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Introducción 1

1.  INTRODUCCIÓN
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1.1.  CANCER

La palabra cáncer se utiliza para describir un complejo y heterogéneo grupo de estados

patológicos en el que las células proliferan desmesuradamente e invaden los tejidos

vecinos (revisiones de Standbridge y Nowell, 1990 y Varmus y Weinberg , 1993).

El cáncer es una enfermedad de carácter genético, que se produce al ser eliminadas las

restricciones que limitan la división en las células ya diferenciadas de los tejidos

(Niccolini, 1991, Sluyser, 1990, Myclos y Freyer, 1990, Cooper 1990)

Existen unos doscientos tipos de cánceres malignos. En España unas ciento cincuenta

mil personas son afectadas cada año por esta enfermedad, de las cuales sobreviven una

tercera parte (en Europa lo hacen el 35% y en EEUU el 45%) (Gonzalez Baron y cols,

1998).

Hay numerosos estudios que correlacionan la incidencia de determinados cánceres con

el estilo de vida,  hábitos, dietas, profesiones, lugar geográfico, sexo, etc. Se ha

encontrado, por ejemplo, una frecuencia alta de leucemias mieloides  en radiólogos

expuestos a dosis elevada de rayos X; de cánceres de piel en sujetos con exposición

prolongada a radiaciones ultravioletas; del hábito de fumar y los  cánceres de pulmón,

etc.

La incidencia de cáncer aumenta con la edad, lo que indica que existe un factor

acumulativo de causas responsables, por lo que parece improbable que un único evento

sea suficiente para desencadenar, de modo inmediato, un cáncer (Alvarez-Mon Soto y

cols, 1997).
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Desde un punto de vista biológico y clínico los tumores se clasifican en  benignos y

malignos, de los cuales, sólo estos últimos son considerados como propiamente cánceres

(Izquierdo, 1995). Las diferencias entre unos y otros se pueden resumir en:

1) Los tumores benignos:

a) desarrollo estrictamente local

b) crecimiento lento

c) expansivo, no infiltrante

d) no recidivante ni metastatizaznte

e) no  necesariamente avanzan hacia la malignidad.

f) mantienen el parecido con el tejido de  origen.

g) no todos los tipos celulares del tejido han de estar implicados y

h) muchas veces están separados del tejido normal que los rodea por una especie de

cápsula de tejido conjuntivo.

2) Los tumores malignos:

a) crecimiento rápido

b) no encapsulados e infiltrantes, con destrucción de los tejidos periféricos.

c) metastatizantes

d) suelen conducir a la caquexia y muerte

      m) presentan numerosas anormalidades citológicas, como:

 n)  variaciones en forma y tamaño.

      o) aumento de la densidad y tamaño del núcleo celular.

 p) mitosis anormales frecuentes.
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Las diferencias a nivel molecular no están claramente definidas. Cada célula posee una

serie de genes que controlan las funciones de crecimiento y división celular. Un tumor

surge cuando aparece una célula en la que alguno de estos genes ha sido mutado o

alterado (Bishop, 1991, Marshall 1991).

En general, esos genes, cuya alteración está directamente implicada en la aparición del

cáncer, pueden ser de dos grandes tipos:

En primer lugar genes que, al mutarse, inciden directamente en el comportamiento

celular provocando un cambio de normal a tumoral. Estos genes, denominados

oncogenes (del griego onkos = tumor) tienen un antecesor celular que funciona en

condiciones normales, protooncogen. El protooncogen mutado se convierte en oncogén

activo y tiene un efecto dominante en el cambio del genotipo celular normal al tumoral.

La mutación hace que estos oncogenes actúen de forma descontrolada, escapando a los

sistemas que normalmente controlan su función.

Por otro lado existen genes que regulan diversos puntos de la división celular y cuya

implicación en el proceso tumoral se produce porque una mutación los hace inactivos.

Este tipo de genes, denominados genes supresores de tumor o, antiguamente,

antioncogenes, se implican en el proceso tumoral al sufrir  mutaciones, que los hacen

inactivos, o, simplemente provocan su pérdida o su delección. La pérdida de estos genes

supresores hace que la célula pierda sus sistemas de control de la división celular y, por

lo tanto, se divida de forma no reglada.
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1.2.  MECANISMOS GENÉTICOS QUE ORIGINAN EL PROCESO TUMORAL.

La mayoría de los cánceres surgen como consecuencia de un estado de inestabilidad

genética celular, originado, en muchos casos, por exposiciones prolongadas a agentes

físicos y químicos de carácter mutagénico. Las mutaciones en determinados genes,

directa o indirectamente relacionados con la división celular, provocan la aparición de

un fenotipo celular que conduce finalmente al cáncer.

Las reordenaciones cromosómicas groseras también se asocian a algunos tipos de

cánceres. Las alteraciones cromosómicas específicas se pueden visualizar al

microscopio. La leucemia mieloide crónica, por ejemplo, se asocia con la presencia de

un cromosoma 22 truncado, denominado cromosoma Filadelfia y que es, en realidad, el

resultado de una traslocación  recíproca entre el cromosoma 9 y el 22;  una porción

grande del brazo largo del cromosoma 22 es sustituido por una pequeña porción terminal

del cromosoma 9.

La pérdida alélica se correlaciona con el aumento de malignidad en los tumores sólidos.

En un estudio exhaustivo en el que se utilizaron 22 marcadores polimórficos, uno para

cada brazo autosómico no acrocéntrico humano, se observó que las delecciones de

fragmentos de restricción (delecciones alélicas), eran muy comunes en los pacientes de

carcinomas de colon (Vogelstein y col. 1989). Los pacientes con pérdida de muchos

alelos (más de 10) presentaban peor pronóstico.

La amplificación génica es frecuente en algunos cánceres humanos. El receptor del

factor de crecimiento epidérmico está amplificado en un elevado número de tumores

cerebrales (glioblastomas), el oncogén myc en cánceres de mama, de pulmón y cerebro

(neuroblastomas) etc. El número de copias puede variar entre 40 y varios cientos. La
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amplificación génica va acompañada de un aumento en los niveles del producto

amplificado, y es este exceso de producto unas de las causas de la inducción del tumor.

Algunas mutaciones hereditarias predisponen al cáncer. La evidencia procede, por una

parte, de familias con una incidencia de cualquier tipo de cáncer bastante superior al

normal, y por otra, de la aparición  del cáncer en miembros jóvenes de la familia

(generalmente menores de 30 años). Estas predisposiciones son debidas a defectos

genéticos que incrementan el nivel de mutaciones en todo el genoma, favoreciendo

indirectamente las mutaciones en proto-oncogenes o, también, pueden ser mutaciones

hereditarias que se mantienen en genes implicados en la división celular, genes

supresores de tumor. Un ejemplo paradigmático que presenta mutaciones de ambos tipos

es el oncogén p53. La proteína p53 tiene, entre otras funciones, la misión de evitar la

replicación del DNA si este está dañado. En el proceso de la división celular actúa como

“guardián” del genoma: comprueba su estado y, si hay mutaciones, ralentiza el proceso

de división celular para que la propia célula tenga tiempo de autorrepararse. Por tanto,

las mutaciones o alteraciones que inactivan este gen permitirán que la división celular

progrese en presencia de DNA dañado. El resultado será una nueva estirpe celular en la

que sucesivas mutaciones, que pueden afectar a otros oncogenes, han sido perpetuadas

por no haber sido previamente reparadas.

El p53 es uno de los genes que con mayor frecuencia se ha visto alterado en  cánceres

humanos.  Se localiza en el cromosoma 17 del cariotipo humano y su producto es una

proteína nuclear que se fosforila y que interacciona con  otras proteínas activando la

transcripción en determinados promotores y parando el ciclo celular en el estadio G1,

estadio previo al de la síntesis durante el cual las células duplican su contenido en DNA

preparándose, para la mitosis.
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1.3. MELANOMA

1.3.1.  DEFINICIÓN

Múltiples son las definiciones del Melanoma como tumor maligno. Las hay muy simples

como: “ Melanoma es el tumor maligno derivado del melanocito epidérmico” (Rook 5ª

edición 1997) y  otras, más amplias, que lo definen como: “Melanoma es el resultado de

la transformación maligna de melanocitos normalmente localizados en la epidermis,

dermis o epitelios mucosos, de melanocitos alterados, llamados células névicas,

existentes en  ciertas lesiones precancerosas, como por ejemplo, nevus congénitos,

atípicos o displásicos, o, más raramente, de melanocitos en localización visceral”

(Barnhill y col. 1992).

El melanoma cutáneo (MC) es una neoplasia de la piel potencialmente letal que afecta a

los  melanocitos epidérmicos. Por tanto es una tumoración superficial, diagnosticable

con facilidad. Ya  Davis, en 1978, afirmaba que “el melanoma escribe su mensaje en la

piel con su propia tinta, a la vista de todos”. La Literatura sajona utiliza habitualmente el

término de melanoma maligno. Como quiera que la malignidad es intrínseca  al  propio

nombre del tumor, sobra, por redundante, la palabra maligno, debiéndose, así mismo,

excluir términos como melanoma de Spitz o similares por tratarse de tumoraciones

benignas.

1.3.2.  EPIDEMIOLOGIA
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Sin embargo, el melanoma se ha convertido en una forma habitual de cáncer  y

actualmente se considera que, en ausencia de una intervención efectiva, constituye  un

problema de salud  pública  dado el alarmante aumento de su frecuencia. En efecto,

desde 1950 el número de melanomas ha aumentado  de forma contínua  con una

tendencia a duplicar el número de casos cada 10 a 15 años ( Grin-Jorgensen, 1992,

Armstrong 1994 y Schreiber 1981). Llegandose actualmente en  Queensland, Australia,

a la máxima incidencia mundial de 43.5 casos / 100.000 habitantes/ año.  En EEUU se

calcula que uno de cada 87 caucasianos  desarrollará un melanoma a lo largo de su vida.

Cifra que aumentará a 1/75 en el año 2000. Por el contrario la incidencia en  China,

India y Japón permanece baja y no hay evidencias de cambio en estas poblaciones

(Parkin y col 1997).

Este evidente aumento de la frecuencia del melanoma en las últimas décadas ha

impulsado la investigación  sobre los tipos de factores que pudieran  influir en este

desmesurado incremento. En España el primer estudio lo realizó J. M. Ródenas López

en su tesis doctoral  leida en 1994 en la Universidad de Granada y titulada “ Factores de

riesgo en el  melanoma maligno cutáneo” y que ulteriormente desarrolla en otras

publicaciones.

Los factores de riesgo pueden ser agrupados en individuales y ambientales.

Como factores de riesgo individuales se describen:

1) Edad. Aparece con mayor frecuencia entre 30 y 60 años, siendo el cáncer con mayor

incidencia en individuos entre 25 y 29 años y en los varones de 35 a 39 años (Parkin

1997). Las edades más avanzadas tienen un peor pronóstico. ¿diagnóstico más

tardío?
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2) Sexo. Normalmente el melanoma afecta por igual a ambos sexos,  aunque ello no se

mantiene en todos los países. Así en el norte de Europa  hay el doble de casos en

mujeres. Se desconoce la razón. Tal vez   la mayor exposición al sol de las

extremidades en las mujeres. Teniendo que señalar que tienen  estos casos mejor

pronóstico.

3) Clase social y raza. El melanoma parece ser más frecuente en las clases sociales altas

tal vez  por ser  su exposición al sol diferente. (Lee 1980) El tumor aparece   más  en

la raza blanca  (3/1) que en negros, japoneses y chinos (Muir 1987). Así mismo varía

el tipo de melanoma, por ejemplo,  en personas de raza negra se eleva la proporción

de los melanomas lentiginosos acrales (zonas de menor pigmentación), mientras que

en los caucásicos aparece mas frecuentemente el de extensión superficial. En cuanto

a la supervivencia se ha encontrado, que es mayor, en personas de raza blanca que en

las de  color, lo que se atribuye a su diagnostico más precoz.

4) Fenotipo cutáneo:  La incidencia de melanoma guarda relación con los fototipos

bajos, según la clasificación de Fitzpatrick (1988) concretamente  los  caucásicos  de

piel  blanca, ojos claros, y pelo rubio. A este respecto en poblaciones estudiadas en

el sur de España se constata la tendencia de aumentar el riesgo de melanoma

conforme disminuye el fototipo, de manera que los sujetos con tipo III tuvieron una

odds ratio de 8.2 y de los fototipos I y II de 42.1 frente a los de tipos más elevados.

(Ródenas 1998b)

5) Herencia. Es evidente la existencia de casos familiares de melanoma denominados

Síndrome  FAMMM (familiar atypical multiple mole melanoma syndrome), que

parece estar relacionada con alteraciones en el cromosoma 1 (1p36) (Green y col
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1983), hablándose de que el riesgo de padecer melanoma de un familiar de pacientes

con melanoma, puede llegar a ser hasta 229 veces mayor (Tucker y col 1993).

También se han hallado delecciones en el cromosoma 9, 9p21 (Cannon-Albright y

cols.1992) que codifica  una proteina de 16kDa (p16), en el 6p (Walker y cols 1994),

3q ((Bale y cols 1986), 11p (Gerhard y cols 1987) , y otros  relacionan las

alteraciones del cromosoma 21, locus  9p21 (Alvarez-Mon y cols 1997), con la

predisposición de padecer este tumor. Por lo demás determinadas enfermedades

predisponen al melanoma como el Xeroderma  Pigmentosum o la Enfermedad de

von Recklinghausen.

6) Inmunosupresión.  Se ha encontrado un aumento de melanomas en enfermos de

procesos que cursan con inmunidad alterada  tales como síndromes

linfoproliferativos, trasplantados renales y de médula, etc., si bien no está clara la

razón.

7) Tumores benignos pigmentarios. La  presencia de melanomas se correlaciona con el

número de nevus pigmentarios especialmente de los llamados  atípicos (Greene

1985) siendo el máximo exponente el Síndrome FAMMM.

Son también importantes los factores de riesgo ambientales:

1) Situación geográfica:  El riesgo de padecer melanoma disminuye con la lejanía del

Ecuador, lo que guarda relación con el apartado siguiente, aunque, últimamente

queda matizado por el hecho de que son las poblaciones del norte más ricas y con

capacidad de pasar su ocio en las zonas vacacionales soleadas en quienes están

aumentando más las lesiones melánicas malignas. Así en EE.UU. y en Australia

(Lee y cols 1993) hay una relación inversa entre la incidencia de melanomas y la

distancia al Ecuador, pero en la misma zona los  sujetos de piel oscura (fenotipos
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altos) presentan menos melanomas que los de tez  clara y blancos (fenotipos bajos).

No obstante en  Europa la incidencia es mayor en Noruega que en Italia, sin duda

debido a las costumbres vacacionales.

2) Radiación solar, radiación ultravioleta y la capa de ozono:  Ya hemos señalado que

la exposición solar y los fenotipos juegan un importante papel en el desarrollo de los

melanomas, pero hoy, además, se matiza en el sentido de que son las exposiciones

intermitentes masivas en personas no acostumbradas las peores (24: ROOK  y

Elwood 25 y 26). Pero también se conoce que son más predisponentes las

exposiciones excesivas en los niños y especialmente las quemaduras producidas

antes de los 18 años. (Alvarez-Mon pag 22). Se conoce, además, que son las

radiaciones UV las causantes del daño, especialmente las UVB aunque con el

advenimiento de las camas UVA  está haciendo que éstos estén incrementando su

papel. Por último, la disminución de la capa de ozono está permitiendo que lleguen

cada vez mas radiaciones ultravioletas  a la superficie terrestre lo que acrescienta

este factor (Alvarez Mon 22)

1.3.3.   FORMAS CLINICAS

Se han descrito cuatro tipos morfológicos: melanoma de extensión superficial,

melanoma sobre léntigo maligno, melanoma nodular y melanoma lentiginoso acral

(Clark y col. 1969).

El melanoma de extensión superficial supone entre el 50% y el 70% de todos los casos

de melanomas y se localiza sobre todo en la espalda en el varón y en las extremidades en

la mujer. Consiste en una mácula, de 1 a 3 centímetros  o más de diámetro, marrón o
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pardo negruzca, con pequeñas zonas azuladas, que crece en periferia y pronto adquiere

elevación en su centro. Es frecuente encontrarse con imágenes anulares, arciformes o del

todo irregulares con diminutas elevaciones puntiformes marginales. Al final, al cabo de

varios meses o años  genera una tumoración globulosa, prominente o erosiva, ulcerada y

sangrante, reflejo de la fase invasora, nodular, y capaz de mestatatizar.

Histológicamente comienza con una lesión, in situ, donde encontramos acúmulos de

melanocitos a lo largo de la basal, con alguno subiendo por la epidermis, los cuales están

agrupados en forma de tecas siguiendo el denominado “patrón pagetoide”. Estos

melanocitos tendrán un núcleo hipercromático y un abundante citoplasma que contienen

gránulos de melanina. Esta lesión se extenderá luego hacia la dermis adquiriendo

crecimiento vertical.

