas de melanoma cutédneo en la biopsia de ganglio centinela,

independientemente de la evolucion posterior del paciente.

Pero, una limitacion de este estudio es el reducido tamafio muestral.
Esto impide que alguna asociacion detectada no haya alcanzado Ila
significaciéon estadistica. Por tanto, el descartar que alguna de estas
asociaciones, con cierta plausibilidad bioldgica, pudiera parcialmente contribuir
a la prediccion de la metastasis en ganglio centinela requiere de la replicacion
de este estudio con mayor niumero de casos. Por otra parte, algunos resultados
estadisticos han de interpretarse con cautela por el hecho de haberse realizado
multiples andlisis, lo que incrementa el riesgo de detectar asociaciones

espureas.
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En el 28% de los pacientes estudiados en este trabajo se ha detectado
la presencia de metastasis de melanoma en la biopsia de ganglio centinela.
Este porcentaje, ligeramente superior al encontrado en otros estudios (15-22%)
[79, 82, 86, 87, 93, 204, 206-208], puede ser debido a que en el presente
estudio no se ha realizado una seleccion previa de los casos en funcion del
espesor de Breslow que, como se comentara, es la principal variable implicada

en el resultado del estado del GC.

Las Unicas variables que han demostrado capacidad predictora de
presencia de metastasis de melanoma en ganglio centinela de forma
independiente y estadisticamente significativa han sido el indice de Breslow, el
namero de mitosis y el porcentaje de ki67.

La asociacion entre el incremento de indice de Breslow y la mayor
probabilidad de ganglio centinela positivo suele ser esperada y, generalmente,
observada. En el presente trabajo, el indice de Breslow ha sido la principal
variable asociada al resultado de la biopsia de ganglio centinela, de manera
estadisticamente significativa (P=0,019). Este resultado coincide con los
referidos por la mayoria de autores [55, 91, 93, 94, 166, 174, 202-204, 207,
209-212], apoyando la relevancia de la evaluacion histolégica minuciosa del
espécimen en su totalidad para medir con precision y exactitud la profundidad

de la invasion del melanoma.

En melanomas con mayor espesor de Breslow hay méas posibilidades de
encontrar células neoplasicas metastasicas en la biopsia de ganglio centinela.
En este estudio el 32,4% de los pacientes con melanoma de mas de 1,0 mm de
espesor de Breslow muestran metastasis en el estudio del ganglio centinela,
porcentaje ligeramente superior a otras publicaciones [82, 202, 213] cuyas

cifras se encuentran alrededor del 20-25%.

Los melanomas delgados (<1,0 mm), pese a la creencia general, no
estdn exentos de metastatizar en el ganglio centinela, hecho que se ha
observado en el 15% de los casos incluidos en esta serie. En la literatura los
resultados de este grupo de melanomas han sido contradictorios. Si bien
algunos trabajos [204, 214] no han detectado ningin caso de melanoma
delgado con micrometastasis en ganglio centinela, hay mdultiples referencias
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[80, 91, 93, 204, 207, 215-223] que han demostrado un porcentaje de
metéstasis en ganglio centinela que oscila entre el 3 y el 8%.

Estas cifras nada irrelevantes han servido de base a algunos
investigadores [16, 223, 224] para argumentar que los melanomas delgados
(indice de Breslow inferior o igual a 1,0 mm) no han de constituir una forma
diferente de melanoma en cuanto a su manejo. Asi, en este subgrupo se han
identificado otros parametros predictivos del estado del GC [47, 70], como el
incremento del espesor de Breslow [216], el aumento en el nivel de Clark [216],
la presencia de ulceracion [216, 221], el elevado indice mitésico [221, 225] y la
fase de crecimiento vertical [221]. El presente estudio, al igual que otros
trabajos [226], no ha demostrado ningun factor predictivo del estado del ganglio
centinela en melanomas delgados, probablemente debido a Ia

infrarepresentacion de este tipo de melanomas.

