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ANTECEDENTES

Como consecuencia de los continuos progresos en el conocimiento de la
biologia celular y molecular de los tumores, surge la necesidad de buscar nuevos
marcadores bioldgicos capaces de aportar una informacién adicional a los parametros
patologicos habituales.

Dichos hallazgos ayudarian, tanto a clinicos como a no clinicos a establecer un
diagnéstico adecuado y definir grupos de pacientes cuyos tumores presenten
determinadas caracteristicas, ya no solo morfolégicas y estructurales, si no también
genéticas y moleculares, que se puedan beneficiar de una terapia mas adecuada y
efectiva.

El melanoma representa una de las neoplasias més agresivas en humanos. Su
incidencia ha incrementado significativamente en décadas recientes, el mecanismo de
progresion aun no se ha determinado, y el interés por descubrir nuevos agentes contra
blancos moleculares aun esta en estudio.

El factor de crecimiento endotelial y el c-Kit (protein tirosin cinasa y protein
tirosin cinasa) estan involucrados en la iniciacion, crecimiento, diferenciacion,
migracion, adhesién y progresién tumoral de algunas neoplasias humanas, tal es el
caso de Melanoma.

El tratamiento disponible en la actualidad es limitado e incluye diversas
modalidades como cirugia, quimioterapia, inmunoterapia y radioterapia externa.

Con los nuevos descubrimientos en la biologia molecular, asi como en la
genética ha permitido la clasificacion molecular de esta neoplasia y recientemente con
la busqueda y creacion de nuevos farmacos, en especial contra blancos moleculares,
como lo son el C-kit y el VEFG se han abierto nuevas expectativas de tratamiento.

En el desarrollo y progresion del melanoma ha sido de interés la blusqueda de
factores moleculares encontrando asi c-Kit y VEGF en melanocitos normales, en
melanomas tempranos y metastasicos, presentando mayor expresividad en el subtipo
acral lentiginoso, representando asi un probable factor prondstico adverso.

Es por ello imperativo analizar la expresion por inmuhohistoquimica del c-Kit y
del VEFG en el Ganglio centinela positivo de pacientes con melanoma ya que este
indica de manera directa el status ganglionar y da pie a la busqueda de una probable
alternativa terapéutica.



INTRODUCCION.

El melanoma es una neoplasia de pigmento producido en las células
(melanocitos) localizado predominantemente en la piel (90%), pero ademas puede
afectar ojos, tracto gastrointestinal, meninges cavidad oral, mucosas y genitales.

La melanogénesis es el proceso mediante el cual la célula normal (melanocito)
se transforma en célula maligna, debido a mutaciones genéticas progresivas que
llevan a la alteracion en la proliferacion celular, diferenciacion y muerte.

El melanoma cutaneo primario se desarrolla a partir de un precursor nevo
melanocitico (comun, congénito, atipico o displasico) y hasta el 60% se desarrolla de
novo (no-lesién preexistente)

La causa primaria del melanoma es por exposicion a rayos UV, pero existen
otros factores de riesgo que incluyen piel blanca, factor hereditario, edad y raza. (1)

El melanoma constituye la forma mas letal de cancer de piel y actualmente
representa el séptimo lugar en cuanto a incidencia en USA. Se predice para este afio
2008 se diagnosticaran 62480 nuevos casos de melanoma con una mortalidad 8420.
Actualmente mas de 1.3% de los americanos desarrollard melanoma a lo largo de su
vida. (2)

La incidencia del Melanoma se ha incrementado a través del tiempo y en los
ultimos 2 decenios se han triplicado debido a diversos factores ambientales y a su
mayor deteccidn en etapas tempranas permitiendo asi la curabilidad en este grupo de
pacientes.

El riesgo de presentar melanoma en USA en el afio 2000 fue de 1/58 hombre
y de 1/82 mujeres, con un rango promedio de presentacion de 45-55 afios. (3)

En México el cancer de piel ocupa el segundo lugar de frecuencia segun el
Registro  Histopatolégico de las neoplasia malignas (2003) para las mujeres
representa el segundo sitio de frecuencia, mientras que para los varones el primero. .

En los tres dltimos decenios el melanoma ha aumentado su frecuencia en
varios lugares del mundo hasta en 400%; en nuestro pais se carece de estadisticas
confiables, sin embargo, se reporta un promedio anual de 1031 casos nuevos
ocasionando la muerte de 389 pacientes, segun el registro histopatolégico de
neoplasia malignas (2003) de los cuales 474 fueron hombres, y 557 mujeres, con una
incidencia de 0.22/100 000 habitantes. En cuanto al género no se observé diferencia
significativa en la tasa de mortalidad ya que para el varén se estimé en 0.26 y para la
mujer en 0.22. sin embargo, el grupo de edad més afectado fue mayor de 65 afos,
tanto en varones como en mujeres.

