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I. INTRODUCCION



1. EPIDEMIOLOGIA Y FACTORES ETIOLOGICOS DEL
MELANOMA CUTANEO

1.1. Incidencia

El melanoma cutdneo es una enfermedad de distribucion mundial,
con una frecuencia variable segln las distintas dreas geogrdficas.
Diversos autores han comprobado que la incidencia del melanoma
maligno ha aumentado signhificativamente durante las dos dltimas
décadas, en la poblacién blanca de distintos paises industrializados, y
existe cierta evidencia que sugiere que las tasas de incidencia seguirdn
aumentando durante la préxima década o mds (Rige/ DS et al, 1996),
(Armstrong BK, Kricker A, 1994). A pesar de esta alarmante cifra, el
prondstico  ha continuado mejorando, ya que los pacientes se
diagnostican en estadios mds precoces con lesiones mds pequefias v,
por tanto, potencialmente curables (Shafir R et al, 1982). La
incidencia mds alta de melanoma se encuentra en el estado de
Queensland en el norte de Australia con 42,89 nuevos casos en
mujeres, y 55,8 en hombres por cada 100.000 habitantes, al afio (Mac
Lennan et al, 1992). Nueva Zelanda, Hawai y California presentan

también una elevada tasa de incidencia (Whelan SL et al, 1990).

En Espafia se diagnostican unos 3.200 casos anuales. La
incidencia en nuestro pais se puede considerar alta (tasa ajustada
mundial en 2002: 5,3 nuevos casos/100.000 habitantes/afio en
hombres y 55 en mujeres), con un ascenso muy importante,

especialmente desde los afios 90 (Ldpez-Abente G et al, 2004).

En Andalucia se registraron 7,38 y 8,34 casos por 100.000

habitantes en Granada y Sevilla, respectivamente, durante el afio 1990



y en Mdlaga, entre los afios 1990-1994, la incidencia registrada fue de

6,8 por 100.000 habitantes (Mdrquez AJ, 1999).

1.2. Edad y sexo

La edad de aparicién abarca desde los 15 a los 70 afios, aunque
sigue una distribucion bimodal, con un primer pico de incidencia a los
50-59 afios en varones, 40-49 para las mujeres, y un segundo pico de
incidencia por encima de los 70 afios para ambos sexos (Popescu NA et
al, 1990). La incidencia en general es superior en la mujer, en una
proporcion de 2:1, pero existen grandes variaciones segln las

diferentes dreas geogrdficas (Armstrong BK, English DR, 1992).

1.3. Raza

La raza blanca es la que presenta mayor incidencia de melanoma
cutdneo, frente a la raza negra y la asidtica. En la raza amarilla la
incidencia es mucho menor que en la raza blanca, con tan solo 1 caso

por cada 100.000 habitantes y afio, y de éstos, un 74% se localizan en

zonas acras. (Collins RJ, 1984).

1.4, Factores de riesgo.

1.4.1. Factores ambientales. La radiaciéon ultravioleta B es

considerada el principal factor etioldgico del melanoma cutdneo (Sober
AJ, 1987) (Rodenas JM et al, 1996) (Langley RG, Sober AJ, 1997). A
medida que nos acercamos al ecuador la incidencia del melanoma
aumenta. Estas radiaciones producen lesiones en el material genético
que no pueden ser reparadas. La exposicion solar durante la infancia
con dos o mds episodios de quemaduras dolorosas o con formacion de
ampollas antes de los 20 afios parece ser un factor de riesgo

importante (Lew RA et al, 1983) (Auter P et al, 1997). Especial



importancia parece tener la exposicién solar intermitente, sobre todo
en personas que no broncean y en aquellos que lo hacen pobremente
(Armstrong BK, 1988). La exposicion a rayos ultravioletas en salas de
bronceado también se ha relacionado con aumento del riesgo de
padecer melanoma (Walter SD et al, 1990) (Bataille V, 2003). La
disminucién de la capa de ozono favorece el paso de la radiacion
ultravioleta B por lo que es posible un aumente de la incidencia de

melanoma relacionado con este cambio ambiental.

1.4.2. Factores fenotipicos. Los individuos con piel clara, pelo
rubio o rojizo, con presencia de mdltiples pecas y con tendencia a la
quemadura y a broncear poco, presentan un fototipo especial que junto
a la exposicién solar aumentan la incidencia de melanomas. (Beral V et
al, 1983) (Rodenas JM et al, 1996) (Garbe Cy Orfanos CE, 1992).

La presencia de ciertos tipos de nevus parece ser también un factor
de riesgo. Los hevus congénitos grandes (especialmente cuando su
tamafio es superior a 20 cm.) y los nevus displdsicos han sido
reconocidos como lesiones precursoras durante mucho tiempo.
(Schneider JS et al, 1994) (Kroon BB et al, 1997) (Newton JA et al,
1993). El fenotipo del sindrome del nevus displdsico estd presente en
el 15% de los melanomas (Newton JA et al, 1993) (Halpern AC et al,
1991). La presencia de nevus banales sélo parece estar implicada en la
etiologia del melanoma cuando aparecen en un ndmero muy elevado
(mds de 50 nevus), esto es, lo que Briollais et al llamaron fenotipo GNN

(gran ndmero de nevus) (Briollais L et al, 1996).

1.4.3. Factores genéticos: la mayor incidencia de melanoma en

miembros de la misma familia ha llevado al estudio de posibles genes



responsables de esta enfermedad. Se han encontrado dos genes, el gen
CDKN2A y el gen CDK4, que estdn permitiendo un mayor conocimiento
de la biologia del melanocito en relacion con los defectos en la
senectud. Por otro lado, se ha comprobado que el gen MCIR estd
relacionado con la coloracidn del pelo y de la piel y se esta estudiando
su relacion con la inmunidad y la senectud (Bataille V, 2003). La
relacion entre el melanoma familiar y los genes CDKN2A y CDK4 no
estad clara, ya que los dos juntos se han identificado en un ndmero muy
bajo de casos de melanoma familiar y, Tuker y Goldstein, han sugerido
que la penefrancia de los mismos ha de estar alterada por otros
factores genéticos o ambientales (Tuker MA y Goldstein AM, 2003).
En muchas familias con melanomas se ha encontrado una deleccion en el

cromosoma 9 (9p21) (Meyer LJ y Zone JH, 1994).

Por otra parte, el denominado sindrome del nevus displdsico
representa un incremento en el riesgo de desarrollar melanoma
(estd presente en el 15% o mds de los pacientes con melanoma)
(Halpern AC et al, 1991). Este sindrome consiste en la aparicion de
mdltiples nevus, principalmente en tronco, con unas caracteristicas
clinicas e histopatoldgicas especiales. Este sindrome suele ser de
cardcter familiar y presenta una herencia autosémica dominante
aunque también puede presentarse de forma esporddica (Clark WH et

al, 1978) (Marghoob AA et al, 1996).

1.4.4. Otros factores: han sido muchos los factores que se

han relacionado con un mayor riesgo de padecer melanoma pero, en la
mayoria de ellos, no se ha podido demostrar una relacion causa-efecto.

Parece haber un incremento del riesgo en trabajadores expuestos a



sustancias quimicas como el cloruro de polivinilo, el perdxido de
benzoilo, plaguicidas y radiaciones ionizantes, (Espinosa J et al, 1998)
(Rockley PF et al, 1994), en cicatrices de quemaduras (Lee JY-Y et al,
1992) y sobre llceras de Majolin (Gan BS et al, 1995). El estado
inmunitario parece jugar un papel importante, ya que se ha descrito
una mayor incidencia de melanoma en pacientes transplantados, en
pacientes con enfermedades autoinmunes y tras radioterapia en

pacientes con linfomas T cutdneos (Licatasa AG et al, 1995).

2. ASPECTOS CLINICOS DEL MELANOMA CUTANEO

Los signos clinicos que diferencian una lesion melanocitica
benigna de un melanoma se conocen como el ABCDE del melanoma:
asimetria, bordes irregulares, color variado, didmetro de la lesidn
mayor de 6 mm y elevacion de la lesién. Los aspectos clinicos de las
lesiones iniciales son iguales en todas las localizaciones anatémicas.
MacKie en 1990 publicé una revision de 100 melanomas y describié unos

signos clinicos mayores y menores (Tabla I.1).

Tabla I.1. Melanoma: signos clinicos mayores y menores

SIGNOS MAYORES SIGNOS MENORES
Cambios en el tamafio. Inflamacion.
Cambios en la forma. Costra o sangrado.
Cambios en el color. Cambios sensoriales.

Didmetro igual o mayor 7

mm

*Tomada de MacKie RM.,1990.



Los signos mayores los encontré en el 95% de las lesiones
estudiadas. En cuanto a los signos menores, en el 51% habia
inflamacién, en el 46% cambios sensoriales, y en el 31% sangrado o

formacion de costra.

En general, cualquier cambio en el aspecto clinico de un nevus
melanocitico preexistente, o el desarrollo de una nueva lesion
pigmentada, en particular después de los 40 afios de edad, debe
alertar al médico sobre la posibilidad de un melanoma (Jones RE Jr et

al, 1981).

3. ANATOMIA PATOLOGICA DEL MELANOMA CUTANEO

3.1.  Histologia de la piel

La piel estd constituida por una parte epitelial, de origen
ectodérmico, la epidermis, y por una parte conjuntiva, de origen
mesodérmico, la dermis. Por debajo y en continuidad con la dermis estd
la hipodermis que, aunque tenga el mismo origen que la dermis, no

forma parte de la piel.

La epidermis estd constituida por un epitelio pavimentoso
poliestratificado, queratinizado (Fig I.1), que presenta los siguientes

estratos: 1. basal; 2. espinoso; 3. granuloso; 4. licido; 5. cérneo.

Ademds de los queratinocitos, la epidermis presenta otros tres
tipos celulares, los melanocitos, las células de Langerhans y las células
de Merkel. Los melanocitos son células que se originan de la cresta

neural del embridn e invaden la piel entre las semanas 12 y 14 de vida



intrauterina (Fig I.2). Se trata de una célula de citoplasma globuloso y
ndcleo irregular y central; del citoplasma parten prolongaciones que se

dirigen a la superficie de la epidermis.
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Figura I.2. Morfologia del melanocito
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Estas células sintetizan melanina, un pigmento que tiene funcion
protectora frente a los rayos ultravioletas. En la sintesis de melanina
la enzima ftirosinasa desempefia un papel muy importante ya que
transforma la tirosina, primero en DOPA (3,4-dihidroxifenilalanina) y
después en DOPA-quinona y, por Ultimo, se transforma en melanina. Se
sabe que la tirosinasa se sintetiza en los ribosomas del melanocito y se
acumula en unas vesiculas redondeadas, melanosomas estadio I. La
tirosinasa se dispone en una matriz proteica, formando delgados
filamentos, dentro de los melanosomas tipo IT (premelanosomas), lugar
donde se inicia la sintesis de melanina. Estas vesiculas se transforman
en melanosomas tipo III, donde coexisten tirosina, melanina y
tirosinasa. La melanina se deposita en los filamentos oscureciéndolos.
Cuando se termina la sintesis de melanina los melanosomas pierden su
actividad tirosinasa transformdndose en melanosomas tipo IV 6

granulos de melanina (Camacho F y Castells A 1998).

3.2. Variantes clinico-patoldgicas del melanoma

cutaneo

Actualmente, la mayoria de los autores reconocen cuatro tipos
de melanomas, atendiendo a criterios clinicos, patoldgicos vy
epidemioldgicos: melanoma de extensidn superficial, lentigo maligno y
lentigo maligno melanoma, melanoma lentiginoso acral y melanoma
nodular. Pero existen otras variantes menos frecuentes, la mayoria de
ellas bien diferenciadas (Tabla I.2) (Garbe C et al, 1995; Reed RJ y
Martin P, 1997; Orddfiez A et al, 1998).

11



Tabla I.2. Variantes clinoco-patolégicas de melanoma

VARIANTES RECONOCIDAS VARIANTES POCO FRECUENTES
Melanoma de extension Melanoma de desviacion minima
superficial Melanoma desmopldsico

Lentigo maligno y léntigo maligno Melanoma neurotropo

melanoma Melanoma de células claras

Melanoma lentiginoso acral Melanoma verrucoso

Melanoma nodular Melanoma de células en anillo de
sello

Melanoma con estroma mixoide
Melanoma nevoide

Melanoma melanofdgico

Melanoma de partes blandas

Melanoma de extension superficial (MSE). También
denominado por algunos autores melanoma pagetoide (McGover VJ,
1970), debido a la imagen que producen estas neoplasias al invadir la
epidermis. Es el tipo encontrado con mayor frecuencia, constituyendo
entre 53-70% de las lesiones diagnosticadas, aunque en algunas series
alcanza hasta el 80% (Clark WH et al, 1986, Milo Y et al, 1995; Garbe
C et al, 1995). Puede originarse en cualquier zona del cuerpo, si bien su
localizacion mds habitual es la parte superior de la espalda, en
hombres, y las piernas, en mujeres (Mckee PH et al, 1989.). Afecta,
principalmente, a adultos jovenes de piel y pelo claro y esta asociado a
una historia de exposicion solar intermitente. Es el tipo que
generalmente se asocia con nevus pigmentocelulares (20-33% de los

casos). También, puede observarse junto a nevus displdsicos,

12




sindromes de melanomas familiares y melanomas primarios mdltiples

(Barnhill RL y Mihm MC, 1993).

La morfologia clinica de esta lesion constituye el ejemplo mds
claro de la aplicacién de la regla nemotécnica ABCDE (Fig I.3). La
aparicién de dreas sobreelevadas, nédulo-papulares o con fenémenos de
ulceracion debe hacer pensar en la fase crecimiento vertical de la
lesion; es decir el melanoma estad invadiendo en profundidad, pasando a
una “fase tumoral”. Su fase de crecimiento radial es muy cortay en el

momento del diagndstico, es, por lo general, superficialmente invasivo.

Figura I.3. Melanoma de extension superficial

Histoldgicamente, las lesiones suelen ser irregulares 'y
asimétricas, mostrando a nivel de la union dermo-epidérmica, una
proliferacion de células melanociticas atipicas, con citoplasmas mds o
menos amplios (1,5-2 veces el tamafio de un queratinocito), variable
cantidad de pigmento meldnico y nicleos pleomérficos, hipercromaticos
y con nucléolos prominentes. Las células tumorales se extienden, en un
primer momento, en sentido radial permeando la epidermis (en “suelta
de zorros"), ascendiendo hasta el estrato granuloso y por la dermis

superficial, para mds tarde invadir los tejidos dérmicos en profundidad
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(Fig I.4). A diferencia de los nevus pigmentocelulares y los nevus
atipicos, las células neopldsicas no maduran en profundidad. En la base
de la lesion puede observarse un infiltrado inflamatorio liqguenoide, mds
o menos intenso. Pueden existir fendmenos de ulceracién y de

regresion.

Figura I.4 Melanoma de extension superficial: melanocitos atipicos ascendiendo por

la epidermis hasta el estrato granuloso.

Lentigo maligno (LM) y lentigo maligno melanoma (LMM).
Representan entre 10-12% de los melanomas (Garbe C et al, 1995).
Generalmente se localizan en zonas de exposicién solar continuada,
principalmente en la cara y extremidades superiores de personas
mayores (Wayte DM y Helwig EB, 1986, Cohen LM, 1995).

El LM, clinicamente se manifiesta como una mdcula pigmentada
irregularmente que se extiende lentamente (peca melanética de
Hutchinson). Existe gran variacién en la coloracién, con dreas
bronceadas, oscuras, dreas rosadas y dreas hipopigmentadas, debido a

los cambios regresivos que tienen lugar sobre ella (Clak WH et al,
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1969). Es una lesion plana, no palpable. EI LMM se caracteriza por un
engrosamiento de la lesién con formacién de placas elevadas o nédulos
(fase de crecimiento vertical) (Fig I.5). El riesgo de progresién de LM
a LMM es bajo, de aproximadamente el 5% (Weinstock MA y Sober

AJ, 1987). En un 3% de los casos se asocia a hevus pigmentocelulares.

Figura I.5 Lentigo maligno melanoma

Histolégicamente, la epidermis suele estar adelgazada o
atréfica, siendo evidentes los cambios degenerativos actinicos
producidos en el coldgeno dérmico (elastosis solar). En el LM, los
melanocitos atipicos se distribuyen en hileras o en pequefios nidos a lo
largo de la union dermo-epidérmica, extendiéndose, a veces, a la capa
basal de los foliculos pilosos y los conductos ecrinos, y mostrando,
raramente, migracion transepidérmica y/o mitosis, los cuales si se ven
en el LMM (Fig I.6). Las células neopldsicas poseen un nicleo
irregularmente agrandado, hipercromdtico y de contornos angulosos,
con retraccién citopldsmica focal. El componente invasor suele estar

constituido por células fusiformes (Weinstock MA y Sober AJ, 1987).
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Figura I.6 Lentigo maligno melanoma

Melanoma lentiginoso acral (MLA). Representa del 10-12% de
los melanomas (Garbe C et al, 1995). Generalmente, se localizan en piel
de las palmas, plantas o en el lecho subungueal de pacientes de edad
avanzada, siendo mds frecuente en varones (Vdzquez M et al, 1984;
Patterson RH y Helwig Eb, 1980) son mds frecuentes en la raza negray
en japoneses (Coloman WP et al, 1980). Clinicamente, se presenta como
placas irregulares pigmentadas, en los casos de MLA ‘in situ” o
microinvasor, o como hddulos pigmentados, frecuentemente ulcerados,
en la fase de crecimiento vertical. La asociacion con nevus

pigmentocelulares es extremadamente rara.

Figura I.7 Melanoma lentiginoso acral
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Histoldgicamente, el MLA se caracteriza, en la fase de
crecimiento radial, por la presencia de células melanociticas atipicas a
lo largo de la union dermo-epidérmica, con patrén lentiginoso, en
hileras o formando pequefios hidos. Son células de nicleos
hipercromdticos y contornos angulados. Los melanocitos pueden estar
hinchados, con un halo claro circundante que les da una apariencia
lacunar 6 pueden tener procesos dendriticos fuertemente pigmentados
(Weedon D, 2002). A diferencia del LM/LMM, la epidermis no estd
adelgazada, mostrando generalmente acantosis, y los cambios actinicos
no son patentes. El componente invasivo puede estar formado por
células fusiformes o epitelioides. Puede existir una respuesta estromal

desmopldsica.

Figura I.8 Melanoma lentiginoso acral

Melanoma nodular (MN). La frecuencia del melanoma nodular
oscila entre 10-19,3% (Garbe C et al, 1995). Por definicién, el MN
carece de fase de crecimiento radial y se extiende de forma vertical
desde el inicio (Elder D et al, 1997). Clinicamente son lesiones

papulosas o nodulares, de crecimiento rdpido, a veces polipoides, a

17



veces pediculadas ulceradas o no, con coloracion marrondcea o
azuladas. Afecta a pacientes, entre 40-50 afios, con predominio por el
sexo masculino y pueden localizarse en cualquier parte del cuerpo,
aunque se observan con mayor frecuencia en el fronco y en las
porciones proximales de las extremidades. En el 8% de los casos se

asocian a nevus pigmentocelulares (Kiene P et al, 1995).

Figura I.9: Melanoma nodular

Histoldogicamente, estd constituido por una masa de células
atipicas (mds frecuentemente epitelioides redondeadas u ovales,
aunque también pueden ser fusocelulares, pleomérficas...), mds o menos
simétrica, sin componente de extensién lateral, que crece en sentido
vertical infiltrando la dermis. También se produce invasion epidérmica

de células neopldsicas directamente sobre la masa dérmica.
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Figura I.10: Melanoma nodular

Otros tipos menos frecuentes de melanomas

Melanoma de desviacion minima. Este tipo de melanoma,
considerado de mejor prondstico, sélo es reconocido por algunos
autores. Corresponde a melanomas en fase de crecimiento vertical
cuyas células se diferencian minimamente de las de un nevus. Para
otros autores se trata de melanomas nevoides (Stas M et al, 2000;

Reed RJ, 1990)

Melanoma desmopldsico. Representa menos del 1% de todos los
melanomas (Pizarro A et al, 1998). Afecta, generalmente, a personas
de edad avanzada, localizdndose mds frecuentemente en la cabeza o el
cuello. Clinicamente se presenta como una placa indurada o como una
tumoracién pigmentada o no. Es frecuente la recidiva de la lesidn tras
su extirpacion. Histolégicamente, estdn constituidos por células
fusiformes entremezcladas con haces de coldgeno maduro en
diferente cuantia, aunque por lo general este Ultimo suele ser muy
abundante. Existe con frecuencia un componente epidérmico de lentigo
maligno en el borde de la lesién (Egbert B et al, 1988). Las células

tumorales a menudo son amelandticas, pero son positivas para la
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vimentina en todos los casos y para proteina S-100 y enolasa neuronal-
especifica en casi el 95%. Sin embargo, el HMB-45 es positivo tan solo
entre el 0-20% (Skelton HG et al, 1995; Anstey A et al, 1994). Este
hecho hace que se plantee con frecuencia el diagndstico diferencial

con fumores mesenquimales.

Melanoma neurotropo. Son lesiones con tendencia a envolver los
nervios de la dermis profunda y del tejido subcutdneo (Reed RJ et al,
1979). Clinicamente se presentan como lesiones poco especificas que se
localizan preferentemente en la cabeza y el cuello. Es frecuente que
las células neopldsicas pierdan el pigmento meldnico. Esta constituido
por células fusiformes semejantes a las del neuroma por lo que se
plantea el diagndstico diferencial principalmente con tumores
mesenquimales de extirpe neural (Ackerman AB y Godomski J, 1984,

Benda JA, 1997; Tsao H et al, 1997).

Melanoma de células claras o balonizantes. Es una variante
histolégica rara, que supone alrededor de un 0,15% de todos los
melanomas cutdneos. Clinicamente, se presentan como nddulos cutdneos
o subcutdneos, poco dolorosos, que se localizan mds frecuentemente en
la cabeza, cuello y espalda. Estd constituido, totalmente o en su
mayoria, por células con citoplasmas claros y amplios y nlcleos
centrales con atipia moderada, siendo, a veces dificiles de separar de
su contrapartida benigna (hevus de células balonizantes). Para algunos
autores, al menos el 50% de las células deben tener este aspecto
(Gonzdlez C et al, 1997). El aspecto de las células balonizantes se ha
asociado a la presencia de diversas sustancias en el citoplasma:

vesiculas de protirosinasa, vacuolas lipidicas, glucégeno, etc. (Kao GF
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et al, 1992). Suelen mostrar positividad para el HMB-45 (Aloi FG et al,
1988).

Melanoma verrucoso. Es una variante clinico-morfoldgica mds
frecuentemente del MES que hace referencia a una lesion de
superficie irregular y papilomatosa, semejante a una verruga vulgar o
un carcinoma verrucoso. Aparece con mayor frecuencia en espalda y
extremidades de varones de edad media y avanzada. Histolégicamente
puede observarse una marcada hiperqueratosis y papilomatosis
epidérmica (Steiner A et al, 1988 Merkle T et al, 1991, Kamino H et
al, 1990).

Melanoma de células en anillo de sello. Constituye una variante
extremadamente rara de melanoma. Nakhleh et al (1990) realizaron un
estudio sobre 335 melanomas, con la finalidad de identificar variantes
morfoldgicas inusuales, hallando tan solo dos casos compuestos por
células en anillo de sello (Nakhleh RE et al, 1990). Se ha comprobado
ultraestructuralmente que su aspecto se debe al cimulo de filamentos

de vimentina (Sheibani K y Battifora H, 1988).