Por otra parte, y dado que en los melanomas con indice de Breslow
superior a 4,0 mm no siempre se han detectado metastasis en el ganglio
centinela, la BGC en este subgrupo no sélo permitiria identificar a los individuos
gue presenten metastasis submicroscépicas para un tratamiento completo
(linfadenectomia regional y terapéutica adyuvante con interferon de alta dosis),
sino también obviar la morbilidad de la diseccidn regional de ganglios linfaticos

en los que no tienen metéastasis ganglionares, evitando asi el sobretratamiento.

Si bien en la mayoria de los trabajos publicados la linea divisoria para la
prediccibn de metastasis en ganglio centinela en melanoma cutédneo se fija,
siguiendo el sistema de estadiaje de la AJCC, en 1,0 mm, algunos autores
buscan otros puntos de corte capaces de predecir con mayor exactitud la

presencia de células tumorales en ganglio centinela.

Asi, el grupo de Morton [85], en una reciente revision de la exactitud de
ganglio centinela, concluye que la positividad del ganglio centinela sélo se
asocia a lesiones con indice de Breslow de mas de 0,9 mm de espesor, no
detectando metastasis en pacientes con melanomas inferiores a dicho espesor.
Otros [93] identifican como punto de corte de mayor decision significativa para
predecir el resultado de la biopsia de ganglio centinela el valor de Breslow de
1,25 mm. Los resultados obtenidos en esta tesis han permitido establecer que
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no existe un valor divisorio potencialmente util en la prediccion de metastasis
en ganglio centinela, dado que se ha recogido hasta un caso con metastasis en

GC con indice de Breslow de 0,5 mm.

La segunda variable histologica asociada, en este estudio, de forma
estadisticamente significativa (P=0,033) con la presencia de metastasis de
melanoma en ganglio centinela es el nimero de mitosis. Esta asociacién ya
referida por algunos autores [93, 207, 221, 225, 227], no ha de resultar
sorprendente, ya que el indice mitdsico ha sido demostrado como uno de los

factores pronosticos negativos mas importantes del melanoma cutaneo [150].

Por otra parte, la demostracién en este trabajo de su asociacién con
otras variables asimismo con implicacion prondstica negativa, como es con el
nivel de Clark (P=0,044) [225], con la fase de crecimiento vertical (P=0,008),
con la presencia de ulceracion (P<0,001) [228], con el porcentaje de ki67 [229]
y con el indice de p53 (P=0,001) [186, 229-231], contribuirian a entender el

peor comportamiento de los melanomas con mayor indice mitdsico.

Especial atencion merece la demostracion de la asociacion positiva y
estadisticamente significativa del indice mitdsico con el espesor de Breslow
(P<0,001), de manera que, probablemente, la implicacion del numero de
mitosis en la prediccion del estado del ganglio centinela sea reflejo de su
asociacion con el espesor tumoral y que sea este Ultimo el que realmente
desempeiie un papel primario y directo en la capacidad predictiva [206, 225].
En esta linea, algunos autores demuestran que cuando el nimero de mitosis se
combina con el espesor de Breslow y la edad [206, 227] o con el espesor de
Breslow y la presencia de ulceracion [93] la capacidad de prediccién de
metéstasis de ganglio centinela mejora de forma significativa. En general se
considera que el indice mitdsico es un predictor del resultado de la BGC debido
a su asociacion con la variable espesor de Breslow. En este trabajo la
combinacion del ndmero de mitosis con ésta u otras variables no ha

conseguido predecir mejor los resultados de la BGC.

Actualmente, la evaluacién de la expresion de ki67 como marcador
prondstico [232, 233] en melanomas delgados parece abrir un nuevo campo de

investigacion. En el presente estudio, al igual que otros autores [234], ki67 ha
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demostrado una asociacion estadisticamente significativa (P=0,022) con la
presencia de metastasis en ganglio centinela, de manera que cualquier
aumento del porcentaje de dicha tincion inmunohistoquimica se asocia a un

aumento en la probabilidad de que la biopsia de ganglio centinela sea positiva.