El lentigo maligno- lentigo maligno melanoma es mucho menos frecuente. Asienta en

la cara y zonas expuestas al sol, en edades avanzadas de la vida, supone entre el 10 y

15% de los melanomas. El proceso comienza muchos años antes de la consulta de forma

habitual. Se caracteriza por una mácula pardonegruzca, o azulada, con tonalidades muy

diversas, opacas y brillantes, de dimensión variable (casi siempre extensa), que crece

lentamente modificando de modo progresvo su contorno.  Mientras palidece en su

interior y parece involucionar por algunas zonas se extiende por otras. La superficie es

lisa o delicadamente irregular y escamosa (melanosis precancerosa- lentigo maligno-

melanosis de Hutchinson´s). Al cabo de años la mancha se vuelve más queratósica y

excrecente, desarrollándose una lesión sobreelevada con frecuencia ulcerada y

sangrante, con tendencia a crecer de forma rápida frente a lo que ocurría hasta entonces

(lentigo maligno melanoma).
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 Histológicamente encontramos un aumento de melanocitos a lo largo de la membrana

basal con atípias moderadas, lo que se denomina “patrón lentiginoso”, con posterioridad

progresará hacia la dermis al adquirir la capacidad invasiva.

El melanoma nodular, su frecuencia oscila alrededor del 15%,  se localiza en el varón

en la cabeza y tronco. Presenta  una evolución más rápida que el de extensión

superficial, por lo que se diagnostica en fase más avanzada. Se trata de una lesión

tumoral  excrecente, sésil, cupuliforme y excepcionalmente pediculada, casi siempre

rojo parduzca o negra intensa, que se ulcera rápidamente y sangra, de pocos centímetros

de diámetro o alcanza mediadas gigantescas. Existe una variante en la que no aparece

coloración melánica de la lesión (melanoma amelanótico), no supone mas del 5% de los

casos.

El melanoma lentiginoso acral es raro en la raza blanca, pero es el más frecuente entre

los individuos de raza negra y asiáticos. Se suele localizar en palmas de manos, planta de

pies, mucosas y en el lecho ungueal. Comienza en la fase de crecimiento radial como

una mácula pigmentada, a menudo muy azulada, cuyo desarrollo vertical al principio es

poco evidente dada las características de la zona donde asienta, por lo que puede pasar

desapercibido mucho tiempo, haciéndose luego muy llamativo.

 Histológicamente nos encontramos aumento de melanocitos en la basal, así como

hiperpigmentación, solamente con algunas atípias focales. El crecimiento lo hace

radialmente y progresa poco verticalmente, lo que le da un falso aspecto de benignidad.

El patrón es muy parecido al lentiginoso, excepto por la presencia de acantosis

(Paladugu y col 1983).

El melanoma es una neoplasia poco frecuente en general, pero es la qué produce mayor

mortalidad entre las neoplasias cutáneas (Osterlind A. 1992). Supone el 3% de todos los
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tumores malignos. La incidencia del melanoma está aumentando en los países

occidentales  al ritmo de 4% por año (Koh 1991), como reflejo de la mayor exposición

solar (especialmente la qué tiene carácter esporádico), y los cambios en la forma de

vestir. El melanoma es más frecuente en las poblaciones de raza blanca cercanas al

ecuador, y más prevalente en las áreas de la piel más expuestas al sol, como son la cara y

el tronco en el hombre, y las piernas en las mujeres, lo qué apoya el papel de la

exposición solar en la etiología de este tumor. En Estados Unidos se diagnostican 32.000

casos anuales y se producen 7.800 muertes asociadas. (  )

Aunque todavía es una neoplasia relativamente rara en algunas poblaciones, sus tasas de

incidencia y mortalidad están aumentando en los individuos de raza blanca con mayor

rapidez que las de cualquier otra forma de cáncer, a excepción del cáncer de pulmón en

mujeres en algunos países (Devesa 1995). Este incremento se ha observado en todo el

mundo y a pesar de la mejoría en la supervivencia, la tasa de mortalidad por melanoma

continua elevándose (Parkin y col 1997). Este aumento se relaciona con los factores

anteriormente expuestos.

1.3.4. ALTERACIONES GENÉTICAS DE LOS MELANOMAS.

El análisis genético del melanoma presenta dos áreas genéricas diferenciadas y

relacionadas entre sí. Por un lado tenemos los estudios de predisposición familiar a

desarrollar melanomas y, por otro, los cambios genéticos somáticos (no heredables) que

aparecen asociados al tumor. Los dos campos son de gran interés y pueden converger en

el mismo gen o grupo de genes que juegan un importante papel en el desarrollo del

melanoma.
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1. Alteraciones genéticas somáticas

Los melanomas, como prácticamente todos los tumores, acumulan progresivamente

alteraciones en su ADN a medida que evolucionan hacia comportamientos más malignos

(10,11). Estas alteraciones incluyen pérdidas cromosómicas, duplicaciones,

translocaciones y deleciones. Además de las alteraciones citogenéticas, que se detallarán

más adelante, los melanomas presentan alteraciones a nivel molecular como variabilidad

en microsatélites, mutaciones puntuales y pérdidas de heterozigosidad (LOH, de su

traducción inglesa, loss of heterozigosity).

Uno de los cambios genéticos somáticos más consistente en los melanomas es la pérdida

de material cromosómico del brazo corto del cromosoma 9 (9p) (11,16,17). Esta

alteración citogenética se observa en más de la mitad de los melanomas malignos. Esta

deleción también ha sido detectada a nivel de LOH y se cree que corresponde a un

evento genético temprano en el desarrollo del melanoma, antes de que la lesión se pueda

catalogar de madura. Trabajos recientes han demostrado que la gran proporción de

alteraciones de 9p puedes caracterizarse más finamente como deleciones homocigóticas

(se pierde material en los cromosomas del par 9) de la región 9p21 (18).

Además de 9p21 también se han descrito otras LOH en estadios tempranos del

desarrollo del melanoma: regiones en 3p, 6q, 10q, 11q y 17p. (11). Las LOH para 3p y

10q han sido detectadas en melanomas de menos de 1,5 mm de grosor, sugiriendo que

dichas regiones pueden albergar genes supresores de tumor  importantes en la primera

etapa del desarrollo del tumor.  Las LOH de 6q, 11q y 17p han sido detectadas en

tumores invasivos. No se conoce mucho acerca de los genes situados en estas regiones
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aunque se sospecha que la región en 3p corresponde a un gen hipotéticos denominado

FHIT (20). En otra región de pérdidas frecuentes, 17p, se encuentran varios genes

candidatos a estar implicados en el desarrollo tumoral, cuya implicación en el melanoma

está todavía por asegurar. Así, por ejemplo, 17p contiene p53, cuya implicación en

melanomas a través de mutaciones es muy baja (21) pero que puede ser responsable por

deleción en una proporción de los melanomas estudiados (22). Esta región también

contiene el gen supresor de metástasis NM23 y el gen supresor de la Neurofibromatosis

tipo I, NF1, un gen que ya ha sido encontrado mutado en algunas líneas celulares de

melanoma (27,28,29).

2.  Análisis de alteraciones genéticas en el melanoma familiar

Además del fototipo de la piel, la predisposición al melanoma está fuertemente

influenciada por la herencia. Ya en 1952 se describió la naturaleza hereditaria familiar

del melanoma. Actualmente se estima que entre el 5 y el 10% de todos los melanomas

pueden tener una base genética hereditaria (30,31), siendo el restante 90% considerado

como melanomas esporádicos. Este 10% de melanomas que aparecen asociados a grupos

familiares ha hecho posible enormes avances en el descubrimiento de genes supresores

de tumor (GST). El estudio genético por ligamiento de la predisposición a desarrollar

melanoma llevó a identificar un locus situado en 9p21 (47). Este locus supuestamente

contenía un gen responsable de esa predisposición al que se denominó MLM. Este locus

se heredaba de forma mendeliana simple y dominante, esto es, bastaba con que una de

las dos copias del gen estuviera alterada para que se manifestara la predisposición. La

penetrancia de la enfermedad, una vez heredado el gen defectuoso, es variable entre un
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50 y un 100% (49,50). El comportamiento del locus es el de un gene supresor de tumor.

Aunque el tipo de herencia es dominante, el locus mutado actúa en la célula de forma

recesiva: los tumores que se detectan en portadores del locus tienen el gen delecionado o

inactivado por no-disyunción (51). El comportamiento es similar al descrito por

Knudson (52) para el gen del retinoblastoma. En líneas generales, para que un

determinado gen supresor de tumor se desactive y, por lo tanto, el tumor se desarrolle,

son necesarios dos eventos o mutaciones que inactiven cada uno de las dos copias

(materna y paterna) del gen. En los cánceres familiares, una de las mutaciones viene

heredada  y sólo es necesario una mutación añadida para que el locus se inactive y el

tumor pueda desarrollarse.

3.  Del locus situado en 9p21 al gen p16

Después de establecerse sin ambigüedades el ligamiento entre melanoma y los

marcadores genéticos del locus en 9p21, se realizó un enorme esfuerzo por localizar el

gen situado en dicho locus que era responsable de la predisposición familiar al

melanoma. Dado que se conocía la relación entre los marcadores, el locus y el

mecanismo que inactivaba ese locus, que era en la mayoría de los casos la deleción

homocigótica (pérdida de las dos copias) , se pasó de los estudios estándar de clonación

posicional al análisis de localización de los puntos de rotura de las deleciones. El análisis

de más de 100 líneas celulares de melanoma permitió elaborar un mapa de deleciones

(18) y determinar que el segmento común delecionado contenía, al menos, dos genes.

Uno que codificaba para la ya conocida proteína inhibidora de la kinasa dependiente de

ciclina (cdk), p16, y otro gen relacionado que codificaba para otra inihibidora de
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ciclinas, p15 (53-57). Estudios posteriores demostraron que el gen más directamente

implicado en la aparición del fenotipo tumoral era p16 (también denominado

P16INK4A, MTS1 y cdkN2). La relación de casos familiares que mostraban alterada la

secuencia del gen p16 deja pocas dudas acerca del papel que este gen juega en la

aparición del tumor. Aunque no todas las familias estudiadas con predisposición para el

melanoma presentan ligamiento en 9p21, en aquellas familias que sí lo presentan se ha

comprobado que se produce una proteína defectuosa (67-69), estableciendo, fuera de

toda duda razonable la relación entre la alteración genética y la enfermedad.

Tras el descubrimiento de p16 se han identificado otros genes relacionados con él en el

mecanismo de control del ciclo celular, como el propio gen de la kinasa dependiente de

ciclina, cdk4 o el gen del retinoblastoma. Estos genes ejercen su efecto durante el ciclo

celular controlando el paso de la fase G1 a la fase de síntesis de ADN. Se conoce

también que este mecanismo de control está afectado no sólo en cánceres de tipo

familiar sino que las alteraciones de p16 han sido ya descritas e identificadas su

implicación en melanomas esporádicos, tumores del tejido nervioso, epiteliales, etc.

4. Otras alteraciones genéticas en melanomas no familiares: amplificación génica

NOTA: A PARTIR DE AQUÍ LAS REFERENCIAS SON DEL CAPITULO 7

Las reordenaciones citogenéticamente visibles en tumores humanos pueden caer en una

de las siguientes categorías generales: (1) deleciones, con pérdida neta de material

genético; (2) translocaciones, con recolocaciones de material genético pero sin pérdida

ni ganancia de material; y (3) amplificaciones génicas, con ganancia neta de regiones

cromosómicas inespecíficas.  En general se admite que las deleciones representan

pérdida de genes supresores de tumor mientras que las translocaciones y las
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amplificaciones representan activación de oncogenes. Las amplificaciones también

pueden implicar a genes de resistencia al tratamiento u otros genes que confieran ventaja

selectiva cuando se sobre expresan en un clon celular. En general se usa el término

amplificación génica para referirse a un elevado aumento en el número de copias (más

de seis copias por genoma diploide) de un gen o una determinada región genómica. No

se emplea el término para referirse a ganancias numéricas (tres o cuatro copias por

genoma diploide) de cromosomas completos, brazos cromosómicos o grandes regiones

de un cromosoma.

La mayoría de las amplificaciones génicas pueden detectarse citogenéticamente en

forma de cromosomas dobles minutos (dmins) o regiones homogéneamente teñidas

(HSRs). Si el número de copias es pequeño (de cinco a diez copias por célula), o el

tamaño de la región amplificada (amplicón) es pequeño, o el cariotipo disponible para el

análisis es extremadamente complejo, la amplificación génica puede no ser detectada

por el análisis citogenético convencional. Para obviar este problema existen diferentes

técnicas de biología molecular y de citogenética molecular que nos permiten analizar

una muestra suficientemente pequeña de tumor. En general, estas técnicas trabajan

cuando se conoce o sospecha el gen o genes implicados en la amplificación.

Los principales métodos de detectar la amplificación son el análisis citogenético, la

técnica de Southern-blotting, la hibridación in situ con fluorescencia (FISH), la reacción

en cadena de la polimerasa  (PCR) en su variante semicuantitativa  y la hibridación

genómica comparada (CGH). Como en el presente trabajo es de carácter retrospectivo se

han utilizado cortes histológicos en parafina por lo que no se pudieron realizar análisis

citogenético convencional. En su lugar se optó por la técnica de FISH. Esta técnica es

probablemente la más eficiente y popular en estos días (108,109). Requiere sólo una
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pequeña cantidad de muestra tumoral que puede estar incluída en parafina. La

hibridación se desarrolla sobre el porta durante 16 horas y los resultados pueden

calibrarse en 48 horas. Esta técnica permite también detectar un pequeño porcentaje de

células con amplificación dentro de una población mayoritaria de células normales o

tumorales sin amplificación. Sin embargo, esta técnica también requiere de un

microscopio de fluorescencia y un sofisticado sistema de análisis de imagen. Además,

las sondas empleadas tiene un coste elevado por lo que no es la solución más apropiada

para cualquier laboratorio.

La amplificación génica casi siempre tiene como consecuencia la sobreexpresión de uno

o más genes que se hayan incluidos dentro de los límites del amplicón. Lo más común es

que haya un gen que sea el objetivo de la amplificación génica, pero se han descrito

unidades compuestas por más de un gen que confieren una ventaja proliferativa de modo

selectivo cuando se amplifican como tal unidad. También es posible que en un mismo

tumor haya dos o más regiones distintas sometidas a amplificación sin embargo esto es

un hecho poco frecuente y se cree que, en general, en cada tumor, la región amplificada

suele ser única.

Dejando al margen la amplificación de genes de resistencia a tratamientos, nos vamos a

centrar en la amplificación de oncogenes. Aunque se han descrito numerosas

amplificaciones en líneas celulares tumorales, la situación en tumores primarios es

bastante más restringida. Así por ejemplo se conoce que los oncogenes c-myc y erb1

(receptor del factor de crecimiento epitelial) están amplificados en el 80% de las líneas

celulares establecidas a partir de neuroblastomas y carcinomas de células espinosas,

respectivamente, mientras que sólo aparecen amplificados en el 25 y el 10% de los

respectivos tumores primarios (12-14). Los diferentes tipos de tumores en los que se han
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descrito amplificaciones incluyen neuroblastoma, mama, ovario, pulmón y de cabeza y

cuello. En estos tipos tumorales la prevalencia del fenómeno genético de la

amplificación varía entre el 20 y el 50% (Tabla 1.1) y, a menudo, la amplificación se

correlaciona con un comportamiento más agresivo del tumor. En otros tipos tumorales,

como los sarcomas, carcinoma hepatocelular, gliomas malignos y cánceres

gastrointestinales, los datos que demuestran la presencia de amplificación están

apareciendo aunque todavía no se pueda hablar de correlaciones clínicas.

Tipo de tumor Gen amplificado Frecuencia (%)

Neuroblastoma n-MYC 20-25
Pulmón (céls. Pequeñas) MYC 15-20
Glioblastoma ERB1 33-50
Cáncer de mama MYC

ERBB2-(neu)
FGFR1
FGFR2
Cyclin D1
ZNF217

20
20
12
12
15-20

Cáncer de esófago MYC
Cyclin D1

38
25

Cáncer gástrico k-RAS
Cyclin E

10
15

Cáncer hepatocelular Cyclin D1 13
Sarcoma MDM2

CDK4
10-30
11

Cáncer de cuello uterino MYC 25-30
Cáncer de ovario MYC

ERBB2(neu)
AKT2

20-30
15-30
12

Cáncer de cabeza y cuello MYC
ERBB1
Cyclin D1

7-10
10
50

Cáncer de colon y recto MYB
h-RAS
k-RAS

15-20
29
22

Tabla 1.1 Amplificaciones recurrentes de oncogenes en tumores humanos
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Como se ha mencionado anteriormente, se postula que los genes amplificados en estos

tumores confieren cierta ventaja en el crecimiento del clon maligno. Estos genes se

agrupan funcionalmente por familias como la familia MYC, que incluye los genes c-

MYC, n-MYC, l-MYC, la familia RAS, que incluye h-RAS, k-RAS, n-RAS, el grupo de

factores de crecimiento y sus receptores (ERBB1, ERBB2-neu, FGFR1 y FGFR2, y

genes que intervienen en la regulación del ciclo celular como Cyclin D1, Cyclin E,

MDM2 y CDK4, además de otros genes de dificil clasificación (Tabla 1.2.).