En la clinica de melanoma del INCan este aumento también ha sido evidenciado con
un desarrollo de casi el 500% en los ultimos afios. Representando un promedio anual
de 74 (2002) a 99 casos (2003) a 108 casos (2007),



Si bien el melanoma no representa un problema de alto impacto para la salud
publica, es importante notar que cada afio habrd cuando menos 1000 nuevos casos Yy
389 muertes a nivel Nacional. (4,5)

El sistema de clasificacion tradicional se ha centrado en el sitio de origen, profundidad
del tumor, subtipo histolégico. EI melanoma cutdneo se ha clasificado en 4 grandes
subgrupos:

Melanoma de diseminacion superficial
Melanoma nodular

Melanoma lentigo maligno

Melanoma Acral lentiginoso.

En México existen varias diferencias con el resto del mundo, una de ellas es la
frecuencia de presentacion de los diferentes patrones clinicos-patologicos.

Los distintos subtipos estan basados en sitio anatémico y caracteristicas
histopatologicas.

En nuestro pais el predominante es el tipo Acral Lentiginoso (51- 55%) mientras que
en los paises caucésicos representa no mas del 10%

SUBTIPOS Literatura mundial | México
Diseminacion 70% 14%
Superficial

Nodular 15-30% 34%
Lentigo Maligno | 4-10% 1%
Acral lentiginoso | 2-8% 51%

El Melanoma Acral Lentiginoso, reconocido inicialmente por Reed en 1976 (6)
es un tipo de melanoma con fase de crecimiento radial que ocurre en superficies
plantares, palmares, subungueales y ocasionalmente en mucosas. Histolégicamente
consiste en una proliferacién de células a lo largo de la unién dermo-epidérmica, las
cuales muestran nucleos prominentes e indices amplios citoplasmicos nucleares, de
manera caracteristicas se asocian con incremento en la produccién de granulos de
melanina, lo que llena y destaca las extensiones dendriticas de las células. (7)



Actualmente se desconocen totalmente los efectos genéticos y bioquimicos
que transforman al melanocito (una célula que raramente prolifera en la piel adulta
normal), en una célula capaz de replicarse, dando lugar a un tumor muy invasivo y a
menudo fatal, la etiologia del melanoma cutaneo probablemente sea multifactorial
implicando efectos complejos de la exposicion intermitente a la radiacion UV
combinados con el genotipo, fenotipo y a la inmuno competencia de cada individuo. La
progresion bioldgica del melanoma refleja una alteracion progresiva en el
complemento genético del melanocito, que en estado no transformado dispone de
barreras multiples e independientes para la transformacién oncogénica. La rotura de
estas barreras depende del acumulo gradual de alteraciones irreversibles en un
namero desconocido de genes. (8, 9)

Existen modelos de desarrollo y progresion del melanoma que correlacionan
los estadios con las alteraciones biolégicas y acumulativas. Las caracteristicas
fundamentales del melanoma que se derivan de esta progresion son la relacion entre
los nevos con alteraciones arquitecturales y atipia citolégica (nevos atipicos o
“displasicos”) con el melanoma , el aumento de la proliferacion de los melanocitos
dentro de la epidermis y la asuncion por parte del tumor de la competencia para invadir
la dermis, proliferar en ella y desarrollar su capacidad metastdsica La adquisicion
progresiva de estas caracteristicas implica una serie de acontecimientos complejos
gue se derivan de alteraciones moleculares en una subpoblacién o clona celular.
Estas alteraciones se producen en dos tipos de genes: genes supresores tumorales
cuyas funciones son suprimidas, disminuidas o alteradas y oncogenes dominantes
cuyas funciones son activadas, aumentadas o modificadas. (10, 11)

INICIACION.

La induccion de una inestabilidad genética mantenida dentro del genoma del
melanocito representa un acontecimiento critico para el desarrollo del melanoma. La
inestabilidad genética es la primera fase de la progresiébn molecular, existen varios
genes implicados localizados en cromosomas 1,6,7,9,11 y 22.