Ademas, cuando el porcentaje de positividad de ki67 es superior al 20%
el melanoma presenta una riesgo superior de BGC positiva de forma
estadisticamente significativa (P=0,040), con una OR de 4,6 en relacion a la
categoria de referencia de ki67 inferior o igual al 20%. Este resultado coincide
con el expresado por otros autores [235] que demuestran que la expresion de
ki67 superior al 20% es uno de los factores predisponentes de metastasis de

melanoma en ganglio centinela.

Esta asociacion entre el aumento de la expresion de ki67 y la presencia
de metastasis en ganglio centinela puede explicarse por la asociacion
encontrada entre ki67 y otros parametros histolégicos publicados por otros
autores como son la presencia de ulceracion (P<0,001) [235], la presencia de
invasion vascular (P=0,020) y, especialmente, el indice de Breslow (P<0,001)
[229, 230, 232, 234-238]. Es el aumento de la proliferacion celular,
manifestable por el porcentaje de células ki67 positivas, el causante del
incremento del espesor tumoral, medido con el indice de Breslow, y éste a su
vez el que influya directamente en la aparicion de metastasis en ganglio

centinela.

Aungue ninguna otra variable analizada en este estudio ha demostrado
tener una relevancia sustancial para predecir el estado del ganglio centinela, el
analisis de algunos parametros ha permitido observar cierta asociacion con la
positividad de la biopsia de ganglio centinela, aunque no de manera

estadisticamente significativa.

Asi, y en referencia a las variables clinicas, se observa una discreta
mayor tendencia de positividad de la biopsia de ganglio centinela en los
pacientes menores de 60 afios (OR=1,3), en los de sexo masculino (OR=1,5) y
en los melanomas localizados en tronco (OR=1,8), en relacion a los pacientes
mayores, a las mujeres y a los otros dos grupos anatémicos (cabeza y cuello y
extremidades).
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El hecho de que los pacientes varones o los que presentan el melanoma
en localizacion troncal sean mas propensos a presentar metastasis en GC
pudiera explicarse por el hecho de que ambos grupos se han asociado en la
literatura con factores de mal prondstico como son con un mayor espesor de
Breslow [206, 239-242], con elevado numero de mitosis [206] y con la
presencia de signos de regresion y de ulceraciéon [153, 239].

Ademads, la asociacion estadisticamente significativa entre las variables
sexo y localizacion anatomica del melanoma (P<0,001) ya referida en otros
trabajos [99, 150, 174, 179, 243-245], de forma que en las mujeres se localiza,
principalmente, en las extremidades y en los hombres, en el tronco,
potenciarian dicha tendencia a metastatizar junto con el hecho de que en el
sexo masculino, el melanoma tiene en el momento del diagnostico un valor
medio de espesor de Breslow mayor (2,7 mm) que en el sexo femenino
(1,7 mm) y, que en el 80% de los casos en los que se identifican signos de

invasion angiolinfatica el paciente es varon.

Sin embargo, es contradictoria la observacién de la mayor incidencia de
metéstasis en ganglio centinela en pacientes de edad inferior a 50-60 afios,
dado que es la edad avanzada la que se considera factor prondstico negativo
de mala evolucion de la enfermedad y de menor supervivencia [47]. El
significado de este resultado, constatado asimismo por otros autores
[202, 206, 209, 239], puede deberse a una disminucion de la sensibilidad de la
técnica de BGC en pacientes de edad avanzada (aumento de falsos negativos)
o bien un comportamiento biologico diferente de los melanomas en este grupo

de individuos (tendencia a la diseminacién hematogena).

Algunas variables histoldégicas han mostrado cierta asociacion con un
mayor riesgo de positividad en la biopsia de ganglio centinela, aunque sin
alcanzar la significacién estadistica. Entre ellas, el nivel elevado de Clark, la
presencia de ulceracion o de invasion angiolinfatica han sido consideradas de
forma repetida en la literatura biomédica como variables de mal prondstico para

la supervivencia y recurrencia de estos pacientes.