Gen amplificado
Locus
cromosómico Tipos de tumor

AKT2 19q13 Ovario
Cyclin D1 11q13 Cabeza y cuello

Esófago
Mama
Hepatocarcinoma

Cyclin E 19q12 Gástrico
CDK4 12q14 Sarcoma
ERBB1 7p12 Glioblastoma

Cabeza y cuello
ERBB2-neu 17q11 Mama

Ovario
FGFR1 8p12 Mama
FGFR2 10q25 Mama
h-RAS 11p15 Colon y recto
k-RAS 12p13 Colon y recto

Gástrico
MDM2 12q14 Sarcoma
MYB 6q23 Colon y recto
MYC 8q22 Ovario

Mama
Pulmon
Cabeza y cuello
Esófago
Cuello uterino

n-MYC 2p24 Neuroblatoma
ZNF217 20q13 Mama
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Tabla 1.2. Localización de oncogenes amplificados en tumores humanos

En muchos de los tumores estudiados hasta la fecha, las amplificaciones se

correlacionan con fases avanzadas de la progresión tumoral y con un mál pronóstico. Por

ejemplo, en el neuroblastoma, la amplificación del oncogen MYC se asocia con la

progresión clínica de forma independiente de la edad y el estadio del tumor (15,17).

También en cáncer de mama, los oncogenes ERBB2-neu y ZNF217 se correlacionan con

mál pronóstico asociado a otras variables como implicacion de nódulos linfáticos o

ausencia de receptores esteroideos (18,19, Collins et al, 1998).

En determinadas circunstancias, el amplicón contiene varios genes candidatos y no se

conoce con certeza cúal de ellos es el objetivo de la amplificación génica. Uno de los

más conocidos es el amplicón situado en la región 11q13 que contiene el gen de ciclina

D1, los factores de crecimiento fibroblástico FGF4 y FGF3 o INT-2, así como varios

más genes candidatos (20,21).

No existen muchos datos acerca del fenómeno de la amplificación génica en melanomas.

Sekiya et al. (1985) describieron amplificación de H-RAS en un caso de melanoma.

Bauer et al. (1990) observaron amplificación de c-MYC en dos melanomas humanos.

También se han observado aumentos en la expresión de ERBB2 (Bodey et al., 1997) y

de c-MYB (Walker et al., 1998), aunque en estos casos el número de copias del gen no

se veía modificado y, por lo tanto, no podríamos hablar estrictamente de amplificación.

Por otro lado, la familia de oncogenes de los factores de crecimiento fibroblástico,

resultan de especial interés en tumores con componente epitelial. Así, algunos los genes

que codifican para receptores de esos factores aparecen activados por amplificación en
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tumores de mama (23,51). De más interés son los oncogenes HST e INT-2, que

codifican proteínas homólogas de los factores de crecimiento (Yoshida et al, 1985) y que

aparecen amplificados en el 50% de los cánceres de esófago (Yoshida et al., 1993). De

hecho, también se ha descrito la co-amplificación de ambos oncogenes en un caso de

melanoma.

En el presente trabajo también se ha estudiado la posible amplificación en melanoma de

otro oncogén, la proteín kinasa p58, localizada en el brazo corto del cromosoma 1 a

nivel de la banda 1p36. Este oncogen forma parte del grupo de genes relacionados con el

control del ciclo celular  y también se sospechaba su implicación en el desarrollo del

melanoma (Eipers et al., 1991).

5. Alteraciones cromosómicas en el melanoma

NOTA: LAS REFERENCIAS A PARTIR DE AQUÍ son CAPITULO 6 DEL LIBRO

Recientemente se han publicados varios estudios cromosómicos en melanoma. En

resumen, los cromosomas más frecuentemente implicados tanto en alteraciones

numéricas como estructurales son  los pares 1, 6, 7, 9, 10 y 11 (1-3,67-72). Se conoce la

implicación directa de translocaciones y deleciones del brazo largo del cromosoma 6

(73,74). De hecho, estudios de LOH y otras evidencias biológicas también indican que

uno o varios genes en este cromosoma están implicados en el control del carácter

tumoral de este desorden (75-77).

Las alteraciones cromosómicas más comunes afectan al cromosoma 1 y, de manera más

concreta a la región pericentromérica 1p12-q12 (68). El efecto neto de esas alteraciones

suele ser interpretado como pérdidas del brazo corto y ganancias del brazo largo, algo

bastante común en numerosos tipos de tumores sólidos. Otras alteraciones frecuentes
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son trisomías del cromosoma 7. No se conocen hasta la fecha, la incidencia real de este

tipo de alteraciones en el melanoma in situ o de extensión superficial ya que la gran

mayoría de los trabajos hacen referencia a melanomas malignos de comportamiento muy

agresivos (Heim y Mitelman, 1995).
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1.4. OBJETIVOS



Material y Métodos 27

2.  MATERIAL Y MÉTODOS
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2.1. MATERIAL  Y METODOS CLÍNICO PATOLÓGICOS

2.1.1. MATERIAL

Revisamos las biopsias recibidas en el Servicio de Anatomía Patológica del Hospital

Universitario de Canarias (HUC), entre los años 1971 y 1994. Fueron un total de

110.589 biopsias, que distribuidas por años quedaron así:

49 en 1971, 1826 en 1972, 1978 en 1973, 2230 en 11974, 2023 en 1975, 2065 en 1976,

2192 en 1977, 2709 en 1978, 2887 en 1979, 2996 en 1980, 5555 en 1981, 5917 en 1982,

5204 en 1983, 5191 en 1984, 5271 en 1985, 5226 en 1986, 5500 en 1987, 6255 en 1988,

6132 en 1989, 8169 en 1990, 7222 en 1991, 8303 en 1992, 7945 en 1993 y 7364  en

1994.

De dichas 110589 biopsias encontramos 154 que correspondían a Melanomas Malignos,

clasificándolos en los 4 tipos morfológicos que desde el trabajo de Clark y colaboradores

en Human Pathol en 1986 quedaron establecidos, como son  Melanoma Lentiginoso,

Melanoma Extensión Superficial, Melanoma Nodular, Melanoma Lentiginoso Acral.

Quedándonos una serie de casos en los que solo constaba una lesión no primaria y que

clasificamos como Metástasis.
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2.1.2.  METODOLOGÍA

1.  Características clínicas

Dentro de cada tipo, los distribuimos por edades, localización de la lesión, sexo del

paciente,  supervivencia y zona residencia del paciente, extraídos estos datos de la

Historia Clínica que consta en los archivos del Hospital Universitario de Canarias.

1.1. Edad

Distribuimos los pacientes en grupos de 10 años, de 21 a 30 años, de 31 a 40 años, de 41

a 50 años, de 51 a 60 años de 61 a 70 años, de 71 a 80 años, de mas de 80 años y

dejando un apartado para los casos en los que no constaba la edad del paciente.

1.2.  Sexo.

Distribuimos todos los casos según su sexo en varones y mujeres.

1.3. Localización

Realizamos una distribución de la localización de las lesiones, englobándolas en: cara,

extremidades superiores (EESS), extremidades inferiores (EEII), tronco y  pacientes

donde no constaba la localización de la lesión
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1.4. Localidad de Residencia.

Realizamos una agrupación de los pacientes, según la zona de residencia dentro de la

provincia de Santa Cruz de Tenerife, de la cual es uno de los hospitales de referencia el

Hospital Universitario de Canarias. Dada la desigualdad de reparto de la población, con

un total de 764.070 habitantes, así como la geografía montañosa de las islas que

engloban la provincia, con la consiguiente diferencia de incidencia solar,  hemos

configurado unas zonas,  relacionándolo con el numero de casos y los diferentes tipos de

tumor que aparecen.

Las diferentes zonas fueron, en la isla de Tenerife: Zona Norte-2 que engloba a todos los

pacientes entre Teno y San Juan de la Rambla, con una población de 51.242 habitantes.

Zona Norte-1 desde Los Realejos hasta El Rosario, con una población de 283.745

habitantes. Zona Centro el municipio de Santa Cruz, con una población de 203.787

habitantes. Zona Sur-1 desde Candelaria hasta Arico, con una población de 38.564

habitantes. Zona Sur-2 desde Granadilla hasta Santiago de Teide, con una población de

88.204 habitantes. Otras islas: La isla de la Gomera, con una población de 16.978

habitantes. La isla de La Palma, con una población de 81.521 habitantes. La isla del

Hierro con una población de 14.000 habitantes.

1.5.  Supervivencia.

Revisamos la supervivencia de todos los casos, clasificándolas en un año, dos años,  tres

años, 4- 5 años  y entre 5 y 10 años, y referenciando si había fallecido el paciente.
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Dejamos un apartado para los casos, en los que no constaba ningún dato posterior al

primer acto de biopsia-extirpación.

2. Clasificaciones pronósticas

2.1.   Indice de Clark

La profundidad del tumor ha sido considerada como el factor pronóstico más importante,

nuestro material se clasificó en cinco  estadios siguiendo la clasificación propuesta por

Clark (Clark y col. 1969). Estos son:

 Grado I, la lesión está en epidermis o in situ (sin rotura de la basal, es decir, tumoración

no invasiva).

Grado II, la lesión se extiende fundamentalmente la dermis papilar, pudiendo aparecer

algunas células aisladas en la interfase con la dermis reticular.

Grado III, la lesión se extiende por toda la dermis papilar y llega hasta la interfase, sin

invadir  el dermis reticular

Grado IV, la lesión invade la dermis reticular.

Grado V, invade tejido subcutáneo.

2.2.  Indice de Breslow

En 1970 Breslow describió otros estadios, valorando la profundidad del tumor,

midiéndolo en el sitio donde alcanzaba mayor tamaño en profundidad, y en las lesiones
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ulceradas, se medirá desde la línea imaginaria entre las capas de granulosa de ambos

bordes y el fondo de la lesión.  Así los clasificó en:

Grado I, profundidad menor de 0’76 mm

Grado II, desde 0’76 hasta 1’5 mm

Grado III, más de 1’5 mm.

2.3.  Sistemas de estadios histologicos.

Existen varios trabajos que intentan relacionar los grados de Clark y Breslow.

Uno de ellos es el de UICC (Sherman y col 1990), en el que encontramos los grados:

IA: grado II o III, menor o igual a 1’5 mm de profundidad

IB: grado IV o V, o mayor o igual que 1’5 mm de profundidad.

II: afectación  de ganglios regionales.

III: afectación de ganglios en varios regiones.

IV: metástasis a distancia.

Otro es el del American Joint Committe on Cancer staging system (Singlestarg y cols

1991)que los clasifica en:

IA: Melanoma localizado, menor o igual a 0’75 mm, o grado II.

IB: Melanoma localizado, entre 0’76 y 1’5 mm, o grado III.

IIA: Melanoma localizado, entre 1’5 y 4 mm, o grado IV.

IIB: Melanoma localizado, mas de 4 mm, o grado V

III: Metástasis regionales y/o metástasis en tránsito.

IV: Metástasis avanzadas o a distancia.
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2.4.   Hojas pronosticas

Realizamos una revisión de los casos de Melanoma de Extensión Superficial utilizando

las hojas realizadas por Cochran en 1962 () y por Hardmeier ()como modificación de la

anterior en 1970. Estas hojas intentan valorar él pronostico de los melanomas según una

puntuación dada a factores clínicos e histopatológicos.

Cochran valora: sexo, localización, tamaño de la lesión, duración desde el comienzo, si

la lesión aparece en zona expuesta al sol o no, afectación ganglionar, diseminación,

profundidad de la lesión en relación con anejos, numero de mitosis por campo (40

aumentos), ulceración así como invasión de linfáticos o vasos.

Hardmeier valora: sexo, patología previa, localización, tamaño, duración de la

anamnesis, exposición solar de la zona afectada, metástasis regionales, metástasis a

distancia, relación con anejos, numero de mitosis, pigmentación, así como infiltración.

Esto lo apreciamos en las hojas que mostramos a continuación:
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HOJA DE PUNTUACION PRONOSTICA
(HARDMEIER 1970)

VALORACION Puntuaci
ón

Caso

Sexo.
Mujer.
Varón.

Desarrollo sobre:
Melanosis precancerosa.
Nevus o desconocido.

Localización.
Cabeza-nuca-extremidades.
Subungueal.
Tronco-anogenital.
Mucosas-desconocido.

Tamaño.
< 2 cms.
> 2 cms.

Duración por anamnesis.
< 6 meses.
> 6 meses.

Exposición solar.

Zona expuesta.
Zona no expuesta.

Metástasis ganglios regionales.
No
Si

Metástasis a distancia.

No
Si

Relación con anejos.
Encima glandulas ecrinas.
Debajo glándulas ecrinas.

Número mitosis.
< 1/por campo (40x).
> 1/por campo (40x).

Pigmentación.
Fuerte.
Débil o ausente.

Infiltración vascular.

No.
Si.

1
2

1
2

2
4
6
8

1
4

1
2

1
5

1
10

1
15

1
5

1
6

1
6

1
5

TOTAL 12 a 65

Pronóstico para 12-19 puntos = Favorable.
Pronóstico para 20-25 puntos = Incierto.
Pronóstico para > 26 puntos = Desfavorable.

Tabla  2.4.2. Hojas de puntuación pronostica según Hardmeier
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HOJA DE PUNTUACION PRONOSTICA
(COCHRAN 1968)

VALORACION Puntuación Caso

Sexo.
Mujer.
Varón.

Localización.
Cabeza-cuello.
Miembro superior.
Tronco.
Miembro inferior.
Ano-genital.
Ocular.
Subungueal.
Mucosas.

Tamaño.
< 2 cms.
> 2 cms.

Duración de sintomatología.
< 2 años.
> 2 años.

Exposición solar.
Zona expuesta.
Zona no expuesta.

Afectación ganglionar.
No
Si

Enfermedad diseminada.
Relación con anejos.

Encima.
Debajo.

Número mitosis.
< 1/campo (40x).
> 1/campo (40x).

Ulceración.
No.
Si.

Invasión linfáticos o vascular.

No.
Si.

1
6

1
3
6
2
6
8
4
8

1
4

1
2

1
5

1
10
15

1
4

1
3

1
4

1
4

TOTAL: 10 a 67

Buen pronóstico = 10-19 puntos.
Pronóstico mediano = 20-25 puntos.
Mal pronóstico = > 26 puntos.

Tabla 2.4.1. Hoja de puntuación pronostica según Cochran
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2.2.  MATERIAL Y METODOS DE LAS TECNICAS DE HIBRIDACIÓN

INSITU CON FLUORESCENCIA (FISH)

2.2.1.   MATERIAL

Para los estudios de hibridación in situ con fluorescencia (FISH) se emplearon 20

muestras tumorales seleccionadas dentro de todos los melanomas revisados y sus

correspondientes controles no patológicos. Las muestras tumorales correspondían a

melanomas de extensión superficial y los controles no patológicos a epidermis normal

de los mismos pacientes. La descripción más detallada de los diagnósticos se refiere en

resultados (&&&&).

2.2.2.   METODOLOGÍA.

1. Preparación de la muestra.

- Se utilizaron biopsias cutáneas fijadas en formol al 10% y embebidas en parafina.

- Las biopsias se cortaron en secciones de 5 micras y se aplicaron en portaobjetos

silanizados. Los cortes se adhirieron al cristal mediante calentamiento en microondas.

- Los cortes se desparafinaron mediante inmersión en xylol a temperatura ambiente

durante 10 minutos y dos lavados posteriores de 5 minutos en Etanol al 100%.
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2. Pretratamiento

El pretatamiento de las muestras consiste en adecuarlas para poder llevar a cabo una

buena hibridación. Esta  basado en la digestión proteíca de las secciones para facilitar

tanto la desnaturalización del DNA como el acceso de la sonda al nucleo celular. En

general se siguieron las recomendaciones del proveedor de la sonda (ONCOR,

Gaithersburg, USA) y se utilizaron sus reactivos. Esta técnica se compone de dos partes:

- Pretratamiento del tejido. Con la solución de pretratamiento de ONCOR

precalentada a 45ºC, se sumergen los portas durante un período variable entre 10 y

30 minutos, manteniendo la temperatura. los portas se lavan después con 2xSSC

durante 10 segundos.