Existe evidencia suficiente que implican a 1 o mas genes supresores tumorales
localizados en la region p21 de cromosoma 9 en las fases precoces del desarrollo del
melanoma tanto esporadico como familiar. Detectandose asi deleciones en la region
9p21 (46-73%) en melanoma esporadico. En esta region critica se ha localizado un
gen supresor tumoral el inhibidor de la cinasa dependiente de ciclina (CDKNZ2) cuyas
deleciones hemi y homocigoéticas son frecuentes tanto en melanoma metastasico
cultivados (18%) como no cultivados (22%) , también se observan mutaciones
intragénicas de CDKN2 en lineas celulares de melanoma (16-40%) . el gen CDKN2
codifica una proteina de 16 KD (p16) que inhibe la cinasa dependiente de la ciclina 4
y 6; cuando la proteina pl6 se une al CDK4 y al CDK6 se suprime la transicién de G1
as. (12,13)



ALTERACION DE LA PROLIFERACION

La transicion de la fase GO a G1 y S en las células del melanoma parece
implicar la evolucion de las células que han perdido el control sobre la transicién G1 a
S debido en parte a defectos en las proteinas reguladoras del ciclo celular (proteina
pl16, p15, CDK4,CDK®,) estos tipos de defectos pueden dar lugar al acortamiento del a
fase G1 y a la entrada inadecuada en la fase S, durante la proliferacion normal o
inducida por ultravioletas, lo que predispone al dafio genético del melanocito. (14)

EVOLUCION DE LA INESTABILIDAD

El genoma del melanocito puede ser lesionado por un dafio endégeno debido
a la diseminacién de las pirimidinas, la generacion de radicales libres oxidativos, la
infidelidad en la replicacion del ADN, etc. La inhibicién de la reparacion del ADN se
relaciona directamente con la induccién del cancer. Sin embargo puesto que los
melanocitos epidérmicos normalmente se dividen solo de forma ocasional en la piel
del adulto, el dafio espontaneo del ADN probablemente tiene escasas consecuencias
en la tumorigénesis. Pero si el melanocito se ve inducido a dividirse, los defectos del
ADN contribuiran a su transformacion. (15)

GENES IMPLICADOS

La integridad estructural del genoma se mantiene por un sistema de controles
del ciclo celular cuya pérdida constituye un paso critico en la tumorigénesis. El gen
supresor tumoral p53 tiene un papel central en este mecanismo, puesto que su
funcion primordial es determinar la detencion del ciclo celular o la produccién de
apoptosis en respuesta a la lesién del genoma e impedir la propagacién de defectos
genéticos por parte de la célula. El defecto méas frecuente del p53 son mutaciones
puntuales en regiones conservadas del gen que suprimen la funcion normal de la
proteinas p53 y da lugar a su acumulo en el nicleo y en el citoplasma de la célula. El
aumento de los niveles de p53 induce directamente la transcripcion del gen WAF1
cuyo producto: la proteina p21, potente inhibidor de numerosas cinasas dependientes
de ciclinas G1 (CDK). La inhibicion de la actividad enzimética de ciclinas induce una
detencion temporal del ciclo en G1 que permite que tenga lugar una reparacion del
ADN antes de que se produzca la division celular. La pérdida funcional de los puntos
de control debido a los defectos de p53, CDK4 6 ciclinas da lugar a la progresion de la
tumorigénesis .(16)

También podrian estar implicados en la supresion de la apoptosis defectos de
otras proteinas tales como Bcl.2 (17)

Laure et al observd que la mutacion del gen c-KIT en modelos murinos
resultaba en una transformacién maligna con produccion de tumor similar al
melanoma amelanico. Lassan y Bickford, Natali et al, y Zakut sugirieron que la
expresion del c-Kit decrece progresivamente durante el crecimiento local del tumor a
la invasion. (18,19)

Los cambios moleculares asociados con el melanoma de crecimiento radial a
crecimiento vertical no han sido del todo definidos. Se ha demostrado previamente
que la expresion de moléculas adhesinas MCAM/MUC18 se correlaciona



directamente con el potencial metastasico del melanoma. Sin embargo en esta
progresion se ha determinado que la perdida de expresion del c-kit es un factor
importante. Todo ese proceso es regulado por el AP2. De igual manera es el que
regula otros genes implicados en la progresién del melanoma como E-caderina,
p21/WAF-1, HER-2, BCI-2, IGF.R1, FAS/APO-1y el receptor de trombina (PAR-1).

De esta forma se propone que la pérdida de AP2 es un evento critico en el
desarrollo del melanoma. Durante este proceso de cambio sigue un trayecto
direccional de cambios de melanocitos a nevo, de fase radial a fase vertical hasta el
fenotipo metastasico, el mecanismo sin embargo aun no ha sido dilucidado. (20)
FIGURA 1.

C-KIT

El descubrimiento a principios de los 80°que mutaciones de oncogenes
especificos que alteran la actividad enzimatica de las proteinas involucradas en las
vias de regulacién del ciclo celular podrian ser usadas como dianas para la inhibicién
del crecimiento tumoral, dio lugar al desarrollo de una series de farmacos con
capacidad inhibitoria méas o menos especifica en las diferentes vias de transduccién de
sefales.