El hecho de que el melanoma se encuentre en nivel de Clark superior o
igual a IV aumenta, en este estudio, la probabilidad de ganglio centinela
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positivo (OR=2,5), en referencia a las otras categorias. Este resultado va en
consonancia con la mayoria de publicaciones [55, 93,202, 212] que
demuestran una asociacion directa e independiente del nivel de Clark, cuando
éste es superior a nivel lll, con la capacidad de prediccion de metastasis en
ganglio centinela. Las asociaciones positivas y estadisticamente significativas
del nivel de Clark con el indice de Breslow (P=0,001) [241], con el nimero de
mitosis [225], con la fase de crecimiento vertical (P=0,022), con el tipo
melanoma (P=0,036) [109] - ya que los melanomas de tipo lentigo maligno y
lentiginoso acro tienen como maximo un nivel de Clark de Il, mientras la
mayoria de los melanomas nodulares y de extension superficial se encuentran
en niveles 1ll 6 superiores - y con el incremento del indice de p53 (P=0.022)
[186, 229, 230] contribuirian a explicar la mayor tendencia a metastasis de
melanoma en GC al incrementarse el nivel de Clark. Otras asociaciones
referenciadas en la literatura biomédia (no constatadas en este estudio) como
son la presencia de ulceracion [109, 153], la presencia de invasion vascular
[109], el grado de inflamacion [109] y el porcentaje de ki67 [229, 232]

ayudarian, asimismo, a argumentar dicha tendencia.

En cuanto al tipo de melanoma, este estudio ha puesto de manifiesto
una mayor probabilidad, no estadisticamente significativa, de metéstasis en
ganglio centinela en el melanoma nodular con respecto a los de extension
superficial, no observandose metastasis ganglionar en los casos de tipo lentigo
maligno y de tipo lentiginoso acro de esta serie. Dicha tendencia pudiera ser
explicada por la asociacion positiva demostrada del tipo de melanoma con el
indice de Breslow (P=0,005) [109], con el nivel de Clark (P=0,036) y con la fase
de crecimiento (P=0,002). Por otra parte, algunos autores han demostrado su
asociacion con la presencia de ulceracion [153] y con el mayor indice de p53
[188], que son mas frecuentes en el melanoma nodular; asociacién no
corroborada en este estudio. La asociacion positiva y estadisticamente
significativa del tipo de melanoma con el porcentaje de Melan A (P=0,038) (no
referida en la literatura) - apreciandose mayor inmunotincion en los melanomas
de tipo lentiginoso acro y lentigo maligno que en los de extension superficial y
nodular-, seria debida a la mejor diferenciacion de los dos primeros.
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Aunque la presencia de ulceracién no se ha asociado en los casos
incluidos en esta tesis de forma estadisticamente significativa con el estado de
la BGC, su asociacion si estadisticamente significativa, al igual que otros
autores han publicado, con el indice de Breslow (P=0,026) [50, 99, 109,
150, 153, 241], con el numero de mitosis (P<0,001) [228, 246] y con el valor de
ki67 (P<0,001) [235], es decir, con las variables mas importantes en la
capacidad predictiva de metastasis de ganglio centinela demostradas en este
trabajo hace suponer que en un estudio con mayor tamafio muestral si pueda
alcanzar la asociacién estadisticamente significativa con la presencia de
metédstasis en ganglio centinela, como han referido otros autores
[91, 93, 202, 204, 206, 207, 209, 210, 212, 214, 221]. Incluso, algunos autores
demuestran que esta variable es un importante factor predictivo de metastasis
en ganglio centinela en melanomas de espesor de Breslow inferior o igual a
1,0 mm [212, 221]. También, probablemente debido a la baja potencia
estadistica, no se ha podido demostrar, como otros autores han publicado, la
asociacion de la presencia de ulceracion con otros factores negativos como el
sexo masculino [99], con el mayor nivel de Clark [99, 109, 153], con el infiltrado
inflamatorio peritumoral de menor intensidad [99, 153], con el tipo de melanoma
nodular [153], con el incremento de la edad [239], con la presencia de invasion

vascular [109] y con el mayor indice de p53 [186].