- Digestión. Inmediatamente después del lavado anterior se sumergen las

preparaciones en una solución de enzima proteico (ONCOR, Gaithersburg, USA) a

una concentración de 0.25 mg/ml, precalentada a 45ºC, durante un tiempo variable

que se determina según el estado de la muestra y que normalmente fue entre 20 y 40

minutos. Tras la digestión, las preparaciones se lavan en 2xSSC, se deshidratan en

70%, 80% y 95% etanol a temperatura ambiente y  se dejan secar al aire.

- Evaluación. Después de un pretratamiento y digestión inicial las preparaciones se

evalúan para determinar si éstos han sido los adecuados. Se tiñen las preparaciones

con ioduro de propidio a una concentración de 2.5 µg/ml y se observan al

microscopio de fluorescencia. Una preparación poco digerida presenta una

autofluorescencia verde superficial y una pobre tinción con ioduro. Cuando esto

ocurre hay que desteñir la preparación en 2xSSC y volver a digerir la muestra por

más tiempo. Una preparación muy digerida presenta bordes celulares borrosos que
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dificultan la identificación. Cuando esto ocurre, la muestra se descarta y se inicia

otra vez el proceso con un tiempo de digestión menor.

3. Hibridación

3.1. Sondas de secuencia única

Todas las sondas empleadas son comerciales de secuencia única y marcadas con

digoxigenina (ONCOR, Gaithersburg, USA). La sonda se precalienta a 37ªC durante 5

minutos. Se colocan entre 10 y 30 µl de la sonda en un tubo dependiendo de la superficie

a hibridar.

3.2. Sondas centroméricas

Las sondas empleadas son comerciales las del los cromosomas 1 y 10 de ONCOR,

Gaithersburg, USA. Las de los cromosomas 6 y 7 de BOEHRINGER MANNHEIM

GmbH. La sonda se precalienta a 37ºC durante 5 minutos, tras lo cual se suspende en

Hybrisol VII. Se colocan entre 10 y 30 microlitros de la sonda en un tubo dependiendo

de la zona a hibridar

3.3. Procedimiento

- Se coloca la sonda sobre la muestra del tejido y se cubre con un cubre de cristal. El

conjunto se coloca en una placa calefactora a 100ºC durante 10 minutos. De ahi se

pasa a una cámara húmeda donde se incuban a 37ºC toda la noche.

- Se retira él cubre y la hibridación se lava a 72ºC en 2xSSC durante 5 minutos.

Después se para el lavado sumergiendo las preparaciones en 1xPBD.
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4. Detección

- Se sacan las preparaciones del PBD,escurridas sin dejar que se sequen, luego se

añade al porta 60 µl del anticuerpo anti-digoxigenina marcado con fluoresceína y se

deja en la cámara húmeda 20’ a 37ºC durante 10 minutos. A continuación, se lava 3

veces 2 minutos cada una en PBD.

- En este punto puede realizarse Amplificación, que hemos realizado en todos los

casos.

- a.- Sacar las preparaciones del PBD, escurrirlas sin  dejar que se sequen y colocamos

60 µl de Rabbit-Anti-Sheep Antibody en cada porta, cubrimos con plástico e

incubamos a 37 ºC durante 15 minutos en cámara húmeda precalentada

- b.- Retirar el cubre y lavar en PBD 3 veces durante 2 minutos,  colocamos 60 µl de

Flurescein labeled Anti-Rabbit Antibody II, se cubre con plástico e incuba a 37 ºC

durante 15 minutos en la cámara húmeda precalentada, se retira el cubre y lava 3

veces durante 2 minutos.

5. Tinción Fluorescente

- Sacamos las preparaciones del PBD y  se tiñen con 2.5 µg/ml de ioduro de propidio

disuelto en antifade y se procede a su observación al microscopio óptico equipado

con luz fluorescente y dotado de los filtros adecuados.

6. Observación al microscopio.

Las preparaciones se analizaron con un microscopio Nikon Microphot-FX con una

lámpara de fluorescencia de luz ultravioleta de 100 Watios y los filtros adecuados para
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ioduro de propidio (G-2A) y fluoresceína (B-2A). Las imágenes se fotografiaron en film

Kodak de 400 ASA para diapositiva con un valor de exposición de -2.
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3.  RESULTADOS
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3.1. RESULTADOS CLÍNICO-PATOLÓGICOS

3.1.1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA MUESTRA

De las 110589 biopsias evaluadas entre los años 1971 y 1994, encontramos que 154 co-

rrespondían a diagnósticos de melanoma, distribuidos de la siguiente forma:  59 Lenti-

gos Malignos (LM)  y/o  Lentigo Maligno Melanoma (LMM), 37 Melanomas de Exten-

sión Superficial (M E S), 23 Melanomas Nodulares (M N), 12 Melanomas Lentiginosos

Acrales (M L A) y 23 Metástasis sin conocimiento  del tumor primario, que fueron eli-

minados en este trabajo.

1.  Edad

La distribución por edad fue la siguiente: de 20 a 30 años 3 pacientes (2,2%), entre 31 y

40 años 10 pacientes (7,6%), entre 41 y 50 años 14 pacientes (10,6%), entre 51 y 60

años 29 pacientes (22,1%), entre 61 y 70 años 31 pacientes (23,6%), entre 71 y 80 años

30 pacientes (22,9%), mas de 80 años 9 pacientes (7,5%), no constaba la edad en la his-

toria en 5 pacientes (3,8%) (Figura 3.1.1.).

Las décadas entre 51-60, 61-70 y 71-80 presentaron la mayor incidencia, en todas simi-

lar y algo superior al 20% en cada una. En su conjunto reunían casi el 70% de los casos.

La media de edad del grupo de pacientes estudiados fue 65,94 años, con un rango entre

24 y 94 años.
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Figura 3.1.1. Distribución de la muestra de melanoma según la edad de los pacientes

2.   Sexo

Dentro del grupo 38 pacientes eran varones (28,4%) y 92 eran mujeres (70,6%). No

constaba el sexo en un paciente (0,7%). (Figura 3.1.2)

Figura 3.1.2. Distribución de la muestra de melanomas en razón del sexo.
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3.  Localización

Las lesiones aparecían en la cara en 62 pacientes (47,3%), en el tronco en 14 pacientes

(10,6%), en las extremidades superiores (EESS) en 13 pacientes (9%), en extremidades

inferiores (EEII) en 23 pacientes (17,5%), no constaba la localización en la historia en

19 pacientes (14,5%).(Figura 3.1.3.)

Figura 3.1.3. Distribución de la muestra de melanomas por localización.

4.   Localidad de residencia

Teniendo en cuenta la división geográfica propuesta en material y método, nuestro estu-

dio incluyó 5 pacientes (3,8%) que residía en la Zona Norte-2, 28 pacientes (21,3%) en

la Zona Norte-1, 25 pacientes (19%) en Zona Centro, 8 pacientes (6,1%) en  Zona Sur-1,

6 pacientes (4,4%) en la Zona Sur-2, 3 pacientes (2,2%) procedía de la Gomera y 5

(3,8%) de la Palma. No constaba la residencia en 51 pacientes (38,9%)  (Figura 3.1.4.)
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Figura 3.1.4. Distribución de la muestra según la residencia de los pacientes.

3.1.2.  DISTRIBUCIÓN DE LA MUESTRA SEGÚN TIPO CLÍNICO

Vamos a analizar a continuación las características de la muestra según los diferentes

tipos de tumor.

1.  Lentigo maligno o lentigo maligno-melanoma

En la valoración de este tipo de tumor, existe un cierto confusionismo en cuanto a qué se

debe incluir dentro del concepto de malignidad, en efecto, aquí se introducen dos hechos

uno el Lentigo Maligno propiamente dicho como neoplasia maligna in situ, no invasora,

que al menos en lo que a supervivencia se refiere no debería ser incluido ya que muchos
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en las estadísticas de este tumor maligno. Y otro quienes engloban el Lentigo Maligno

con el Lentigo Maligno Melanoma como tumor propiamente invasor. Por todo ello  el

estudio de este apartado se realizara desde los dos puntos de vista, el primero con todos

los casos y el segundo segregando los “in situ”.

1.1.   Edad

La distribución por edad fue la siguiente: de 30 a 40 años 1 paciente, de 40 a 50 años 4

pacientes, de 50 a 60 años 11 pacientes, de 60 a 70 años 19 pacientes, de 70 a 80 años 17

pacientes y de más de 80 años 6 pacientes. En 1 paciente no constaba la edad.

1.1.bis Edad

La distribución de los Lentigos Malignos Melanomas invasores es la siguiente: de 31 a

40 años 1 paciente, de 41 a 50 años 1 paciente, de 51 a 60 años 2 pacientes, de 61 a 70

años 4 pacientes, de 71 a 80 años 4 pacientes, mas de 81 años 3 pacientes.

1.2.  Sexo

Varones 16 y Mujeres 43.

1.2.bis Sexo

Dentro de los casos invasores, se encontró que 6 eran varones y 9 eran mujeres

1.3.  Localización

En la cara 51 Melanomas, en EESS encontramos 3, en EEII 1 y no consta en la Historia

en 4 casos.
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1.3.bis Localización

La distribución de los pacientes con lesiones invasoras, según la localización, fue la si-

guiente: 11 en la cara, 3 en EESS, 1 en EEII.

1.4.  Localidad de Residencia

Los pacientes residían en:  Zona Norte-1  16 pacientes,  Zona Centro 10 pacientes, Zona

Sur–1  4 pacientes, Zona Sur-2  3 pacientes, La Palma 3 pacientes y no tenemos cons-

tancia de la residencia en 23 pacientes.
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1.4.bis. Localidad de Residencia

Los pacientes que presentaban lesiones de Lentigo Maligno Melanoma invasor residían

en: Zona Norte-1 4 pacientes, Zona Centro 2 pacientes, Zona Sur-1 1 paciente, Zona

Sur-2 2 pacientes, La Palma 2 pacientes y no consta la localización en la historia de 4

pacientes.

1.5.  Supervivencia

Tenemos constancia en la Historia Clínica de una supervivencia de al menos 1 año en 3

pacientes, de al menos 2 años en 4 pacientes, de al menos 3 años en 2 pacientes, de al

menos 4 años en 2 pacientes, de al menos 5 años en 2 pacientes, entre 5 y 10 años en 4

pacientes, no encontramos en ninguna historia fallecimiento del paciente y no constan

mas datos después de la biopsia en 42 pacientes.

1.5.bis  Supervivencia

Solo tenemos constancia de una supervivencia de al menos 1 año en 1 paciente, de al

menos 3 años en 1 paciente, de al menos 5 años en 1 paciente, de entre 5 y 10 años en un

paciente y no consta mas datos después de la biopsia en 11 pacientes, no teniendo refe-

rencia en ningún caso de muerte por este proceso.
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2.   Melanoma de extensión superficial

2.1.   Edad

La distribución por edad fue la siguiente: de 20 a 30 años 1 paciente, de 31 a 40 años 4

pacientes, de 41 a 50 años 7 pacientes, de 51 a 60 años 11 pacientes, de 61 a 70 años 7

pacientes, de 71 a 80 años 6 pacientes y no consta la edad en la Historia en 1 paciente.

2.2.  Sexo

De los pacientes con Melanoma de Extensión Superficial 11 eran varones y 26 eran

mujeres

2.3.  Localización

Las lesiones aparecían en:  la cara en 4  pacientes, en el tronco en  8 pacientes,  en EESS

en 6 pacientes, en EEII en 11 pacientes y  no consta la zona afectada en 8 pacientes.

2.4.  Localidad de Residencia

Los pacientes residían en:  Zona Norte-2, 4 pacientes, Zona Norte-1, 3 pacientes, Zona

Centro, 8 pacientes, Zona Sur-1,  3 pacientes, Zona  Sur-2, 1 paciente, La Gomera, 2

pacientes, La Palma, 1 paciente y no consta el lugar de residencia en 15 casos.
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2.5.  Supervivencia

Tenemos constancia en la Historia Clínica de una supervivencia de al menos 1 año en 4

pacientes, de al menos 2 años en 1 paciente, de al menos 3 años en 3 pacientes, de al

menos 4 años en 1 paciente, de al menos 5 años en 3 pacientes, entre 5 y 10 años 3 pa-

cientes,  un paciente falleció y no consta en la Historia mas datos del paciente  en 24

casos.

3.  Melanoma nodular

3.1.  Edad

La distribución por edad fue la siguiente: de 20 a 30 años 2 pacientes, de 31 a 40 años 4

pacientes, de 41 a 50 años ningún paciente, de 51 a 60 años 5 pacientes, de 61 a 70 años

3 pacientes, de 71 a 80 años 5 pacientes, de 81 a 90 años 3 pacientes y no consta la edad

en una Historia.

3.2.  Sexo

De los pacientes que presentaron Melanoma Nodular 7 eran varones y 16 eran mujeres.

3.3.  Localización

Las lesiones aparecían en: la cara en 7 casos, en el tronco en 6 casos, en EESS 2 casos,

en EEII 5 casos y no constaba en la historia clínica en 3 casos.
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3.4.  Localidad de residencia.

La distribución geográfica de los pacientes fue la siguiente: Zona Norte-2, 1 paciente,

Zona Norte-1, 6 pacientes, Zona Centro, 3 pacientes, Zona Sur-1, 1 paciente, Zona Sur-

2, 2 pacientes, La Gomera 1 paciente y no consta la residencia en 9 casos.

3.5.   Supervivencia.

Nos encontramos con 2 pacientes con una supervivencia de al menos un año después de

la intervención, 3 pacientes fallecieron dos lo hicieron a los tres años y uno al año. No

encontramos mas datos después de la extirpación biopsia en 18 casos.

4. Melanoma lentiginoso acral

4.1.   Edad

La distribución de la edad fue la siguiente: de 31 a 40 años 1 paciente, de 41 a 50 años 3

pacientes, de 51 a 60 años 2 pacientes, de 61 a 70 años 2 pacientes, de 71 a 80 años 2

pacientes y no aparecía la edad en 2 historias clínicas.

4.2.   Sexo.

Nos encontramos que de los pacientes con melanoma lentiginoso acral 4 eran varones y

7 mujeres y no constaba en 1 caso
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4.3.  Localización

La distribución de las lesiones era: en manos 2 casos, en pies 6 casos y no constaba en 4

casos.

4.4.   Localidad de residencia

La distribución de los  pacientes fue: Zona Norte-1, 3 casos, Zona Centro, 4 casos, La

Palma 1 caso y no consta en la historia el lugar de residencia en 4 casos.

4.5.  Supervivencia

En 1 caso encontramos una supervivencia de al menos 2 años, en otro caso de al menos

5 años, 2 pacientes presentaban una supervivencia de al menos 10 años, uno mas de 10

años y no constaba mas datos que la biopsia extirpación en 7 casos

3.1.3.  COMPARACIÓN DE LOS DIFERENTES TIPOS DE MELANOMAS

1. Edad

La distribución por edades de los diferentes tipos de melanoma se reflejan en la Tabla

3.3.1. donde apreciamos que el Melanoma Lentiginoso Acral es el más precoz, ya que su

pico de incidencia esta en el segmento de 41-50 años (25% del total de casos), siendo el

Lentigo Maligno y el Lentigo Maligno Melanoma los que más tardíamente aparecen.

(Figura 3.3.1.).
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EDAD  L M

Nº       %

LMM

Nº    %

M E S

Nº      %

M N

Nº      %

M L A

Nº       %

TOTAL

Nº       %

20  a  30ª. 0        0 0       0 1        2,7 2        8,6 0          0 3        2,2

31 a  40ª. 1      1,69 1       6,66 4      10,8 4      17,3 1         8,3 10      7,6

41 a  50ª. 4       6,7 1       6,66 7      18,9 0        0 3        25 14     10,6

51 a  60ª. 11   18,6 2     13,33 11    29,7 5       21,7 2       16,6 29     22,1

61 a  70ª. 19   32,2 4     26,66 7      18,9 3       13 2       16,6 31     23,6

71 a  80ª. 17   28,8 4     26,66 6      16,2 5       21,7 2       16,6 30     22,9

> 80ª. 6     10,1 3     20 0         0 3       13 0          0 9        7,5

N. Consta 1       1,7 0       0 1         2,7 1         4,3 2       16,6 5        3,8

Totales 59   100 15  100 37    100 23    100 12     100 131   100

Tabla  3.3.1. Edad de todos los casos, clasificados por tipos.

En la Figura 3.3.1 se hace mas gráfico  lo anteriormente expuesto.

          Figura 3.3.1. Distribución por edades de los diferentes tipos de melanomas.
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2. Sexo

Como refleja la Tabla 3.3.2., nos encontramos una mayor incidencia de mujeres

(70,6%), en todos los tipos de melanomas  (Figura 3.3.2.).