El c-KIT (CD 117) es una glicoproteina transmembrana de 145 KDa con
actividad tirosin-quinasa estructuralmente similar a PDGF o a MCSF que expresa en
las células hematopoyéticas, células intersticiales de Cajal, germinales, mastocitos y
melanocitos.

El c-kit es un proto-oncogen localizado en el cromosoma 4 (4q11-12,), préximo
al gen del receptor de crecimiento epidérmico (EGFR) y también al receptor del factor
de crecimiento derivado de plaguetas (PDGFR). Este proto-oncogen produce una
proteina de su mismo nombre, también denominada factor receptor de células
progenitoras, funciona como un receptor con actividad tirosin-quinasa. Es el homologo
celular normal del producto del oncogén virico V-Kit y pertenece a la sublclase Il de la
familia de receptores de tirosina quinasa.

CD 117 es un epitopo localizado en el dominio extracelular del receptor KIT.
Es estructuralmente similar a otros receptores con actividad tirosin-quinasa con
posibilidades oncolégicas, como el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGFRs) Ay B, CSF1R (factor estimulantes de colonias ) y otros. El receptor posee
un dominio extracelular con cinco regiones de tipo Ig-like, una region Unica
transmembrana y un dominio intracitoplasmico con actividad tirosin-quinasa. (21) VER
FIGURA 2

El ligando para Kit se conoce como SCF (stem cell factor), la activacioén del
receptor se produce como consecuencia de un proceso de homodimerizacion; este
proceso provoca una serie de cambios estructurales en el receptor que determinan
una activacién del dominio con actividad quinasa de KIT y fosforilacion de numerosas
proteinas. (22)



El resultado final de la activacion es la génesis de una serie de sefiales que
actlan sobre procesos cruciales en la tumorigénesis como la proliferacion celular,
adhesion, apoptosis y diferenciacion. En el tejido normal; el receptor tirosin-quinasa y
su factor de crecimiento, conocido como el factor de la célula madre SCF, son
esenciales para la hematopoyesis, la melanogénesis y la fertilidad. Se ha demostrado
gue la activacion del KIT juega un papel critico en las diferentes funciones celulares
antes mencionadas. (23, 24)

El SCF o ligando del c-Kit estimula la migracién, proliferacion y diferenciacion
de melanocitos en ratas, su pérdida conlleva a la ausencia de melanoblastos,
sindrome anémico, lesiones no pigmentadas, deficiencia en células mastociticas y
esterilidad. El SCF puede ser producido en la piel por queratinocitos , fibroblastos y
células endoteliales. SCF esta compuesta de un dominio extracelular, uno
transmembrana y uno citoplasmatico. EI SCF es expresado en células endoteliales y
gueratinocitos y en menor frecuencia en melanocitos basales,.(25) FIGURA 3

C KIT Y MELANOMA.

C-KIT (CD 117) codifica un receptor de tirosin kinasa cuyo ligando es SCF (
Stem cell Factor) o también conocido factor de resistencia (SLF) o Kit ligando, regula
MAPK y PI3K (fosfatidil inositol 3 kinasa), fosfolipasa C, Src y MITF (factor de
transcripcién asociada a microftalmia). Kit-SCF es esencial para el desarrollo del
melanocito, diferenciacion, proliferacion, sobrevida y migracion. SCF es un mitégeno
gue causa incremento en la produccion de melanina en melanocitos normales. Los
melanocitos normales son dependientes de sefalizacién del c-Kit para sobrevida
pero este efecto se pierde en células névicas. La mutacion hereditaria del C-KIT lleva
al piebaldismo caracterizado por pérdida de melanocitos y otras anomalias. (26)

La activacion del C-kit también se ha visto involucrado en otros canceres, en
diversos mecanismos de accion, la expresion del c-Kit en melanoma es extenso y
variado, sin embargo no existe correlacion consistente entre la expresion del c-Kit y
variables del melanoma (espesor, invasion, ulceracion, edad, sitio, sexo). De igual
manera su expresion no constituye un valor prondstico en el periodo libre de
enfermedad. (27)

Tres mecanismos generales de activacion del C-Kit se han visto implicados en el
desarrollo del tumor:

1.- Estimulacion autécrina y/o parécrina del receptor por los ligandos SCF
2.- Activacion por otras quinasas y/o pérdida de regulacion de la actividad fosfatasa
3.- Adquisicion o activacion de mutaciones.

Mutaciones en el proto-oncogen ocasionan alteraciones en la
PIGMENTACION, tumores del estroma Gastrointestinal, hiperplasia de mastocitos,
leucemias, cancer de mama, cancer de células pequefias de pulmén y tumores
germinales.