En teoria y en base a cuestiones fisiopatologicas, cabe suponer que la
presencia de invasion vascular angiolinfatica por cualquier neoplasia seria
indicativa de mayor probabilidad de metastasis ganglionar de la misma. De esta
manera, algunos autores [202, 207, 209, 247] han demostrado la asociacion
estadisticamente significativa de la invasion angiolinfatica (presente en el 10%
de los casos incluidos en este estudio) con la presencia de metastasis
ganglionares. En el presente estudio, no todos los casos de melanoma en los
que se identifico invasion vascular angiolinfatica (5) tuvieron metéstasis en
biopsia de ganglio centinela, si bien es cierto que la probabilidad de que el
resultado del ganglio centinela sea positivo es muy superior en los casos en los
gue se detecta invasion angiolinfatica en referencia a aquellos en los que no se
identific6 dicha variable (OR=4,6). La presencia de invasién vascular

angiolinfatica se encuentra asociada con el porcentaje de ki67 (P=0,020) y con
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el indice de Breslow (P=0,015) [109] que, como ya se ha comentado, son dos
de las tres variables que han demostrado mayor capacidad predictiva del
estado del GC. Una mayor profundidad tumoral tiene mas posibilidades de
afectar a un mayor numero de estructuras vasculares y aumentar las
posibilidades de deteccion de invasion angiolinfatica, invasion necesaria

aunqgue no suficiente para la presentacién de metastasis.

Por lo que se conoce, la implicacion del infiltrado linfoplasmocitario en la
probabilidad de metéastasis en ganglio centinela ha sido muy poco investigada
[204, 207] y con resultados poco esperanzadores para que sea considerado
una variable predictiva relevante en la afectacion del ganglio centinela. En el
presente trabajo, los datos indican que un grado marcado de inflamacion se
asocia al aumento de la probabilidad de metastasis en ganglio centinela
(OR=2,4) en relacion a las otras 2 categorias, aunque no de forma
estadisticamente significativa. Este resultado, en contra de lo esperado,
sugeriria que a mayor capacidad del sistema inmunitario (intensa reaccion
inflamatoria) para combatir la neoplasia, peor prondstico. Por otra parte y dado
que también se ha documentando su asociacion con el espesor de Breslow
[245], con el nivel de Clark [109], y con la presencia de invasion vascular [109],
tal vez convendria reiterar los estudios en los que se incluya dicha variable

para su reevaluacion.

La presencia de signos de regresion se ha contemplado como indicador
de mal prondstico en pacientes con melanoma cutaneo. Sin embargo, en el
estudio de su asociacion con el estado de la BGC los resultados no son
homogéneos. Asi, mientras algunos autores [248, 249] han reportado que la
presencia de signos de regresion en melanomas con espesor de Breslow
inferior o igual a 1,0 mm es un predictor significativo de positividad de ganglio
centinela, otros no han demostrado asociacion entre la presencia de signos de
regresion del melanoma primario y la afectaciéon del ganglio centinela por la
enfermedad [204, 207, 250].

En esta tesis, se aprecia una cierta tendencia a mostrar metastasis en
ganglio centinela en casos de melanoma con signos de regresion en relacion a

los que no los tienen (OR=2,4), aunque no de forma estadisticamente
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significativa. Ademas, la falta de uniformidad de resultados de esta variable
gueda asimismo reflejada en su asociaciéon sincronica con factores de mal
pronéstico como es la localizacion en tronco, o de buen prondstico como el

menor indice de Breslow, o la ausencia de ulceracion [210].

Aungue este estudio no ha podido dejar constancia de la influencia de la
fase de crecimiento en la modificacion de la probabilidad de tener metastasis
en ganglio centinela, la demostracion de la asociacion positiva de la fase de
crecimiento vertical con variables como el incremento del indice de Breslow
(P=0,027) [221], el mayor nivel de Clark (P=0,022), el tipo de melanoma
(P=0,002) - ya que todos los casos de melanoma nodular tienen fase de
crecimiento vertical mientras todos los casos de tipo lentiginoso acro y lentigo
maligno estan en fase de crecimiento horizontal-, y el nimero de mitosis
(P=0,008) - de manera que los melanomas en fase de crecimiento vertical
tienen una media de mitosis de 4,3/mm? y los de crecimiento horizontal de
1,3/mm? - apoyaria la suposicién de que la fase de crecimiento vertical sea un

factor de riesgo importante para metastasis en ganglio centinela.