Melanoma con estroma mixoide. Representan menos del 1% de
los melanomas (Nakhleh RE et al, 1990). Esta variante fue descrita por
primera vez en melanomas metastdsicos, pero también se ha observado
en lesiones primarias. La matriz mixoide parece derivar, segun algunos
autores, de células estromales reactivas mds que de células estromales
propiamente dichas. El estroma se tifie con azul alcian, y las células
tumorales expresan proteina S-100 y enolasa neuronal especifica, pero

no HMB-45 a pesar de que se ha demostrado en su citoplasma, con

21



microscopia electrdnica, la presencia de premelanosomas (Cabra B et

al, 1998, Bhuta S, 1993, Sarode VE et al, 1992).

Melanoma nevoide. Se trata de una lesién nodular formada, a
su vez, por nodulos expansivos de células tumorales con escasa atipia
que simulan un nevus compuesto o un nevus intradérmico. Estas células
incluso pueden presentar maduracién en profundidad. El diagnéstico se
realiza por la presencia de mitosis en profundidad de la lesidn y por la
presencia de nucléolos también en la base. Se reconocen dos variantes
histoldgicas, una de células pequefias, similares a las de un nevus, y otra
de células fusiformes, similares a las del nevus de Spitz, con el que hay
que realizar el diagnéstico diferencial. Inmunohistoquimicamente son
positivos para la S-100, HMB-45, antigeno nuclear de proliferacion
celular (PCNA) y Ki-67 (McNutt NS et al, 1995; Stas M et al, 2000;
Schmoeckel C et al, 1985). Aunque en algunos estudios se planteaba un
mejor prondstico para este tipo de melanoma, estudios posteriores han
desmentido este hecho (Wong T-Y et al, 1995; Zembowicz A et al,
2001; cassarino DS et al, 2003).

Melanoma melanofdgico (tipo ecrino). Es una variante de
melanoma de color azabache y compuesto por células epitelioides y
dendriticas fuertemente pigmentadas con numerosos melanéfagos. Se
parece al tumor visto en muchos caballos grises, que es una lesidn
progresiva, de crecimiento lento, generalmente benigna. En humanos se
comporta de forma impredecible, con metdstasis descritas en varios

casos (Weedon D, 2002).
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Melanoma de partes blandas (sarcoma de células claras). Se
origina en relacidén con tendones y aponeurosis, principalmente de las
extremidades. Sus células son redondas o fusiformes, con citoplasma
claro, y se disponen formando nidos separados por finos tractos
fibrosos. La melanina y el glucdgeno se observan hasta en 2/3 de los
casos. Las células habitualmente expresan S-100 y/o HMB-45 y la
citoqueratina Cam 5.2 también pueden expresarla (Sara AS et al,
1990; Bisceglia M et al, 1998; Scott GA y Trepeta R, 1993 Mooi WJ
et al, 1995).

3.3. Tipos celulares y perfil inmunohistoquimico

Las células tumorales observadas pueden ser de morfologia
diversa, reconociéndose fundamentalmente las variantes epitelioides,
fusocelulares y pleomérficas, aunque existen otros tipos menos
frecuentes como los de células en anillo de sello, células claras o
balonizantes, o con caracteres rabdoides (Aloi FG et al, 1988, Sheibani
K et al, 1988). Las células epitelioides presentan nicleo redondo u oval,
con citoplasma amplio, con un didmetro 1,5 veces mayor que el didmetro
nuclear. Las células fusiformes poseen nicleo y citoplasma alargados
(sarcomatoides). Las células pleomdrficas pueden ser mono o
multinucleadas, grandes y bizarras. El tipo celular mas frecuente en el
componente invasivo es el epitelioide (Barnhill RL, 2004).

El tamafio celular oscila entre células pequefias, de tamafio
similar a un linfocito, sin apenas citoplasma, o cuboideas, con
citoplasma poligonal, escaso, con nicleo pequefio de localizacion

central, hasta células gigantes multinucleadas (Rosai J, 1994.).
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Inmunohistoquimica
Las células del melanoma presentan positividad para marcadores
inmunohistoquimicos tales como proteina S-100, HMB-45, MELAN-

A/MART-1, NKI/C3, enolasa heuronal especifica y vimentina.

La proteina S-100 es una proteina dcida, ligadora de calcio que
fue aislada por primera vez en el fejido cerebral. Es positiva en
prdacticamente el 100% de los melanomas primarios cutdneos y en sus
metdstasis y es positivo también en la mayoria de los melanomas
desmopldsicos. No obstante, también se marcan con este anticuerpo
los nevus, las células de Langerhans asi como los tumores de extirpe
neural. Por lo tanto, aunque es un marcador altamente sensible de
melanoma, es muy poco especifico de este tumor (Cochran AJ et al,

1993, Orchard GE, 2000).

Figura I.11: Melanoma cutdneo: inmunoexpresion de S-100
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El HMB-45 es un anticuerpo monoclonal con especificidad
selectiva para las células del melanoma. Tifie los melanosomas precoces
en su formacion (melanosomas estadio Iy ITy la porcién no melanizada
de los melanosomas estadio III), no tifie los melanosomas estadio IV ni
los melanosomas complejos de los queratinocitos asi como tampoco los
melandfagos (Schaumburg-Lever G et al, 1991). Ademds, tife
melanocitos estimulados, como los de la unién en un nevus y las células
névicas de la dermis en lesiones pigmentadas de algunos pacientes
infectados por el VIH (Smith KJ et al, 1993), nevus azul, nevus
penetrante profundo y algunas células en la dermis papilar del nevus
displdsico y del nevus de Spitz (Weedon D, 2004). Es un marcador
altamente especifico de melanoma (algunos autores hablan del 100% de
especificidad) pero menos sensible que la proteina S-100 (93%) (Wick
MR et al, 1988). Se ha observado positividad en algunos casos de
cdncer de mama asi como en el angiomiolipoma renal (Tuna EB et al,
2003). Sin embargo, no se tifien con HMB-45 algunos melanomas
fusocelulares ni la mayor parte de los melanomas desmopldsicos

(Anstey A et al, 1994, Walts AE et al, 1988).

Figura I.12: Melanoma cutdneo: inmunoexpresién de HMB-45
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El Melan-A/MART-1 es una proteina transmembrana cuya
funcidn es aln desconocida. Es positivo en el 90% de los melanomas asi
como en los melanocitos (Murer K et al, 2004). No se ha demostrado
positividad en ningln otro tumor, tan sélo (como ocurre con en HMB-

45), en el angiomiolipoma renal (Tuna EB et al, 2003).

Figura I.13: Melanoma cutdneo: inmunoexpresion de melan A

El NKI/C3 es un anticuerpo que reconoce una proteina
premelanosémica y presenta una tincion similar al Melan-A, con una
sensibilidad de aproximadamente el 95%. La mayor parte de los
melanomas que no se tifien con este antigeno son de tipo fusocelular

(Fernando SS et al, 1994).

La tirosinasa es una enzima que regula la fase inicial de la
sintesis de la melanina (paso de tirosina a DOPA) tanto en los
melanocitos como en las células de melanoma. Esta puede ser
detectada inmunohistoquimicamente en melanocitos de la epidermis, en

lesiones melanociticas benignas asi como en melanomas. En las lesiones
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benignas tifie fuertemente las células de la unién y de la dermis
superficial. En melanomas la tincion es difusa y, en algunos estudios, se
recoge hasta una sensibilidad del 94% en melanomas, siendo negativa
en los casos de melanomas desmopldsicos estudiados (Clarkson KS et

al, 2001; Hofbauer GF et al, 1998, Yao-Tseng Chen et al, 1995).

La enolasa neuronal especifica es positiva también en el
melanoma y, para algunos autores, puede ser una herramienta Util en el
diagndstico diferencial de éste con algunos nevus como el de Spitz
(Dhillon APy Rode J, 1982).

Por su parte la vimentina, que es un marcador propio de células
mesenquimales, es positiva en lesiones melanociticas, mostrando una
tincion variable en todos los casos de melanoma, con predominio en las
células de la periferia de la lesion (Puches R et al, 1991).

Es importante sefialar que, aunque la mayor parte de los melanomas son
citoqueratina negativos, puede encontrarse alglin caso en que exista
reactividad para ellas, especialmente en los melanomas metastdsicos
que pueden sufrir un cambio en su inmunofenotipo y presentar
positividad frente a citoqueratinas y negatividad para el HMB-45 aln
cuando su tumor primario fuese HMB-45 positivo y citoqueratinas

negativo (Ben-Izhak O et al, 1994).

3.4. Progresion local y metdstasis

Una vez que se produce la transformacién neopldsica de los
melanocitos, la historia natural del melanoma pasa por, al menos, tres

estadios histoldgicos diferentes que tienen como veremos mds
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adelante, una gran importancia en el curso evolutivo de la enfermedad
(Elder DE et al, 1997).

En una primera fase, que viene definida por la lesién no invasora
o melanoma "in situ”, la proliferacién neopldsica ya establecida queda
confinada a la epidermis. Es una etapa de duracién variable, en la que
las células tumorales se extienden a lo largo de la capa basal,

permeando la epidermis y extendiéndose a los anejos cutdneos.

En una segunda fase, las células neopldsicas aisladas, o en
pequeiios grupos, invaden la dermis, pero sin formar una "verdadera
masa tumoral”, lesion que se denomina melanoma microinvasor. Para
algunos autores, en esta fase las células carecen de capacidad
proliferativa y de formar verdaderos nddulos tumorales lo que se
traduce en la escasa capacidad metastdsica de estas lesiones (Elder

DE et al, 1984, Elder DE y Murphy GF, 1991).

Por dltimo, las células del melanoma pueden dar lugar a la
formacion de una verdadera masa tumoral, definida por la presencia en
la dermis de, al menos, un nido de células tumorales de mayor tamafio
que los nidos intraepidérmicos o junturales observados y/o presencia
de mitosis en el componente tumoral dérmico, hechos que definen al

melanoma en fase tumoral (Elder DE et al, 1997).

Clasicamente, los melanomas “in situ” y los microinvasivos se han
incluido en la categoria de melanomas no tumorales o en fase de
crecimiento radial; mientras que los melanomas tumorales se han

denominado melanomas en fase de crecimiento vertical. En la tabla 3,

28



tomada de Elder et al, 1997 se recogen los principales fipos de
melanoma.

En el primer grupo se incluyen el melanoma de extensidn
superficial, lentigo maligno, lentigo maligno melanoma, melanoma
lentiginoso acral y melanoma en fase de crecimiento radial no
clasificable, tanto en su forma in situ (sin rebasar la membrana basal)
como microinvasivo (las células tumorales invaden la dermis papilar

pero sin formar una verdadera masa tumoral).

El segundo grupo estd constituido por dos categorias, una en la
que no se aprecia fase de crecimiento radial, el melanoma nodular, y
una segunda categoria donde si se aprecia fase de crecimiento radial

previo pero el tumor ya se encuentra en fase de crecimiento vertical.

Tabla I.3. Tipos de melanomas.

Melanomas no tumorales o en fase de crecimiento radial
In situ o microinvasivo
Melanoma de extensidn superficial
Lentigo maligno y lentigo maligno melanoma
Melanoma lentiginoso acral
Melanoma en fase de crecimiento radial no clasificable

Melanomas tumorales o en fase de crecimiento vertical
Sin crecimiento radial reconocible
Melanoma nodular

Con crecimiento radial reconocible
Melanoma de extensidn superficial
Lentigo maligno melanoma
Melanoma lentiginoso acral
Melanoma en fase de crecimiento vertical no clasificable
Melanomas desmopldsicos y neurotropos
Variantes: nevoide, de células claras, amelanético...
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Metastasis. El melanoma cutdneo es el tumor que metastatiza
con mayor frecuencia, pudiendo hacerlo a cualquier drea u drgano
corporal, y lo hace bien por via linfdtica (lo mds frecuente) o hemdtica.
La probabilidad de que un melanoma metastatice estd intimamente
relacionado con el nivel de Clark y el espesor de Breslow (Balch ¢M et
al, 1979). Asi, cuando el tumor es menor de 1 mm de espesor las
metdstasis ganglionares son bastante infrecuentes y se aproximan al

50% cuando el fumor presenta un espesor de unos 4 mm.

Metdstasis locales: se localizan en la piel, ocurren por via
linfdtica, y son llamadas satelitosis si se encuentran a menos de 5 cms
del tumor primario. Cuando se encuentran a mds de 5 cm., en direccién
a las cadenas ganglionares regionales, pero sin sobrepasarlas, se

denominan metdstasis en trdnsito.

Metdstasis regionales: consisten en la invasiéon del grupo

ganglionar de drenaje del tumor primario, por las células tumorales.

Metdstasis a distancia: pueden aparecer en cualquier drgano

pero las localizaciones mds habituales son la piel y tejido subcutdneo,
los ganglios linfdticos y el pulmon. El cerebro y las meninges, el tracto
gastrointestinal, el corazon, el higado y las gldndulas suprarrenales
también pueden afectarse con cierta frecuencia (Amer MH et al,

1978, Caputy G et al, 1991).

La melanosis es una complicacién infrecuente que presentan
algunos pacientes con melanoma diseminado. Consiste en que toda la

piel del paciente adquiere una coloracion gris azulada debido al
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depésito de pigmento meldnico a nivel de los macréfagos y de las

células endoteliales de la dermis (Steiner A, 1991).

El periodo de tiempo entre el diagndstico de la enfermedad
primaria y la primera metdstasis se ha demostrado que difiere
significativamente para los diferentes tipos de metdstasis. En un
esquema de Leiter et al (2004) se resumen los diferentes porcentajes
de las metdstasis y la media de los meses que tardaron en aparecer

(Figura I.14).

Melanoma
primario

Metastasis
ganglio
linfaticos
regionales

Satelitosis

en

transito

59-85%

Metastasis
a
distancia

Figura I.14. Frecuencias de los diferentes tipos de metdstasis

4. FACTORES PRONOSTICOS

4.1. Relativos al tumor

4.1.1. Localizacion: la localizacion del tumor primario es un pardmetro
muy importante, especialmente en tumores de igual espesor. Day y

colaboradores describieron, en 1982, unas localizaciones de alto riesgo
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que denominaron “zonas BANS" para melanomas de igual espesor
(B=back (espalda); A=arm (brazo); N=neck (cuello); S=scalp (cuero
cabelludo)), que se asociaban a peor prondstico (Day CL y Lew RA,
1982). Los autores sugieren varias explicaciones posibles:

-son zonas que drenan a mds de un territorio linfdtico.

-son zonas de diagnéstico mds tardio.

-son zonas mds vascularizadas, favoreciéndose la diseminacion

metastdsica.

Otros estudios no han podido confirmar una diferencia
dependiente de la localizacién. Por otro lado, Wong encuentra que la
localizacién anatomica de la lesion es significativa para los melanomas
de espesor intermedio (0,76-1,69) y en melanomas en estadio II

(Wong JH et al, 1991).

4.1.2. Factores histoldgicos

A. Tipo histolégico: aunque cldsicamente se le atribuian peor
pronéstico a los melanomas de tipo nodular y lentiginoso acral frente al
melanoma de extension superficial y el lentigo maligno melanoma (Clark
WH et al, 1969), hoy se estd de acuerdo en que no existen diferencias
en la supervivencia entre el melanoma de extension superficial, el
lentiginoso acral y el nodular cuando se tiene en cuenta el espesor (Mc

Govern VJ et al, 1979; Sondergaard K, 1983, Elder DE et al, 1997).

B. Nivel de invasion de Clark: en 1969 Clark et al dividieron los
melanomas en cinco grupos dependiendo del nivel de invasion (Clark

WH et al, 1969).
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I. Limitado a la epidermis (melanoma in situ).

IT. Invasion de la dermis papilar por elementos aislados o por
pequefios grupos de células tumorales.

ITI. Invasion de toda la dermis papilar alcanzando la unidn entre
dermis papilar y reticular.

IV. Invasidn de la dermis reticular.

V. Invasion de la grasa subcutdnea.

Elder et al, en 1997, establecieron la relacién entre el nivel de Clark y

la supervivencia media a los cinco afios (Figura I.13.)

100%- ‘
1100%| 96%
Porcentaje de 80% 1 86% o Nivell
supervivencia % | )
a los 5 afios 60% 66% O Nivel Il
40% 4| 53% O Nivel lll
u O Nivel IV
20%+1"
' O Nivel V
0%_‘
Nivel de Clark

Figura I.13. Supervivencia a los cinco afios segun el nivel de Clark

Actualmente, la mayoria de los autores estdn de acuerdo en que
el significado pronédstico del nivel del Clark deriva de su correlacion
secundaria con el espesor tumoral (Maite JC, 1983), aunque puede
servir como predictor de la evolucion en melanomas delgados (Blois

MS, 1983, Vilmer C et al, 1996).

C. Espesor tumoral maximo (Indice de Breslow): Breslow en

1970 afirmé que “el madximo grosor tumoral de la lesién primaria,
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medido desde la capa granulosa hasta la dltima célula tumoral, es el
factor prondstico mds exacto para predecir la aparicion de
metdstasis”. (Breslow A, 1970). Hoy se sabe que el espesor tumoral
maximo es el predictor mds importante, por si solo, de la supervivencia
en melanomas en estadio clinico I. (Van der Esch EP et al, 1981; Smolle
J, 1995). Ademds, se correlaciona de forma directa con la probabilidad
de afectacion linfdtica regional y las metdstasis a distancia (Tabla

I.4).

Tabla I.4. Relacién entre el indice de Breslow, afectacion regional (N1), metdstasis
a distancia (M1) y supervivencia global.

INDICE BRESLOW % N1 A LOS 3 ANOS %M1 A LOS 5 ANOS SUPERVIVENCIA (MESES)
<0,76 mm 2% 3% 98
0,76 - 1,50 mm 25% 8% 85
151-4 mm 57% 15% 64
>4 mm 62% 72% 41

*Tomada de Guillem y Burriel, 1997

Clasicamente, segln el espesor tumoral, se han clasificado a los
melanomas como, de bajo riesgo, cuando el indice de Breslow era
inferior a 0,76 mm; de riesgo moderado, cuando era entre 0,76-150
mm; de riesgo moderado-alto, cuando era entre 1,51-4 mm; y de alto
riesgo si era mayor a 4 mm. (Garbe C et al, 1995). Los melanomas de
bajo riesgo no presentan recidivas locales ni metdstasis y curan con la
exéresis simple. En algunas series su supervivencia a los 5 afios es del
100%, aunque algunos estudios han recogido un pequefio nimero de
muertes, especialmente en tumores con Clark mayor de 2 o con signos

de regresién (Lemish WH et al, 1983, Woods JE et al, 1983).
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D. Ulceracion: la presencia de ulceracion es un factor de mal
prondstico, particularmente cuando el espesor tumoral es mayor de 3
mm (Mc Mover VF et al, 1983). En este sentido y para algunos autores,
la supervivencia a los cinco afios desciende desde el 80% al 55% en
melanomas ulcerados (Balch ¢M et al, 1980). No obstante, la ulceracién
aparece en tumores con elevado indice de Breslow, ya que estos se
ulceran con mds facilidad que los melanomas delgados (Day CL Jr et al,
1982) y, ademds, a todo esto se suma la dificultad que afade la
ulceracién a la hora de valorar el indice de Breslow (desde la base de la
dlcera hasta la célula fumoral mds profunda), proporcionando valores
de Breslow, en muchos casos, inferiores a los reales, que podrian

explicar en parte la peor evolucién de estos melanomas.

E. Indice mitésico: el nimero de mitosis por mm? parece tener
relacién con el pronéstico. Para algunos autores cuando el nimero de
mitosis es menor de 6/mm’ la supervivencia aumenta hasta un 80%, y
cuando es mayor de 6/mm?’ disminuye al 40% (Day CL Jr, 1982).
Schmoeckel en 1978 definié el “indice pronéstico” como el nimero de
mitosis/mm? multiplicado por el mdximo espesor en mm.

Indice prondstico = n° mitosis/mm’ « mdximo espesor (mm)
Para este autor, este indice prondstico es mds exacto que el

espesor tumoral o el nivel de invasién para predecir, por si solos, la

supervivencia (Tabla I.5) (Schmoeckel CH y Braun-Falco O, 1978).
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Tabla I.5. Relacién entre el indice pronéstico y la presencia de metdstasis (Tomada

de Schmoeckel, 1978).

Categoria de| Indice pronéstico Metastasis
riesgo (5aios)
Bajo 1-6 10%
Intermedio 6-13 40%

Alto Mayor de 13 80%

F. Regresion: los cambios regresivos consisten en la sustitucion
de células tumorales por fibrosis, melanéfagos e infiltrado
inflamatorio linfocitario, junto con cuerpos acidéfilos (restos de
células meldnicas). (Menzies SW 'y Mc Carthy WH, 1997). Se producen
como consecuencia de la interaccién entre el huésped y el fumor (Kang
S et al, 1993). La existencia de estos cambios ho ha demostrado tener
un significado prondstico independiente, excepto en melanomas
delgados (Tran H et al, 1996) (Weedon D, 2002).

La explicacion del peor pronédstico de estas lesiones podria estar
en relacién con el insuficiente espesor que se les atribuye en el

momento del diagndstico.

6. Infiltrado inflamatorio dérmico: para Clark et al (1989) la
existencia de un infiltrado inflamatorio linfoide de caracteristicas
infiltrantes (entre células tumorales) es un factor prondstico
independiente, asocidndose a mejor prondstico (Clark WR Jr et al,
1989). Sin embargo, la presencia de agregados de células plasmdticas
es, para algunos autores, un signo indicador de metdstasis ganglionares

ocultas. (Weissman A et al, 1984).
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H. Microsatelitosis: los microsatélites se definen como nidos
tumorales de 0,05 mm de didmetro minimo, separados de la masa
tumoral principal por tejido coldgeno dérmico reticular o grasa
subcutdnea (Day CL et al, 1981). La presencia de estos satélites
microscépicos se relacionan con una mayor incidencia de afectacion
ganglionar (53% frente a 12%) y con una menor tasa de supervivencia a

los 5 afios (36% frente al 89%) (Rigel DS et al 1991).

I. Invasion vascular: al igual que en la mayoria de los tfumores,
la invasion vascular o linfdtica se asocia a un pronéstico desfavorable.
En el caso del melanoma no se ha podido demostrar la validez de este
dato como factor pronéstico independiente, ya que parece depender
del espesor tumoral y del didmetro de la lesién (Straume O, Akslen LA
1996). En cualquier caso, la invasion vascular es mds frecuente en los
melanomas en fase de crecimiento vertical que en los melanomas en

fase de crecimiento radial.

J. Tipo celular: aunque en el melanoma de globo ocular parece
estar claro que el tipo celular es un factor prondstico independiente,
en el melanoma cutdneo no ha podido establecerse esta relacién a
pesar de los miltiples estudios realizados por diversos autores. (Day
CL JR et al, 1982; Baak JPy Tan CJ, 1986, Drzewiecki KT et al, 1980).
Para Day el tipo celular epitelioide se asocia con un mejor pronéstico,
pero estos resultados no han podido ser contrastados con

posterioridad.
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K. Nevus preexistente: en aproximadamente un 20% de los
casos el melanoma se desarrolla sobre un nevus preexistente
(Friedman RJ et al, 1983). Para muchos autores, entre ellos Friedman,
los melanomas desarrollados sobre nevus tienen mejor prondstico vy,
ademds, esta variable se comporta como un factor independiente
(Stolz W et al, 1989). No obstante, el significado prondstico del nevus
coexistente es auln controvertido (Schmoeckel C et al, 1983, Weedon

D, 1985).