SEXO ML

Nº      %

LMM

Nº  %

MES

Nº       %

MN

Nº          %

MLA

Nº  %

TOTAL

Nº       %

VARONES 16       7,8  6         40 11      27,6 7       30,4 4      33,3 38       28,4

MUJERES 43      72,2  9         60 26      72,4 16       69,6 7      58,3 92       70,6

No Consta 0            0  0           0 0           0 0           0 1        8,3 1           0,7

TOTALES 59       100 15      100 37        100 23       100 12      100 131     100

Tabla 3.3.2.   Sexo de todas las muestras obtenidas, clasificadas según el tipo de tumor

Figura 3.3.2. Distribución de los diferentes tipos de melanoma según el sexo
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3. Localización

La comparación de la localización de las lesiones malignas según el tipo de melanoma

(Tabla 3.2.2.) refleja que el Lentigo Maligno es más frecuente en cara (82,2%), así como

que el Melanoma Lentiginoso Acral  lo hace más frecuentemente en extremidades y los

restantes lo hacen de forma uniforme por la superficie corporal (Figura 3.3.3.).

LOCALIZACION LM
Nº       %

LMM
Nº %

M E S
Nº     %

M N
Nº       %

M L A
Nº        %

TOTAL
Nº       %

CARA 51    82,2 11   73,3 4     11,4 7         34 0           0  62      47,3

TRONCO 0        0 0      0 8     22,8 6         26 0           0 14       10,6

EESS 3       4,8 3    20 6      17 2        8,6 2         15 13         9

EEII 1        1,6 1     6,66 11   31.4 5       21,7 6         53 23       17,5

No Consta 4      11,4 0     0 8       17 3         13 4         37 19       14,5

TOTALES 59     100 15  100 37   100 23     100 12     100 131    100

Tabla 3.3.3. Localizaciones de todos los casos, clasificados por  tipos.

Figura 3.3.3. Distribución de los diferentes tipos de melanomas según la localización.
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4. Localidad de Residencia

Respecto a las Zonas de residencia, encontramos en  la Tabla 3.3.4. que el M L A es más

frecuente en la Zona Norte –1 (25%) y en Centro (33.3%), el resto de tipos se distribu-

yen de forma uniforme en la provincia  (Figura 3.3.4.).

RESIDENCIA LM
Nº         %

LMM
Nº       %

MES
Nº      %

MN
Nº        %

MLA
Nº     %

TOTAL
Nº         %

NORTE-2  0        0 0              0 4           11,4 1           4,3 0        0 5           3,8

NORTE-1 16      27 4          26,6 3             8,5 6           26 3      25 28       21,3

CENTRO 10     16,9 2          13,3 8           22,8 3           13 4     33,3 25       19

SUR-1   4       6,8 1         6,66 3             8,5 1            4,3 0        0 8          6,1

SUR-2   3       5 2          13,3 1             2,8 2            8,7 0        0 6          4,4

GOMERA   0        0 0             0 2             5,7 1            4,3 0        0 3         2,2

LA PALMA   3       5 2          13,3 1             2,8 0             0 1       8,4 5          3,8

NO CONSTA  23     38,9 4          26,6 15         37,1 9           39,1 4     33,3 51       38,9

TOTAL  59      100 15        100 37          100 23         100 12    100 131        100

Tabla 3.3.4.     Residencia de todos los casos, clasificados por tipos de melanomas

Figura 3.3.4. Distribución de los diferentes tipos según el lugar de residencia.
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3.1.4.  RESULTADOS DE LAS CLASIFICACIONES PRONOSTICAS APLICA-

DAS AL  MELANOMA DE EXTENSIÓN SUPERFICIAL

1.   Resultados de los casos estudiados según las clasificaciones propuestas

Hemos estudiado los casos de melanoma de extensión superficial, revisando los índices

de Clark, Breslow, así como los diferentes estadios en las clasificaciones de la UICC y la

AJCC. Los resultados los vemos reflejados en la siguiente Tabla 3.4.1.
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CASO Nº INDICE
CLARK

INDICE
BRESLOW

UICC AJCC

5296-82 IV 1,24 1B IIA

1985-82 II 0,89 1A IB

  640-84 IV 2,96 1B IIA

2012-84 III 1,547 1B IIA

3817-84 III 1,18 1A IB

3343-85 IV 1,56 1B IIA

5115-85 III 3,5 1B IIA

  809-86 II 1,05 1A IB

1409-86 III 1,87 1B IIA

1650-87 II 4,2 1B IIB

2673-87 IV 2,18 1B IIA

3987-87 IV 5,7 1B IIB

4913-87 II 0,44 1A IA

4190-90 II 0,49 1A IA

  462-91 II 0,29 1A IA

3541-91 V 14,8 1B IIB

6812-91 II 0,51 1A IA

7080-91 I 0 1A IA

8156-92 II 0,34 1A IA

  690-94 IV 1,6 1B IIA

2702-94 II 0,46 1A IA

3808-94 III 2,14 1B IIA

4051-94 III 1,26 1A IB

Tabla 3.4.1. Comparación de los estadios histopatológicos.
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2. Concordancia de las clasificaciones pronósticas en los casos de melanoma.

Realizamos una revisión de los casos de Melanoma de Extensión Superficial utilizando

las hojas realizadas por Cochran en 1962 y por Hardmeier, como modificación de la

anterior en 1970. Hemos comparado estas hojas encontrando gran similitud

                                Hardmeier

  Cochran

Favorable Incierto Desfavorable

     Bueno 4 casos 7 casos

     Mediano 1 casos 2 casos

     Malo 6 casos

              Tabla 3.4.2. Comparación de las hojas pronósticas de Cochran y Hardmeier.

3.  Clasificaciones histopatológicas y clínicas relacionadas

En la siguiente tabla 3.4.3. tenemos los resultados de los casos según la puntuación de

las hojas de Cochran y Hardmeier, comparándolas con el índice de Clark y el de Bres-

low, así como los casos clasificados según la UICC Staging System y la American Joint

Committee on Cancer Staging System.
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CASO Nº HOJA

COCHRAN

HOJA

HARDMEIER

INDICE

CLARK

INDICE

BRESLOW

UICC AJCC

5296-82 Bueno Incierto IV 1,24 1B IIA

1985-82 Malo Desfavorable II 0,89 1A IB

640-84 Bueno Incierto IV 2,96 1B IIA

2012-84 Mediano Desfavorable III 1,547 1B IIA

3817-84 Bueno Incierto III 1,18 1A IB

3343-85 Bueno Favorable IV 1,56 1B IIA

5115-85 Malo Desfavorable III 3,5 1B IIA

809-86 Malo Desfavorable II 1,05 1A IB

1409-86 Bueno Favorable III 1,87 1B IIA

1650-87 Bueno Incierto II 4,2 1B IIB

2673-87 Bueno Incierto IV 2,18 1B IIA

3987-87 Malo Desfavorable IV 5,7 1B IIB

4913-87 Bueno Incierto II 0,44 1A IA

4190-90 Bueno Favorable II 0,49 1A IA

462-91 Mediano Desfavorable II 0,29 1A IA

3541-91 Bueno Desfavorable V 14,8 1B IIB

6812-91 Bueno Favorable II 0,51 1A IA

7080-91 Bueno Favorable I 0 1A IA

8156-92 Bueno Favorable II 0,34 1A IA

690-94 Malo Desfavorable IV 1,6 1B IIA

2702-94 Bueno Favorable II 0,46 1A IA

3808-94 Mediano Desfavorable III 2,14 1B IIA

4051-94 Mediano Desfavorable III 1,26 1A IB

Tabla 3.4.3. Comparación de las tablillas, con el estadio de cada uno.
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3.2. RESULTADOS DE FISH EN EL MELANOMA DE EXTENSIÓN SUPERFI-

CIAL

3.2.1   SONDAS DE SECUENCIA UNICA

Se estudiaron 3 sondas de secuencia única correspondientes a los oncogenes HST, INT-2

y P58.  Las hibridaciones  se realizaron sobre 20 casos preseleccionadas que correspon-

dían a Melanomas de Extensión Superficial. Fueron identificadas con el mismo número

de registro de entrada del departamento de Anatomía Patológica de Hospital Universita-

rio de Canarias.

1. Controles de hibridación y criterios de amplificación

El control de falsos positivos y negativos para descartar amplificaciones inespecíficas se

realizó, para cada Caso, mediante el análisis de la epidermis sana, en la que encontramos

núcleos no tumorales, de tamaño uniforme y de forma redondeada que corresponden con

el queratinocito. Estos núcleos deben presentar siempre de forma mayoritaria una o dos

señales definidas.

 Además, nos encontramos otra serie de núcleos mas pequeños que los de los queratino-

citos que corresponden a linfocitos presentes en dermis como zona inflamatoria peritu-

moral. De éstos, no se contabilizaron las señales presentes, en ningún caso.

Los núcleos tumorales son grandes, de bordes irregulares y de fácil reconocimiento. Se

consideró que la sonda (el oncogen) estaba amplificada en el tumor si estos núcleos apa-
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recían con mas de dos señales de hibridación. El criterio de amplificación es, para este

tipo de técnica por hibridación, esencialmente cualitativo. Los grados de amplificación y

su presentación fueron variables. En algunos Casos la amplificación génica se manifestó

en forma de señales múltiples dispersas por el núcleo. En otras ocaciones las señales

múltiples aparecían agrupadas en dos acúmulos dentro del núcleo. Por último, en algu-

nos casos el grado de amplificación fue muy elevado y las copias del gen ocupan la

práctica totalidad del núcleo. En las tres situaciones descritas se consideró amplificación.

La presencia  de núcleos con amplificación también fue heterogénea. En algunos casos

toda la zona tumoral presentaba núcleos con amplificación, mientras qué en otros casos,

los núcleos  afectados se presentaban en islotes aislados. Si los núcleos presentaban una

o dos señales, se consideraron como no amplificados.

2.  P58

La descripción detallada de cada caso es la siguiente:

- Caso 2012-84: Amplificada. Encontramos aumento en el número de señales, así co-

mo el tamaño de  la misma, los núcleos amplificados se agrupan en zonas y rara-

mente están de forma aislada. La zona no patológica (epidermis) no está amplificada,

apreciándose dos señales en todos los núcleos.

- Caso 5296-82: No amplificada. En la zona no patológica se parecían dos señales en

todos los núcleos, en la zona patológica se aprecia señal de gran intensidad pero úni-

ca, que afecta solamente a núcleos aislados.
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- Caso 1985-82: Amplificada. En la zona no patológica se aprecian 2 señales en la casi

totalidad de los núcleos de los queratinocitos, en la zona tumoral la señal afecta a la

casi totalidad del núcleo, como múltiples puntos muy pequeños.

- Caso 640-84: No amplificada. Se aprecian dos señales en la zona tumoral.

- Caso 3987-87: No amplificada. En zona tumoral y en zona de núcleos no patológicos

se aprecian dos señales en todos los núcleos.

- Caso 5115-85: No amplificada. Encontramos dos señales en todos los núcleos tanto

de zona tumoral como la no tumoral

- Caso 3817-84: No amplificada. En zona de epidermis encontramos dos señales en la

mayoría de epidermis y hay una zona con más señal en núcleos aparentemente nor-

males, en la zona de núcleos grandes tumorales encontramos normalmente dos se-

ñales, apreciándose núcleos con mas señal.

- Caso 3343-85: No amplificada. En zona no tumoral dos señales en todos los núcleos,

lo mismo que en núcleos tumorales.

- Caso 1650-87: No amplificada.  En zona de epidermis así como en zona tumoral se

aprecian núcleos con dos señales.

- Caso 2673-87: No amplificada. Encontramos dos señales en todos los núcleos tanto

tumorales como de control.

- Caso 809-86: No encontramos señal en ninguno de los núcleos.

- Caso 307-87: No amplificada. Se aprecian dos señales claras en todos los núcleos

patológicos.
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- Caso 5481-89: No amplificada. Se  aprecian núcleos tumorales con muchas señales,

aunque de forma dificultosa debido al exceso de fluorescencia sobrenadante

(background).

- Caso 462-91:  No se aprecia señal en ninguno de los núcleos.

- Caso 4190-90: No amplificada. Se aprecian dos señales en los núcleos patológicos

además de mucho background, la zona de núcleos normales con dos señales.

- Caso 6331-90: No amplificada. Se aprecian dos señales claras en zonas de núcleos

patológicos, la zona control con dos señales en todos los núcleos.

- Caso 3140-89:  No amplificada. Se aprecia mucha fluorescencia en periferia de nú-

cleos, que corresponde a restos de citoplasma por defecto de digestión. Por lo que se

aprecia dificultosamente la señal.

- Caso 320-90: No amplificada. Se aprecia mucho background por defecto de limpieza

con PBD en los pasos de detección por fluorescencia, lo que dificulta la visualiza-

ción de las señales, no pudiendo decir si las señales están en los núcleos o son sobre-

nadante.

- Caso 489-90: No amplificada. Encontramos núcleos con múltiples señales tanto en

epidermis en los núcleos uniformes considerados como control y las zonas en dermis

con núcleos grandes, algunos de los cuales están fusionados o superpuestos. Hay zo-

nas con mucho background que dificultan la visualización

Encontramos 3 casos amplificados (15%) y 17 casos no amplificados (85%).

Los resultados de cada caso con el oncogen P58 y su clasificación patológica  se recogen

en la Tabla 3.5.1.
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Caso nº. Amplificación Indice de
Clark

Indice de
Breslow

2012-84 Si III 1.54

5296-82 No IV 1.24

1985-82 Si II 0.89

640-84 No IV 2.96

3987-87 No IV 5.7

5115-85 No III 3.5

3817-84 No III 1.18

3343-85 No IV 1.56

1650-87 No II 4.2

2673-87 No IV 2.18

809-86 No II 1.05

307-87 No III 1.95

462-91 No II 0.29

4190-90 No II 0.49

4913-87 No II 0.44

6331-90 No II 0.69

5481-89 Si II 0.69

3140-89 No IV 1.66

320-90 No IV 2.45

489-90 No II 0.55

Tabla 3.5.1. Resultados de la hibridación con la sonda del oncogen P- 58
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3. Int-2

La descripción detallada de cada caso es la siguiente:

- Caso  2012-84: No amplificado. Se aprecian dos señales en los queratinocitos, así

como zona tumoral clara sin ninguna amplificación, solo un núcleo aislado esta am-

plificado, se aprecia background.

- Caso 5296-82: Amplificada. Encontramos núcleos de zona patológica con clara am-

plificación así como algún núcleo no amplificado, la zona control con dos señales.

- Caso 640-84: Amplificada. Existen núcleos aislados con señal enorme que cubre

todo el núcleo, así como otros con dos señales muy claras.

- Caso 3987-87: No amplificada. Los núcleos de la zona no tumoral presentan dos

señales de forma clara, en  núcleos con características de no tumorales localizados en

dermis que podrían corresponder con linfocitos se aprecia amplificación, probable-

mente artefactadas. La señal muy marcada que encontramos en el borde de algunos

núcleos corresponde a restos de citoplasma.

- Caso 5115-85: Amplificada. Encontramos muchas señales en núcleos patológicos

mas evidentes en zona apical del tumor, en cambio en la zona basal de este tumor

pedunculado no es tan manifiesta.

- Caso 3817-84: No amplificada. En epidermis núcleos con dos señales, además en-

contramos unas señales intensas dentro de algunos núcleos, que podría corresponder

con bacterias o ser contaminante. En núcleos tumorales la amplificación se hace du-

dosa ya que presenta mucho background, algunos de los núcleos tumorales no tienen

señal alguna.
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- Caso 3343-85: No amplificada. Encontramos dos señales en todos los núcleos tanto

patológicos como en los controles.

- Caso 1650-87: No amplificada.  Los núcleos presentan dos señales muy claras tanto

los queratinocitos como los del melanoma.

- Caso 2673-87: No amplificada. Todos los núcleos con dos señales.

- Caso 809-86: No amplificada. Está muy digerida con lo que la mayoría de núcleos se

han roto y se han unido en una masa compacta.

- Caso 307-87: No amplificada. Tanto en epidermis como en dermis nos encontramos

núcleos con dos señales.

- Caso 462-91: Amplificada. En zona de epidermis núcleos con dos señales. En dermis

los núcleos presentan clara amplificación (mas de dos señales).

- Caso 4190-90: Amplificada.  La zona tumoral presenta más de dos señales en todos

los núcleos.

- Caso 4913-87: No amplificada. Nos encontramos con dos señales en todos los nú-

cleos.

- Caso 6331-90: Amplificada. Presenta en zona de epidermis dos señales en cada nú-

cleo. En los núcleos de zona patológica encontramos dos, tres, cuatros y cinco seña-

les.

- Caso 5481-89: Amplificada. Los núcleos de la zona tumoral presentan clara amplifi-

cación.

- Caso 3140-89: Amplificada. Encontramos dos señales en algunas zonas y otras pre-

sentan más señales.
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- Caso 320-90: Amplificada. Los núcleos de los queratinocitos presentan dos señales,

en cambio en zona tumoral la mayoría de núcleos presentan mas de dos señales.

- Caso 489-90: Amplificada.  La zona de núcleos tumorales presentan muchas señales.

Encontramos 10 casos amplificadas (50%) y 10 casos no amplificadas (50%).