Asi, la fase de crecimiento vertical se ha propuesto como un factor de
riesgo para BGC positiva, sobre todo, en pacientes con melanomas delgados
(£1.0 mm) [213, 221, 222], asociandose incluso de forma estadisticamente
significativa [202]. Dicho de otra manera y como evidencian otros autores
[42, 251], que estos melanomas delgados cuando estan en fase de crecimiento

radial no presentan capacidad de metastatizar.

La influencia de las otras tres variables histoldgicas restantes (presencia
de neurotropismo, de restos névicos y de afectacién anexial) en la probabilidad
de metastasis en ganglio centinela no ha quedado demostrada en este estudio,
si bien es cierto que, de manera hipotética no existe una teoria razonable de su

posible asociacion con el estado de los ganglios linfaticos.

Referente a la valoracion de las variables inmunohistoquimicas, a pesar
de conocerse que en numerosos tumores la sobreexpresion de p53 (por
mutacion del gen p53) indica un blogueo de la supresion tumoral y, por tanto,

una mayor proliferacion neoplasica, en la actualidad continGia siendo objeto de
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debate si la expresion de la proteina p53 en los melanomas contribuye a un
peor prondstico y a favorecer la diseminacion metastasica [187].

En general, en la literatura [161, 188, 252], la expresion de p53 en casos
de melanoma muestra cifras muy variables, entre el 41 y el 84% (el 70% de los
casos estudiados en esta tesis), con resultados de inmunopositividad fuerte de
p53 en una minoria de melanomas cutdneos primarios (12%-21%)
[183, 193, 253-255], el 22% de los casos en este estudio.

Este trabajo no ha demostrado que exista asociacién entre el indice de
p53 y la presencia 0 no de metastasis en ganglio centinela. Sin embargo, si se
ha observado la asociacion positiva y estadisticamente significativa del
aumento del indice de p53 con el incremento del espesor de Breslow (P=0,024)
[186, 187, 229, 231, 236, 256, 257], con el mayor numero de mitosis
[186, 229-231], con los niveles de Clark mas elevados [186, 229, 230] y con la
fase de crecimiento vertical, aunque no con otras variables como con el tipo de

melanoma nodular [188] y con la presencia de ulceracion [186].

La controversia surge cuando otros autores, por el contrario, no
demuestran asociacion del indice de p53 con el indice de Breslow [190], con el
namero de mitosis [258], ni con la expresion de ki67 [110]. Tampoco se ha
encontrado [191] asociacion entre la sobreexpresion de p53 y el riesgo de
metastasis en el subgrupo de melanomas delgados. Es decir, resulta dificil
concluir el papel negativo de la expresion de p53 en el curso evolutivo del
melanoma cutaneo. Probablemente la utilizacién de metodologias diversas de
valoracion de esta variable (porcentaje, grado de intensidad de la tincién, indice
o histoscore, etc.) hace que los resultados dificilmente sean comparables y

reproducibles.

Los resultados de este estudio indican que existe una mayor tendencia a
presentar de metéstasis en ganglio centinela en pacientes con melanomas con
porcentaje de pl6 inferior o igual al 20% (OR=2,8) con respecto al grupo de
referencia (p16 >20%). Sin embargo, en la literatura no hay trabajos en los que
se investigue dicha asociacion, linea que pudiera ser interesante ampliar en