L. Pigmentacion: aunque para algunos autores la falta de
pigmentacion es un signo de desdiferenciacion, lo que conllevaria un
peor prondstico, no ha demostrado tener valor pronédstico
independiente (Mc Govern VJ, 1970; Lever WF y Schaumburg-Lever G,
1990).

M. Volumen de la lesion: el volumen tumoral es un valor
tridimensional que tiene en cuenta el espesor tumoral y el didmetro de
la lesion y es superior al valor de Breslow como indicador prondstico
(Friedman Rj et al, 1991, Rigel Ds et al, 1991 Ordofiez A et al, 1994).
Friedman et al realizaron un estudio del volumen tumoral en

melanomas con los siguientes resultados (Tabla I.6):

Tabla I.6. Relacidn entre el volumen fumoral y la supervivencia a los 5 afios

VOLUMEN TUMORAL SUPERVIVENCIA A LOS 5 ANOS
Menor o igual a 200 mm3 89-91,4%
Mayor a 200 mm3 11-16,7%

*Tomada de Friedman et al, 1991.

Para calcular el volumen tumoral se requieren cortes seriados del

tumor y la reconstruccién mediante un sistema informdtico, por lo que,
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aunque es un valor pronéstico importante, no se realiza de manera

rutinaria.

N. Parametros de proliferacion celular.

Recuento de mitosis. La mitosis es un fenémeno que ocurre en
un momento muy concreto del ciclo celular. El recuento de las figuras
mitésicas representa la forma mds tradicional y antigua de estimar la
proliferacion de una poblacién celular, especialmente en los tumores.
Sin embargo, esta estimacion es bastante inespecifica. Las oscilaciones
en la duracion del ciclo celular, hecho que ocurre en algunos tumores,
inciden en la cuantificacion de figuras mitésicas, sin que ello vaya
necesariamente parejo con alteraciones en la tasa de crecimienfo. A
pesar de ello, constituye un método aceptable para la valoracién de la
proliferacion celular en la mayoria de los tumores. Azzola et al (2003)
proponen la Tasa de mitosis de un fumor como un importante e
independiente predictor de la supervivencia de los pacientes con
melanoma, llegando a superar a la ulceracion como factor prondstico
cuando el recuento se realiza siguiendo las recomendaciones de la
Clasificacion del Melanoma Maligno de Sydney de 1972 (Azzola MF et
al, 2003). Sondak et al, en un andlisis multivariante, observaron que los
Unicos factores que se asocian significativamente con la presencia de
ganglio linfdtico centinela positivo son la tasa de mitosis del tumor, el
espesor tumoral de Breslow y la edad del paciente. La importancia
prdctica de sus resultados recae en que pacientes con espesores
tumorales < 1 mm de Breslow, con elevada tasa mitésica y jévenes
(menos de 35 afios) deben ser incluidos para estudio de ganglio
centinela (Sondak VK et al, 2004). Thompson et al (2004) corroboran

el modelo de Sondak y apoyan la propuesta de realizar estudio de
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ganglio linfdtico centinela a pacientes con espesores tumorales < 1 mm,
jovenes (menores de 40 afios) y con elevada tasa mitdsica (mayor 5
mitosis/mm®) debido a que estos pacientes presentan un riesgo
incrementado de padecer enfermedad metastdsica en ganglio linfatico

centinela (Thompson JF y Shaw HM, 2004).

Ki-67/MIB-1. Ki-67 es una proteina nuclear que estd presente en
las células proliferantes es decir, células en mitosis o en fase 61, G2 y
S, pero no en las células en fase Go (quiescentes). Los anticuerpos
MIB-1 reaccionan con este antigeno permitiendo valorar la capacidad
proliferativa de los distintos tejidos (Gerdes J, 1990). La
cuantificacion de Ki-67/MIB-1 en el melanoma es reconocida como
factor prondstico en numerosos trabajos (Soyer HP, 1991),
encontrdndose, en algunas series, niveles de Ki-67 elevados ligados a
mayores indices de mortalidad e incluso a mayor nimero de metdstasis.
Lo que no estd del todo claro es su papel como factor pronéstico
independiente ya que, mientras algunos autores apoyan esta idea, otros
como Soyer lo correlacionan con el grosor tumoral, asi como con otros
factores prondsticos cldsicos (nivel de Clark, indice mitdsico) (Gerdes
J, 1990 Ramsay JA et al, 1995, Soyer HP, 1991). Soyer (1991)
establece un indice pronéstico, obtenido a partir del indice de Breslow
y de la actividad proliferativa medida con Ki-67. En este estudio, a los
dos afios de seguimiento, sélo el 63% de los pacientes con un indice
prondstico superior a 25 (producto del indice de Breslow y de la
actividad proliferativa medida con Ki-67) estaban libres de
enfermedad, mientras que ninguno de los pacientes con un indice menor

de 25 habia desarrollado metdstasis.
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Valoracion del contenido de ADN. Segtn la fase del ciclo en
que hos encontremos, las células tendrdn una cantidad de ADN
determinada. Segln avanza el ciclo, durante la fase S, esta cantidad va
aumentando progresivamente, hasta llegar a 62 y a M, donde dicha
cantidad es el doble de la que tenia en G1. La cantidad de ADN puede
ser estudiada mediante citometria y recogida posteriormente en un
histograma en el que el eje de ordenadas representa el nimero de
células estudiadas, y en el de abscisa la cantidad de ADN. La grdfica
resultante nos permite conocer la proporcion de células presentes en
cada una de las fases del ciclo celular. Ademds la interpretacién
adecuada de los histogramas con las técnicas citométricas permite
sacar conclusiones sobre el cardcter diploide o aneuploide de las

muestras estudiadas (Diaz-Cano S et al, 1990).

El valor de la ploidia de ADN, como dato prondstico en el
melanoma maligho, es aceptado por la mayoria de los autores ( Tralongo
V et al, 1998). Sin embargo, parece que se relaciona con el grosor
tumoral, de tal forma que a mayor espesor de la lesion se observa un
mayor indice de aneuploidia (Ruiter DJ, 1992). De cualquier forma, en
algunos trabajos como el de Cohen se muestra como factor prondstico

independiente (Cohen C, 1996).

La ploidia de ADN se considera un buen factor predictivo del
desarrollo de metdstasis, de tal forma que el riesgo se incrementa a
medida que aumenta el indice de aneuploidia de la lesion primaria
(Reddy VB et al, 1995; Umebayashi Y y Otsuka F, 1997). La presencia
de aneuploidia y “fase S" elevada, en biopsias de la dltima lesidn
metastdsica, se ha relacionado con mejores respuestas y mayores

supervivencias en pacientes con melanomas diseminados ftratados con
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quimioterapia (Hahka PA et al, 1997). No obstante, Karlsson et al
(1993) encuentran, en aquellos pacientes con melanomas en estadio
clinico IIT y tumores primarios diploides, un mayor intervalo libre de
enfermedad y una mayor supervivencia post-recidiva (Kar/sson M et al,
1993).

En cuanto a la relacion con los distintos tipos celulares
constituyentes de melanoma, se han observado indices de ADN
mayores en los melanomas constituidos por células epitelioideas que en
los constituidos por células fusiformes, encontrdndose valores
intermedios en los tipos mixtos (Chi Hi et al, 1993)

Estudios recientes han comparado mediante microarrays de
tejidos la ploidia de ADN (% de células diploides, % de células
aneuploides entre 2c-4c, % de células tetraploides...) y han demostrado
la posibilidad de evaluar la ploidia de ADN y sus pardmetros relativos
con microarrays de tejidos y su relevancia prdctica en patologia
tumoral (Korabiowska M et al, 2004).

Umebayashi y Otsuka (1995) cuantifican el contenido de ADN nuclear,
por citometria de flujo, de 47 melanomas primarios y establecen el
indice de ADN, en el que encuentran un factor independiente en la
prediccion de la supervivencia de los pacientes con melanoma

(Umebayashi ¥ y Otsuka F, 1995).

Valoracion de regiones organizadoras nucleolares. Las
llamadas regiones organizadoras del nucleolo (NORs) se corresponden
con dreas donde se traducen los bucles de ADN, contenedores de los
genes que codifican el ARN ribosémico (Carbajo E y Carbajo S, 1994).
Estos “genes ribosémicos”, y otras proteinas dcidas que se unen a los

mismos tienen gran afinidad por la plata (argirofilia). Ello ha sido
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utilizado para identificar los agNORs con técnicas argénticas
convencionales, que aparecen como manchas negras localizadas en el
ndcleo (Goodpasture Cy Bloom SE, 1975). Pich et al (1995) publicaron
la asociacion entre el recuento de agNORs y el prondstico de
determinadas neoplasias, entre ellas el melanoma maligno
(supervivencia a los 5 afios: 46% para casos con < 4,62 agNOR/célula;
7% para casos con > 4,62 agNOR/célula). Para estos autores el ndmero
de agNOR vy su configuracion es (til en la deteccion y pronéstico de
algunas neoplasias (Pich A et al, 1995) En 1998, Barzilai y
colaboradores realizan un estudio con el propésito de evaluar el rol de
agNORs en la prediccién del comportamiento bioldgico del melanoma.
Estos autores observan que el nimero de agNOR se relaciona con el
grado de malignidad en las lesiones melanociticas (2,93 en nevus azul
comun; 2,89 en nevus benignos; 3,69 en nevus azul celular; 7,71 en
melanoma maligno; y 8,33 en nevus azul maligno). También encuentran
relacién entre el recuento de agNOR y el estadio patoldgico del

melanoma (Barzilai A et al, 1998).

N. Factores patobiolégicos:

Angiogénesis: En 1935, Hertig y colaboradores acufiaron por
primera vez el término angiogénesis, para describir la formacion de
nuevos vasos sanguineos en la placenta. Existe evidencia experimental
suficiente que indica que el crecimiento y diseminacion de una
neoplasia es dependiente de la angiogénesis. Angiogénesis o
neovascularizacion (formacién de nuevos vasos a partir del propio
tumor), es un término inicialmente descrito por el Dr. Judah Folkman y
demostrado en modelos experimentales en ratones desnudos vy

posteriormente en pacientes con melanoma metastdsico. Asi, después
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que un tumor ha alcanzado alrededor de 10° células, para poder
sobrevivir requiere de neovascularizacién, y cada incremento sucesivo
en el volumen del tumor es precedido por una fase de angiogénesis,
(fenémeno de induccion), de formacién de nuevos capilares sanguineos
a partir del propio fumor, lo que incrementa las posibilidades de
incorporacion de células neopldsicas a la circulacion. La actividad
angiogénica se evalla mediante el Indice de densidad microvascular
(DMV), que equivale al nimero de vasos neoformados, cuantificados
mediante microscopia de luz en un campo de 200x (10x ocular y 20x
objetivo). La cifra mayor de vasos en este campo, idealmente
determinada por dos o tres patélogos, representa el Indice de la
densidad microvascular. El indice de la DMV es dificil de determinar en
especimenes de tejido mediante la simple visualizacion con tinciones
tradicionales de hematoxilina-eosina (HE), por el diminuto tfamafio en
estos capilares, requiriéndose de marcadores especificos como factor
VIII, CD-31y CD-34, del endotelio vascular, que permitan identificar

la actividad angiogénica.

Factores requladores de la angiogénesis

La desviacidn de los tejidos hacia un fenotipo angiogénico, incluye
cambios en el equilibrio local entre los factores reguladores positivos y
negativos del crecimiento de los vasos, producidos por uno de los

mecanismos siguientes:

. Sobreexpresion intracelular de uno o mds reguladores
positivos de la angiogénesis.
. Movilizacién de proteinas angiogénicas de la matriz

extracelular (producidas por los macréfagos).
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. Combinacion de estos procesos.

Son muchas las proteinas angiogénicas conocidas en la actualidad. De

éstas, las mds importantes son:
Factor de transformacion B (TGFB)

Es un factor angiogénico indirecto. Inhibe la proliferacién de los
endoteliocitos in vitro, pero, in vivo, induce la angiogénesis a través de
la estimulacion de células inflamatorias que producen factores

angiogénicos (Amaya H et al, 1997).
Factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)

Existen varios tipos de FGF. El primero en conocerse fue el
FGF-p, que se expresa en casi todos los tipos de células modulando la
diferenciacion, inhibiendo la apoptosis y, ademds, estimula la
quimiotdxis y es un factor mitégeno (Campbell SC et al, 1998). Sobre
las células endoteliales aumenta el indice de actividad mitética,
facilitan la proliferacion de las células tumorales y endoteliales

vasculares en las dreas mds vascularizadas del tumor.

Factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)

El VEGF es una glicoproteina dimérica de 34 Kd, que actia
directa y selectivamente sobre las células endoteliales. Es considerado
el factor de crecimiento angiogénico mds importante. Es una citoquina
que actda sobre las células endoteliales ejerciendo sobre ellas
distintas acciones. El VEGF ademds de ser un factor angiogénico,
aumenta también la permeabilidad vascular. Generalmente actia de

forma coordinada con otros factores como el PD-ECGF. En los tejidos
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neopldsicos su sintesis es promovida por las propias células tfumorales

(Obermair A et al, 1998, Johson DA, 1998).

Factor de crecimiento de las células endoteliales derivado de

plaguetas (PD-ECGF)

Se trata de la enzima timidina fosforilasa que al metabolizar a la
timidina produce metabolitos con accién quimiotdctica sobre las células
endoteliales. Se sobreexpresa en tumores vasculares que manifiestan
poco el VEGF; generalmente actuda en coordinacién con este dltimo para

estimular la angiogénesis (Amaya H et al, 1997).

Los factores reguladores negativos de la angiogénesis pueden
actuar desde la circulacion o desde la matriz extracelular, y lo hacen
por 2 mecanismos diferentes, la inhibicion de la proliferacion celular

o la inhibicion de la quimiotaxis.

Los principales reguladores negativos de la proliferacién celular

y de la quimiotaxis son:

- Factor plaquetario: inhibe la proliferacion y la quimiotaxis desde la

circulacidn.

- Trombospondina-1: inhibe la proliferacion y la quimiotaxis tanto

desde la circulacién como a nivel de la matriz extracelular.

- Inhibidores de las metaloproteinasas: inhiben la proliferacién y la

quimiotaxis desde la circulacién.

- Prolactina
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- Angiostatina: inhibe la proliferacién y la quimiotaxis desde la

circulacién.

- Interferdn a: inhibe la proliferacion y la quimiotaxis desde la

circulacidn.

La actividad angiogénica de cada tumor dependerd del balance

entre las sefiales estimuladoras e inhibidoras.

La angiogénesis no es solo necesaria para la nutricion tumoral
sino que también es fundamental para la diseminacion metastdsica. En
la produccién de las metdstasis es necesario que el tumor esté
vascularizado para que las células neopldsicas tengan una via por donde
puedan ser vehiculizadas.

Ademds, cuando estas células llegan al lugar diana también

necesitan de la angiogénesis para su nutricién en su hueva ubicacion.

Morfometria nuclear. Baak y Tan ya en 1986 observaron una
peor evolucién en los melanomas cuyas células presentaban nicleos
redondos, y un curso clinico favorable en las lesiones con nicleos
elipticos u ovales. (Baak JP y Tan CJ, 1986). Diversos estudios
posteriores han confirmado esta observacion y han demostrado la
relacion entre los caracteres morfométricos (forma del ndcleo,
longitud de los ejes nucleares mayor y menor, drea nuclear..) y el
prondstico de los pacientes (Talve LA et al, 1997, Burnier Pereira F et

al, 2001).

Otros factores prondsticos patobioldgicos. Durante los dltimos

afios se estdn identificando toda una serie de moléculas que actuan, a
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distintos niveles, en los mecanismos que controlan el crecimiento y la
divisién celular. Diversas alteraciones a nivel de estas moléculas se han
implicado en la etiopatogenia de los tumores malignos, entre ellos del
melanoma, cobrando algunas una gran importancia como factores
prondsticos de la enfermedad.

El factor transformador del crecimiento beta (TGF-p) se
encuentra presente en la mayoria de las células epiteliales,
endoteliales y hematopoyéticas normales, actia como un potente
inhibidor de la proliferacion celular y regula los procesos celulares a
través de su unién a tres receptores (tipo I, II, ITI). Moretti y
colaboradores encuentran una mayor expresion de TGF-p y de sus
receptores, en melanomas mayores de 1 mm y en los metastdsicos,
correlaciondndose con otros marcadores de proliferacién celular como
el Ki-67 (Moretti S et al, 1997). Del mismo modo, los melanomas con
presencia de receptores de membrana CD40 y de su ligando
correspondiente CD40L (en posiciones cercanas) conllevan un peor
prondstico, con un corto intervalo libre de enfermedad (Van den Oord
JJ et al, 1996).

La pérdida de moléculas esenciales para mantener la
integridad tisular (cadherinas), la expresion de otras moléculas
relacionadas con la adhesién celular (receptores para el dcido
hialurénico, codificados por el gen CD-44) y las integrinas (en especial
la avb3 o receptor de la vitronectina y la ICAM-1), se asocian a una
mayor agresividad bioldgica (Hsu MY et al, 1996, Sandig M et al,
1997). En un estudio reciente se han combinado el uso de la proteina
S5100A4 y la cadherina-E demostrando que existe una relacion inversa
entre ambas. En lesiones primarias y con intervalo libre de enfermedad

largo se expresaba cadherina-E y no lo hacia S100A4, mientras que en
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lesiones avanzadas y con intervalo libre de enfermedad corta disminuia
su expresion y aumentaba la de S100A4 (Andersen K et al, 2004).

La expresion de proteasas que destruyen la matriz
extracelular: catepsinas B, D y enzimas con actividad similar a la
catepsina B, o niveles bajos de sus enzimas inhibidoras como la CPI
(inhibidoras de la cisteinil-proteasas), han sido relacionados con un
peor prondstico, al igual que en algunos carcinomas como el de mama
(Podhajcer OL et al, 1995).

A nivel cromosomico, la pérdida de genes supresores y sus
productos, entre los que se encuentran la proteina p27Kipl,
p21WAF1/CIP1 y pl6INK4A se han asociado a una peor evolucién de la
enfermedad (Boni R et al, 1998; Ghiorzo P et al, 2004). Igual ocurre
con la alteracion de las secuencias génicas localizadas en los
cromosomas 1p, 6, 9p, (que afectan al gen supresor mdltiple de
tumores MTS1 o CDKN2 (p16INK4)), 10q y 11q (Goldstein AM y Tuker
MA, 1995; Healy E et al, 1998, Poetschaus M et al, 1998).

El gen NM23, localizado en la posicion 1722, ha sido
identificado como un gen supresor de metdstasis, siendo sus niveles
mds bajos en aquellos melanomas con mayor capacidad infiltrante y
metastdsica. Ya en 1992 Florenes y colaboradores encontraron que
pacientes que desarrollaron metdstasis durante los dos primeros afios
tras el diagnéstico tenian niveles de expresion de nm23
significativamente mds bajos (56%) comparados con pacientes con
enfermedad menos agresiva (16,4%) (P<0,0004) (Florenes VA et al,
1992; Caligo MA et al, 1994, Easty DJ et al, 1996, Saitoh K et al,
1996). Sarris y colaboradores publican recientemente un articulo en el

que relacionan los niveles bajos de expresién de nm23 y el aumento del
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riesgo de padecer metdstasis cerebrales de melanoma (Sarris M et al,
2004).

TP53 es un gen supresor con una doble accion; por un lado
detecta las alteraciones del ADN y detiene el ciclo celular en la fase
61 facilitando asi su reparacién. Cuando estas alteraciones no son
reparables TP53 induce a la célula a la apoptosis. La mutacién de TP53
es la alteracidn genética mds frecuente en las neoplasias humanas. La
expresion de TP53 en el melanoma maligno es recogida en diversos
estudios y varia entre 1-5% para lesiones primarias y entre 11-25%
para lesiones metastdsicas (Hussein MR et al, 2003). Mientras que
algunos autores han encontrado una expresién baja de p53 (Saenz MC
et al, 1995), para otros, hasta un 63% de las lesiones estudiadas
mostraron positividad para la TP53 (McGregor JM et al, 1993),
relaciondndose con un peor prondstico y con una mayor probabilidad de
desarrollar enfermedad metastdsica (Vogt T et al, 1997). La mutacion
del TP53 parece ftratarse de un acontecimiento tardio en la
etiopatogenia del melanoma (Lee Cs et al, 1995). No obstante, en las
series de Essner et al (1998), los pacientes con melanomas primarios o
metastdticos positivos para TP53 presentaron una supervivencia mayor
que los negativos (Essner R et al, 1998).

Melastatina es un gen supresor tumoral, que se observa en las
células de los nevus pigmentocelulares, decreciendo su expresién con el
incremento del grosor tumoral en los melanomas y no detectdndose,
prdcticamente, en las lesiones metastdsicas. Por ello, se la ha

considerado un indicador de agresividad (Duncan LM et al, 1998).

4.1.3. Estadio clinico-patoldgico: al igual que en la gran mayoria de

los tumores sélidos, en el melanoma, el factor prondstico mds
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importante es el estadio clinico-patoldgico. Allen y Spitz, en 1953,
fueron los primeros en publicar que los melanomas profundos tenian
peor pronéstico que los melanomas superficiales, aunque ellos ho
propusieron ningin sistema de estadificacion en base a esta
observacion. Unos de los primeros intentos de clasificar la enfermedad
en funcién de la severidad de la misma fue planteada por Ackerman y
del Regato en 1954 (Thompson JF et al, 2004). Ellos proponian cuatro
grupos:

(a). Pacientes con metdstasis a distancia.

(b). Pacientes con metdstasis en ganglios linfdticos regionales,
detectadas clinicamente y confirmadas histoldgicamente.

(c). Pacientes con ganglio linfdtico clinicamente negativo pero
positivo histoldgicamente.

(d). Pacientes con enfermedad primaria, sélo, demostrada por la
ausencia clinica e histolédgica de enfermedad en ganglios linfdticos u
otras localizaciones a distancia.

En 1962 Petersen y colaboradores sugirieron una clasificacion de tres
estadios basada en las caracteristicas de la lesién primaria:

- Estadio I: melanoma que no invade la dermis.

- Estadio IT: invasién de la dermis superficial.

- Estadio IIL: formacién tfumoral con o sin “erupcion

pigmentada”.

En 1964, Mc Near y Das Gupta establecieron un sistema de
estadificacién triple que fuvo gran aceptacion y fue ampliamente
utilizado. Este sistema se basaba en criterios clinicos:

+ Estadio I: melanoma localizado sin metdstasis a distancia ni

afectacién de ganglios linfdticos regionales.

51



Melanoma primario no tratado o extirpado por biopsia incisional antes
de un mes
Melanoma localmente metastdtico o recidivante

Melanoma primario mdltiple.

+ Estadio II: Metdstasis confinadas a los ganglios linfdticos
regionales.
Melanoma primario con metdstasis simultdneas.
Melanoma primario controlado, con metdstasis posteriores.
Recidiva local con metdstasis.

Primario desconocido con metdstasis.

+ Estadio III: melanoma diseminado.
Organos y/o miiltiples metdstasis linfdticas y/o miltiples metdstasis

cutdneas o subcutdneas.

Esta clasificacion fue la precursora del sistema de estadificacion
moderno TNM (tumor-node-metastasis).