Los resultados de cada caso con el oncogen Int-2 y la clasificación patológica se recogen

en la Tabla 3.5.2
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Caso nº. Amplificación Indice de
Clark

Indice de
Breslow

2012-84 No III 1.57

5296-82 Si IV 1.24

1985-82 No II 0.89

640-84 Si IV 2.96

3987-87 No IV 5.7

5115-85 Si III 3.5

3817-84 No III 1.18

3343-85 No IV 1.56

1650-87 No II 4.2

2673-87 No IV 2.18

809-86 No II 1.05

397-87 No III 1.95

462-91 Si II 0.29

4190-90 Si II 0.49

4913-87 No II 0.44

6331-90 Si Recidiva

5481-89 Si II 0.69

3140-89 Si IV 1.66

320-90 Si IV 2.45

489-90 Si II 0.55

Tabla 3.5.2 Resultados de la hibridación con la sonda del oncogen Int-2
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4.  HST

La descripción detallada de cada caso es la siguiente:

- Caso 5296-82: No amplificada. En la epidermis dos señales en todos los núcleos. En

la zona tumoral encontramos núcleos con mucha señal a modo de amplificación gra-

nular.

- Caso 1985-82: Amplificada. Con muchas señales en la mayoría de los núcleos.

- Caso 2012-84: No amplificada. La Caso no presenta núcleos con señal.

- Caso 3987-87: No amplificada. Encontramos dos señales en todos los núcleos tanto

de epidermis como de zona tumoral.

- Caso 5115-85: Amplificada. En la epidermis dos señales. En los núcleos de la  zona

tumoral se observa clara amplificación todos con mas de dos señales. Grado maximo

de amplificación.

- Caso 3817-84: Amplificada. En la epidermis encontramos dos señales en todos los

núcleos. En la dermis encontramos núcleos con mas de dos señales y otros con dos

señales, por lo que hemos considera amplificación.

- Caso 3343-85: Amplificada. La epidermis con dos señales. Los núcleos de zona pa-

tológica están la mayoría amplificados, con pequeñas zonas con solo dos señales.

- Caso 1650-87: No amplificada. No encontramos amplificación en ninguna de los

núcleos.

- Caso 2673-87: No amplificada. No encontramos amplificación  en ninguna de los

núcleos.

- Caso 809-86: No amplificada. Sin amplificación en ninguno de los núcleos.
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- Caso  307-87: No amplificada.  Encontramos núcleos agrupados formando una masa

compacta que creemos sea debido a exceso de digestión o por exceso de calor en la

hibridación.

- Caso 6331-90: No amplificada. Se aprecian dos señales en todas las células estudia-

das.

- Caso 5481-89.- No amplificada. Núcleos patológicos con dos señales.

- Caso 462-91: No amplificada. Los núcleos tanto de células control como de las pa-

tológicas solo presentan dos señales.

- Caso 3140-89: No amplificada. Nos encontramos dos señales en los núcleos tumo-

rales.

- Caso 489-90: Amplificada. Los núcleos de los queratinocitos con dos señales. Los

núcleos de las células tumorales presentan mas de dos señales, incluso algunos nú-

cleos pequeños presentan aumento en el numero de señales.

- Caso 320-90: Amplificada. Los núcleos de células tumorales presentan amplifica-

ción.

- Caso 4913-87: No amplificada. Tanto los controles como los patológicos solo pre-

sentan dos señales.

- Caso 4190-90: Amplificada. Encontramos dos, tres, cuatro y cinco señales en los

núcleos de las células tumorales.

Encontramos 8 casos con amplificación (40%) y 12 no amplificadas (60%).

Los resultados con cada caso con el oncogen HST y la clasificación patológica se reco-

gen en la tabla 3.5.3
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Caso
Nº

Amplificación Indice de
Clark

Indice de
Breslow

2012-84 No III 1.547

5296-82 Si IV 1.24

1985-82 Si II 0.89

640-84 No IV 2.96

3987-87 No IV 5.7

5115-85 Si III 3.5

3817-84 Mixto III 1.18

3343-85 Si IV 1.56

1650-87 No II 4.2

2673-87 No IV 2.18

809-86 No II 1.05

307-87 No III 1.95

462-91 No II 0.29

4190-90 Si II 0.49

4913-87 No II 0.44

6331-90 No Récidiva

5481-89 No II 0.69

3140-89 No IV 1.66

320-90 Si IV 2.45

489-90 Si II 0.55

Tabla 3.5.3 resultados de la hibridación con la sonda del oncogen HST



Resultados 73

5.   Comparación de los tres oncogenes

En los 20 casos estudiados se han realizado estudios de amplificación de tres oncogenes

por lo que se ha hecho en análisis comparativo de co-amplificación. El oncogen Int-2 es

el más amplificado, en un 50% de los casos estudiados, de ellos un 25% lo hace conjun-

tamente con el HST (co-amplificación). El oncogen HST lo encontramos amplificado en

el 40%, un 25% en co-amplificación y en un 15% lo hace solo. Ademas, tomando los

dos oncogenes que pertenecen a la misma familia, HST e Int-2, el 65% de los tumores

presentaronamplificación de al menos uno de ellos.

Solo en un caso encontramos amplificación en los tres oncogenes.

 Para mas detalle ver Tabla 3.5.4.
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Caso Nº P-58 Int-2 HST

2012-84 Si No No

5296-82 No Si Si

1985-82 Si No Si

640-84 No Si No

3987-87 No No No

5115-85 No Si Si

3817-84 No No Si

3343-85 No No Si

1650-87 No No No

2673-87 No No No

809-86 No No No

307-87 No No No

462-91 No Si No

4190-90 No Si Si

4913-87 No No No

6331-90 No Si No

5481-89 Si Si No

3140-89 No Si No

320-90 No Si Si

489-90 Si Si Si

Tabla 3.5.4. Resultados comparados de hibridación de los oncogenes
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3.2.2.  SONDAS CENTROMERICAS

1. Controles de hibridación y criterios de polisomia

Para el estudio de polisomías en estos tumores se llevó a cabo el recuento de núcleos con

1, 2, 3,  4,  o más de 4 señales. Para alcanzar significación se contabilizaron, al menos,

200 núcleos. En primer lugar se definió el criterio de corte para determinar si un caso es

polisómico. Para ello es necesario establecer en que grado aparecen núcleos trisómicos o

polisómicos, en la población  celular normal o no tumoral. Se realizó un control de poli-

somia realizando un recuento de 200 núcleos, como mínimo en varias muestras de epi-

dermis para cada cromosoma. Se considero que un caso es polisómico para ese cromo-

soma, cuando el porcentaje de núcleos polisómicos observados supera al valor medio

(media mas desviación típica), obtenido en epidermis.

2.    Cromosoma 1

- Caso control de epidermis:

Control 1: 1 señal 80 (40%), 2 señales 104 (52%), 3 señales 10 (5%), 4 señales (3%),

total 200.

Control 2: 1 señal 97 (48.5%), 2 señales 102 (51%), 3 señales 1 (0.5%), total 200.

- Caso 5296-82: Zona patológica: 1 señal 25 (12.8%), 2 señales 88 (45.1%), 3 señales

47 (24.1%), 4  señales 28 (14.3%), mas de 4 señales 7 (3.5%), total 195.
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- Caso 1650-87:  Zona patológica: 1 señal 33 (13.5%), 2 señales 123 (50.6%), 3

señales 66 (27.1), 4   señales 12 (4.9%), mas de 4 señales 9 (3.7%), total 243

-  Caso 1985-82: Zona patológica: 1 señal 10 (6.4%), 2 señales 98 (63.2), 3 señales 35

(22.5%), 4 señales 10 (6.4%), mas de 4 señales 2 (1.2%), total 155.

- Caso 3343-85:  Zona patológica: 1 señal 34 (15.3%), 2 señales 124 (55.8%), 3

señales 44 (19.8%), 4 señales 18 (8.1%), mas de 4 señales 2 (0.9%), total 224.

- Caso 2673-87: Zona patológica: 1 señal 15 (6.6%), 2 señales 84 (37.5%), 3 señales

58 (25.8%), 4 señales 42 (18.7%), mas de 4 señales 25 (11.2%), total 224.

Los resultados con cada Caso con la sonda del cromosoma 1 y la clasificación patológi-

ca se recogen en la tabla 3.5.5.

Caso
   Nº

Nº de señales (%)
1         2          3        4          >4 Polisomías

Indice de
 Clark

Indice de
 Breslow

2012-84 No valorable III 1.547

5296-82 12.8 45.1 24.1 14.3 3.6 ++ IV 1.24

1985-82 6.4 63.2 22.5 6.4 1.2 ++ II 0.89

5115-85 No valorable III 3.5

3343-85 15.3 55.8 19.8 8.1 0.9 + IV 1.56

1650-87 13.5 50.6 27.1 4.9 3.8 ++ II 4.2

2673-87 6.7 37.5 25.8 18.7 11.2 ++ IV 2.18

307-87 No valorable III 1.95

Tabla 3.5.5. Resultados de la hibridación con la sonda centromérica del cromosoma 1
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El punto de corte, determinado por el control de hibridación negativo, quedó establecido

en el 8%. Se consideró un grado de polisomía moderado cuando el porcentaje de núcleos

polisomícos no superaba el 30%, representado en la tabla con una señal +. Como se

aprecia en la tabla únicamente un caso (3343-85) presentaba polisomía moderada mien-

tras que en el resto la cantidad de núcleos superaba el 30%, representado en la tabla con

dos señales ++.

3.    Cromosoma 6

- Muestras control de epidermis:

Zona control 1: 1 señal 92 (43%), 2 señales 121 (56.9%), total 213.

Zona control 2: 1 señal 87 (46.6%), 2 señales 102 (50.4%), 3 señales 15 (7.3%), total

204.

- Caso 426-91: Zona patológica: 1 señal 52 (22.2%), 2 señales 136 (58.1%), 3 señales

40 (17%), 4  señales 6 (2.5%), total 234.

- Caso 6331-90: Zona patológica: 1 señal 22 (8.4%), 2 señales 150 (57.6%), 3 señales

78 (30%), 4  señales 10 (3.8%), total 260.

- Caso 2012-84: Zona patológica: 1 señal 45 (23.8%), 2 señales 93 (49.2%), 3 señales

42 (22.2%), 4  señales 9 (4.7%), total 189.

- Caso 489-90:  Zona patológica: 1 señal 40 (12.6%), 2 señales 180 (56.9%), 3 señales

72 (22.7%), 4  señales 16 (5%),mas de 4 señales 8 (2.5%),  total 316.

- Caso 3541-91: Zona patológica: 1 señal 27 (17%), 2 señales 113 (57.9%), 3 señales

46 (23.5%), 4 señales  7 (3.5%), más de 4 señales 2 (1%),   total 195.
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- Caso 320-90.- Zona patológica: 1 señal 64 (22.8%), 2 señales 168 (60%), 3 señales

44 (15.7%), 4  señales 2 (0.7%), más de 4 señales 2 (0.7%), total 240.

- Caso 1583-91:  Zona patológica: 1 señal 50 (25.7%), 2 señales 112 (57.7%), 3

señales 26 (13.4%), 4  señales 5 (2.5%), mas de 4 señales 1 (0.5%), total 194.

-     Caso 3140-89: Zona patológica: 1 señal 42 (42%), 2 señales 46 (46%), 3 señales  12

        (12 %), total 200.

Los resultados de cada caso con el Cromosoma 6 y la clasificación patológica se recogen

en la tabla 3.5.6.

Caso
   Nº

Nº de señales (%)
1         2          3          4        >4 Polisomías

Indice de
 Clark

Indice de
 Breslow

2012-84 23.8 49.2 22.2 4.7 + III 1.547

462-91 22.2 58.1 17 2.5 + II 0.29

6331-90 8.4 57.6 30 3.8 ++ Recidiva

3140-89 42 46 12 + IV 1.66

320-90 22.8 60 15.7 0.7 0.7 + IV 2.45

489-90 12.6 56.9 22.7 5 2.5 ++ II 0.55

3541-91 17 57.9 23.5 3.5 1 + V 14.1

1583-91 25.7 57.7 13.4 2.5 0.5 + II 0.40

Tabla 3.5.6. Resultados de la hibridación con la sonda centromerica del cromosoma 6
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Dentro de los casos estudiados y conociendo el rango de corte (7,3%), encontramos 6

casos con polisomia moderada y 2 con polisomia marcada, si bien estos se aproximan

todos al 30%.

4.     Cromosoma 7

- Caso control de epidermis:

Control 1: 1 señal 50 (23.1%), 2 señales 162 (75%), 3 señales 4 (1.8%), total 216.

Control 2: 1 señal 87 (43.5%), 2 señales 106 (53%), 3 señales 7 (3.5%), total 200.

Control 3: 1 señal 61 (61 (27.9%), 2 señales 154 (70.6%), 3 señales 3 (1.3%), total

18.

- Caso 3817-84: . Zona Patológica: 1 señal 24 (10.6%), 2 señales 84 (37.1%), 3 seña-

les 81 (35.8%), 4 señales 24 (10.6%), más  de 4 señales 13 (5.7%), total 226.

- Caso 5481-89:  Zona patológica: 1 señal 9 (4.3%), 2 señales 51 (24.6%), 3 señales

97 (46.8%), 4 señales 28 (13.5%), más de 4 señales 22 (10.6%), total 207.

- Caso 809-86: Zona patológica: 1 señal 70 (28%), 2 señales 110 (44%), 3 señales 70

(28%), 4 señales  10 (4%), total 260.

- Caso 3987-87: Zona patológica: 1 señal 8 (4%), 2 señales 37 (18.5%), 3 señales 99

(49.5%), 4  señales 42 (21%), más de 4 señales 15 (7.5%), total 200.

- Caso 307-87: Zona patológica: 1 señal 5 (2.3%), 2 señales 57 (27.1%), 3 señales 108

(51.4%), 4  señales 30 (14.2%), mas de 4 señales 10 (4.7%), total 210.

- Caso 2012-84: Zona patológica: 1 señal 2 (0.9%), 2 señales 40 (19.3%), 3 señales 97

(46.8%), 4  señales 48 (23.1%),más de 4 señales 20 (9.6%), total 207.
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- Caso 4913-84: Zona patológica: 1 señal 2 (0.8%), 2 señales 74 (30%), 3 señales 126

(51.2%), 4  señales 36 (14.6%),más de 4 señales 8 (3.2%), total 246.

- Caso 3140-89: Zona patológica: 1 señal 5 (2.3%), 2 señales 60 (28.5%), 3 señales 85

(40.4%), 4  señales 40 (19%),más de 4  señales 20 (9.5%), total 210.

Los resultados de cada caso con el Cromosoma 7 y la clasificación patológica se recogen

en la Tabla 3.5.7.

Caso
   Nº

Nº de señales (%)
1         2          3        4          >4 Polisomías

Indice de
 Clark

Indice de
 Breslow

2012-84 0.9 19.3 46.8 23.1 9.6 ++ III 1.547

3987-87 4 18.5 49.5 21 7.5 ++ IV 5.7

3817-84 10.6 37.1 35.8 10.6 5.7 ++ III 1.18

809-86 28 44 28 + II 1.05

307-87 2.3 27.1 51.4 14.2 4.7 ++ III 1.95

4913-87 0.8 30 51.2 14.6 3.2 ++ II 0.44

5481-89 4.3 24.6 46.8 13.5 10.6 ++ II 0.69

3140-89 2.3 28.5 40.4 19 9.5 ++ IV 1.66

Tabla 3.5.7. Resultados de la hibridación con la sonda centromerica del cromosoma 7

Para este cromosoma el rango de corte estaba en 3,5%. Solo un caso presenta polisomia

moderada, el resto 7 presentaban una marcada polisomia (++), siendo este el cromosoma

con mas polisomia de los cuatro estudiados.
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5. Cromosoma 10

- Caso control de epidermis:

      Control 1: 1 señal 93 (38%), 2 señales 148 (60%), 3 señales 4 (1.4%), total 245.

      Control 2: 1 señal 104 (47%), 2 señales 105 (47.5%), 3 señales 12 (5.5%), total 221.

      Control 3: 1 señal 94 (46.3), 2 señales 105 (51.7%), 3 señales 5 (2.4%), total 203.

- Caso 5296-82:  Zona patológica: 1 señal 115 (55.9%), 2 señales 75 (36.2%), 3 seña-

les 15 (7.2%), 4 señales 2 (0.7%), total 207.

- Caso 1985-82.- Zona  patológica: 1 señal 95 (37.5%), 2 señales 129 (51%), 3 señales

22 (8.7%), 4 señales 6 (2.4%), más de 4 señales 1 (0.4%), total 253.

- Caso 2012-84: Zona patológica: 1señal 47 (19.9%), 2 señales 122 (51.7%), 3 señales

43 (18.2%), 4 señales 17 (7.2%), mas de 4 señales 7 (3%), total 236.