El papel de este proto-oncogen juega un papel en el desarrollo y progresion
del melanoma encontrando su expresion en melanocitos normales, en melanomas



tempranos y metastasicos, sin embargo, la variedad acral lentiginoso fue la que mayor
frecuencia expres6 C-Kit. (75%) (28)

A pesar del aumento en la incidencia del melanoma, las bases moleculares del
desarrollo contintan sin dilucidarse, aunque los nevos melanociticos y en particular los
displadsicos son importantes en el desarrollo del melanoma, no se conocen las
alteraciones moleculares.

Estudios sobre el crecimiento tumoral han mostrado que la progresion
depende de angiogénesis, responsable de suministrar nutrientes y oxigenacion al
tumor.

La angiogénesis se define como el crecimiento de nuevos vasos sanguineos a
partir de otros preexistentes, en el caso de las neoplasias es inducida por las propias
células tumorales. La angiogénesis es un proceso necesario en el crecimiento tumoral
ya que permite no sélo el aporte de oxigeno y nutrientes sino también el paso de
células neopléasicas al torrente sanguineo para diseminacion metastasica. La actividad
angiogénica es considerada como factor prondstico .

En la angiogénesis existe un equilibrio entre los factores activadores e
inhibidores. El factor de crecimiento en endotelio Vascular (VEGF) es una citocina
multifuncional que favorece la proliferacion de las células endoteliales, induce la
formacion del factor estimulador de la uroquinasa plasminégena que permite la
transformacién del plasminégeno en plasmina (factor de degradacion de la matriz
extracelular) y activa las colagenasas intersticiales, lo cual facilita la migraciéon de las
células endoteliales y neoplésicas

Para mantener una idea de la vasculatura, las células tumorales producen o
inducen su produccion a través de otras células, identificandose asi algunos factores
angiogénicos y citocinas. unos que estimulan y otros que inhiben el proceso
angiogénico.

El VEGF también conocido como VPF (factor de permeabilidad vascular) es
una glicoproteina endotelial especifica mitbgena que induce vascularizacion
propiciando el crecimiento tumoral. Recientes estudios han demostrado que la
presencia o incremento de VEGF mRNA es un factor pronéstico adverso para
algunos carcinomas de colon, géastrico y en el melanoma.

Existen varios factores angiogénicos que son expresados en células de
melanoma en vivo y se ha documentando que el VEGF juega un papel en la
angiogénesis y progresion en melanoma.

Existen 5 isoformas de VEGF 121, 145,165, 189,206. De los cuales el 165 es
el mas abundante en tejidos humanos y el 121 predomina en melanomas. Se ha visto
gue la expresion del VEGF en diversos estudios fue significantemente alto en
melanoma de crecimiento vertical comparado con melanoma de crecimiento radial,
sugiriendo una correlacién entre VEGF que induce la angio-génesis y la progresion
del melanoma.



Recientemente se ha descrito que ambos el C-Kit y el VEGF son regulados por
el factor transcripcional AP-2, la perdida crucial de ambos lleva al desarrollo del
melanoma. En lesiones melanociticas la expresion de AP2 fue positivamente
correlacionada con c-Kit, sin embargo, la asociacion entre ambas aun no se ha
estudiado.

La evidencia sugiere que la angiogénesis tumoral juega un papel pivote en el
desarrollo, crecimiento, mantenimiento y potencial metastasico del tumor. Podemos
afirmar que VEGF es expresado con alta especificidad en melanoma y no en
lesiones melanociticas proliferativas benignas. (29)

Es importante sefalar que el abordaje terapéutico del melanoma primario Vs
metastéasico es crucial, La distincion clinica de estos al igual que microscopicamente,
es dificil ya que comparten caracteristicas histologicas e inmuno histoquimicas
similares, la diferencia inmuno fenotipica fue observada en la expresién del CD 117,
expresado en células melanociticas normales nevos melanociticos, melanoma in situ
con crecimiento radial, no asi en los melanomas metastasicos, esto probablemente
debido a la teoria de pérdida del CD 117 en depositos secundario de melanoma. (30)

En modelos preclinicos la expresion del c-Kit fue asociado con incremento en
la tumorigénesis y progresion al melanoma metastésico, (mayor letalidad) .acorde a
este reporte el cambio ocurre cuando la fase de crecimiento radial progresa a la fase
vertical, .esto no correlaciona con el papel del c-Kit en tumores del estroma
gastrointestinal. (31)

La explicacién por la pérdida de la expresion génica del c-KIT en melanoma auin no
ha sido determinado, recientes estudios sefalan que la relacién entre el c-KIT y AP2
es directamente proporcional. Huang y colaboradores a ausencia de expresion del c-
KIT correlaciona con la ausencia del AP-2, y que el AP-2 sirve como un regulador
positivo del c-KIT (32,33)



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente no se cuenta con una terapia eficiente para melanoma. Se ha
reportado que c-Kit se expresa en melanoma acral lentiginoso hasta en un 75%.
Deseamos conocer la prevalencia del c-Kit y el VEGF en ganglio centinela detectada
por mapeo linfatico para eventualmente ser usado como alternativa de terapia blanco.