En 1969 Clark y colaboradores identificaron las cinco categorias
prondsticas hoy conocidas como niveles de invasion Clark (Clark WH et
al, 1969). En 1970 Breslow demostrd la importancia pronéstica del
espesor tumoral (Breslow A, 1970).

En 1978 la AJCC junto con la UICC incorporaron al sistema de
estadificacién un microestadiaje del melanoma primario utilizando el
nivel de invasion de Clark y el espesor tumoral de Breslow, pero este ho
fue bien aceptado y en 1983 el subcomité de melanoma de la AJCC
recomendd una modificacién de la version de 1978, estableciéndose los

siguientes estadios (Thompson JF et al, 2004):
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Estadio IA: melanoma localizado de espesor <0.75 mm o nivel IT
de Clark.

Estadio IB: melanoma localizado de espesor 0.76-150 mm o
nivel IIT de Clark.

Estadio ITA: melanoma localizado de espesor 1.51-4.00 mm o
nivel IV de Clark.

Estadio IIB: melanoma localizado de espesor >4 mm o nivel V de
Clark.

Estadio IIT: metdstasis limitadas a ganglios linfdticos
afectando sélo a una base linfdtica regional o <6 metdstasis en
trdnsito pero sin afectacidn linfdatica.

Estadio IV: metdstasis regionales avanzadas o metdstasis a

distancia.

Los factores que mds van acondicionar el pronéstico de los pacientes
con melanoma maligno son la presencia de afectacién ganglionar y de
enfermedad metastdsica a distancia. Sin embargo, un estadiaje que se
acerque lo mds posible a la realidad prondstica de estas neoplasias
debe recoger tanto datos clinicos como histoldgicos. Dado que la gran
mayoria de las lesiones diagnosticadas se encuentran en estadio
localizado, sin afectacion ganglionar ni metdstasis a distancia, (mds del
85% de los pacientes diagnosticados de melanoma en Europa Central,
Norte Américay Australia) (Garbe Cy Orfanos CE, 1992; Ketcham AS
et al, 1992), cobran especial relevancia aquellos pardmetros que van a
intentar predecir que pasard con este grupo de pacientes. De esta
necesidad surge la clasificacion TNM que recoge todos los aspectos

antes citados, haciendo referencia al tumor primario (T), afectacion de
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ganglios linfaticos (N) y metdstasis a distancia (M) (Orddfiez A et al,
1998). Esta clasificacion ha ido sufriendo modificaciones, la dltima en

el ano 2002.

Tumor primario (T)
TX El tumor primario no puede ser valorado.
TO No evidencia del tumor primario.

Tis Melanoma /n situ (nivel I de Clark).

T1 Melanoma <1.0 mm de grosor, con o sin ulceracion.
T1la Melanoma <1.0 mm y nivel IT o III de Clark, no ulceracién.
T1b Melanoma <1.0 mm de grosor y nivel IV o V de Clark o con

ulceracion.

T2 Melanoma 1.01-2.0 mm de grosor, con o sin ulceracién.
T2a Melanoma 1.01-2.0 mm de grosor, sin ulceracion.

T2b Melanoma 1.01-2.0 mm de grosor, con ulceracion.

T3 Melanoma 2.01-4.0 mm de grosor, con o sin ulceracion.
T3a Melanoma 2.01-4.0 mm de grosor, sin ulceracion.

T3b Melanoma 2.01-4.0 mm de grosor, con ulceracion.

T4 Melanoma mayor de 4.0 mm de grosor, con o sin ulceracion.
T4a Melanoma mayor de 4.0 mm de grosor, sin ulceracién.

T4b Melanoma mayor de 4.0 mm de grosor, con ulceracion.

Ganglios linfaticos regionales (N)

NX gdnglios linfaticos regionales no pueden ser valorados.
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NO No metdstasis en gdnglios linfaticos regionales.
NO (i+) ganglio negativo con H-E en el que se han detectado células
tumorales aisladas (grupo celular de tamafio inferior a 0.2 mm, en su

didmetro mayor) con inmunohistoquimica.

N1 Metdstasis en 1 ganglio linfatico.
N1a metdstasis clinicamente oculta (micrometdstasis)

N1b metdstasis clinicamente detectable (macrometastasis)

N2 Metdstasis en 2 o 3 ganglios regionales o metdstasis intra linfdatica
regional sin afectacion ganglionar.

N2a metdstasis clinicamente oculta (micrometdstasis).

N2b metdstasis clinicamente detectable (macro metdstasis)

N2c satelitosis o metdstasis en transito sin afectacion ganglionar.

N3 Metdstasis en 4 o mas ganglios linfaticos regionales, o ganglios
metastdticos fusionados, o metdstasis en trdnsito o satelitosis con

metdstasis en ganglios linfdticos regionales.

Metastasis a distancia (M)
MX Presencia de metdstasis a distancia no puede ser valorada.

MO No metdstasis a distancia.

M1 Metdstasis a distancia.
M1la Metdstasis en piel, tejido subcutdneo, o ganglios linfdticos a
distancia.

M1b Metdstasis pulmonares.
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M1c Metdstasis en cualquier otro érgano o metdstasis a distancia a

cualquier otro sitio asociadas niveles elevados de LDH en suero.

Grupos patoldgicos de estadificacion.

Estadio O Tis NO MO

Estadio TA Tla NO MO

Estadio IB T1b NO MO/T2a NO MO

Estadio ITA T2b NO MO/T3a NO MO

Estadio IIB T3b NO MO/T4a NO MO

Estadio IIC T4b NO MO

Estadio ITIA T1-4a Nla MO/T1-4a N2a MO

Estadio ITIB T1-4b Nla MO/T1-4b N2a MO/ T1-4a N1b MO/T1-
4a N2b MO/ T1-4a/b N2¢c MO

Estadio ITIC T1-4b N1b MO/T1-4b N2b MO/Cualquier T N3
MO

Estadio IV Cualquier T Cualquier N M1

Tabla I.7. Grupos patoldgicos de estadiaje

4.2. Factores relativos al huésped.

4.2.1. Sexo. La importancia del sexo como valor prondstico ha sido
discutida. En general se acepta que la supervivencia global en el sexo
femenino es mejor, sobre todo en los dos primeros afios tras el
diagndstico (Magnus K, 1977), quizds porque en la mujer predomina la
localizacion en las extremidades inferiores y ello permite el
diagndstico mds precoz (Shaw HN 1980). Sin embargo, diversos
estudios sugieren que las mujeres tienen mejor prondstico a largo
plazo. El prondstico se iguala en ambos sexos cuando la enfermedad
estd diseminada (Karjalainen S y Hakulinen T 1988, O’ Doherty CJ et
al, 1986).
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4.2.2. Edad. La edad se ha relacionado con un prondstico
desfavorable, aunque segun algunos autores, estas diferencias se
deben a que los melanomas en pacientes de mayor edad suelen

presentar mayores grosores tumorales (Levine J et al, 1981).

4.2.3. Factores hormonales. Rampen y Mulder (1980) consideraron
que el melanoma era un tumor estrdgeno dependiente, ya que se
exacerbaba en el embarazo y con los anticonceptivos orales y tenia
mejor prondstico en el sexo femenino (Rampen FH y Mulder JH 1980).
Sin embargo, los esfuerzos realizados por este autor para controlar la
enfermedad con antiestrégenos resultaron infructuosos. MacKie,
estudia la relacion del embarazo con el prondstico del melanoma en una
serie de 338 mujeres con melanoma en estadio I, durante los afos
fértiles, y encontré que las mujeres diagnosticadas de melanoma
durante el embarazo, tenian tumores mds gruesos que el resto. No
aprecio relacién entre el embarazo y la supervivencia (MacKie RM et
al, 1991, Adami HO et al, 1991). Sin embargo, posteriormente se ha
demostrado que el pronéstico de una mujer con melanoma durante el
embarazo, y su supervivencia, tan sélo dependen del espesor tumoral y
de la presencia de ulceracién. Daryanani y colaboradores realizaron un
estudio en el que comparaban la supervivencia a los diez afios y el
periodo libre de enfermedad entre mujeres embarazadas y mujeres no
embarazadas con melanomas en estadio I-IT y no encontraron un peor
prondstico en las mujeres embarazadas con melanoma con respecto a
las que no lo estaban, ni variaciones en la supervivencia (Daryanani D et
al, 2003). Los estudios sobre la influencia de estrégeno y progesterona
en melanomas son contradictorios. En algunas series, se ha puesto de

manifiesto que, en melanomas con receptores de estrdgeno positivos el
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intervalo libre de enfermedad es mds largo (Water MJ et al, 1991); en
otras, no se ha encontrado influencia de los estrdgenos sobre el

melanoma (Kart VL et al, 2002).

4.2.4. Factores inmunoldgicos. La historia natural del melanoma,

sugiere una intervencion inmunitaria por parte del huésped, que puede
modificar significativamente la evolucion del tumor primario y de las
metdstasis. Se ha descrito una incidencia cuatro veces mayor de
melanomas en pacientes inmunodeprimidos (Rige/ DS et al, 1991). En
pacientes infectados por el VIH se ha observado, gracias a los nuevos
tratamientos que prolongan la supervivencia y disminuyen el nimero de
infecciones oportunistas, un aumento significativo del ndmero de
neoplasias entre ellos de melanomas cutdneos (Cooley TP, 2003).
Ademds, el fallo de la inmunidad de estos pacientes, provoca que el
curso clinico de los pacientes con melanomas VIH positivos sea mds
agresivo (Rodrigues LK et al, 2002).

Entre los factores mads estudiados cabe destacar el antigeno mayor
de histocompatibilidad (HLA). Barger et al (1982) realizaron un
estudio con pacientes afectos de melanoma en Alabama y lo
compararon con un grupo control. Agruparon a los pacientes en dos
categorias, de alto y de bajo riesgo, segtn la probabilidad de aparicién
de metdstasis. El descenso del HLA-DR3 en el grupo de alto riesgo les
sugirié que se tratase de un marcador de larga supervivencia, mientras
que el aumento del HLA-DR4 en los pacientes con melanoma frente al
grupo control les sugirio que podria ser un factor de riesgo de
desarrollar metdstasis (Barrer BO et al, 1982). En 1991 Rigel et al
asociaron la mayor expresion de HLA-DR con ftumores de mayor

espesor y mayor invasién (Rigel/ DS et al, 1991). En el mismo afio Rivers
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y colaboradores sugirieron que un aumento de la expresién de HLA-DR
y un descenso de la expresion de HLA-A, B y C tiene una influencia
desfavorable sobre la supervivencia (Rivers JK et al, 1991). En 1992,
Colloby et al, niegan la relacién entre el HLA-DR y tumores de mayor
espesor y, contrariamente a lo publicado hasta el momento, relacionan
la expresiéon del HLA-DR con una reduccion en la aparicién de
metdstasis tempranas, especialmente en varones (Colloby PS et al,
1992).

Actualmente sabemos que las células tumorales inducen una respuesta
por parte del sistema inmunoldgico. Los linfocitos T CD4 positivos que
infiltran el tumor, en la mayor parte de los casos de melanoma
estudiados, expresan antigenos HLA clase II- restrictivos
antimelanoma. Estos linfocitos T CD4 positivos estdn siendo utilizados
para estudiar posibles vacunas terapéuticas en la nueva inmunoterapia

contra el melanoma (Robbins PF et al, 2002).

5. GANGLIO LINFATICO CENTINELA.

5.1. Sistema linfatico.

El sistema vascular linfdtico es un “sistema de drenaje” cuyos
vasos mds pequefios, los capilares linfdticos, terminan en extremos
ciegos y conducen un liquido llamado linfa, desde los espacios
extracelulares periféricos a través de vasos linfdticos cada vez

mayores que convergen en grandes conductos linfdticos (conducto

59



tordcico y gran vena linfdtica derecha), que vienen a desembocar a las

grandes venas de la base del cuello (Figura I.14).

Conducto
linfatico
derecho

Conducto
tordcico

Wena cava .

Superior Vens

subclavia

Conducto
toracica

Wasos
linfaticos

Ganglios
linféticos

Figura I.14. Sistema linfdtico

La linfa es en esencia un ultrafiltrado del plasma sanguineo que
se forma por la filtracién continua de los componentes liquidos de la
sangre a través de las paredes de los capilares hacia los espacios
intersticiales. Estd compuesta de agua, electrolitos y cantidades
variables de proteinas, asi como restos celulares. Tiene tres funciones
principales: 1.funcién defensiva, que corre a cargo de los linfocitos;
2.devolver a la corriente sanguinea el fluido tisular intersticial
(fundamentalmente sustancias proteicas de elevado peso molecular), y
que por su nhaturaleza es incapaz de penetrar por si mismo en las redes
de venas capilares para su ingreso en el sistema circulatorio. De esta
forma, la linfa puede ser evacuada desde los tejidos y vertida en la

sangre; 3.transporte de las grasas absorbidas en las vellosidades

60



intestinales, que de esta manera pasan a la circulaciéon sanguinea a
través del sistema linfdtico.

Los capilares linfdticos estdn revestidos por un fino endotelio y
una ldmina basal discontinua. En los vasos linfdticos mayores la pared
es algo mds gruesa y esta revestida por finos haces de coldgeno, fibras
eldsticas y escasas células musculares lisas. Presentan, ademds,
vdlvulas constituidas por capas de endotelio, que aseguran el
movimiento unidireccional de la linfa.

A lo largo de curso de los vasos linfdticos se sitlian los ganglios
linfaticos. La linfa entra en ellos por los vasos aferentes, aqui se filtra
y posteriormente sale por el vaso eferente, volviendo nuevamente a la

circulacion linfdtica.

El drenaje linfatico de la piel. La piel es rica en estructuras
linfaticas. La epidermis estd desprovista de ellos, pero, en contraste,
la dermis tiene abundantes vasos linfdticos. 50um por debajo de la
epidermis raramente se detectan vasos linfaticos. Pero entre los 50-
200um aparecen una gran densidad de vasos linfdticos (Lubach D et al,
1996). Los vasos linfdticos comienzan en la dermis papilar, formando
una densa red de capilares, de terminaciones ciegas. De esta red
inferna hay ramas que pasan a una red mds profunda, situada en el
limite entre la dermis y la hipodermis. De la red profunda, parten
grandes vasos linfdticos que comunican con el plexo subcutdneo y el

plexo fascial profundo (Fawcett W, 1989).

La densidad de vasos linfdticos de la piel varia de una regién a

otra del cuerpo. La mdxima densidad se observa en la cabeza y el cuello
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mientras que la minima ocurre en las extremidades (Lubach D et al,
1996).
Sappey en 1874 determiné el curso de los canales linfdticos hacia las

distintas regiones ganglionares (Figura I.15.).

Figura I.15. Curso de los canales linfdticos

El mapeo linfdtico con radiocoloides ha demostrado rutas
insospechadas del drenaje linfdtico que contradicen los dibujos
anatomicos de Sappey, especialmente en cabeza, cuello y tronco
(Figura I.16.) (Mariani & et al, 2004). La linfogammagrafia permite

evaluar el drengje linfdtico de estas zonas de dificil prediccion.
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Figura I.16. Zonas de drenaje linfdtico impredecible

Morfologia del ganglio linfatico. Los ganglios linfdticos son
pequefios organos que se disponen a lo largo del trayecto de los vasos
linfaticos. Su funcién es, ademds de filtrar las bacterias de la linfa,
destruyéndolas, producir sustancias con capacidad inmunitaria.

Su parénquima estd formado por tejido linfoide organizado que
reconoce los antigenos de la linfa que se filtran por el ganglio,
produciendo una reaccién inmune especifica contra ellos. En los
ganglios linfaticos existen también abundantes macréfagos, que limpian
la linfa de células indeseables, de microorganismos invasores y de
otras particulas. Se sitlan en grupos de manera relativamente
constante, recibiendo la linfa de regiones especificas. Suelen ser
ovoides o reniformes; su didmetro oscila entre 1-25 mm y presentan
una pequefia depresion por donde entran y salen los vasos, el hilio.

Los ganglios linfdticos estdn constituidos por una masa de tejido
linfoide, atravesada por vasos linfdticos especializados o senos. Su
armazén colagénico estd formado por una cdpsula, que reviste al
organo entero y que se engruesa marcadamente en el hilio. Desde la

cdpsula se extienden hacia el parénquima un ndmero variable de
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trabéculas ramificadas de tejido conjuntivo. El tejido linfoide situado
entre las trabéculas se apoya en una red de fibras de reticulina con
sus células reticulares acompafiantes. Los vasos linfdticos aferentes
perforan la cdpsula y se abren al seno marginal o subcapsular, una
cavidad que separa la cdpsula del parénquima cortical (Figura I.17)

(Fawcett W, 1989).
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paracortical v
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Figura I. 17. Morfologia del ganglio linfatico

Del seno marginal parten radialmente unos canales linfdticos llamados
senos corticales o intermedios, que atraviesan el parénquima cortical,
siguiendo a las trabéculas de coldgeno. Estos contindan por la médula
con el nombre de senos medulares, que son canales anchos, tortuosos e
irregulares, que se ramifican y anastomosan de manera repetida,
fragmentando el parénquima linfoide en cordones medulares. Los senos

medulares se unen al seno marginal a nivel del hilio formando un plexo
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de vasos tortuosos, que atraviesan la cdpsula continudndose con los
vasos linfdticos eferentes. El parénquima cortical esta constituido por
una masa densa de células linfoides. En la corteza externa en forma de
nodulos linfoides, mientras que en la corteza interna o profunda como
tejido linfoide difuso. Los cordones medulares estdn formados por
agregaciones de tejido linfoide organizados en torno a vasos

sanguineos pequefios (Fawcett W, 1989).

5.2. Ganglio linfatico centinela (6C)

El estado de los ganglios linfdticos a los cuales drena el
melanoma primario es el factor prondstico mds importante en
melanomas en estadios precoces. Ya en 1907 Halsted, en base a su
teoria de la diseminacion centrifuga del melanoma, propugna una
escision amplia del tumor primario junto a una linfadenectomia. Asi
mismo, Meyer y Gumport (1953) defienden la diseccion ganglionar
linfdatica pese a la no evidencia de afectacion clinica (Meyer HW y
Gumport SL, 1953). No obstante, muchos de los pacientes con
melanoma en estadios iniciales sin ganglios linfdticos palpables eran
sometidos a linfadenectomias innecesarias ya que su estudio posterior
revelaba la inexistencia de metdstasis.

El concepto del ganglio centinela se basa en tres condiciones:

-la existencia de un patron ordenado y predecible del flujo linfdtico
desde el tumor primario hacia los ganglios linfaticos regionales.

-la existencia de una progresién secuencial de las células tumorales que
atraviesan los ganglios linfdticos hacia el primer ganglio linfatico de
drengje.

-el primer ganglio linfdtico filtra de forma eficaz la linfa que le llega,

de tal forma que las células tumorales quedan atrapadas en él.
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Efectivamente, el flujo linfatico desde las neoplasias sélidas hasta el
ganglio linfdtico eferente, parece seguir un patréon. En el caso del
melanoma el orden de progresion linfdtica de las metdstasis puede
establecerse localizando individualmente la base ganglionar a la que
drena el tumor. La localizacion y valoracion histolégica del primer
ganglio linfdtico de la base ganglionar al que drena la linfa (ganglio
linfdtico centinela), nos permitiria predecir el estado del resto de los
ganglios linfdticos de la base ganglionar (Reintgen D et al, 1994). La
evaluacion del ganglio linfdtico centinela distingue pacientes sin
metdstasis linfdticas que pueden evitarse la diseccion de la base
ganglionar, que se asocia a riesgo de padecer linfedema, de aquellos
con metdstasis linfdticas que se van a beneficiar de la completa

linfadenectomia y terapia adyuvante (Mariani 6 et al, 2004).

Gould, en 1960, publica un articulo sobre el estudio
intraoperatorio por congelacién del ganglio linfdtico situado entre las
venas faciales anterior y posterior durante una intervencion de
parotidectomia total, con el fin de evitar la diseccién cervical
ganglionar. Pero fue Cabanas (1977) quien introduce el concepto de
ganglio linfdtico centinela, en carcinoma de pene y recomienda la
diseccidn inguino-fémoro-iliaca exclusivamente en los pacientes en que
tuviesen afectacion del ganglio centinela. No utilizé técnicas
especificas de localizacion intraoperatoria del ganglio centinela y se
basé en su experiencia quirdrgica y en estudios linforradioldgicos.
(Cabanas RM, 1977). Morton y colaboradores (1992) fueron los
primeros en realizar el estudio del ganglio centinela en pacientes con

melanoma.
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La técnica del ganglio linfdtico centinela ha confirmado ser de
gran utilidad en el estudio de pacientes con melanoma sin evidencia
clinica de metdstasis ganglionares, mostrando una alta sensibilidad y
especificidad para detectar la presencia de metdstasis linfdaticas
(siempre que el método de localizacion y el de valoracion histoldgica

sea el adecuado).

Identificacion del ganglio linfatico centinela

Para la correcta identificacién del 6C se han puesto en marcha
diferentes métodos de localizacién con la finalidad de aumentar la
sensibilidad del método, sin perder especificidad, y tratando de
minimizar los posibles efectos secundarios para el paciente. En 1953
Sherman utilizé Aul98 en gatos para determinar la region linfdtica de
drenaje (Sherman AL y Ter- Pogossian M, 1953). Pero fue Holmes et al
(1977) el primero que realizé una linfogammagrafia con oro para
seleccionar la cadena ganglionar para diseccion ganglionar electiva

(Holmes EC et al, 1977).

Morton et al (1992) realizaron por primera vez la localizacion del
ganglio centinela intraoperatoriamente con la ayuda de colorantes
vitales y el ganglio obtenido se remitié para estudio intraoperatorio de
metdstasis clinicamente ocultas (Morton DL et al, 1992). Esta técnica
fue posteriormente modificada por Alex y Krag (1993) con la
infroduccién de isétopos radiactivos en la localizacién del ganglio

linfdtico centinela (Alex JCy Krag DN, 1993, Alex JC et al, 1993).
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Métodos de identificacion: consisten en la inyeccion perilesional
o pericicatricial (en el caso de extirpacién previa de la lesién) del
colorante o del trazador isotopico de tal forma que nos muestre el
drenaje linfatico del tumor y el primer ganglio linfdtico al que drena.
Se dispone de dos tipos de sustancia:

Colorantes vitales: entre los que se encuentran el azul de
isosulfdn y el azul vital. Han de ser sustancias hidrosolubles y que
presenten buena difusion por via linfatica. El azul de isosulfan es un
colorante quirdrgico, y fue el que utilizaron Morton et al en 1992 para
los primeros estudios de ganglio centinela de melanoma. La eficacia que
se obtiene con los colorantes vitales ronda en torno al 85%, aunque
Giuliano et al publican cifras que mejoran tras un largo y dificil periodo

de aprendizaje (Giuliano AE et al, 1994).

La detecciéon del ganglio centinela se realizard
intraoperatoriamente mediante la visualizacién del ganglio tefiido con
el colorante. Uno de los inconvenientes de utilizar sélo colorantes es
que debe identificarse la via linfdtica aferente y llegar al ganglio
linfdtico centinela a través de una amplia diseccién de los tejidos, lo
cual va claramente en contra de una cirugia minimamente invasiva. Otro
inconveniente es que, a veces, requiere la administracion repetida del
colorante, cada veinte minutos, durante la cirugia ya que no siempre

queda el colorante fijado al ganglio.