- Caso  5115-85.- Zona patológica: 1 señal 26 (12.6%), 2 señales 96 (46.6%), 3  seña-

les 54 (26.2%), 4 señales 24 (11.6%), más de 4 señales 6 (2.9%), total 206.

- Caso 3343-85.- Zona patológica: 1 señal 87 (41.8%), 2 señales 88 (42.3%), 3 señales

30 (14.4%), 4 señales 3 (1.5%), total 208.

Los resultados con cada Caso con el Cromosoma 10 y la clasificación patológica se re-

cogen en la Tabla 3.5.8.
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Caso
   Nº

Nº de señales (%)
1         2          3          4        >4 Polisomías

Indice de
 Clark

Indice de
 Breslow

2012-84 19.9 51.7 18.2 7.2 3 + III 1.547

5296-82 55.9 36.2 7.2 0.7 + IV 1.24

1985-82 37.5 51.0 8.7 2.4 0.4 + II 0.89

640-84 No valorable IV 2.96

5115-85 12.5 46.8 26.5 10.9 3 ++ III 3.5

3817-84 No valorable III 1.18

3343-85 41.8 42.3 14.4 1.5 + IV 1.56

809-86 No valorable II 1.05

Tabla 3.5.8. Resultados de la hibridación con la sonda centromérica del cromosoma 10

Considerando el rango de corte (5,5%),  este cromosoma presenta polisomia moderada

ya que solo uno de los casos presentaban mas del 30% de nucleos con 3,4 o mas señales,

siendo el resto muy proximos incluso al rango de corte.

6. Estudio comparativo de las sondas centroméricas

Encontramos que todas las sondas presentan polisomias, pero si bien los cromosomas 10

y 6 solo tenían trisomia en el 15% y 19.5% de los casos respectivamente, en cambio los

cromosomas 1 y 7 presentaban trisomias en el 23.8% y 43.7% de los casos y tetrasomias

en el 10.4% y14.5% respectivamente.
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Los resultados comparativos de los diferentes cromosomas estudiados los vemos en la

Tabla 3.5.9.

Cromosoma Nº de casos %  de corte Nº de señales (%)
1       2         3          4          >4

       1 5 8% 10.9 50.4 23.8 10.4 4.14

       6 8 7,3% 21.8 55.4 19.5   3.0 1.5

       7 8 3,5% 6.65 28.6 43.7 14.5 6.35

     10 5 5,5% 23.5 45.6 15  4.36 1.28

Tabla 3.5.9. Resultados comparativos de los diferentes cromosomas y porcentaje de po-
lisomias

3.3.     COMPARACIÓN DE LOS RESULTADOS CLÍNICOS, HITOLÓGICOS Y

GENÉTICOS.

En la tabla 3.6. se presentara, para su comparación, los resultados de puntuación obteni-

dos según las hojas de Cochran y Hardmeier con los resultados obtenidos con los onco-

genes estudiados Int-2 y HST y el diferente estadio de los casos según la UICC y la

American Joint Committee on Cancer staging system.
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CASO Nº HOJA
COCHRAN

HOJA
HARDMEIER

Int –2 HST UICC AJCC

5296-82 Bueno Incierto + + 1B IIA

1985-82 Malo Desfavorable  - + 1A IB

640-84 Bueno Incierto - - 1B IIA

2012-84 Mediano Desfavorable - - 1B IIA

3817-84 Bueno Incierto - + 1A IB

3343-85 Bueno Favorable - + 1B IIA

5115-85 Malo Desfavorable + + 1B IIA

809-86 Malo Desfavorable - - 1A IB

6331-90 Bueno Incierto + - 1A 1A

1650-87 Bueno Incierto - - 1B IIB

2673-87 Bueno Incierto - - 1B IIA

3987-87 Malo Desfavorable - - 1B IIB

4913-87 Bueno Incierto + - 1A IA

4190-90 Bueno Favorable + + 1A IA

462-91 Mediano Desfavorable + - 1A IA

307-87 Bueno Favorable - - 1A IA

5481-89 Bueno Incierto + - 1A IA

3140-89 Malo Desfavorable + - 1B IIA

320-90 Mediano Incierto + + 1B IIA

489-90 Malo Desfavorable + + 1A IA

Tabla  3.6.   Comparación del grado de pronóstico y la amplificación de oncogenes.
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Si comparamos los resultados obtenidos en la amplificación de los casos estudiados con

los pronósticos bueno  y malo (Cochran), encontramos que, de los de buen pronóstico, el

50% de los casos no está amplificado, el 30% presenta amplificación en Int-2 o HST y

solo el 20% presenta amplificación tanto en HST como Int-2. En cambio, en los casos de

pronostico malo, el 66,6 % está amplificado, 33,3% tiene amplificado al menos uno de

ellos  y el otro 33,3 % presenta amplificación tanto de HST como Int-2.

Los resultados de las hojas de Hardmeier nos clasifican 3 casos como favorables, 9 casos

como de pronóstico incierto y 8 casos con pronóstico desfavorable. Si esto lo compara-

mos con la amplificacion de los oncogenes de la misma familia HST e Int-2 nos encon-

tramos:

- De los 3 casos favorables, 1 era negativo para los dos oncogenes, 1 era positivo solo

para el oncogen HST y el tercero estaba co-amplificado para estos dos oncogenes.

- De  los 9 inciertos, 1 era positivo para el oncogen HST, 3 estaban amplificados para

el oncogen Int-2, 2 estaban co-amplificados y 3 no presentaban amplicación para

ninguno de los oncogenes.

- De los 8 casos con pronostico desfavorable, 1 era positivo para el oncogen HST, 2

casos presentaron amplificación para el oncogen Int-2, 2 casos presentaban co-

amplificación y 3 casos no presentaban amplificacion para estos oncogenes.
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4.  DISCUSIÓN
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4.1.   DISCUSIÓN CLÍNICO-PATOLÓGICAS

4.1.1. INCIDENCIA DEL MELANOMA EN LA COMUNIDAD AUTONOMA DE

CANARIAS (C.A.C.)

Para este estudio tomaremos como referencia el estudio que realizó el servicio Canario de

Salud sobre incidencia de cáncer en las islas de Tenerife y Gran Canaria en el año 1993.

Este estudio se revisa los cánceres según consta en los servios de anatomía patológica,

admisión, archivos, registros hospitalarios y diferentes servicios clínicos, hematológicos y

de radiodiagnóstico de hospitales públicos y privados, en laboratorios privados de anatomía

patológica y en los registros civiles de los municipios con mayor número de habitantes de

cada isla.

En Gran Canaria durante 1993 se registraron un total de 35 casos nuevos de melanomas

invasivos en piel. De éstos 14 se diagnosticaron en hombres (tasa bruta 4.22 por 100.000) y

21 mujeres (tasa bruta 6.28 por 100.000). Esto supone 1.3% del total de tumores malignos

nuevos diagnosticados en los hombres y el 2.5% en mujeres durante ese año.

En Tenerife durante el año 1993 se registraron 17 casos nuevos de melanoma invasivos en

piel. Los casos fueron diagnosticados en H.U.C. 5 casos, H. La Candelaria 7 casos, H. Del

Torax 1 caso, H. San Juan de Dios 2 casos, Clínicas Privadas 2 casos. De éstos, 6 se

diagnosticaron en hombres (tasa bruta de 1.96 por 100.000) y 11 en mujeres (tasa bruta de

3.47 por 100.000). Esto supone el 0,6% del total de tumores malignos nuevos

diagnosticados en los hombres y el 1.48% en las mujeres.
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Es importante señalar, que en esta revisión no han incluido los casos de Melanosis

Precancerosa de Drubeuihl, que son lesiones de melanoma in situ del Melanoma

Lentiginoso (Ackerman 1979)

En nuestro estudio se recogen 5 casos de melanoma invasivos en piel diagnosticados en el

HUC durante 1993,  de los cuales 2 eran mujeres y 3 eran hombres. Esto significa el 29,4

de la totalidad de los casos registrados por el Servicio Canario de Salud

Estas cifras colocan a las dos islas y tanto en hombres como en mujeres en un lugar

intermedio-bajo con relación al entorno europeo (Boyle P y col. 1995); los registros

españoles presentan en este tumor unos valores similares (Rubio 1991). Ambos registros

quedan alejados de las cifras mundiales más altas que alcanzan un valor en la tasa

estandarizada de 33.1 por 100.000 y año (Australia, Nueva Gales del Sur) en hombres y

29.8 por 100.000 y año (Nueva Zelanda no maories) en mujeres.

Esas diferencias en la incidencia son tradicionalmente atribuidos al fototipo de piel de

nuestra población,  que es Mediterránea (III-IV en la clasificación de Fitzpatrick)

El fototipo de la población isleña, III-IV, así como otras características ( pelo negro, ojos

marrones..), nos protegen del elevado número de horas del sol que afecta a las islas y da

como resultado unos valores de incidencia  de melanoma netamente alejado de la media

mundial.

1.  Edad

Respecto a la distribución por grupos de edad, en nuestra revisión encontramos que el

mayor numero de casos  se distribuían en el segmento de edad comprendido entre 50 y 80

años (68’6%), con una media de edad al diagnostico de 65.94 años (rango, 24-94),
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referencias tabla 3.2.1.y figura 3.2.1.. Las estadísticas a nivel mundial ( Popescu y cols.

1990), muestran que el pico de incidencia ocurre entre 30 y 60 años y con una media de

diagnostico de 53 años.

En un estudio realizado en pacientes de melanoma en el sur español señala una edad media

de 51,7 años (rango, 20-79), (Rodenas Lopez JM y col 1996).

Como vemos, tanto en referencia a la población mundial, como a la peninsular, nuestra

casuística refleja que el melanoma en la C.A.C. afecta a individuos de  mayor edad

Si realizamos una comparación de la edad separada por sexos, el mayor numero de casos en

varones lo encontramos entre 51 y 60 años (9 casos) y entre 71 y 80 años (9 casos). En

cambio, en mujeres, nos encontramos que el pico de incidencia aparece entre 61 y 70 años

(23 casos), seguido por el segmento entre 71 y 80 años (21 casos).

Al comparar nuestra distribución con lo publicado hasta la fecha (Popescu y col. 1990), se

comprueba que  la distribución de la incidencia por edad en pacientes varones es similar,

con el pico entre 50 y 59 años, mientras que nuestros datos no coinciden en la distribución

en mujeres. Así, estudios internacionales (Popescu 1985), muestran una mayor incidencia

en mujeres en los grupos entre 41 y 50 años, mucho más joven que en nuestra serie donde

la mayor incidencia se da entre 60-80 años. Esta diferencia podría ser atribuida al tipo de

melanoma más frecuente en la población estudiada. En nuestro estudio el tipo más

frecuente es el Melanoma Lentiginoso, el cual se presenta frecuentemente a más edad. Esta

razón también podría justificar el desplazamiento hacia mayor edad en el conjunto de

nuestra serie
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2.  Sexo

En los países donde las tasas de incidencia son las mas altas nos encontramos que los casos

de melanoma cutáneo son muy similares para ambos sexos, aunque ligeramente más

frecuente en el varón (Parkin et al, 1997). Como ejemplos nos encontramos que en

Australia, de los casos registrados  en 1997, los varones eran  33,1 por 100.000 habitantes y

25,7 para las mujeres; en Detroit USA (blancos)  los varones eran 11,2 y las mujeres 7,3

por 100.00 habitantes; en Nueva Zelanda (no maories) varones 25,0 y las mujeres 29,8 por

100.000 habitantes. En Europa donde la incidencia es menor nos encontramos la siguientes

cifras para 100.000 habitantes: Alemania 5,4 varones y 5,7 mujeres, Suecia 11,0 para

varones y 11,1 para las mujeres, España (Zaragoza) 2,3 en varones y 3,3 en mujeres,

Dinamarca 8,8 varones y 11,7 mujeres, Reino Unido (Oxford) 5,8 varones y 7,6 mujeres,

Noruega 14,1 varones y 15,3 mujeres.

Nuestra casuística es muy diferente, ya que nos encontramos un 70,6% de los casos mujeres

y 28,4% de varones (Tabla 3.2.3. y Figura 3.2.3.)

3.   Localización

En nuestra casuística el mayor numero de tumores, se localiza en la cara 62 casos (47,3 %)

(Tabla 3.2.2.), en contra de las referencias mundiales que hablan del tronco en varones

(Franceschi, 1992) y de EEII en mujeres (Osterlind A., 1990). Esta diferencia se sustenta en

que nosotros encontramos mas Melanomas Lentiginosos que Melanomas de Extensión

Superficial, al contrario de las estadísticas mundiales (Clark y col. 1986). A este respecto

encontramos referencias bibliográficas que relacionan la incidencia de los diferentes tipos
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con la cantidad de insolación, así refieren mayor incidencia del M Lentiginoso en personas

con exposición solar continua (Elder DE, 1995), el M Extensión Superficial mas frecuente

en exposición solar esporádica (Green A y cols.., 1993), el M Nodular queda en una

posición intermedia y el Melanoma Lentiginoso Acral, que parece no tiene relación con la

exposición solar (Elder DE 1995). La segunda localización mas frecuente fue la extremidad

inferior (23 casos).

Los mayores incrementos en la incidencia se han descrito en Australia y EEUU en el tronco

para el varón, aunque también se han comunicado incrementos en extremidad superior en

Connecticut, cabeza y cuello e incluso en extremidad inferior. En la mujer el incremento de

la incidencia se encuentra en extremidad inferior (mas debajo de la rodilla) y en brazo, lo

que interpretamos como mayor  exposición solar de las zonas referidas, que se relaciona

con los hábitos de vestir (Gallagher RP 1990)

4.  Lugar de residencia

Nuestro estudio ha sido realizado en un Hospital terciario de referencia para la zona norte

de la isla de Tenerife (con exclusión de la ciudad de Santa Cruz de Tenerife, considerado

centro geográfico), por lo que el lugar de residencia de los pacientes deberían estar

acumulados en esas zonas. En la practica esto no ocurre asi observamos la distribución del

lugar de residencia de los casos estudiados, nos encontramos que la mayoría de casos

pertenecen a la zona centro, así como un número importante de casos en el resto de zonas

no incluidas como zonas de referencia (Figura 3.1.1.4.).

Dentro de la distribución por diferentes tipos de melanoma (Tabla 3.2.4.), lo que llama la

atención es que el M.L.A. no aparece en la zona sur de la isla, siendo mas frecuente en esta
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zona el Melanoma Lentiginoso. Esta distribución podría explicarse por exposición solar

continua de la zona relacionada con la aparición de Melanoma Lentiginosos (Green y col.,

1993)

Si estos datos los relacionamos con la insolación total de las diferentes zonas que

agrupamos, en una media sacada por en observatorio Meteorológico de Tenerife durante los

años comprendidos entre 1961 y 1992, encontramos que la insolación en el Aeropuerto

Reina Sofia (Zona Sur-2) es de 7,0 horas, la de el Aeropuerto Los Rodeos (Zona Norte-1)

es de 6,5 horas, la del Puerto de la Cruz (limite de Zona Norte-2)  es de 5,2 horas al dia, en

Santa Cruz la insolación total diaria es de 7,8 horas. Si bien conocemos que dentro de la

zona sur el aeropuerto Reina Sofía no es muy representativo a tener mayor nubosidad que

el resto de la zona.

También hay que tener en cuenta los diferentes hábitos tanto profesionales como lúdicos,

que presentan las poblaciones estudiadas, ya que en la zona centro son mayormente trabajos

con techo y las actividades con exposición solar son mayormente en épocas mas estivales,

es decir que estaríamos ante exposición esporádica lo que lleva a un mayor riesgo de

melanoma (Osterlind 1988). En cambio en el resto de zonas, nos encontramos con

poblaciones cuya profesión es mas de cara al aire libre (agricultura, pesca, ...), a la vez que

se acompaña de la exposición continua al sol por su tipo de vivienda (unifamiliares con

jardín, huerta...),  actividades sociales y deportivas, por lo que según referencias

bibliográficas deberían estar aumentados los casos de ML, aunque según autores, la

exposición continua podría ser un factor protector (Osterlind 1988 y Elwood JM 1985)
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4.1. 2.  DISCUSIÓN DE LA MUESTRA SEGÚN LOS TIPOS CLÍNICOS.

1. Lentigo maligno melanoma

En este estudio aparecen 59 casos de Lentigo Maligno, lo que supone el 45% de todos los

casos, si descartamos los casos no invasores tenemos 15 pacientes es decir un 17,24%.

Estas cifras son claramente superiores a la media de la mayoria de autores que estipulan los

casos de LMM entre el 5 y el 15% de los casos totales.

Se calcula que entre el 5 y el 15% de los casos de LM, evolucionan a LMM.

1.1.   Edad

La edad de los casos estudiados de LMM concuerda con los casos de la literatura mundial,

con la mayoria de casos entre 51 y 80 años. Aparecen un numero de casos importantes

(8%), en edades jóvenes lo que ocurre en climas templados donde la exposición solar se

hace forma continua a lo largo del año.