La expresion del C-Kit y del VEGF constituyen un factor adverso en pacientes con
melanoma en estadio temprano y GC positivo.



HIPOTESIS.

C-Kit se expresa en melanoma acral lentiginoso, el ganglio centinela determina
la presencia de micro metastasis en melanoma, por consiguiente las metastasis de
melanoma en ganglio centinela expresaran c-kit y VEFG



JUSTIFICACION

1.- No existen estudios con relacion a la expresion del c-Kit y VEFG en pacientes con
melanoma y ganglio centinela positivo.

2.- La presentacién Acral lentiginosa es frecuente en México y es la que mayormente
expresa C-kit, probablemente en este subgrupo de pacientes se beneficie con terapia
blanco

3.- No existe estudio en cuanto a la expresion del c-KIT y VEFG en melanoma en
poblacién Mexicana.

4.- No existe una terapia sistémica eficaz en el melanoma.



OBJETIVOS

GENERAL

Determinar la viabilidad y frecuencia de expresion del C-Kit Y VEFG en Ganglio
centinela Positivo de pacientes con melanoma.

ESPECIFICOS::

1.- conocer la frecuencia de expresion del c-Kit y VEFG en el Ganglio centinela
positivo.

2.-correlacionar ganglio centinela c-Kit y VEFG con nivel de Breslow

TIPO DE ESTUDIO.

Retrospectivo, descriptivo, observacional y transversal.



MATERIAL Y METODOS.

Se realiz6 la busqueda de expedientes de pacientes con diagnostico
histologico de melanoma y que fueron llevados a busqueda de ganglio centinela y que
estos resultaron positivos a macro metastasis o micro metastasis por Hematoxilina y
eosina o por inmuno histoquimica.

La seleccion se basdé en la disponibilidad de laminillas, tejidos congelados y
almacenados en al archivo de bloques de parafina del servicio de Patologia se
revisaron las laminillas para confirmar el diagnéstico, paralelamente se seleccionaron
bloques de parafina, y en estos se realizaron cortes finos de 3pym de los bloeis de
arrays, que se colocaron sobre portas tratados (DAKO)

Los bloques de tejidos de parafina se cortaron en micrétomo rotatorio con
navajas desechables (Feather Co) a 3 um de espesor y luego montados en
portaobjetos silanizados. Los especimenes obtenidos fueron tratados con una solucion
de peroxido de hidrégeno al 5% (para inhibir la presencia de peroxidasa enddgena),
lavados con buffer PBS pH 7.2, incubados con el anticuerpo c-kit (CD117), A4502
DAKO con dilucién 1:50, revelados con avidina-biotina-complex (ABC) y la puesta en
evidencia de la inmuno reaccion fue realizada con el cromégeno de color rojo 3-amino-
9-etilcarbazol (AEC), se contrastaron con tincion de Hematoxilina y montados en
medio hidrdéfilo permanente Faramount (Dako, S3025).

La laminilla fue observada bajo microscopia de luz expresando positividad del
c-kit ante presencia y negatividad cuando esta no presento intensidad.

Para la determinacion de VEGF se efectud lo siguiente.

Tras desparafinar bloques se realizd técnica inmuno histoquimica con el método
estreptavidina-biotina-peroxidasa  (LSAB-Dako-citomatyon). El método de
inmunotincion fue automatizado mediante el sistema Dako Tech Mate 500 plus, se
realizd recuperacion antigénica incubando las preparaciones histolégicas en tampén
citrato pH6.0 y tratamiento por calor en autoclave a 1.5 atmosferas durante 3 minutos,
el anticuerpo primario utilizado fue VEGF de Santacruz Biotechnology (ca-USA) a una
dilucion de 1:100 El revelado se realizé con diaminobencidina.

La valoracion de los casos se hizo con un microscopio Optico valorando la intensidad
de la tincion, otorgdndose negativo ante ausencia o menos del 10%, y positivo mayor
del 10%.



CRITERIOS DE INCLUSION

Pacientes tratados en el servicio de Melanomas INCAN con expediente laminillas y
bloques de parafina completos llevados a Ganglio Centinela con resultado positivo.