trabajos posteriores.
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Dado que la disminucion de la expresion inmunohistoquimica de pl6
aparentemente conlleva un aumento de la proliferacion tumoral, parece légico
pensar que una menor tincibn para pl6 en las células del melanoma se
asociaria con la aparicion de otros factores negativos. Asi, algunos autores
demuestran la asociacion negativa de pl16 con el espesor de Breslow [259]
(concluyendo que el punto de transicion de espesor histopatolégico mas
relevante a partir del cual decrece la expresion de p16 es 0,8 mm) o bien con el
espesor de Breslow y el indice mitésico [200]. Otros asocian la ausencia de
tincion tumoral de pl16 con la presencia de ulceracion, de invasion vascular
[159, 161, 198], de mayor nivel de Clark [160] o de mayor porcentaje de ki67
[160, 161]. Su asociacion con p53 es controvertida; mientras unos no
encuentran correlacion [161], otros sugieren una relacion inversa entre la

expresion alterada de p53 y de p16 [193].

La expresion de bcl2 en lesiones melanociticas es controvertida y de
dificil interpretacion. El bcl2 inhibe la muerte celular programada (apoptosis) y
prolonga la supervivencia celular, permitiendo que se incremente el riesgo de
exposicion celular a otras agresiones que conlleven la transformacion maligna
y, de esta manera, desempefiando un importante papel en el desarrollo del

melanoma maligno.

Varios estudios publicados analizan la expresion de bcl2 en los
melanomas cuténeos, con unas cifras de positividad que varian entre el 48y el
67% de los casos [260-262]; en este estudio, dos tercios de los melanomas han

mostrado inmunopositividad de bcl2 superior al 50%.

Sin embargo, Selzer y colaboradores [263] observan una expresion de
bcl2 similar en melanocitos humanos normales que en células de melanoma,
mientras otros autores [264-266] demuestran incluso una menor expresion de
la proteina bcl2 en los melanomas primarios con respecto a los melanocitos
normales y a las lesiones melanociticas benignas [267]. Otros grupos
[262, 265, 268-270] en base a la observacion de la disminucién de reactividad
de bcl2 en los melanomas metastasicos, sugieren que en la supervivencia y en
el crecimiento de las células del melanoma estén implicados otros

mecanismos, distintos de bcl2.
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Todo ello parece indicar que bcl2 no debiera ser considerado como un
marcador de agresividad y, por tanto, que dificilmente pudiera estar asociado a
una mayor probabilidad de desarrollo metastasis en ganglio centinela. De todas
maneras, el que otros autores encuentren su asociacion directa con el espesor
de Breslow en melanomas nodulares [261, 271] y con los valores de ki67 [272]
podria contribuir a pensar que bcl2 desempefia algun papel en el

sobrecrecimiento y diseminacion del melanoma cutaneo.

Dado que Melan A es un marcador de diferenciacion melanocitica, la
reduccion de su expresion inmunohistoquimica implicaria una desdiferenciacion
del tumor. En base a ello, autores como Heenen y colaboradores [142]
consideran que la disminucion de expresion de Melan A por parte de las células
del melanoma es un factor de mal prondstico. Aunque en la literatura Melan A
no se ha correlacionado con la capacidad de metastatizar en ganglio centinela,
en este estudio se aprecia una mayor tendencia (OR=3,0) a presentar ganglio
centinela positivo en el grupo de melanomas con inmunopositividad de Melan A
menor o igual al 50%. En parte podria explicarse, por lo que refieren algunos
autores que demuestran la asociacion entre la pérdida de la expresion de
Melan A y el aumento de espesor de Breslow [273] que, como ya se ha
comentado previamente, es la principal variable prondstica de metéastasis de

ganglio centinela, asociacion no demostrada en este estudio.

En contrapartida a lo esperado y sin explicacion aparente, ya que
HMBA45 es también un marcador de diferenciacion melanocitica, los melanomas
con positividad de HMB45 superior al 50% demuestran tener mayor tendencia
(OR=1,5) a presentar metastasis en ganglio centinela en esta serie, en relaciéon
al otro grupo (<50%), datos no referidos en la literatura.