1.2.  Sexo

La mayoría de los casos son mujeres entre el 72 y 60% si consideramos casos totales o solo

los invasores respectivamente. La casuística mundial da un 75% de casos de LM en

mujeres, lo que concuerda con nuestra estadística.

1.3.  Localización

La aparición mas frecuente es la facial, en torno, al 80% de los casos, lo que esta de

acuerdo con las referencias bibliográficas mundiales.
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2.  Melanoma extensión superficial

Los casos de M E S fueron 37 lo que supone el 28,2% de todos los casos y 42,5% si

descartamos los casos no invasores de LM.

 Estas cifras son claramente inferiores a las series mundiales que consideran que los casos

de MES son entre el 50 y el 70% de todos los casos (Barnhill y col 1993).

Popescu y col 1990, consideran las cifras del Melanoma de Extensión Superfial en torno al

61% del total de melonamas invasores.

2.1.  Edad

En nuestro estudio encontramos la mayoría de casos entre 30 y 80 casos, con un incremento

en la década de los 50, esto difiere con la literatura que refiere la mayoría de casos entre 40

y 60 años de edad (Popescu y col 1990).

2.2.  Sexo

Suele aparecer por igual en ambos sexos, en cambio en los casos registrados en el HUC nos

encontramos que el 72,4% eran mujeres y 27,6% eran varones, claramente diferente a otras

estadísticas.

2.3.  Localización

La localización mas frecuente en mujeres son las EEII y en los varones la espalda. Esto
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esta de acuerdo con nuestros resultados ya que en nuestra casuística tenemos que de las

mujeres 9 casos estaban localizados en EEII, 6 casos en EESS, 4 casos en el tronco y 2 en

la cara. En los varones tenemos 4 casos en tronco, 2 en cara y 2 en EEII.

3. Melanoma nodular

Los casos de MN fueron 23, lo que supone el 17,5% del total de casos y el 26,4% si

descartamos los LM.

Las series mundiales consideran que los casos de MN son entre el 10 y 15% (Barnhill y col

1993), por lo que nuestra casuística es bastante similar.

3.1.  Edad

En nuestro estudio, la edad de los pacientes era mas frecuente entre 31 y 80 años, con picos

de mayor incidencia en las décadas de 50 y 70 años. En la literatura la edad mas frecuente

esta entre 45 y 55 años. Nosotros, sin embargo, entre 41 y 50 años no tenemos registrado

ningún caso de MN.

3.2.   Sexo

En nuestro estudio el 69,6% de los casos de MN eran mujeres y el 30,4% eran varones,

cosa que tampoco esta de acuerdo con la casuística al uso, ya que en ella aparecen en

porcentajes similares.
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3.3.  Localización

La localización mas frecuente era la cara (34%), luego el tronco (26%) y luego las piernas

(21,7%), coincidiendo con la referencias mundiales.

4.  Melanoma lentiginoso acral.

En nuestra revisión tenemos 12 casos de  MLA,  lo que supone el 9,1% del total y el

13,79% si descartamos los LM.

La estadística mundial consideran que los casos de MLA están entre el 5 y el 9% de los

casos totales de melanoma

4.1.   Edad

La edad media al momento de diagnostico está entre 40 y 50 años, nosotros encontramos

una incoidencia mayor entre 41 y 50 años (25%), siendo igual (16,6%) para las decadas de

50, 60 y 70 años.

4.2.  Sexo.

La incidencia de mujeres en MLA fue en nuestro estudio del 58,3% y la de varones el

33,3%,  diferente a las medias mundiales donde los casos de varones y mujeres son

similares.
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4.3.  Localización.

Es mas frecuente en las plantas de los pies que en las palmas de las manos, pero el número

de  lesiones ungueales es similar en ambas localizaciones. En nuestra casuística nos

encontramos que el 53% asienta en EEII y el 15% en EESS, lo cual resulta concordante.

4.1.3. COMPARACIÓN DE LOS DIFERENTES TIPOS DE MELANOMAS.

1. Edad

Nos encontramos que casi el 70% de los casos están entre 51 y 80 años, con claras

diferencias según refleja la Figura 3.3.1. para los distintos tipos, con uniformidad relativa

en los MLA y MN y con picos de incidencia para el MES y el LMM

2. Sexo

Todos los tipos presentan mayor incidencia de casos en las mujeres que en los varones,

siendo casi un 70% para los casos de LM, MES, Mn y del 58,3 para el MLA

3. Localización

Los casos de MLA estan localizados en EE y los de LMM en cara el resto de tipos clínicos

(MN y MES) tenían una distribución mas homogénea, por la superficie corporal.
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4. Lugar de residencia

Llama la atención, observando la tabla 3.3.4. o la figura 3.3.4., que no existía ningún caso

de MLA que resida en las zonas Sur de la isla, así como que la mayoría de los casos de

LMM residían en la zona centro norte de la isla

4.1.4. DISCUSIÓN DE LAS CLASIFICACIONES PRONOSTICAS

HISTOPATOLÓGICAS Y CLÍNICAS

1. Niveles de Clark

Clark en 1969 estudió la mortalidad a los 5 años para cada grado, encontrando  el 8% para

el grado II, el 35% en el grado III, el 46% en el grado IV y el 52% en el grado V. En otra

serie, valorando la posibilidad de metástasis encontraba el 32% de pacientes con grado III,

67% en los que presentaban grado IV y 66% en los de grado V (Holmes y col 1976). Por

último, Buttner y cols, en 1995, dan como supervivencias a 10 años en melanomas que

están en estadio I, es decir enfermedad localizada,  las  siguientes, en relación con los

grados de Clark:

Nivel  I de Clark ( estadio 0 de la AJCC): 100% de supervivencia

Nivel  II      “           96% “   

Nivel III      “           86% “

Nivel IV      “                                                66% “

Nivel V       “                                                53% “
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2. Indice de Breslow

Se ha encontrado una supervivencia del 98% para el primer grupo, entre 44 y 66% para el

tercero y muy discutido para el segundo (Breslow y col 1978). La posibilidad de metástasis

en los tres años siguientes a la extirpación primaria también ha sido evaluada considerando

0% para el primer grupo, 25% para el segundo grupo y de 51 % para el tercero (Balch y col

1978).

3.   Comparación de los estadios histopatológicos.

Como podemos ver en la tabla 3.4.1. los diferentes índices histopatológicos presentan una

valoración diferente, por lo que no tienen equiparación los datos entre si.

4.  Concordancia de las clasificaciones pronósticas.

Observamos que  las hojas pronosticas de Cochran y Hardmeier son similares en los casos

de resultados bueno-favorable-incierto pero que son idénticos en los casos de resultado

malo-desfavorable.

5.  Relación de las hojas pronosticas y clasificaciones histopatológicas.

Nos encontramos en la tabla 3.4.3. que no existe relación entre los índices de Clark y

Breslow con las hojas pronosticas de Cochran y Hardmeier, existen pronosticos



Discusión 100

desfavorables con índices de grado II, III, IV y V de forma indiscriminada. Tampoco tienen

relación con las clasificaciones de la UICC y la de la AJCC

4.2.   DISCUSIÓN GENETICA

4.2.1. SONDAS DE SECUENCIA UNICA

1.     P-58

El gen p58 fue descrito por Barber y cols.s. en 1994 en células infectadas por virus

influenza. Se trata de un gen que codifica para una proteín kinasa y que inicialmente se

localizó en el brazo corto del cromosoma 1 a nivel de la banda 1p36. Posteriores estudios

de hibridación también han propuesto que p58 se localiza en el cromosoma 13 a nivel de la

banda 13q32 (Korth y cols., 1996a). Este gen parece estar involucrado en el control del

ciclo celular, concretamente se conoce su actividad inhibidora en la regulación de la síntesis

de proteínas. También se ha demostrado su capacidad in vitro de inducir la transformación

maligna de células humana y de ratón (Korth y cols., 1996b). Este grupo de investigadores

han demostrado, además, que p58 puede adquirir carácter oncogénico merced a su

sobreexpresión (aumento neto en el ambiente intracelular de la presencia de la proteína que

codifica).  Dada su localización y sus propiedades, p58 se relacionó con el desarrollo de

diferentes tumores, entre ellos, neuroblastoma, carcinoma de pulmon, y melanoma maligno

(Eipers y cols., 1991). Recientemente también se ha apuntado su posible relación con otros

tipos de cánceres, particularmente la leucemia aguda (Korth y cols., 1996a)
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La implicación propuesta de p58 en melanoma maligno ha sido observada en nuestro

estudio. Nuestros resultados (Tabla 3.5.1.) detectan amplificación de p58 en 4 de los 20

melanomas analizados (20%) lo que nos permite, de un lado, confirmar la relación

patogenética de la amplificación de p58 con el melanoma, y en concreto con el melanoma

de extensión superficial, y de otro, estimar que este alteración genética no es muy frecuente

en este tipo de tumores.

2.    Int-2 y HST

Estos oncogenes, que pertenecen a la familia de los factores de crecimiento fibroblástico, se

ha implicado de forma importante en la aparición de tumores epiteliales. Se localizan en el

brazo largo del cromosoma 11, concretamente en la banda q13, próximos al gen de la

ciclina D1 (Vogesltein y Kinzler, 1998).

Tsuda y cols. (1988) describieron la amplificación del oncogen HST en el 42,1% de los 19

carcinomas escamosos del esofago que estudiaron. También se han referido

amplificaciones de estos oncogenes en otros tumores como el de  mama (Yoshida y cols.

1987; Theillet y cols., 1989) , el carcinoma hepático (Hatada y cols. 1988), mientras que no

se ha encontrado esta alteración de hst en adenocarcinoma gástricos o tumores testiculares

(Strhmeyer y cols., 1991) o en carcinoma colorectal. Posteriormente, Yoshida y cols.

(1993) describieron que el conjunto de genes localizados en 11q13 (int-2, hst y

cyclinD1/prad1) estaba amplificado en el 50% de los tumores esofágicos analizados. Este

grupo de investigadores sugieren que, en el carcinoma esofágico, el elemento principal en

el proceso de genésis tumoral, no es tanto la amplificación génica de hst-int-2 sino el

elevado nivel de transcripción del gen de la ciclina D1. El mismo fenómeno de co-
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amplificación de hst y cyclinD1 se ha observado en el 12,5% de un grupo de 40 casos de

carcinoma epidermoide de cabeza y cuello (Volling y cols., 1993).

En el melanoma, sólo se tiene constancia de un estudio por Adelaide y cols. (1988) donde

también se ha detectado la co-amplificación de hst e int-2.

Nosotros nos encontramos que, de los 20 casos de melanoma de extensión superficial

estudiados, 5 estaban coamplificados (25%), 8 estaban amplicados para HST o para Int-2

(40%), elevandose así el % de tumor que presentara amplificación de alguno de estos dos

oncogenes al 65% de los melanomas estudiados, por lo tanto quedan 7 que no presentaron

amplificación  (35%), (Tabla 3.5.4.).

Dado que los oncogenes amplificados pertenecen a la familia de los genes que codifican

factores de crecimiento fibroblastico, es razonables suponer que un exceso de estos genes,

produciría un incremento en la cantidad de proteina tanto extra como intracelular. Esta

circunstancia, que está implícita en la proliferación tumoral sera mas evidente en aquellos

tumores de componente celular eminentemente fibroblásticos. Esto explicaría la alta

incidencia (50% coamplicación) en neoplasias esofagicas. Mientras que en el caso nos

ocupa, melanoma extensión superficial, el papel del crecimiento fibroblastico, aunque

presente, no es tan acusado, de ahí, que los fenomenos de coamplificación no sea tan

frecuente, alcanzando un nivel del 25% de los casos estudiados.

Por otro lado, hemos encontrado que la amplificación de uno delos los dos oncogenes es un

fenomeno menos frecuente, ya que unicamente el 35% de los casos no presentó ningún tipo

de amplificación.

La significación pronostica de este tipo de alteración génica está por aclarar. A este

respecto se han descrito correlaciones clínicas que asocian las coamplificaciones con el mal

pronostico. Volling y cols.. en 1993 encontraron  que en tumores epitelíales de cabeza y
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cuello, los pacientes con estadio III y IV que presentaban coamplificación tenían menor

supervivencia.

4.2.2. SONDAS CENTROMERICAS

Las alteraciones citogenéticas de tipo numérico son las más frecuentes en los tumores

sólidos. Estos cambios en la dotación cromosómica son, en la inmensa mayoría de las

ocasiones, ganancias de cromosomas. El aumento numérico no se corresponde con

aumentos de la dotación completa, es decir, los pares cromosómicos no se ven afectados de

forma  generalizada ni aleatoria. Se desconoce el efecto real sobre el fenotipo tumoral de

las trisomías y otras ganancias múltiples cromosómicas, pero es un hecho conocido que

pueden y deben ser consideradas como marcadores genéticos tumorales. Por ejemplo, la

trisomía 7 es un fenómeno genético frecuente en tumores renales y nerviosos, pudiendo

también aparecer en tejido epitelial próximo a la zona tumoral (Cigudosa y cols., 1991).

La revisión de la literatura sobre alteraciones cromosómicas en melanomas (Heim y

Mitelmna, 1994) nos indica que los pares que aparecen afectados con mayor frecuencia son

los cromosomas 1, 6, 7,9,10 y 11.

De forma más detallada podemos resumir la información publicada en lo siguiente:

- La alteración mas frecuente aparece implicando al cromosoma 1, mas concretamente en

1p12-q12, y se interpreta como pérdida a del brazo corto y ganancia del largo (Morse y

cols. 1994).

- En el cromosoma 6, además de alteraciones numéricas, se han encontrado

translocaciones y deleciones del brazo largo (Trent y cols. 1989, Millikin y cols. 1991).
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- Los cromosomas 7 y 10 aparecen implicados en forma de trisomías y tetrasomías

(Mitelman y cols. 1994).

- En el 20% de los melanomas malignos con alteraciones en el cariotipo, se encuentra

anormalidades en el cromosoma 9 (Fountain y cols. 1992).

- En el estudio realizado por Trent y cols.. en 1990, también se demostró la implicación

del cromosoma 11 y se obtuvieron datos que hicieron proponerlo como factor de mal

pronóstico.

Nosotros encontramos polisomia de los cromosomas 1, 6, 7 y 10 (tabla 3.5.9.), para todos

los casos estudiados de melanoma de extension superficial no familiar, aunque en grado

diferente. A efectos puramente decriptivos, hemos diferenciado los casos en alto y bajo

grado de polisomia, para los casos que tuvieran mas o menos de 30% de los nucleos con

mas de 3 señales, respectivamente.

Para el cromosoma 1, nos encontramos que en los casos estudiados solo uno de ellos tenía

el 28,8% de núcleos con mas de 3 señales (polisomia de bajo grado o mederada), mientras

que el resto superaba el 30% llegando al 55,7% en un caso (tabla 3.5.5).

Para el cromosoma 6,  nos encontramos que el número de núcleos con mas de 3 señales va

desde el 12% hasta el 33,8%. Solo dos casos superaron el 30% uno con 30,2 y otro con

33,8%, mientras que los otros 6 casos restantes presentaron polisomía de bajo grado o

moderada,  (tabla 3.5.6.).

Para el cromosoma 7, nos encontramos que el numero de núcleos con mas de 3 señales iba

desde 28% hasta el 79,5%. De los 8 casos, sólo uno presentaba polisomia moderada (el

28% de los núcleos eran polisómicos), mientras que el resto de las muestras mostraba una

proporción de nucleos polisómicos en torno al 70%.(tabla 3.5.7.). Esta es la polisomia mas

evidente en nuestro estudio.
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Para el cromososma 10, el numero de nucleos con mas de 3 señales van desde el 7,9% hasta

el 40,4%. Solo uno de los casos presentaba mas del 30% de nucleos con mas de 3 señales.

(tabla 3.5.8.).

Por lo tanto, en nuestro estudio se observa una marcada diferencia en los 4 cromosomas

estudiados. El cromosoma 6 y el 10 presentan polisomia moderada con un 23 y 20%,

respectivamente, de núcleos con mas de 3 señales. En cambio, los cromosomas 1 y 7

presentan polisomia muy marcada, con un 38% y 58% de núcleos trisomicos,

respectivamente.

4.3.  COMPARACIÓN DE LOS RESULTADOS CLÍNICOS, HISTOLÓGICOS Y

GENÉTICOS

Con relación a lo expuesto en la tabla 3.6. encontramos que la casi totalidad (exepto uno),

de los casos con positividad para ambos, Int-2 y HST, tenían pronostico incierto o

desfavorable, en la clasificación pronostica establecida por Hardmaier, pero cuando solo

uno de ellos era positivo, nos encontramos que 1 era favorable, 4 eran inciertos y 3

desfavorables.

No hemos podido encontrar, como en el caso de los tumores de esófago, una corelación de

co-amplificacion de estos dos oncogenes, HST e Int-2, con un  mayor grado en la

clasificación de Clark y Mihm.
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