Trazadores isotdpicos: Alex y Krag introdujeron en 1993 la
utilizacion de sulfuro coloidal marcado con Tc99m inyectdndolo
infradérmicamente alrededor del tumor primario o de la cicatriz de la

biopsia escisional, seguida de una linfogammagrafia y de la deteccidn
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intraoperatoria del ganglio centinela mediante una sonda detectora de
rayos gamma. Esta técnica muestra una mayor sensibilidad en la
localizacion del ganglio centinela que la técnica con colorante vital
(Alex JC y Krag DN, 1993 Alex JC et al, 1993). Para la biopsia del
ganglio centinela pueden utilizarse varios tipos de coloides marcados
con Tc99m, cuyas diferencias de comportamiento bioldgico radican
fundamentalmente en el tamafio de la particula (Keshtgar MRS y Ell
JP, 1999; Wilhelm AJ et al, 1999; Valdés Olmos RA et al, 1999). Asi,
se dispone de un grupo de sustancia con didmetros entre 2-20
nanometros, que incluyen compuestos tecneciados de seroalbimina
humana, dextrano o trisulfuro de antimonio, que muestran /n vivo gran
facilidad de difusion, lo que permite la rdpida visualizacion de los
canales linfdticos y de los ganglios linfdticos de drenaje, no sélo del
primario (Bedrosian I et al, 1999 Offodile R et al, 1998 Uren RF et
al, 1995). Un segundo grupo de coloides de tamafio intermedio, entre 5-
80 nanémetros, que incluye la albimina nanocoloidal, sulfuro coloidal de
tecnecio filtrado, sulfuro de renio y sulfuro de tecnecio estabilizado
con gelatina, que muestran menos penetracién sistémica y buena
delimitacidn de ganglios de drenaje (Wilhelm AJ et al, 1999; Pijpers R
et al, 1997). Un ftercer grupo estd constituido por particulas por
encima de 100 nanémetros, como son el sulfuro coloidal de tecnecio no
filtrado o la albdmina microcoloidal de tecnecio. Con estas particulas
se observan menos ganglios de drenaje y por tanto es mds selectivo a
la hora de detectar el ganglio linfatico centinela, pero existe el riesgo
de que no se produzca migracion del trazador y que sea fagocitado en
el lugar de la inyeccién (Krag D et al, 1998; Linehan DC et al, 1999,
Paanelli G et al, 1998).
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Los trazadores coloideos de que disponemos actualmente no han
sido disefiados para la deteccién del ganglio linfdtico centinela y, por

tanto no existe ninguno perfecto.

Habitualmente el dia anterior a la intervencion se le realiza al
paciente una linfogammagrafia para localizar la regién linfdtica de
drenaje del tumor asi como la existencia de mds de un ganglio
centinela. Estos pueden ser sefialados con tfinta sobre la piel para
orientar la intervencién. Posteriormente y de forma intraoperatoria se
localiza el ganglio o ganglios linfdticos centinelas mediante la
utilizacién de una gamma sonda portdtil. Deberd medirse la radiacion
que emite el ganglio antes de ser extirpado (/n vivo) y posteriormente
a su extirpacion (ex vivo) con el fin de asegurarse de que hemos
extraido el ganglio correcto. De igual modo se mide la radiactividad del
lecho ganglionar para asegurarse de que no queda otro ganglio que haya
captado radiacion (Mariani G et al, 2004, Gallegos-Herndndez JF et al,
2002).

Actualmente la mayor parte de los autores utilizan ambos
métodos de forma combinada con lo que se consigue una alta
sensibilidad (cercana al 100%) (Cafiero F et al, 1998, Pijpers R et al,
1997; Marrazzo A et al, 2004). Los melanomas situados a nivel de las
extremidades presentan un flujo linfdtico predecible segin los canales
linfdticos de Sappey. Pero en los melanomas localizados en la zona
media de la cabeza, cuello y fronco hay que tener consideraciones
especiales debido a su ambiguo drenaje linfdtico, que frecuentemente
requiere administracién intersticial, alrededor de todo el tfumor o de

su cicatriz en caso de extirpacién previa, de la sustancia radiocoloidal
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(Mariani G et al, 2004). Estas regiones linfdticas dificilmente podrian
ser identificadas exclusivamente con colorantes, sin el apoyo de
trazadores isotépicos que nos den un mapa previo del drenaje mediante

la linfogammagrafia (Norman J Jr et al, 1989; Berman C6 et al, 1992)

5.3. Estudios inmunopatologicos y moleculares

En 1988 Cochran y colaboradores publican un estudio de 2.227
ganglios linfdticos, correspondientes al vaciamiento de la base
ganglionar completa de 100 pacientes con melanoma cutdneo en
estadio I. Pretenden detectar, inmunohistoquimicamente, células
tumorales ocultas en los ganglios linfdticos con la proteina S-100. En su
estudio no observan una mayor incidencia de metdstasis ocultas al
realizar mds cortes histoldgicos ni tras tefiir con S-100, y afiaden que
el uso de la proteina S-100 provoca errores diagndsticos
confundiéndose los elementos neopldsicos con células dendriticas
interdigitantes, células névicas capsulares, una minoria de macréfagos
sinusales y células de Schwann de nervios asociados a ganglios

(Cochran AJ et al, 1988).

En 1997, Messina y Glass proponen el primer protocolo para el
estudio anatomopatoldgico del ganglio linfdtico centinela. Los pasos a
seguir eran los siguientes: “después de la extraccion del GC, cada
ganglio se deposita en un recipiente diferente con formol, a
temperatura ambiente, y durante 48 horas, para permitir que
disminuya el sulfuro coloidal marcado con tecnecio utilizado para la
localizacién intraoperatoria del ganglio. Posteriormente se realiza el
estudio macroscopico del GC anotdndose la presencia o ausencia de

colorante azul vital, pigmento melanina-/ike, y nodulos tumorales. El
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ganglio se secciona cada 2-3 mm y se incluye en su totalidad en bloques
de parafina. Dependiendo del tamafio del tejido del bloque se realizan
de uno a tres cortes, a diferentes niveles, en el mismo portaobjetos.
Se realiza una tincion con hematoxilina-eosina por bloque.
Adicionalmente, de cada bloque que haya resultado negativo para
metdstasis, se realiza un corte y se tifie con S-100" (Messina JL y
Glass LF, 1997). Dos afios mds tarde, los mismos autores publican un
trabajo de 357 pacientes utilizando su protocolo de estudio. En el
detectan 77 ganglios positivos de 56 pacientes. En 49 de estos
ganglios la metdstasis se detectd con H-E. La tincidn con proteina S-
100 revelo 28 ganglios linfdticos positivos que ho habian sido
detectados con H-E. Se trataba de micrometdstasis que no habian sido
detectadas inicialmente por alguna de las dos situaciones siguientes.
En unos casos el volumen tumoral era tan pequefio que no estaba
presente en los cortes iniciales pero se pudieron detectar al realizar
secciones mds profundas para la inmunohistoquimica. En otros casos,
las  micrometdstasis son identificadas, inicialmente, con
inmunohistoquimica, pero en la revision retrospectiva de la H-E se
pueden observar las células tumorales a gran aumento. Por tanto, en 19
de los 357 pacientes el diagndstico de ausencia de metdstasis de
melanoma habria sido errdoneo con hematoxilina-eosina. Estos autores
concluyen que un estudio adecuado del ganglio linfdtico centinela
requiere la inclusion del ganglio completo en parafina y la realizacién
rutinaria de inmunohistoquimica para S-100 en los casos en que el
examen macroscépico resulte negativo para tumor (Messina JL et al,
1999; Goscin C et al, 1999) (Tabla I.8). Reintgen y Shivers (1999)
proponen la inftroduccién de técnicas de inmunohistoquimica mds

especificas, tales como el HMB-45, MART-1, o NK1C3, en el estudio

72



del GC para evitar la confusién que produce la proteina S-100 al tefiir
células névicas, macrdofagos e histiocitos (Reintgen D y Shivers S,

1999).

Tabla I.8. Distribucion de las células s-100 positivas en el ganglio linfatico

CELULAS POSITIVAS| DISTRIBUCION

PARA S-100
Células reticulares Alrededor de los centros

interdigitantes germinales
Tejido adiposo Perinodal
Agregados de células Nidos pequefios de células en

névicas la capsula del ganglio

*Messina JL et al 1999.

Figura I.18: Estudio comparativo de la tincién inmunohistoquimica en ganglio linfdtico

centinela negativo con HMB-45 y S-100

Yu et al (1999) comparan el estudio convencional del GC vy el
estudio con IHQ (S-100, HMB-45, NK1C3 y MART-1) revisando 235
ganglios linfdticos centinelas negativos para metdstasis de melanoma
siguiendo el examen histoldgico rutinario y concluyen que los cortes
seriados y las tinciones inmunohistoquimicos detectaron metdstasis en
un 12% de los casos que habian resultado negativos con el examen

anatomopatoldgico rutinario (Yu LL et al, 1999).
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En este mismo afio varios grupos comienzan a utilizar RT-PCR de
tirosinasa, principalmente, para detectar  micrometdstasis de
melanoma tanto en GC como en la base ganglionar completa. En todos
los estudios se demuestra un aumento de la sensibilidad si se compara
con el estudio inmunohistoquimico con HMB-45 vy proteina S-100.
Todos los casos que resulten positivos en el estudio molecular deben
ser posteriormente examinados con inmunohistoquimica para detectar
los falsos positivos debidos a la presencia de nevus intracapsulares
(positivos con RT-PCR de tirosinasa y con inmunohistoquimica de
proteina S-100, pero negativos con HMB-45) (Blaheta HJ et al, 1999,
Bostick PJ et al, 1999; Lukowsky A et al, 1999; Hatta N et al, 1999).

Ya en el afio 2000, la WHO Melanoma Program publica el primer
trabajo con su experiencia en GC a través de los datos obtenidos
durante 5 afios, en el que la mayoria de los grupos de trabajo realizan:
1. Cortes en congelacion de el/los ganglios centinelas de las dos
superficies de corte del ganglio. Tincién con H-E. Estudio microscépico.
2. Fijacion del material en formol tamponado al 10%, cortes del ganglio
cada 1-2mm, incluyéndolo entero. Inclusion en bloques de parafina del
cual se realizan 10 cortes, el corte primero y el quinto se tifien con

proteina S-100 y HMB-45, y el resto con H-E.

En su estudio concluyen que la técnica del 6C es, actualmente, la
mejor modalidad de tratamiento, estadificacion y prondstico para
pacientes con melanoma cutdneo sin evidencia clinica de afectacién
ganglionar o de metdstasis a distancia. Por otra parte, se preguntan si
es necesaria la realizaciéon de la extirpacion de la base ganglionar

completa en pacientes con micrometdstasis en un solo ganglio linfdtico
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y se comprometen a realizar un nuevo estudio cooperativo

concentrdndose en este problema especifico (Cascinelli N et al, 2000).

En este mismo afio Van der Velde-Zimmermann y colaboradores
publican un estudio en el que inicialmente realizan RT-PCR de tirosinasa
a los ganglios centinelas de melanoma de 36 pacientes para
preseleccionar a los pacientes que requerirdn la realizacién posterior
de estudio inmunopatoldgico (sélo de los casos positivos), y asimismo
eliminar los falsos positivos. Con este método pretenden implantar el
uso de la RT-PCR con ibjeto de disminuir los costes y aumentar la

eficacia diagndstica (Van der Velde-Zimmermann D et al, 2000).

Muchos estudios posteriores han apoyado la utilidad de la
deteccion de tirosinasa, melan-A (MART-1) y HMB-45, por RT-PCR, en
la identificaciéon de micrometdstasis de melanoma; son también
diversos los estudios que comparan ambos métodos (Hochberg M et al,
2002, Gutzmer R et al, 2002, Davids V et al, 2003). Casi todos los
trabajos concluyen que existe buena correlacion entre la expresidn
inmunohistoquimica y la PCR, pero con una mayor sensibilidad de la PCR.
Los casos positivos para PCR y negativos para inmunohistoquimica, se
corresponden, en la mayoria de los casos, a ganglios donde se observan
nevus intracapsulares, presentdndose con una frecuencia que varia
entre 3y 15% segln la serie. En el estudio de Rimoldi y colaboradores
esta cifra alcanza el 11% y se observa que, con RT-PCR, presentan una
sefial intfensa de ftirosinasa y melan-A, en concordancia con la
inmunohistoquimica y tan sélo en una pequefia fraccién de los casos
discordantes (2 pacientes de 57 incluidos en el estudio) se

corresponde con células tumorales aisladas. (Rimoldi D et al, 2003).
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Carson et al demostraron que los nevus capsulares son 4 veces
mds frecuentes en ganglios linfdticos centinelas que en ganglios no
centinelas y 10 veces mds frecuentes en pacientes con melanoma que
en pacientes con otro tipo de cdncer (Carson KF et al, 1996) Por otra
parte la presencia de fibras nerviosas en el GC también puede explicar
las discordancias entre PCR e THQ en los casos en que no se observen
nevus intracapsulares. Las células de Schwann presentes en los nervios
son positivas para la trascripcién de tirosinasa pero aln no se conoce si
lo son para Melan A. Por tanto, aunque la RT-PCR de tirosinasa es
altamente sensible, parece mds apropiada la utilizacion de RT-PCR de
melan-A por ser altamente sensible y mds especifica. Estos dos
pardmetros aumentan significativamente cuando se utilizan dos
marcadores simultdneamente (Rimoldi D et al, 2003). Se han utilizado
cocktails que incluyen diferentes anticuerpos monoclonales detectados
con RT-PCR (MART-1/ melan-A, tirosinasa) para facilitar la deteccidn
e infterpretacion de las micrometdstasis de melanoma y se ha
observado, en algunos trabajos, un incremento en la tasa de deteccion
de micrometdstasis si se compara con el estudio realizado con los

diferentes anticuerpos de manera aislada (Shidham VB et al, 2003).

En la actualidad se estd tratando de cuantificar la cantidad de
células tumorales que aparecen en el ganglio centinela para
correlacionarlo con las tasas de recidiva en la base ganglionar,
establecer la enfermedad (melanoma) minima residual en ganglio
linfdtico centinela y mejorar la predicciéon de supervivencia libre de
enfermedad. Giese y colaboradores, en un estudio de 139 pacientes,

utilizando RT-PCR a tiempo real para cuantificar las micrometdstasis
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de melanoma en GC, han encontrado diferencias estadisticamente
significativas al comparar las tasas de recidivas enfre los pacientes
con ganglio centinela histolégicamente positivo y negativo pero con RT-

PCR a tiempo real positivo (Giese T et al, 2005)

6. LINFANGIOGENESIS

Se conoce como angiogénesis al "proceso de formacién de nuevos
vasos sanguineos a partir del lecho vascular preexistente”. Partiendo
de esta definicion, podemos considerar la linfangiogénesis como la
formacion de nuevos vasos linfdticos a partir de vasos linfaticos

preexistentes (Quesada AR et al, 2004).

Los vasos linfdticos estdn constituidos por un endotelio vascular
fino, rodeados por una membrana basal discontinua. En la sustancia
extracelular que los rodea encontramos unos filamentos extracelulares
que se unen a la membrana plasmdtica de las células endoteliales, son lo
que se conocen como filamentos de anclaje y tiene la funcion de
mantener los vasos abiertos para permitir asi el paso de sustancias

hacia la luz (Fawcett W, 1989).

Los factores de crecimiento de endotelios vasculares (VEGF)
son unos factores claves implicados en los procesos de vasculogénesis.
Constituyen una familia de 5 factores (A, B, C, D y E). VEGF-A se

encuentra relacionado con la angiogénesis y ha sido ampliamente

77



estudiado. La accion de VEGF-B no es bien conocida. VEGF-E se sabe
que estd codificado por el genoma del virus orf. VEGF-C Y VEGF-D
estdan implicados en la linfangiogénesis y son dos factores muy
parecidos estructuralmente. VEGF-C se expresa, en el embridn, en
dreas donde vasos linfaticos emergen a partir de venas del embrion,
como en el metanefros, dreas axilar y yugular y en el mesenterio. En el
adulto, se expresa en el corazdn, intestino delgado, placenta, ovario y
gldndula tiroides. No se estimula por la hipoxia (como lo hace VEGF-A,
principal responsable de la angiogénesis), por lo que se sugiere que su
funcién estd limitada al mantenimiento y crecimiento del sistema
linfatico. Al parecer estimula la divisiéon y la migracion de células
endoteliales y favorece la permeabillidad vascular. También se ha
demostrado la capacidad de estimular la quimiotaxis de macréfagos, in
vitro (Skobe M et al, 2001). Se ha observado recientemente que
tumores que sobreexpresan VEGF-C  presentan linfdticos
peritumorales agrandados, y se ha sugerido que este aumento de
tamafio es suficiente para incrementar las metdstasis por via linfdtica.
VEGF-D se encuentra muy relacionado con VEGF-C y es un mitégeno
de las células endoteliales (Figura I.18). Se expresa con particular
intensidad en el pulmén en desarrollo. En el adulto, se expresa en el
endotelio vascular, corazén, misculo esquelético, pulmoén, e intestinos

delgado y grueso.
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@ LYVE-1

Figura I.18. Factores reguladores de la linfangiogénesis

Ambos factores son muy importantes en el proceso de
linfangiogénesis tumoral, y se ha comprobado que su sobreexpresién

promueve la metdstasis tumoral por via linfdtica (He ¥ et al, 2004).

Los endotelios sanguineos y linfdticos expresan receptores para
estos factores (VEGFR). Los VEGFR estdn dotados de tres dominios,
uno intracelular, tirosin-quinasa, otro transmembrana Yy uno
extracelular, formados por inmunoglobulinas. Es en este dominio
extracelular donde se unen los diferentes VEGF. Asi, los endotelios
sanguineos presentan los receptores VEGFR-1y 2. Al receptor VEGFR-
1 se une VEGF, VEGF-B y PIGF (factor de crecimiento placentario) y al
receptor VEGFR-2, los ligandos VEGF, VEGF-C, VEGF-D Y VEGF-E.
Existe un tercer receptor, el VEGFR-3, que es activado sélo por

VEGF-C y VEGF-D (Figura I.19).
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Figura I.19. Receptores de los factores de crecimiento del endotelio vascular

VEGFR-3 se expresa durante la vida embrionaria tanto en
endotelio venoso como linfdtico, pero, en la vida adulta su expresién
estd restringida a los vasos linfdticos. Presenta un papel importante en
la remodelacion y maduracion del plexo capilar primario en la
embriogénesis temprana y mutaciones de VEGFR-3 se asocian a
linfedema hereditario (Staker SA et al, 2002). Por tanto, se ha
demostrado que VEGFR-3 es esencial para un correcto desarrollo y
crecimiento del sistema linfdticos. En humanos, existen dos isoformas
de VEGFR-3, VEGFR-3S (corta) y VEGFR-3L (larga). La isoforma L es
la predominante en tejido. VEGFR-3 produce aumento de la movilidad
celular, reorganizacion de actina, y de la proliferacién de células
endoteliales. Es un marcador de vasos linfdticos en tejido normal y
patoldgico y se ha utilizado para demostrar el aparente origen linfatico
de las células del sarcoma de Kaposi. En tejido neopldsico, se expresa
tanto en vasos linfdticos como sanguineos neoformados (Clarijs R et al,
2002, Al-Rawi MMA et al, 2005)

Estudios recientes han correlacionado la expresion de VEGF-C
con la localizacién de las metdstasis en ganglios linfdticos ',

comparando ésta con la expresion de VEGF-C en el tumor primario,
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sugiriéndose que puede ser utilizado como factor predictivo de la
presencia de metdstasis por via linfdtica y seleccionar a los pacientes
en los que la terapia antiangiogénica pueda resultar mds efectiva
(Schietroma C et al, 2003, Goydos JS y Gorski DH, 2003). Por otra
parte, se ha demostrado que VEGF-C es capaz de inducir la
angiogénesis in vitro, y en melanomas que lo sobreexpresan, VEGF-C
colabora con VEGF en el aumento de la permeabilidad capilar y la
angiogénesis. Al mismo tiempo, parece tener un efecto
inmunomodulador ya que ha sido detectada la presencia de VEGFR-3 en
macréfagos de ratén y se ha observado un efecto quimiotdctico de

macréfagos por parte de VEGF-C (Skobe M et al, 2001).

Numerosos estudios han tratado de cuantificar los vasos
linfdticos presentes en los tumores primarios, para establecer su
relacién con la supervivencia y su potencial de producir metdstasis
(Staker SA et al, 2002, Dadras SS et al, 2003). La diferenciacion
histoldgica entre los canales linfdticos y las vénulas o capilares, es muy
dificil debido a su semejanza. La cuantificacién de los vasos linfdticos
se ha podido realizar gracias a la aparicién de nuevos marcadores que
se expresan selectivamente en vasos linfdticos de tejidos nhormales y
tumorales. Estos marcadores son anticuerpos tales como anti-LYVE-1
(receptor hialurénico endotelial linfdtico-1), anti-podoplanina, anti-

PROX-1 (lymphatic homeobox protein) y anti-VEGFR-3.

LYVE-1 es un polipéptido integral de membrana tipo I, que se
expresa en la superficie celular como una proteina de 60 KDa. Es
abundante en el bazo, ganglio linfdtico, corazén, pulmén e higado fetal,

y menos abundante en apéndice, médula dsea, placenta, misculo e
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higado adulto, y ausente en linfocitos en sangre periférica, timo,
cerebro, rifidn y pdncreas. Se expresa en células endoteliales de vasos
linfdticos y de sinusoides esplénicos. Algunos Estudios comprueban que
el uso de Lyve-1 como marcador linfdtico ayuda a detectar vasos
linfaticos en tumores primarios. Ademds, la presencia de Lyve-1 en

tumores puede promover la metdstasis en ganglio linfatico.

Podoplanina es una glicoproteina de superficie celular, de 43KDa
que se expresa en los podocitos del rifién de la rata. En el adulto, el
organo donde mds se expresa es el pulmon, también se expresa en
células del plexo coroideo y en células endoteliales linfdticas, pero no
en endotelio vascular sanguineo, de la piel. Hasta la fecha, la funcion
exacta de la podoplanina es desconocida. De cualquier forma, la
podoplanina parece estar relacionada con la regulacién de la
permeabilidad de los vasos linfdticos, o quizds, en el mantenimiento de
su integridad. D2-40 es un nuevo anticuerpo monoclonal que identifica,
especificamente, a la proteina de fusién de la podoplanina-Fc humana, a
través de una sialoglicoproteina "O-linked”, de 40 KDa que estd
presente en el endotelio linfatico (Schacht V et al, 2005). Ademds
estd presente en el testiculo fetal y en la superficie de los tumores
germinales de testiculo. Recientes estudios han demostrado que se
expresa en endotelios linfdticos en linfangiomas, linfangiosarcomas y
en sarcomas de Kaposi y ho se observa tincién en tumores vasculares
sanguineos tales como hemangiomas, tumor glémico, angiolipomas,
hemangiopericitomas o hemangioendoteliomas, demostrdndose asi, su
capacidad para discriminar entre endotelios linfdticos y endotelios

sanguineos.
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Prox-1 es un marcador de una subpoblacién de células
endoteliales que brotan de los vasos sanguineos para dar origen al
sistema linfdtico, durante el desarrollo embrionario precoz (Wigle JT
y Oliver 6, 1999). Se trata de una proteina de 8 KDa, cuyo gen se
encuentra localizado en el Cr 19g32.2-9q32.3 humano. En el pollo, Prox-1
se expresa intfensamente en el desarrollo del cristalino, retina y
pdncreas. En el ratén se detecta expresion de Prox-1 en neuronas
jovenes de la region subventricular del SNC, asi como en el desarrollo
del cristalino y del pancreas (A/-Ravi MAA et al, 2005). En ratones que
no expresan Prox-1 la angiogénesis y vasculogénesis no se ve afectada
mientras que la “salida de brotes”, que dardn lugar al sistema linfdtico,
se detiene. Por ello se piensa que Prox-1 juega un papel crucial en el

desarrollo del sistema linfatico (Wigle JT y Oliver 6, 1999).