Ademas, la asociacion directa y estadisticamente significativa de HMB45
con Melan A (P=0,028) - de manera que el aumento en la inmunotincién de uno
conlleva un incremento en la tincidbn inmunohistoquimica para el otro - haria
mas incongruente el anterior resultado. Referente a la asociacion directa y
estadisticamente significativa de HMB45 con el porcentaje de bcl2 (P=0,001),

no se puede sugerir ninguna explicacion razonable
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El indice de Breslow del melanoma primario cutaneo es el
predictor mas util y significativo del resultado de la biopsia de
ganglio centinela.

De las técnicas inmunohistoquimicas utilizadas con asiduidad en
patologia quirdrgica cuando se aplican al melanoma primario
cutaneo, soélo ki67 tiene capacidad de predecir la existencia de
metéstasis en ganglio centinela en esta neoplasia, tanto si se
recoge de forma continua o en dos categorias con punto de corte
en el 20%.

La realizacion de tinciones inmunohistoquimicas en el melanoma
primario cutdneo combinado con el estudio de sus caracteristicas
histolégicas (método histolégico) y de los datos clinicos del
paciente no ayuda a mejorar la capacidad de prediccion de

metéstasis en ganglio centinela.

La capacidad predictora de un modelo matematico que incluya
ki67 y el indice de Breslow no es superior a uno que incluya
exclusivamente el espesor tumoral. La asociacion de ki67 de
forma directa y estadisticamente significativa con el indice de
Breslow es el mecanismo por el que ésta variable
inmunohistoquimica tiene la capacidad de predecir el estado del

ganglio centinela en el melanoma cutaneo.

Por todo lo anterior, es innecesario realizar las tinciones
inmunohistoquimicas analizadas en este estudio en vistas a la

prediccion de las positividad de ganglio centinela.

La capacidad de predecir el estado del ganglio centinela del
indice mitésico depende de su asociacion con el indice de

Breslow.

Ninguna variable clinica, histolégica ni inmunohistoquimica,
valorada en el subgrupo de melanomas delgados ayuda a

predecir la presencia de metastasis de melanoma en GC.
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8. No existe un punto de corte del indice de Breslow para predecir
con certeza el resultado de la BGC. Melanomas cutaneos de
diferente espesor de Breslow pueden o no estar asociados con
GC positivo. Los pacientes con melanoma delgado con positividad
del ganglio centinela son tributarios de linfadenectomia con el fin
de mejorar su prondstico. Por otra parte, en los pacientes con
melanoma grueso y negatividad del GC se puede evitar la

linfadenectomia regional, disminuyendo la morbilidad.

9. Las Unicas asociaciones encontradas entre las variables del
método inmunohistoquimico relacionan a bcl2 y a Melan A con

HMBA45 de forma significativa y directa.

10. ki67 presenta asociacion positiva con el indice mitésico, con la

presencia de ulceracion y de invasion vascular angiolinfatica.

11. p53 muestra asociacion directa con el indice de Breslow, con el
indice de mitosis, con el nivel de Clark y con la fase de

crecimiento.
12. Melan A presenta asociacion con el tipo de melanoma.

13. p16, bcl2 y HMB45 no demuestran asociacion con ninguna otra

variable analizada.

14. Algunas variables clinicas (sexo masculino, edad inferior a 60
afos, localizacion del tumor primario en tronco), histolégicas (nivel
de Clark superior o igual a IV, melanoma de tipo nodular,
presencia de ulceracion, de invasion vascular angiolinfatica, de
marcada inflamacion y de signos de regresion) e
inmunohistoquimicas (porcentajes de pl16 inferior o igual al 20%,
de Melan A inferior o igual al 50% y de HMBA45 superior al 50%)
han mostrado un aumento del riesgo de metastasis en ganglio
centinela, pero no de forma estadisticamente significativa,

posiblemente debido al pequefio tamarfo de la muestra.
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15. Otras variables, como la presencia de restos de nevus, de
afectacion anexial, el grado de inflamacion, el indice de p53 vy el
porcentaje de bcl2 no han demostrado valor predictivo del estado

del ganglio centinela.

16. Hoy por hoy, la realizacion de la biopsia del ganglio centinela en
pacientes con melanoma cutaneo sigue siendo necesaria en el

manejo de rutina de estos pacientes.
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