CRITERIOS DE EXCLUSION.

Pacientes que no cuenten con expediente, laminillas o bloques de parafina completos.

CRITERIOS DE ELIMINACION.

Pacientes no tratados en el INCAN

TAMANO DE LA MUESTRA.

Estudio exploratorio de 18 pacientes.

DESCRIPCION DE PROCEDIMIENTOS.
Recopilacién de datos del expediente electrénico y fisico.
Llenado de hoja de captura de datos donde se incluyan variables definidas.

Clasificacién de pacientes de manera general y especifica de acuerdo (tipo histolégico;
Breslow, edad, sexo, etc)

Analisis de datos mediante estadistica descriptiva.

ANALISIS ESTADISTICO.

Estadistica descriptiva: medidas de tendencia central y dispersion, rango, media,
desviacion estandar, porcentajes para establecer las caracteristicas epidemiolégicas
de la poblacién estudiada



CONSIDERACIONES ETICAS.

Al efectuar la presente investigacion no se incurrié en violaciones del Cddigo
de Etica Internacional delineados en la declaracién de Helsinki , revisada por la
58ava. Asamblea de la Asociacion Médica Mundial de Edimburgo , Escocia en Octubre
del 2000.

Dado que la investigacion es considerada sin riesgo de acuerdo al articulo 17 del
Reglamento de la Ley General del Salud en materia de Investigacion para la salud,
solo es necesario la aprobacion del comité de ética e Investigacion del propio hospital
para la revision de expedientes.

Titulo segundo, capitulo 1, articulo 17, seccion 1: Investigacion sin riesgo, no requiere
consentimiento informado.



RESULTADOS.

En este estudio se examinaron la expresion del c-Kit via inmunohistoquimica en
ganglio centinela positivo de pacientes con melanoma.

Se revisaron un total de 577 expedientes fisicos de los cuales 223 fueron sometidos a
busqueda de ganglio centinela ya sea por azul de patente, nanocoloide o con ambas
modalidades, identificAndose 65 pacientes con GC positivo, mismos llevados a
diseccion complementaria.

De este universo de pacientes se realiz6 estudio exploratorio a 18 pacientes

En cuanto al nivel de Breslow 3 pacientes resultaron con B menor de 1mm, 25
pacientes con B de 1.4mm, 29 ptes con B mayor de 4mm, y 8 pacientes sin poder
definir nivel de Breslow

BRESLOW 1mm | BRESLOW 1- | BRESLOW 4mm | BRESLOW NV TOTAL
4mm
3 25 29 8 65
1 7 8 2 18
45/65 pacientes se catalogaron como melanoma tipo acral lentiginoso,

correspondiendo al 69%
Del universo exploratorio

De las caracteristicas demogréficas , 8 correspondieron al sexo masculino (44.4%) y
10 al sexo femenino (55.6%),con rango de edad de 23 a 81 afios con media de 55
afios +13.8.

Con respecto a la localizacion del tumor primario. 15 pacientes tuvieron lesién en
extremidades (83.3%) y 3 pacientes en dorso (16.7%),

Con respecto al tipo histolégico 14 correspondieron al tipo acral lentiginoso, 4 a la
variante nodular.

Los resultados de la expresion de c-Kit en forma global fue del 50% y de VEFG fue de
50% Independientemente del tipo de lesién. Con una p 0.528 y 0.378 sin obtener
diferencia significativa respectivamente.

Con respecto al nivel de Breslow el grupo predominante fue el trupo intermedio
1-4mm 7 pacientes y Breslow mayor de 4mm 8 pacientes. Con una p 0.650 para
VEFG y P.036 para c-Kit. Sin obtener diferencia alguna .

De la diseccién complementaria se obtuvieron lo siguientes resultados 14
pacientes (77.8%) resultaron hiperplasicos y solo 4 (22.2%) resultaron positivos.




DISCUSION.

Con el tratamiento actual no efectivo en melanoma metastasico, existe un
interés en el desarrollo de nuevas modalidades de terapias blancos encaminados a
bloquear sefiales de transduccién entre las células normales y malignas.

En los estudios analizados en los que la mayoria refiere pérdida de expresién del C-
Kit conforme hay mayor invasion o progresion.

Posterior a la introduccion del trastuzumab ( Herceptin) para el tratamiento en cancer
de mama Her2neu., Imatinib representa otro ejemplo para tumores que expresan c-
Kit (GIST) ambos aprobados por la FDA.

Actualmente mas de 25 estudios investigan el efecto del Imatinib en tumores con C-
Kit positivo, (http://www.clinicaltrials.gov). A pesar de estas investigaciones la
busqueda intencionada de c-Kit ha no se ha establecido de rutina.