VEGFR-3 es un receptor tirosin-Kinasa, que ha demostrado
controlar el desarrollo del sistema linfdatico. La importancia de VEGFR-
3 en el desarrollo del sistema linfdtico ha cobrado fuerza tras el
conocimiento de que el desarrollo de linfedema precoz estd unido a
alteraciones en el locus del VEGFR-3 en el cr 5q. Como ya se ha dicho
anteriormente, induce aumento de la movilidad celular, reorganizacién
de actina, y proliferacién de células endoteliales y es un marcador de

vasos linfdticos en tejido normal y patoldgico.

Trabajos recientes han puesto de manifiesto la relevancia clinica
de la linfangiogénesis tumoral (Schacht V et al, 2005). Asi, Kitadai et
al, en un estudio de 39 pacientes con carcinoma gdstrico, determinan la
expresion de VEGF-C y VEGFR-3, asi como la densidad de vasos

linfdticos (DVL) y concluyen que la expresion de marcadores linfdticos
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puede predecir la existencia de metdstasis a nivel de ganglios
linfaticos (Kitadai ¥ et al, 2005). Ishikawa M et al, determinan la
expresion de VEGF-C en 97 muestras de biopsias endoscépicas de 46
pacientes con carcinoma gdstrico. De los datos obtenidos en su estudio
deducen que la determinacién de VEGF-C en biopsias endoscépicas ho
permite predecir el estado de los ganglios linfaticos (Ishikawa M et al,
2005). Hachisuka T et al investigan, mediante técnicas de
inmunohistoquimica, la expresion de VEGF-C en 79 casos de carcinoma
gdstrico, y la DVL, con el anticuerpo LYVE-1, en 59 casos, concluyendo
que VEGF-C juega un papel importante en la linfangiogénesis y en el
crecimiento tumoral en el carcinoma gdstrico (Hachisuka T et al,

2005).

Estudios similares se han realizado en el carcinoma escamoso de
cabeza y cuello. Franchi A et al, determinan la linfangiogénesis intra 'y
peritumoral de 52 muestras, por inmunohistoquimica, con D2-40. El
andlisis multivariante de los resultados demostré relacion entre el
riesgo de desarrollar metdstasis en ganglios linfaticos y el aumento de
la DVL peritumoral, en el carcinoma escamosos (Franchi A et al,
2004). Kyzas PA et al estudian 81 muestras de carcinoma escamoso de
cabeza y cuello con el fin de demostrar la presencia de
linfangiogénesis tumoral y la relacién de la DVL intra y peritumorales
con la existencia de metdstasis en ganglios linfdticos. Para poner de
manifiesto la linfangiogénesis tumoral realizan una doble tincidn
inmunohistoquimica con un marcador antipodoplanina y Ki 67,
encontrandose vasos linfdticos intratumorales proliferantes, vy
confirmdndose, asi, la linfangiogénesis tumoral. Ademds, observan

relacion estadisticamente significativa entre el aumento de la DVL
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infratumoral y la disminucién de la supervivencia, asi como con el
aumento de las metdstasis en ganglios linfaticos con el aumento de la

DVL peri e intratumorales (Kyzas PA et al, 2005).

En el caso del carcinoma de mama, Choi W et al determinan la
densidad de microvasos sanguineos y linfdaticos en 29 carcinomas
invasivos de mama, utilizando CD31 y D2-40, y concluyen su trabajo
afirmando que la cuantificacion de la angiogénesis y la linfangiogénesis
pueden ser de utilidad en el carcinoma de mama para estimar el riesgo
de metdstasis (Choi WWL et al, 2005). Nakamura Y et al estudian la
DVL (podoplanina), en asociacion con las metdstasis en ganglios
linfdticos, la expresion de VEGF-C y con el pronéstico, en 113 casos de
carcinoma de mama. Los resultados de su estudio ponen de manifiesto
que, el aumento de la DVL se correlaciona con las metdstasis en
ganglios linfaticos y con la expresion de VEGF-C, y que un aumento en
la DVL puede ser un factor pronéstico desfavorable para la
supervivencia a largo plazo en el carcinoma de mama (Nakamura Y et

al, 2005).

En cuanto al carcinoma de préstata, Jennbacken K et al estudia
la expresién de VEGF-C y su receptor (VEGFR-3) en 22 muestras de
cdncer de préstata, por inmunohistoquimica. Los resultados de su
estudio indican que el aumento de la expresion de VEGF-C y VEGFR-3
juega un importante papel en la progresion y capacidad metastdsica, en
ganglios linfdticos regionales, del carcinoma de préstata (Jennbacken
K et al, 2005). Por su parte, Zeng Y et al realizan un estudio, con el
propdsito de determinar la distribucion de los vasos linfdticos en la

préstata no carcinomatosa e investigar la relacién entre la DVL vy el
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estado de los ganglios linfdticos en el carcinoma de préstata. Para ello
identifican inmunohistoquimicamente, con D2-40, la DVL en 7 muestras
de prdstata no carcinomatosa y en 37 muestras con carcinoma de
préstata. Su estudio concluye con la presuncion de que los vasos
linfaticos peritumorales, probablemente, sirvan como una via para el
desarrollo de metdstasis en ganglios linfdticos, en el carcinoma de
préstata, y que el aumento de la DVL peritumoral predice las

metdstasis en ganglios linfdticos (Zeng ¥ et al, 2005).

Ueda M y colaboradores investigan la correlacion bioldgica entre
la expresion de VEGF-C y el fenotipo invasivo, en el carcinoma de
ovario de 73 pacientes comparando la expresion inmunohistoquimica de
VEGF-C con respecto a las caracteristicas clinico-patoldgicas y la
evolucion del paciente. En su estudio encuentran una estrecha relacion
entre la expresién de VEGF-C vy el fenotipo invasivo y que esta afecta
a la supervivencia de los pacientes con cdncer de ovario (Ueda M et al,

2005).

Respecto al cdncer de vejiga, Suzuki K et al determinan, con
inmunohistoquimica, la expresion de VEGF-C en 87 casos de carcinoma
de células transicionales y en 20 ganglios linfdaticos pélvicos con
metdstasis y sugieren que la expresion de VEGF-C es un factor
predictivo importante de metdstasis en ganglios linfdticos pélvicos en

pacientes con carcinoma vesical (Suzuki K et al, 2005).

Yasuoka et al estudian los niveles de expresién de VEGF-D en el
carcinoma papilar de tiroides y en ganglios linfdaticos metastaticos, con

inmunohistoquimica y con RT-PCR. La conclusién de su estudio es que el
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aumento de expresién de VEGF-D y el aumento de la DVL juegan un
papel importante para el desarrollo de las metdstasis en ganglio

linfdtico, en el carcinoma papilar de tiroides (Yasuoka H et al, 2005).

En relacidn a la linfangiogénesis del melanoma cutdneo y su valor
en la progresion de la enfermedad hay varios articulos publicados. Uno
de los primeros es el de Godoy JS y Gorski DH (2003) en el cual
realizan un estudio para determinar si la expresién de VEGF-C se
correlaciona con el estadio de progresién. Para ello cuantifican los
niveles de ARNm de VEGF-C en melanomas en diferentes estadios de
progresion y en fase de crecimiento horizontal y vertical. Ellos
observan que, en los melanomas en fase de crecimiento vertical los
niveles de expresién de VEGF-C son mds elevados que en los melanomas
en fase de crecimiento horizontal. Asi mismo, las metdstasis
ganglionares expresan los niveles mds elevados de VEGF-C, seqguidos de
las metdstasis dérmicas regionales. Los melanomas primarios y las
recurrencia locales expresan valores relativamente bajos de VEGF-C.
Ademds, encuentran relacion entre la expresién de VEGF-C y de LYVE-
1. Concluyen su trabajo sugiriendo que los niveles elevados de VEGF-C
pueden ser importantes en los melanomas con metdstasis linfdticas
regionales y que los niveles de VEGF-C y LYVE-1 pueden identificar
tumores con alto riesgo de producir metdstasis en ganglios linfdticos,
en los cuales, la terapia antilinfangiogénica puede ser mds efectiva
(Godoy JS y Gorski DH, 2003). Schietroma C et al (2003) evaldan la
expresion de VEGF-C, in vitro, en lineas celulares de melanoma humano,
obtenidas de muestras de metdstasis cutdneas y en ganglios linfdticos,
por RT-PCR, Northen blot e inmunofluorescencia. Ademds estudian, por

inmunohistoquimica, 42 muestras de metdstasis de melanoma y 10
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muestras de melanoma primario de piel. Los hallazgos del estudio
demuestran, segln los autores, que la expresion de VEGF-C se
correlaciona con la localizacién de las metdstasis de melanoma en
ganglio linfdtico y sugieren que, la expresion de VEGF-C en melanomas
cutdneos primarios puede predecir la diseminacién metastdsica a
ganglios linfaticos (Schietroma C et al, 2003). Straume O et al (2003)
determinan la DVL en una serie de melanomas nodulares vy
correlacionan los hallazgos con la expresion de otros factores
angiogénicos, incluyendo VEGF-C, bFGF (factor de crecimiento
fibrobldstico bdsico), con la supervivencia del paciente y con datos
clinico-patoldgicos. Para ello utilizan LYVE-1 y anticuerpo
antipodoplanina, para detectar los vasos linfdticos, y la miden la DVL
intra y peritumoral. Concluyen su estudio afirmando que, en melanomas
con mayor crecimiento vertical y con mayor proliferacion tumoral, se
observa una reduccion en el ndmero de vasos linfdticos LYVE-1
positivos, y que un aumento de la DVL se asocia a un incremento en la
supervivencia de los pacientes, en un andlisis multivariante (Straume O

et al, 2003).

Dadras SS et al (2003) investigan la existencia de
linfangiogénesis en melanomas de piel y si la extension de dicha
linfangiogénesis se correlaciona con el riesgo de padecer metdstasis en
ganglios linfdaticos y con la supervivencia del paciente. Para ello utilizan
una doble tincién inmunohistoquimica con LYVE-1y CD 31 y miden los
puntos calientes (“hot spot”) de vasos linfdticos proliferantes intra y
peritumorales. En su estudio observan que la incidencia de vasos
linfaticos peritumorales era signhificativamente mayor en los

melanomas metastdticos y se correlacionaba con un menor tiempo de
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supervivencia libre de enfermedad. Consideran que la linfangiogénesis
tumoral puede ser un nuevo indicador pronéstico del riesgo de padecer
metdstasis en ganglio linfdtico, en melanoma cutdneo (Dadras SS et al,
2003). Por su parte, Shields JD et al (2004) miden la densidad
linfdtica en casos de melanoma para determinar si existe un aumento
de vasos linfdticos en el melanoma y si esto tiene relacién con la
capacidad  metastdsica. Para ello  utilizan LYVE-1,  por
inmunohistoquimica. Los resultados de su estudio muestran que la
densidad linfdtica estd incrementada alrededor de los melanomas y
que la densidad de vasos linfaticos y la invasién por parte de las células
tumorales, de vasos linfdticos, puede predecir las metdstasis (Shields
JD et al, 2004). Giorgadze TA et al (2004) realizan un estudio con el
propdsito de determinar la DVL intra y peritumorales y compararla con
la densidad de vasos en general (sanguineos y linfdaticos) en lesiones
melanociticas. Para ello utilizan marcadores inmunohistoquimicos, D2-
40 y CD31. Sus resultados muestran que la DVL intratumorales esta
significativamente aumentado en melanomas en comparacion con nevus
benignos. El aumento de la DVL en melanomas invasivos sugiere que las
células de melanoma pueden promover la linfangiogénesis. Ademads,
proponen que la elevacion de la DVL puede ser de gran utilidades el
diagnéstico diferenciadle las lesiones melanociticas (Giorgadze TA et
al, 2004). Dadras SS et al (2005) realizan un estudio con 45
melanomas cutdneos y sus ganglios centinelas donde estudian la
extension de la linfangiogénesis y como ésta puede predecir las
metdstasis en el ganglio linfdtico centinela. Para ello cuantifican la
linfangiogénesis en el tumor primario y en el ganglio linfatico centinela
y lo correlaciona con datos histolégicos y clinicos, observando que los

tumores con metdstasis en ganglio centinela contienen puntos calientes
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con mayor DVL compardndolos con los melanomas no metastatizantes.
De su estudio concluyen que la extension de la linfangiogénesis tumoral
es un marcador prondstico altamente sensitivo y especifico de
metdstasis en ganglio centinela, y que la valoracién de |la
linfangiogénesis en el melanoma primario puede ser mds efectiva que
las técnicas convencionales de medicidn del espesor tumoral (Breslow),
para seleccionar pacientes con enfermedad metastdsica precoz, para
tratamiento agresivo (Dadras SS et al, 2005). Sahni D et al (2005)
realizan un estudio con 36 pacientes (18 con ganglio centinela positivo
y 18 negativo) para intentar establecer si el nimero o la distribucidn
de los vasos linfdticos en el tumor primario se correlaciona con el
estado del ganglio centinela. Para ello realizan una doble tincién
inmunohistoquimica con LYVE-1 y S100. Concluyen su estudio con el
resultado de que LYVE-1 puede demostrar la distribucion de los vasos
linfdticos, pero que el contaje de los vasos linfdticos no puede predecir
el potencial metastatizante del melanoma y por tanto no puede
sustituir a la biopsia de ganglio linfatico centinela (Sahni D et al,

2005).
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II. PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS
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El melanoma cutdneo es una enfermedad de distribucién mundial,
cuya incidencia ha aumentado significativamente durante las dos
Ultimas décadas. Es el tumor cutdneo con mayor tasa de mortalidad
debido principalmente a su capacidad metastdsica, siendo el factor
prondstico mds importante, como en la mayoria de los tumores sélidos,

el estadio clinico-patoldgico.

Por tanto, es fundamental conocer el estado de los ganglios
linfdticos a los cuales drena el melanoma primario, por lo que durante
mucho tiempo se ha realizado linfadenectomia junto a una amplia
reseccién del tumor primario (Halsted, 1907; Meyer HW, Gumport SL,
1953). No obstante, una parte importante de los pacientes eran
sometidos a linfadenectomias innecesarias, ya que su estudio posterior

revelaba la inexistencia de metdstasis.

Con el objetivo de evitar esta cirugia innecesaria y su
morbilidad, surgen numerosos estudios basados en la hipétesis de que
la localizacién y valoracién histolégica del primer ganglio linfdatico del
grupo ganglionar al que drena la linfa de la regién donde se encuentra
el tumor (ganglio centinela) (Cabanas RM, 1977; Morton DL et al, 1992;
Alex JC, Krag DN, 1993) nos permitiria predecir el estado del resto de
ganglios linfaticos de esa region ganglionar (Reintgen D et al, 1994,

Cascinelli N et al, 2000; Mariani G et al, 2004).

En la actualidad, a pesar de haberse descrito mltiples factores
clinicos, histoldgicos y moleculares, relacionados con la evolucion del
paciente con melanoma, el espesor tumoral sigue siendo el factor

predictivo mds importante de la aparicién de metdstasis. Sin embargo,
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el valor del grosor tumoral es limitado ya que un considerable nimero
de pacientes con melanomas finos fallecen con enfermedad

metastdsica, mientras que otros

con tumores gruesos presentan una larga supervivencia (Dadras et al,
2003). Es evidente, que son precisos nuevos indicadores que permitan

establecer la evolucion de los pacientes con melanoma cutdneo.

En este sentido, se han propuesto nuevos factores, entre los que
destaca la angiogénesis/linfangiogénesis tumoral, o “proceso de
formacién de nuevos vasos , hemdticos o linfdticos, a partir de los
preexistentes” (Schacht V et al, 2005), por su influencia en la

capacidad metastdsica del tumor.

Basdndonos en trabajos recientemente publicados (Franchi A et
al, 2004; Schacht V et al, 2005, Kitadai Y et al, 2005; Ishikawa M et
al, 2005; Kyzas PA et al, 2005; Nakamura Y et al, 2005; Jennbacken K
et al, 2005; Dadrass et al, 2005, Sahni D et al 2005), decidimos
averiguar la relacion entre la angio/linfangiogénesis en el melanoma
cutdneo y el estado del ganglio centinela o la aparicion de recidiva o
metdtasis, asi como la relevancia de factores angiogénicos en dicho

proceso.

Para ello, nos planteamos los siguientes objetivos:

. Conocer si existe asociacién entre la expresion del Factor
de Crecimiento Endotelial Vascular-C (VEGF-C) y la Densidad de Vasos

Linfaticos (DVL), y entre la expresion del Factor de Crecimiento
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Endotelial Vascular (VEGF-A) y la Densidad de MicroVasos (DMV), en

el melanoma primario.

. Averiguar si la progresion local o la recidiva o metdstasis del

tumor primario se asocian a un mayor grado de angio o linfangiogénesis.
. Establecer si el estado del Ganglio Centinela es predecible

mediante la cuantificacion de microvasos y/o factores angiogénicos,

por si mismos, o asociados a otros pardmetros histopatoldgicos.
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IIT. MATERIAL Y METODO
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1. MATERIAL.

Se seleccionaron 50 casos de los registrados en el Servicio de
Anatomia Patoldgica del Hospital Clinico Universitario Virgen de la
Victoria de Mdlaga para estudio de ganglio centinela de melanoma
entre los afios 2001 al 2004.

Los 50 casos seleccionados para el estudio se distribuyeron en dos
grupos, segun el estado del GC:

- Un grupo de 40 casos con ganglio centinela negativo (GCn).

- Un grupo de 10 casos con ganglio centinela positivo (GCp).

2.DATOS REGISTRADOS DE CADA CASO.
2.1. Datos clinicos:

* Edad.
* Sexo.
* Localizacion de la lesion: se separaron tres localizaciones diferentes cabeza y

cuello, tronco y extremidades.

2.2. Datos histologicos de la lesion primaria:

2.2.1. Tipo de melanoma: se clasificé en

* Melanoma de extension superficial (MLE.S.).

* Melanoma nodular (MN).

* Léntigo maligno melanoma (L.M.M.).

* Melanoma lentiginoso acral (M.L.A.).

e Otros (desmoplasico, neurotropo, de minima desviacion, micronodular,
pleomérfico, rabdoide, mixoide, pseudopapilar, de cé€lulas pequefias, de
células balonizadas, nevoide, hemangiopericitoide, de células en anillo de

sello).
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2.2.2. Tipo celular: hemos considerado tres tipos celulares

e Células epitelioides: presentan nicleo redondo u oval, con
citoplasma amplio, con un didmetro 1,5 veces mayor que el didmetro
nuclear.

e Células de tipo comln: son células de morfologia similar a las
epitelioides pero con citoplasma escaso.

e Células fusiformes: con nicleo y citoplasma alargados

(sarcomatoides).

2.2.3. Niveles de invasion de Clark: los cinco niveles de invasion son

los siguientes

I. Melanoma intraepidérmico.

IT. Infiltracion de la dermis papilar por elementos aislados, o
por pequefios grupos de células tumorales, con un tamafo
inferior o igual a los nidos neopldsicos observados en la
epidermis.

ITI. Infiltracién de la dermis papilar por, al menos, un nédulo
tumoral en expansion, de ftamafio mayor que los nidos
epidérmicos y que comprime los tejidos vecinos,
alcanzando la unién entre la dermis papilar y reticular.

IV. Infiltracion del la dermis reticular.

V.  Infiltracion de la grasa subcutdnea.

2.2.4. Espesor tumoral (Indice de Breslow): se midié en mm, de forma
cldsica con un ocular micrométrico, sobre preparaciones de
hematoxilina-eosina, eligiendo la zona mds gruesa de la tumoracidn,
midiendo desde la capa de células granulosas hasta la célula tumoral

mas infiltrante. En las lesiones ulceradas se tomé desde la base de la
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Ulcera hasta la célula tumoral mds profunda. En algunos casos, donde el
componente profundo era dificil de diferenciar de los restos de células
névicas, se realizé la medicién en preparaciones tefiidas con la técnica

inmunohistoquimica de HMB-45, ademds de con hematoxilina-eosina.

2.2.5. Ulceracion: se evalué la presencia o ausencia de la misma.

2.2.6. Signos de regresion: se consideré como regresion cuando habia

fibrosis, melanéfagos y dilataciones vasculares.

Se valoré de forma negativa o positiva.

2.2.7. Infiltrado inflamatorio: el infiltrado inflamatorio linfocitario

se evalud cuantitativamente en ausente, leve o intenso

2.2.8. Indice de proliferacién celular: se realizaron cortes de los
bloques seleccionados, sobre portaobjetos silanizados (Dako
ChemMate) que se tifieron con un anticuerpo monoclonal contra el
antigeno ki 67 (Dako) en un inmunotefiidor Dako TechMate Horizon. El
ndmero de campos visualizados oscilé entre 20-30 (dependiendo del
tamafio de la lesion). En lesiones de pequefio tamafio se evalud la lesion
completa. Se obtuvo el porcentaje de células tumorales con nicleos
tefiidos frente al total de células evaluadas, segun el cual se considerd

al indice de proliferacion celular como:
Bajo: menos del 10% de células tefiidas.

Intermedio: 10-30% de células tenidas.

Alto: mas del 30% de células tefiidas.
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2.3. Datos relacionados con el ganglio linfdtico centinela:

23.1. Ndmero de ganglios centinelas aislados: se contabilizé el

ndmero de ganglios linfdticos, etiquetados como centinela,

recibidos por cada paciente.

2.3.2. Localizacion del ganglio linfatico centinela: se definieron

tres localizaciones, axila, ingle y otras.

233. Vaciamiento: se registrd la realizacion o no de vaciamiento
de la base ganglionar tras la valoraciéon del ganglio

linfdtico centinela y su afectacion o no.

2.4. Presencia de recidiva/metdstasis:

Se valoré la presencia de recidiva fumoral o presencia de metdstasis a
distancia desde el momento de la extirpacién hasta el cierre de la fase

de recogida de datos del estudio.

PROTOCOLO DE GANGLIO LINFATICO CENTINELA

Protocolo realizado en el Hospital Clinico Universitario Virgen de
la Victoria de Mdlaga:

* El tejido se recibe en formol, tamponado al 10%, desde el quir6fano, liquido
en el que se deja fijar durante 24h.
* Una vez fijado se procedera al tallado de la pieza que, segun el tamanio del

ganglio linfatico, sera de la siguiente forma (figura III.1):

- Ganglio menor de 5mm: se corta por el eje mayor
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- Ganglio mayor de Bmm: se realizan cortes cada 2-3mm, por el eje

menor.

@& - 4

Figura ITI.1. Tallado del ganglio centinela

Tras el procesado habitual para inclusién en parafina se realizan
cortes seriados del bloque tisular con un microtomo, procediéndose de

la siguiente forma:

Se realizan fres tandas de tres cortes seriados. Entre cada tanda se
profundiza 40micras. Los cortes primero y tercero de cada tanda se
tiflen con hematoxilina-eosina, al corte central se le realiza la técnica
inmunohistoquimica de HMB-45, de tal manera que por cada bloque
obtenemos seis secciones teflidas con hematoxilina-eosina y ftres

secciones tefiidas con HMB-45 (Figura ITI.2)

100



Figura ITI.2. Secciones del ganglio centinela

Se realizan tinciones inmunohistoquimicas adicionales con
proteina S-100, melan-A y tirosinasa de todos los GC sobre el material
restante del utilizado en el protocolo seguido en el Servicio de
Anatomia Patoldgica del Hospital Clinico Universitario Virgen de la

Victoria de Mdlaga.

Interpretacion de los datos obtenidos:
Se evaluard la presencia o no de metdstasis. En los casos en que
no se observen células tumorales el ganglio centinela se considerard

negativo.

En los casos en que se observen células tumorales, se
diferenciard entre tres tipos de metdstasis:
-metdstasis:  lesiones  metastdsicas  detectadas  clinica o
radiolégicamente.
-micrometdstasis: lesiones metastdsicas mayores de 0.2mm pero nho
detectables clinica o radioldgicamente.

-células tumorales aisladas: lesiones metastdsicas menores de 0.2mm.

101



4. ESTUDIO DE LA LINFANGIOGENESIS.

Para el estudio de la linfangiogénesis se realizaron cortes
histoldgicos consecutivos del blogue de parafina con tejido tumoral que
sea seleccionado como mds representativo de la lesion primaria,
teniendo en cuenta que presente tanto dreas superficiales como

profundas de la misma.

De cada uno de los bloques seleccionados se realizaron cinco
cortes, sobre portaobjetos tratados (Dako), de los que el primero se
tifié con hematoxilina-eosina, para que sirva de control del material del
que disponemos. Los cortes restantes se tifieron con CD31 (prediluido,
Dako), VEGF (1:1000 overnight, Caiman), D2-40 (1:200, Signet) y
VEGF-C (1:300 overnight, Zymed Laboratorios).

Los cortes se desparafinaron con xilol e hidrataron en gradiente
de alcoholes. La recuperacion del epitopo se realizé por el método de la
olla a presion con buffer de citrato de sodio O.1mol/l (pH 6). La
actividad de la peroxidasa enddgena se bloqued con peroxido de
hidrégeno y para detectar el anticuerpo se utilizé la técnica de la
estreptavidina-biotina inmunoperoxidasa (LASAB, Dako). Como control
negativo se sustituyd el anticuerpo primario por un suero ho inmune.
Como cromégeno se usé fosfatasa alcalina y las preparaciones se
contrastaron con hematoxilina. Las técnicas inmunohistoquimica de
estos anticuerpos se realizaron en un tefiidor automdtico (Dako,

Techmate™).
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Cuantificacion de VEGF Y VEGF-C

La expresion de VEGF y VEGF-C (figura III.3) en las células
tumorales, macréfagos, infiltrado inflamatorio, células estromales y
vasos se valord, segun la intensidad de expresion, de 1 a 3:
1: negativa (ausencia de tincion o baja expresion (+)).
2: moderada expresion (++).

3: alta expresion (+++).
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| Figu;a III.3. Expresién de VEGF-C en células tumorales:
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Andlisis morfométrico de los vasos asistido por ordenador.

Para el estudio de la DMV y la DVL se revisaron los cortes
seleccionados y tefidos con anticuerpos especificos (CD 31y D2-40) a
bajo aumento (20x) buscando las dreas de mayor densidad de vasos,
los denominados puntos calientes (*hot spots”) del tumor. De ellos se
seleccionaron, siempre que fue posible, cuatro dreas, dos
intratumorales y dos peritumorales (figura III.4).

Para digitalizar las muestras se utilizé una camara Polaroid T DMC
y un objetivo macro. Se tomaron imdgenes en color de 800x600 pixeles
usando el objetivo 10x de un microscopio Nikon Eclipse E400 vy
posteriormente se analizaron con el software Visilog 6.3 de Noesis

(Francia). La imagen resultante ocupaba un drea de 0.68mm’ Se
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contabilizan los vasos presentes en esa drea; este proceso se repite
cuatro veces por cada caso (una por cada “hot spot”). Posteriormente
se realizé el sumatorio entre las dos dreas intratumorales y las dos
dreas peritumorales obteniéndose el nimero total de vasos en un drea

de 1,36mm?.
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Figura III.4. Expresion D2-40 intratumoral (a) y peritumoral (b)
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5. ANALISIS ESTADISTICO

Con todos los datos obtenidos se constituyo una base de datos
utilizando el programa Microsoft Excel. Posteriormente, para el
estudio estadistico, se utilizé el programa SPSS (versién 11.5) para
Windows.
Las variables consideradas en el trabajo fueron sometidas, en primer
lugar, a un estudio estadistico descriptivo bdsico.
Las variables continuas se evaluaron por su valor numérico real,
tomando como valores representativos la media aritmética y la
desviacion tipica.
Las variables nominales cualitativas, distribuidas en dos o mds
categorias segln los casos, se evaluaron mediante el estudio de los
recuentos y frecuencias correspondientes.
En un segundo tiempo se realizaron estudios univariantes vy
multivariantes para determinar cual de tfodas las variables

consideradas tenia mayor significacion estadistica (p<0,05).
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IV. RESULTADOS
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1. ESTUDIO DESCRIPTIVO

1.1. Variables clinicas

Edad.- En el grupo de melanomas con GCn predominaron los
pacientes con edades comprendidas entre 35-55 aflos o mayores
respecto a los pacientes con menos de 35 afios.

La distribucion por edades de melanomas con GCp resulté ser

prdcticamente igual en los tres grupos etarios (Figura IV.1).

O mayor 55a
O 35-55a

E menor 35a

GCp GNn
Figura IV.1: Distribucion por la edad
Localizacion.- La localizacion de las lesiones fue predominante en

tronco y extremidades, tanto en GCn como en GCp, y mucho menor en
cabezay cuello (7,5% en 6Cny 10% en 6Cp) (Figura IV.2).

O Cabezay cuello
B Extremidades

O Tronco

Figura IV.2: Localizacion de las lesiones
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Sexo.- Se observé una mayor frecuencia del sexo femenino tanto en
los casos con GCn (mujeres: 25casos (62,5%); hombres: 15casos
(37,5%)) como positivos (mujeres: 7casos (70%); hombres: 3casos

(30%)) (Figura IV.3).

100%-
80%-
60%-
40%-
20%-

0%-

25 7

O Mujer
O Hombre

NN

15 3

GCn GCp

Figura IV.3: Distribucién segin el sexo

1.2. Variables histopatoldgicas

Tipos clinico-patoldgicos de melanomas.- El tipo mds frecuente
de melanoma en los casos con GCn fue el de extension superficial
(77 5%), mientras que en los casos con GCp fue el melanoma nodular,

constituyendo el 60% de los casos (Figura IV.4).

H Otros
OLMM
HMN

EMLA
OMES

GCn GCp

Figura IV.4: Tipo de melanoma
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Niveles de Clark.- Tanto en melanomas con GC negativo como
positivo, los niveles de invasion mds frecuentes fueron el III (42,5%
en 6Cny 40% en GCp) y el IV (37,5% en GCn 'y 40% en GCp). En los 50
casos de la serie no se observé hinglin caso con Clark I. En los
melamonas con GCp, el nivel V de Clark alcanzé una frecuencia del 20%,
a diferencia de los melanomas con GCn en los que dicho nivel fue raro

(5%) (Figura IV.B).

100%-

mvV
o
am
on
ol

Figura IV.5: Niveles de Clark

Indice de Breslow.- El espesor tumoral, en los melanomas con
GCn fue, en la mayoria de los casos (55%), inferior a 1,5mm, mientras
que en los casos positivos predominaron las lesiones con espesores

superiores a 1,5mm (70%) (Figura IV.6).

B Mayor 1,5mm

O Menor 1,5mm

GCn GCp

Figura IV.6: Indice de Breslow
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Tipo de celularidad.- La celularidad de tipo comun fue la mads
observada tanto en los melanomas con GC positivo como negativo, con
unas frecuencias muy similares (60 y 57,5 %, respectivamente). El tipo
celular epitelioide se observé ligeramente mds en los casos con GCp
(30%) que en los negativos (20%). Por el contrario, el tipo fusocelular,
fue algo mds frecuente en los casos con ganglio negativo (22,5% en

GCn frente al 10% en 6Cp) (Figura IV.7).

W Fusocelular
B Epitelioide
E Comun

GCn GCp

Figura IV.7: Tipo de celularidad

Ulceracion.- La ausencia de ulceracion fue la caracteristica mads
comin en los casos con GCn (82,5%). El grupo de GCp presenté un 60%
de lesiones no ulceradas, por un 40% de lesiones con ulceracidn.

(Figura IV.8).

B No ulcerado
B Ulcerado

GCn GCp

Figura IV.8: Presencia de ulceracion
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Regresion.- La presencia de regresion se observé tan solo en 5
casos de los 50 estudiados y ftodos ellos fueron casos con GCn (Figura

IV.9).

100%
80%-
60%

O No regresion
40%

20%-+
0%

E Regresion

GCn GCp

Figura IV.9: Presencia de regresién

Infiltrado inflamatorio dérmico.- Se pudo constatar presencia
de infiltrado inflamatorio en casi el 90% de los casos. No obstante, en
las lesiones con GCn el infiltrado fue preferentemente intenso,

mientras que en GCp fue leve en la mayoria de los casos (Figura IV.10).

O Ausente
HLeve
O Intenso

GCn GCp

Figura IV.10: Infiltrado inflamatorio

Indice de proliferacion celular.- Se observé un alto nivel de
proliferacion en el 60% de los casos GCp. Dicho nivel sélo se encontré
en un 28,2% de los melanomas con GCn, en los que predominé un indice

de proliferacién moderada (43% de los casos) (Figura IV.11).
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1.3.

GCn

GCp

O0>30%
M 10-30%
H <10%

Figura IV.11: Expresion de Ki67

Variables relacionadas con la linfangiogénesis

Estudio de la DMV.- En el contaje del nimero de microvasos

totales en el fumor primario, se obtuvo una media de 56,20 microvasos

intratumorales (con una desviacién tipica de 35,15) para los casos con

GCp, frente a 42,43 microvasos (desviacién tipica de 39,27) para los

casos con GCn.

La media de microvasos totales peritumorales fue de 69,30

(desviacién tipica de 26,58), para los casos con GCp, y de 66,69

(desviacion tipica de 34,38) para los casos con GCn (Figura IV.12).

100
80
60

40 -

20

DMV intratumorales

56

9195 .

—— GCp

—=— GCn

120
100

80 -

T 42 66,69
i 532,31

60

20

DMV peritumorales

95

8

—e— GCp
—=— GCn

Figura IV.12: Densidad de microvasos (DMV)
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Estudio de la DVL.- La media de vasos linfdticos intratumorales,
en el tumor primario, fue 56,20 (desviacién tipica de 35,15) para los
casos con GCp, frente a 42,43 (desviacion tipica de 39,27) para los
casos con GCn.

En localizacion peritumoral la media de vasos linfdticos fue de 69,30
(desviacion tipica de 26,58), para los casos con GCp, y de 66,69
(desviacidn tipica de 34,38) para los casos con GCn (Figura IV.13).

DVL intratumorales DVL peritumorales
25 40 34,14
20 21.1&7)3 30 21
15 15 o . GCp 20 - 7 *—GCp
1(5) 'Wf:/zoz —=— GCn 10 L_%8 ~ 15.75 —=%— GCn
01 wos : 0
i S ) i 2 a
o O e A ) o
ol g o o g 1
& N & & ¢ &

Figura IV.13: Densidad de vasos linfdaticos (DVL)

Estudio de la expresion de VEGF.- Como caracteristica mds
resefiable, la expresiéon de VEGF en todos los casos fue
preferentemente baja (valor 1), tanto en las células tumorales, como
en macrofagos, infiltrado inflamatorio, estromay vasos. Unicamente se
aprecié un mayor porcentaje de casos con intensidad moderada (valor

2) en la valoracién de la expresion vascular en GCp (Figura IV.14).

113



VEGFt

igura LV.14: expresion de VEGF (+=fumoral, m=macrofagos, i=infiltrado

O GCp
B GCn

VEGFm

VEGFi

inflamatorio, v=vascular, e=estromal)

VEGFv

VEGFe

Estudio de la expresion de VEGF-C.- En GCp se observaron

frecuencias mds elevadas de expresién inmunohistoquimica valor 2 y 3

en el infiltrado inflamatorio, vasos sanguineos y estroma, en los que sin

embargo predomind el valor 1 en GCn. La expresiéon de VEGF-C en

células tumorales y macréfagos, tanto en los casos con GCn como en los

6Cp fue mayoritariamente baja (Figura IV.15).

100%

80%

@ GCp
B GCn

VEGF-Ct

VEGF-Cm

VEGF-Ci

VEGF-Ce

Figura Iv. 197 expres

ioh de VEGF
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2. ESTADISTICA ANALITICA.

2.1. Estudio de la DMV y de la DVL.

El contaje, en el tumor primario, del nimero de vasos sanguineos,

tanto intratumorales como peritumorales, mostré resultados similares

en los melanomas con GCp y GCn (tabla IV.1). El ndmero de vasos

linfdticos encontrados dentro del tumor y en el drea peritumoral

tampoco demostrd relacién significativa con el estado del ganglio

centinela (tabla IV.2).

Tabla IV.1: Densidad de microvasos totales (DMV).

GCP GCn
DMV N° Media Desv.tip N° Media Desv. Sig
ca ca tip
so so
s s
intratumorales 10 56,20 35,15 40 42 43 39,27 0,319
peritumorales 10 69,30 26,58 40 66,69 34,38 0,825
Tabla IV.2: Densidad de vasos linfaticos (DVL).
GCP GCn
DVL N° Media Desv. N° Media Desv. sig
caso tip caso tip
s s
intratumorales 10 13,10 8,03 40 9,02 8,93 0,195
peritumorales 10 21,90 12,24 40 15,75 8,82 0,075

El tipo de melanoma no fue un factor determinante del nimero

de microvasos ni del ndmero de vasos linfdticos, asi como tampoco el

tipo de celularidad, ni la intensidad del infiltrado inflamatorio.
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En relacion con el indice de Breslow se observaron diferencias
significativas tanto en DMV intratumorales (p=0,004) como en DVL
intratumorales (p=0,003) entre los casos con Breslow menor de 1,5cmy
mayor de 15cm (tabla IV.3) (Figura IV.16). No se observaron

diferencias significativas en la DMV y DVL peritumorales.

Tabla IV.3: Relacion del indice de Breslow con la DMV y la DVL intratumorales

Breslo N° Media Desv. Sig
w €asos tip
DMV intratumorales <1,5cm 25 29,41 35,14

>1.5cm 25 60,44 35,96 0,004
DVL intratumorales <1,5cm 25 6,28 7.09

>1.5cm 25 13,40 9,09 0,003

OBreslow menor 1,5

B Breslow mayor 1,5

DMVi DVLi

Figura IV.16: Relacién del indice de Breslow con la DMV y la DVL

intratumorales

Se observo relacion significativa entre el nivel de invasion de
Clark y la DMV intratumorales (p= 0,001), encontrdndose un ndmero
creciente de vasos intratumorales (tanto de vasos totales como de
vasos linfdticos) (tabla IV.4) (Figura IV.17) conforme aumentaba el
grado de invasion de Clark hasta el nivel IV, produciéndose un

descenso de la densidad cuando se alcanzaba el nivel V.
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Tabla IV.4: Relacién del nivel de Clark con la DMV y la DVL intratumorales

cl N° Media Desv. sig

ark casos tip
DMV infratumorales 6 9,00 9,20
IT 22 34,90 31,83

18 71,41 41,22
ITT 4 51,00 10,86 0,001
IV
v
DVL infratumorales 6 4,33 8,73
II 22 10,47 7,61

18 11,27 10,39
ITI 4 10,00 7,52 0,274
v
v

my]

=]
miv
mv

Figura IV.17: Relacidn del nivel de Clark con la DMV y la DVL intratumorales

La densidad de vasos peritumorales presenté valores similares,

sin ninguna relacién con el nivel de Clark.
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El nimero de vasos linfdticos intratumorales se encontré
incrementado de forma significativa (p= 0,019) en los casos que
presentaban ulceracién (tabla IV.5), no siendo significativo el resto de
los pardmetros. No obstante, la media de valores de DMV y DVL, tanto
intratumorales como peritumorales, fue mayor siempre en las lesiones

ulceradas.

Tabla IV.5: Ulceracién y DMV o DVL intratumorales y peritumorales

Ulceracién N° Media Desv. sig
casos tip
DMV si 11 62,18 30,57
intratumoral no 39 40,34 39,53 0,098
es
DVL ] 11 15,27 10,02
intratumoral no 39 8,30 7,95 0,019
es
DMV si 1 82,09 31,78
peritumorale no 39 62,92 32,09 0,087
s
DVL si 11 18,36 7,10
peritumorale no 39 16,58 10,45 0,600
5

En relacion con la regresién, no se observaron diferencias
significativas entre la DMV y la DVL ni intra ni peritumorales, salvo en
el caso de la DVL intratumorales en la que se advirtié un significativo
descenso del nimero de vasos linfdticos en relacion con la presencia de

regresion (p=0,026) (tabla IV.6).

Tabla IV.6: Relacién de la regresion con la DMV y la DVL

Regresién N° Media Desv. sig
casos tip
DMV intratumorales Si 5 22,25 28,80
no 45 47,28 38,86 0,216
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DVL intratumorales Si 5 1,6 2,07

no 45 10,75 8,82 0.026
DMV peritumorales Si 5 89,00 15,16

no 45 65,28 33,23 0167
DVL peritumorales si 5 9,80 7,15

no 45 17,77 9,76 0083

Se observé un discreto aumento del nimero de microvasos
(DMV), que nho alcanzé valores significativos, en relacion con la
presencia de recidiva. Ese aumento si fue estadisticamente
significativo (p=0,001) cuando se consideré la densidad de vasos

linfaticos peritumorales (tabla IV.7).

Tabla IV.7: Relacidn de la DMV con la existencia de recidiva/metdstasis.

Recidiva/metdstasis N° Media Desv. sig
€asos tip
DMV intratumorales si 9 59,11 40,77
no 41 42,12 37,83 0785
DVL intratumorales Si 9 81,00 34,11
no 41 64,12 32,00 0.945
DMV peritumorales si 9 7,66 7.92
no 41 10,31 9,04 0,539
DVL peritumorales si 9 22,88 15,34
no 41 15,68 7,76 0,001

2.2. Estudio de la expresion de VEGF y VEGF-C.

La expresion de VEGF en las células tumorales, macréfagos,
infiltrado inflamatorio, estroma y vasos no demostrd diferencias
significativas en relacion con el estado del ganglio centinela.

Se encontré una expresion claramente mayor de VEGF-C a nivel
estromal en los casos con ganglio centinela positivo con respecto a los

negativos, diferencia que fue estadisticamente significativa (p<0,000),
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y que también se observo con la expresién de VEGF-C a nivel de los

vasos peritumorales (p=0,002) (Figura IV.18).

La expresiéon de VEGF-C en las células tumorales, macréfagos,

infiltrado inflamatorio no demostré diferencias significativas (tabla

IV.8).

Tabla IV.8: expresién de VEGF-C en relacion con el SLN
Variables GCp GCn
N®casos N®casos Sig
(%) (%)
VEGF-C cel. tumorales 4 (40%) 17 (42,5%)
3 (30%) 16 (40%)
3 (30%) 7 (17,5%)
0,655
VEGF-C macréfagos 5 (50%) 12 (30%)
4 (40%) 15 (37 ,5%)
1(10%) 13 (32,5%)
0,301
VEGF-C infiltrado 2 (20%) 22 (55%)
. . 4 (40%) 9 (22,5%)
inflamatorio 4 (40%) 9 (22.5%)
0,140
VEGF-C estromal 1 (10%) 33(82,5%)
4 (40%) 5(12,5%)
5 (50%) 2 (5%)
0,000
VEGF-C vascular 1 (10%) 28 (70%)
5 (50%) 8 (20%)
4 (40%) 4 (10%)
0,002
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OGCp
40%
30% 1 OGCn
20%+
10% 11
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VEGF-Ce1 VEGF-Ce2 VEGF-Ce3
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9
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VEGF-Cv1l VEGF-Cv2 VEGF-Cv3

Figura IV.18: Relacién de VEGF-C estromal y vascular con el estado del 6C

Tanto la expresién de VEGF como de VEGF-C no mostraron
diferencias significativas en relacién con el tipo histoldgico, tipo de
celularidad o espesor de Breslow. Sin embargo, cuando relacionamos la
expresion de VEGF vascular con la existencia de recidiva de la
enfermedad o presencia de metdstasis a distancia, se observo que los
casos que no habian sufrido recidiva presentaban valores
significativamente mds bajos de VEGF vascular que los que si la
tuvieron (p=0,004) (tabla IV.9). No se observaron otras diferencias en

la expresidn de VEGF ni de VEGF-C.
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Tabla IV.9: expresién de VEGF en los vasos en relacién con la presencia de

recidiva/metdstasis.

VEGF
1 2 3
o o o .
Recidiva N°®casos N°casos N°®casos Sig
(%) (%) (%)
Si 3(33,3%) 2 4 (44,4%)
(22,2%) 0,004
No 28 1 2(49%)
(68,3%) (26,8%)

Cuando comparamos el nivel de invasion de Clark con la expresion
de VEGF (tabla IV.10) y VEGF-C se encontraron diferencias
significativas, observdndose valores mayores de expresion de VEGF en
células tumorales (p=0,022), en el estroma (p=0,000) y a nivel vascular
(p=0,002) cuanto mayor era el nivel de invasion del tumor (Imagen IV.
19). Igualmente, VEGF-C estromal se relacioné con éste pardmetro

(p=0,05) (tabla IV.11).

a

o3 88888382838

O VEGFe1
O VEGFe2
O VEGFe3

B VEGFt1 B VEGFv1

O VEGFt2 O VEGFv2

B VEGFt3 B VEGFv3

SYTILLTELE

o3 B888883838

T T T
Clark Clark Clark Clark

Clark2 Clark3 Clark4 Clark5
Clark2 Clark3 Clark4 Clark5 2 3 4 5 ar| ar ar| ar

Figura IV.19: Relacién del indice de Clark con el VEGF tumoral, estromal y vascular
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Tabla IV.10: expresion de VEGF en relacién con el nivel de invasion de Clark

Clark
Variables 2 3 4 5 Sig
N°casos N°casos N°casos N°casos
(%) (%) (%) (%)
VEGF 1 6 (100%) 10 10 1(25%)
tumoral (47 6%) (55,6%)
2 0 (0%) 8 (38,1%) 8 1(25%) 0,022
(44,4%)
3 0 (0%) 3(14,3%) 0 (0%) 2 (50%)
VEGF 1 6 (100%) 18 15 0 (0%)
estromal (85,7%) (83,3%)
2 0 (0%) 2 (9.5%) 3 (16,7%) 1(25%) 0.000
3 0 (0%) 1(4,8%) 0 (0%) 3(75%) )
VEGF 1 5 14 11 1(25%)
vascular (83,3%) (66,7%) (61,1%)
2 1 6 6 0 (0%) 0,002
16,7%) (28,6%) (33,3%)
3 0 (0%) 1(4,8%) 1(5,6%) 3 (75%)

Tabla IV.11: expresion de VEGF-C estromal en relacién con el nivel de Clark

VEGF-C estromal

1 2 3
Clark N°casos N°casos N°casos Sig
(%) (%) (%)
2 6 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
3 15 2(95%) 4 (19%)
(715%)
4 11 6 1(5,6%)
0,054
(61,1%) (33.3%) '
5 2 (50%) 0 (0%) 2 (50%)
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Asi mismo, se observé una mayor expresion de VEGF a nivel
estromal (p=0,028) y vascular (p=0,019) cuando la lesion se encontraba

ulcerada (tabla IV.12).