Datos recientes han sugerido que la respuesta a imatinib puede no ser debido a los
niveles de expresion primario del c-Kit si no que la respuesta es basada en el
porcentaje de mutacién del C.kit, la localizacion y el tipo de mutacion, asi los tumores
gue tienen mutacion del exon 11 responden mejor a los que poseen mutacion del exén
9, mientras que la respuesta es minima o nula en tumores sin mutacion.

Por lo tanto concluimos que el papel de. C-Kit y VEGF en ganglio centinela positivo de
pacientes por melanoma aun no se ha definido,

La expresion del C-Kit ha sido reportada en nevos melanociticos y en melanoma no
asi en ganglio centinela positivo.


http://www.clinicaltrials.gov

CONCLUSION.

La expresién del .Kit es observada en una significante proporcion de ganglios
centinelas positivos, sin embargo la implicacién prondstica aun no se ha identificado.

La asociacion de la expresion observada entre VEGF y c-Kit en melanoma
ofrece una nueva compresion el el desarrollo del melanoma particularmente en el
factor de transcripcion | AP2. Estudios mayores con mas casos SOn necesarios en
orden de establecer el grado exacto de correlacion.



TABLAS E IMAGENES.

Cambios moleculares asociados con la progresion del melanoma.
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sexo

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Validos ~ masc 8 44.4 44.4 44.4
feme 10 55.6 55.6 100.0
Total 18 100.0 100.0
local
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Vélidos  extre 15 83.3 83.3 83.3
dorso 3 16.7 16.7 100.0
Total 18 100.0 100.0
Estadisticos descriptivos
N Minimo Maximo Media Desuv. tip.
edad 18 23.00 81.00 55.8333 | 13.87868
N valido (segun lista) 18
tipo_histol
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje vélido acumulado
Validos acral 12 66.7 70.6 70.6
nodular 4 22.2 235 94.1
12.00 1 5.6 5.9 100.0
Total 17 94.4 100.0
Perdidos  Sistema 1 5.6
Total 18 100.0
Breslow
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Validos <1 1 5.6 5.6 5.6
1-4 7 38.9 38.9 44.4
>4 8 44.4 44.4 88.9
noclas 2 11.1 11.1 100.0
Total 18 100.0 100.0




c_kit

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Validos  negativo 9 50.0 50.0 50.0
positivo 9 50.0 50.0 100.0
Total 18 100.0 100.0
vegf
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje vélido acumulado
Vélidos  negativo 9 50.0 50.0 50.0
positivo 9 50.0 50.0 100.0
Total 18 100.0 100.0
GGcomple
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje vélido acumulado
Vélidos  hiperpla 14 77.8 77.8 77.8
positivo 4 22.2 22.2 100.0
Total 18 100.0 100.0
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RECUENTO HISTOLOGICO.

GGcomple
RESULTADOS DE DISECCION COMPLEMENTARIA.
Tabla de contingencia
Recuento
c_kit
negativo positivo Total
tipo_histol  acral 5 7 12
nodular 2 2 4
12.00 1 0 1
Total 8 9 17
Tabla de contingencia
Recuento
vegf
negativo positivo Total
tipo_histol  acral 6 6 12
nodular 1 3 4
12.00 1 0 1
Total 8 9 17

P=0.528




Tabla de contingencia

P=0.3

78

P=0.528

P=0.378

P=0.058 aqui hay una tendencia

Recuento
c_kit
negativo positivo Total
tipo_histol  acral 5 7 12
nodular 2 2 4
12.00 1 0 1
Total 8 9 17
Tabla de contingencia
Recuento
vegf
negativo positivo Total
tipo_histol  acral 6 6 12
nodular 1 3 4
12.00 1 0 1
Total 8 9 17
Tabla de contingencia
Recuento
vegf
negativo positivo Total
sexo masc 2 6 8
feme 7 3 10
Total 9 9 18
mujeres negativo
Tabla de contingencia
Recuento
c_kit
negativo positivo Total
sexo masc 3 5 8
feme 6 4 10
Total 9 9 18




P=0.036

P=0.343

Tabla de contingencia
Recuento
vegf
negativo positivo Total
Breslow <1 1 0 1
1-4 4 3 7
>4 3 5 8
noclas 1 1 2
Total 9 9 18
P=0.650
Tabla de contingencia
Recuento
c_kit
negativo positivo Total
Breslow <1 1 0 1
1-4 6 1 7
>4 2 6 8
noclas 0 2 2
Total 9 9 18
Tabla de contingencia c_kit * vegf
Recuento
vegf
negativo positivo Total
c_kit negativo 6 9
positivo 3 9
Total 9 18

no hay diferencia
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