Tabla IV.12: expresion de VEGF estromal en relacién con la presencia de

ulceracién.
Ulceracién
Variables Si No Sig
N°casos N°casos
(%) (%)
VEGF 7 (63,6%) 3(84,6%)
1(9.1%) 5 (12,8%)
1 |
estroma 3 3 (27.3%) 12.6%)
0,028
VEGF 1 5 (45,5%) 26 (66,7%)
vascular 2 (18,2%) 11 (28,2%)
3 4 (36,4%) 2 (5,1%)
0,019

El indice de proliferacion celular no mostré relacion con el nivel

de expresion de VEGF ni VEGF-C en ninguna de sus localizaciones.

2.3. Estudio de la expresion de VEGF y VEGF-C en relacion con
la DMV y la DVL.

Se observé un discreto aumento del nimero de microvasos
infratumorales en relacién con la intensidad de expresion de VEGF en
las células tumorales, que no alcanzé niveles significativos. El ndmero
de microvasos peritumorales no mostré ninguna relacion con la

expresion tumoral de VEGF.
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El nimero de vasos linfdaticos intratumorales y peritumorales
también presentd unos valores similares en los distintos niveles de
expresion de VEGF por parte de las células tumorales.

La expresion de VEGF en los macréfagos encontrados no se
correlaciond con la DVL ni la DMV intratumorales ni peritumorales.

La DMV intratumoral, al igual que la DVL intratumoral vy
peritumoral (tabla IV. 13) mostraron una tendencia creciente en
consonancia con el incremente de los niveles de expresion de VEGF en
las células inflamatorias. Este aumento sélo alcanzé niveles
significativos con la DVL peritumorales (p=0,008). La densidad de
microvasos peritumorales no mostré ninguna relacién con la expresion

de VEGF a nivel de células inflamatorias.

Tabla IV.13: DVL y expresion de VEGF en infiltrado inflamatorio

DVL intratumorales DVL peritumorales

VEG N° Media Desv Sig Media Desv Sig
F €asos Tip tip
1 45 9,26 8,66 15,60 8,70
2 4 13,75 10,71 29,00 12,72
3 1 20,00 - 31,00 -

0,324 0,008

Los niveles de expresion de VEGF estromal, no se

correlacionaron con la DMV ni con la DVL, si bien se observaron valores
superiores en el recuento de microvasos intratumorales cuando los
niveles de VEGF estromales eran mayores, pero sin alcanzar valores

significativos.
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Del mismo modo, los valores de expresion de VEGF en los vasos
no se relacionaron con el nimero de microvasos ni con la densidad de
vasos linfdticos. Tan sélo se observé un discreto aumento de la DMV
peritumoral al incrementarse la expresion de VEGF en células

endoteliales.

La expresién de VEGF-C en las células de melanoma no mostré
relacion con el ndmero de microvasos ni con el nimero de vasos
linfdticos intratumorales, pero se observé un descenso de VEGF-C
cuando aumentaban tanto la DMV como la DVL peritumorales. Esa
diferencia alcanzo valores préoximos a la significacién estadistica en el

caso de la DMV (p=0,05) (tabla IV. 14).

Tabla IV.14: DMV y expresion de VEGF-C en células tumorales

DMV intratumorales | DMV peritumorales
VEGF N© Media Desv Sig Media Desv Sig
-C caso T Tip
s
1 21 52,09 44,35 76,09 32,23
2 19 35,94 3357 68,61 31,92
3 10 47,60 3357 46,10 28,05
0,426 0,053

Por otro lado, la expresion de VEGF-C en los macréfagos no
correlacioné con la DMV, ni con la DVL.
En cuanto a la expresion de VEGF-C en el infiltrado inflamatorio,

tampoco se observaron diferencias significativas entre los diferentes

grupo.
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La expresion de VEGF-C estromal no mostré relacidn
significativa, con el nimero de vasos, tanto sanguineos como linfdticos,

encontrados dentro del fumor y en las dreas peritumorales.

No se observaron diferencias significativas en la expresion de

VEGF-C respecto a la DMV y DVL intratumorales.
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V. DISCUSION
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1.Aspectos metodoldgicos

En este estudio refrospectivo se han recogido todos los casos
de melanoma cutdneo con estudio de ganglio centinela registrados en
nuestro hospital entre los afos 2001-2004 (50 casos). La muestra es

homogénea ya que los criterios de inclusién son rigurosos:

» espesor tumoral de Breslow mayor de Imm
e no evidencia clinica ni radioldogica de afectacién de ganglios
linfaticos

* no metdstasis a distancia en el momento del diagndstico.

Determinacion de la microvasculatura linfatica

Ya en el aiio 1986 Witte, MH y Witte, CL comienzan a hablar de
la linfangiogénesis en relacion con diferentes desdrdenes del sistema
linfatico (Witte MH y Witte CL, 1986). En el aio 1990, Fallowfield y
Cook estudiaron 21 melanomas cutdneos tratando de demostrar la
existencia de linfangiogénesis tumoral, pero concluyen en su trabajo
que no existia linfangiogénesis en el melanoma cutdneo y que los
escasos vasos linfdticos que se podian observar eran restos de vasos
dérmicos atrapados por el crecimiento tumoral (Fallowfield ME y Cook
MG, 1990). De Waal et al llegan a la misma conclusion en el afio 1997
tras estudiar 27 melanomas cutdneos y 18 muestras de piel normal (De

Waal RM et al, 1997).

En estos trabajos se utilizan diferentes métodos para marcar

los vasos linfdticos. Fallowfield y Cook utilizan una doble tincion con
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UEAL y un anticuerpo monoclonal anti coldgeno tipo IV. De Waal y
colaboradores utilizan un doble marcaje con CD31" y PAL-E". En ambos
casos se trata de marcadores linfdticos no especificos, aunque ya
desde 1999 se conocia el anti-LYVE-1 como anticuerpo especifico de

vasos linfdticos (Banerji et al, 1999).

Hasta el afio 2001 no se empieza a trabajar con modelos
animales, tratando de demostrar los mecanismos moleculares que
actdan en la linfangiogénesis tumoral asi como aquellos que pueden
afectar a la diseminacién y formacion de metdstasis en tumores
solidos. Swartz MA y Skobe M, 2001; Stacker S et al, 2002; He Y et
al, 2004; Harrell MI, Iritani BM y Ruddell A, 2007). Son numerosos los
autores que han estudiado la expresion de VEGF-C, VEGF-D, VEGFR-3,
asi como la densidad de vasos linfdticos intratumorales y peritumorales
presentes en tumores primarios de diferentes localizaciones, para
establecer su relacién con la supervivencia y su potencial de producir
metdstasis (Schacht V et al 2005; Kitadai ¥ et al 2005, Franchi A et
al 2004; Kyzas PA et al 2005; Choil WWL et al 2005; Nakamura Y et
al 2005, Jennbacken K et al 2005, Zeng ¥ et al 2005; Ueda M et al
2005; Suzuki K et al 2005, Yasuoka H et al 2005). Dicha relacién, que
parece estar clara en ftumores como el carcinoma de mama y el
carcinoma gdstrico, entre otros, muestra discrepancias, en el caso del

melanoma, en la bibliografia existente.
En la actualidad se conocen varios anticuerpos monoclonales

especificos para el marcaje, mediante inmunohistoquimica, de los vasos

linfdticos.
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* La proteina Prox-1 es una proteina necesaria para la regulacién del
desarrollo de los vasos linfdticos a partir de las venas embrionarias.
Posee localizacion nuclear por lo que no es el marcador mds adecuado

para la cuantificacion de vasos sanguineos.

* Aunque LYVE-1 ha demostrado ser vdlido para diferenciar vasos
linfaticos de vasos sanguineos en secciones histoldgicas, se ha
publicado que la expresion de LYVE-1 en vasos linfdticos puede
presentar un nivel bajo de expresion, por ejemplo, en respuesta a
inflamacién y estd ausente en algunos linfdticos asociados a tumor.
Ademds LYVE-1 se expresa también en células de tipo macrofdgico

presentes en tejidos inflamatorios y en infiltrados tumorales.

* VEGFR-3 se expresa predominantemente en células endoteliales
linfdticas en tejidos adultos. Pero no es un marcador fiable para
diferenciar entre endotelio vascular sanguineo y linfdtico en la

vascularizacién proliferante de los carcinomas.

« Podoplanina es una glicoproteina de la superficie celular especifica
del endotelio vascular linfatico. D2-40 es un nuevo anticuerpo
monoclonal que identifica especificamente la proteina de fusion de la
podoplanina Fc (320). Hasta el momento, es el marcador linfdtico mds

fidedigno con una alta especificidad y sensibilidad.

En un estudio reciente, Van der Auwera y colbs (2005) han
comparado la cuantificacion de vasos linfaticos en el carcinoma de
mama por inmunohistoquimica con anticuerpos monoclonales frente a

LYVE-1, D2-40, podoplanina y Prox-1. Los resultados de su estudio
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ponen de manifiesto que D2-40 es el anticuerpo monoclonal mds
adecuado para tefiir los vasos linfdticos peri e intratumorales. Hecho
que queda recogido en el Primer Consenso Internacional de la
metodologia para la cuantificacion de la linfangiogénesis en tumores

sélidos humanos (2006).

De acuerdo con la literatura estudiada hemos determinado la
linfangiogénesis en las zonas calientes o “hot spot” y separadamente en
el centro del tumor (2 hot spot intratumorales) y en el tejido sano
adyacente
(2 hot spot peritumorales) (Straume O et al 2003, Shields JD et al
2004, Giorgadze TA et al 2004, Dadras SS et al 2005, Sahni D et al
2005).

Hemos utilizado el andlisis por digitalizacion de imagen con la
finalidad de realizar una cuantificacién de la densidad microvascular
que supere los métodos tradicionales basados en el recuento de vasos
a través de la microscopia éptica, tratando de disminuir de esta forma

el error humano y aumentando especificidad.
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2. Factores prondsticos convencionales.

Al realizar el andlisis de los factores pronésticos convencionales
observamos en nuestra serie, al igual que en la literatura (Armstrong
BK y English DR 1992), un predominio de estos fumores en mujeres,
tanto en los casos con GCp (25 y 15 casos respectivamente) como en

los casos con GCn (7 y 3 respectivamente).

La edad de presentacion de melanomas con GCnh, en nuestra
serie, correspondid, fundamentalmente, a pacientes mayores de 35
afos (80%), diferencia que no se puso de manifiesto en los casos con
GCp. Estos resultados son contradictorios con los de Sondak K et al
(2004) que encuentran mayor frecuencia de tumores con GCn en
pacientes mayores. No obstante, para algunos autores como Levine J
et al (1981) los pacientes de mayor edad suelen presentar peor
prondstico lo que atribuyen a espesores tumorales mayores y por tanto

un pronodstico desfavorable.

Los melanomas de nuestra serie, en concordancia con los
resultados obtenidos por otros autores (Franceschi Sy Cristofolini M
1992), estdn localizados habitualmente en las extremidades y el

tronco, independientemente del estado del GC.

El tipo histolégico mds frecuente fue el MES, constituyendo el
70% del total de las lesiones, dato que coincide con la literatura (Clark
WH et al 1986, Mendiola M 1994, Garbe C et al 1995; Milo ¥ et al
1995; Ordoriez A et al 1994). Pero si separamos los casos estudiados

segln el estado del ganglio centinela, podemos observar que en los
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casos con GCp el tipo histoldgico mds frecuente fue el MN (60% de los
casos), lo cual se corresponde con el peor pronéstico de estas lesiones
frente al resto de los tipos, como introdujo Clark en 1969 (Clark WH
et al 1969). Dadras SS et al (2005) también recogen en su trabajo un
mayor numero de melanomas nodulares con GCp frente a los de

extension superficial y lentiginoso acral.

En nuestra serie existia una mayor frecuencia de los niveles de
invasion IIT y IV, que resulté independiente del estado del GC. No
obstante, se observé un mayor porcentaje de lesiones con nivel V de
Clark en las lesiones con GCp (20%, frente al 5% de lesiones con GCn).
Dadras SS et al (2005), en un estudio de 45 pacientes, han encontrado
igualmente influencia del nivel de Clark sobre la positividad del GC: del
total de melanomas con niveles de invasién de Clark I-IIT (19), el 84%

presentaban GCny el 16% GCp.

Por otra parte, la mayoria de los autores estdn de acuerdo en
que el significado pronéstico del nivel de Clark deriva de su correlacion
secundaria con el espesor tumoral (Maite JC, 1983, Blois MS, 1983;
Vilmer C et al, 1996 ).

El espesor tumoral es el (nico factor prondstico que se
considera, de manera independiente, predictor del estado de los
ganglios linfdticos a los que drena el ftumor. Varios autores han
estudiado su relacién con el ganglio centinela. Sondak VK et al (2004),
en un andlisis multivariante encuentran asociacién entre el estado del
ganglio centinela y el espesor tumoral, la tasa de mitosis y la edad de

los pacientes. Concluyen su trabajo recomendando el estudio del
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ganglio centinela a todos los pacientes con espesor tumoral menor o
igual a Imm, elevada tasa mitdsica y edad joven (inferior a 35 afios). Un
trabajo de similares caracteristicas realizan Thompson JF y Shaw HM
(2004) corroborando el modelo de Sondak. Sin embargo, en el afio
2008, Niakosari F et al publican un estudio de 96 casos en el que no
encuentran relacién significativa entre el Breslow y el estado del
ganglio centinela, de manera independiente, en el andlisis multivariante.
Otros autores (Paek SC et al, 2007; Dadras SS et el, 2005) también
advierten relacion entre el espesor tumoral y el estado del ganglio

centinela en sus estudios.

En nuestro trabajo se observé que en el 30% de las lesiones que
presentaban GCp, el indice de Breslow era inferior a 1,5mm, frente al
70% de las lesiones con espesores tumorales superiores a 1,5mm. En
los casos con GCn no se ponia de manifiesto dicha diferencia, teniendo
el 55% lesiones con espesores inferiores a 1,5mm y el 45% lesiones con

Breslow superior a 1,5mm.

Al estudiar el tipo celular se observé que el tipo comdn era el
mds frecuente (60% de los casos). En relacién con el estado del GC, el
tipo celular epitelioide alcanzé el 30% en los casos con GCp, mientras
que en el tipo fusocelular sélo 1 de 9 casos fue 6Cp. Este hecho podria
estar relacionado con el mejor pronéstico asociado al tipo fusocelular

observado por otros autores (Mdrquez AJ, 1999).

La ulceracion es considerada para muchos autores como un
factor de mal pronéstico (Mc Mover VF et al 1983), con un importante

descenso de la supervivencia evidente a los 5 afios (Balch ¢M et al
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1980). En nuestra serie se observé un mayor nimero de lesiones
ulceradas entre los casos con ganglio centinela positivo (40%) que en
los negativos (18,5%), pero no se obtuvo una relacion significativa
entre la presencia de ulceracion y el estado del ganglio centinela.

Para algunos autores la ausencia de regresion se asocia de
manera significativa con la positividad del GC (Paek SC et al, 2007).
Otros advierten las mismas diferencias pero sin alcanzar niveles de
significacién estadistica (Sondak VK et al, 2004). La presencia de
regresion, en nuestro trabajo, tan sélo se observé en cinco de los
cincuenta casos estudiados y todos ellos correspondian a casos con

GCn. Ninguno de los casos con GCp presentaron este tipo de alteracion.

Clark et al consideran un factor prondstico independiente, de
buen prondstico, la presencia de un infiltrado inflamatorio linfocitario
de caracteristicas infiltrantes (Clark WR et al 1989) entre las células
tumorales. La presencia de infiltrado inflamatorio linfocitario fue una
constante en casi todos los casos de nuestra serie (90%), pero fue
preferentemente intenso en los casos con GCn y leve en los casos con
GCp. Taylor RC et al (2007) comprobaron en su frabajo que la ausencia
de infiltrado linfocitario se relacionaba con ganglios centinelas
positivos, mientras que, cuando el infiltrado era intenso aumentaba la
probabilidad de encontrar un GCp.

La cuantificaciéon de ki67 en el melanoma es reconocida como
factor
prondstico en numerosos trabajos, encontrandose, en algunas series,
niveles de ki67 elevados en pacientes con mayor nimero de metdstasis
e incluso con mayores indices de mortalidad (Soyer HP 1991 Gerdes J

1990; Ramsay JA et al 1995). Este dato también se puso de manifiesto
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en nuestra serie, en la que observamos un elevado indice de
proliferacion celular en el 60% de los casos con GCp frente al 28,2%

de los casos con GCn.

3. Angiogénesis y linfangiogénesis en el melanoma primario.

Estudios recientes han correlacionado la expresiéon de VEGF-C
con la localizacion de las metdstasis de melanoma en ganglios linfaticos
y, comparando ésta con la expresion de VEGF-C en el tumor primario,
sugiriéndose que puede ser utilizado como factor predictivo de la
presencia de metdstasis por via linfdtica y seleccionar a los pacientes

en los que la terapia antiangiogénica pueda resultar mads efectiva.

Schietroma C et al (2003) en un estudio inmunohistoquimico de
21 melanomas primarios y sus metdstasis observan que la expresién de
VEGF-C se correlaciona con la localizacion de las metdstasis de
melanoma en los ganglios linfaticos y que la expresion de VEGF-C en el
tumor primario de la piel puede ser predictivo de la diseminacion

metastdsica a ganglios linfdticos.

Dadras SS et al (2005) estudian un grupo de 45 pacientes con
melanoma, de los que 27 presentan el ganglio centinela libre de
enfermedad y 18 presentan metdstasis. Estos autores concluyen que
las células tumorales contribuyen a la produccién de VEGF-C y por
tanto a la linfangiogénesis tumoral, ademds de que dicha
linfangiogénesis tumoral se correlaciona con el estado del ganglio
centinela. La relacion entre VEGF-C y el estado del GC también se ha

puesto de manifiesto en nuestro trabajo cuando estudiamos la

137



expresion de VEGF-C en el estroma y células endoteliales, con un
aumento de expresidn en los casos que presentaban metdstasis en el
ganglio centinela. Sin embargo, dicha relacién no se observé con las
células tumorales. Massi D et al tampoco encontraron relacion entre la
expresion de VEGF-C en las células tumorales y el estado del ganglio

centinela (Massi D et al 2006 ).

Del mismo modo no se observaron diferencias con la expresién
de VEGF Yy el estado del ganglio centinela, pero, cuando relacionamos
la expresion de VEGF con la presencia de recidiva/metdstasis a
distancia, constatamos que los casos que no las presentaban tenian
valores significativamente mds bajos de VEGF en vasos que los casos

que si mostraban recidiva/metdstasis a distancia.

Se observé un aumento tanto del nimero de microvasos como de
vasos linfaticos intratumorales en consonancia con el aumento de los
niveles de expresion de VEGF, que no alcanzé niveles de significacion
estadistica. Paraddjicamente, se advirtié un claro descenso de la
expresion de VEGF-C en las células tumorales cuando se alcanzaban los

mayores valores de densidad de microvasos y de vasos linfdticos.

En relacién a la densidad de vasos linfdticos, la literatura
muestra datos contradictorios. Mientras que algunos autores afirman
que la linfangiogénesis en el melanoma primario, y fundamentalmente el
drea vascular linfdtica, puede predecir el estado del ganglio centinela
(Dadras 2005; Massi 2006), otros aseguran que el aumento de la
densidad de vasos linfdticos se relaciona con menor nimero de

metdstasis en ganglios linfdtico y un mejor pronéstico (Straume O et
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al 2003; Wobser M et al 2006). Este mismo hallazgo fue descrito por
Birner P et al en relacion al carcinoma cervical en estadios precoces

(Birne P et al 2001).

En nuestro estudio hemos observado un aumento tanto de la DVL
como de la DMV intratumorales en los melanomas con mayor espesor
de Breslow y mayor nivel de invasién de Clark, lo cual confirma la
necesidad por parte del tumor de producir vasos sanguineos vy
linfdticos para poder crecer. No obstante, en su relacién con el estado
del GC, hemos encontrado un discreto aumento en el nimero de vasos
linfaticos tanto intra como peritumorales en los casos con GCp
respecto a los negativos (DVL intratumorales: 9,02 en GCn y 13,10 en
GCp; DVL peritumorales: 15,75 en 6Cn y 21,90 en GCp), pero estas
diferencias no alcanzaron valores estadisticamente significativos. Sin
embargo, el aumento de vasos linfdticos peritumorales si mostro
niveles de significacion estadistica cuando estudiamos la relacion de
esta con la existencia de recidiva/metdstasis a distancia. Dadras SS
et al (2005) realizan un estudio con 45 melanomas cutdneos y sus
ganglios centinelas donde estudian la extensién de la linfangiogénesis y
como ésta puede predecir las metdstasis en el ganglio linfdtico
centinela. De él concluyen que la extensiéon de la linfangiogénesis
tumoral es un marcador prondstico altamente sensitivo y especifico de
metdstasis en ganglio centinela, y que la valoracion de |la
linfangiogénesis en el melanoma primario puede ser mds efectiva que
las técnicas convencionales de medicidn del espesor tumoral (Breslow),
para seleccionar pacientes con enfermedad metastdsica precoz, para
tratamiento agresivo (Dadras SS et al, 2005). Sin embargo, Sahni D et

al (2005) realizan un estudio con 36 pacientes (18 con ganglio centinela
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positivo y 18 negativo) para intentar establecer si el nimero o la
distribucion de los vasos linfdaticos en el tumor primario se
correlaciona con el estado del ganglio centinela, y observan que el
contaje de los vasos linfaticos no puede predecir el potencial
metastatizante del melanoma y por tanto no puede sustituir a la

biopsia de ganglio linfatico centinela (Sahni D et al, 2005).
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VI CONCLUSIONES
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La afectacion neopldsica del GC es mds frecuente entre los

melanomas con tipo histoldgico nodular, ulceracion, espesor tumoral

mayor de 15mm, leve infiltrado inflamatorio y elevado indice de

proliferacion, mientras que la ausencia de metdstasis en el GC se

asocia, preferentemente, al tipo celular fusiforme, ausencia de

ulceracidn, presencia de regresion, intenso infiltrado linfocitario y

bajo indice de proliferacion celular. No obstante, ninguno de estos

pardmetros, por si mismo o en combinacion con otros, son suficientes

para predecir con fiabilidad el estado del GC.

Tanto la expresién de VEGF en las células tumorales del melanoma,
como la linfangiogénesis inducida por el mismo, aunque no se
relacionan con la afectacion del GC, pueden servir como factores

predictivos de la aparicion de recidiva (local) o metdstasis.

A medida que aumenta el espesor tumoral en el melanoma se
incrementa la densidad de microvasos y de vasos linfdticos, acorde
con las necesidades crecientes de aporte de nutfrientes y de

recogida de desechos imprescindible para el crecimiento tumoral.

En el melanoma, el estroma y las células endoteliales juegan un
papel importante en el crecimiento y diseminacién tumoral
mediante la liberacién de factores de crecimiento vascular, como
VEGF-C, lo que favorece la diseminacién linfdtica y la afectacion

del ganglio centinela.
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