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Inmunohistoquimica en Lesiones Cutaneas Melanociticas:
Utilidad de los Marcadores Antigeno S100, HMB-45,
Cromogranina A y Proteina pS3
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RESUMEN

OBJETIVOS: Determinar las caracteristicas clinicopatoldgicas de pacientes con melanoma cu-
tineo, evaluar el papel de las células de Merckel en el crecimiento del melanoma y la utilidad
diagndstica y/o pronéstica de algunos marcadores celulares. MATERIALES Y METODOS: Co-
rrelacion clinicopatoldgica de 650 historias clinicas de pacientes con diagndstico histopatolégico
de melanoma cutaneo atendidos en ¢l Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas. En 30 de
cllos, con lesiones benignas pigmentadas asociadas de piel, se investigé los antigenos S100, HM B-
45, cromogranina A y proteina p53. RESULTADOS: En los pacientes con melanoma predominé
la exposicion a la luz solar y antecedentes de nevus o nevus asociado. El antigeno S100 fue el
marcador roas sensible pero poco especifico; el HMB-45 fue positivo en melanoma, melanocitos
activos; la proteina p53 fue positiva en escasas células del melanoma. No se hallé proliferacién
de células de Merckel. CONCLUSIONES: Se deberia usar el antigeno S100 como apoyo diag-
nostico; el HMB-45 es menos sensible, negativo en melanomas fusiformes y positivo en lesiones
con melanocitos activos. La proteina p53 fue positiva en todos los melanomas, células névicas de
nevus displasico y queratinocitos de dermatosis solar.

Palabras claves: Melanoma; Inmunohistoquimica; Marcadores Biologicos de Tumor; Proteina S100 del
Tejido Nervioso; Cromograninas; Proteina pS3.

IMMUNOHISTOCHEMICAL MARKERS IN MELANOCYTIC CUTANEAL LESIONS:
RELIABILITY OF HMB-45 AND S-100 ANTIGENS AND p53 PROTEIN

SUMMARY

OBJECTIVES: To determine the clinicopathological features of patients with cutaneous
melanoma, the role of Merckel cells in this tumour and diagnostic usefulness of celular markers.
MATERIAL AND METHODS: Clinico-pathological correlation of 650 clinical records of patients
with histopathological diagnosis of cutaneous melanoma was done. The Ag S100, HMB-45,
cromogranin A, and p53 protein presence were assessed in 30 of these patients who also had
pigmented bening skin lesions. RESULTS: Patients with melanoma had history of sunlight
exposure and previous nevus or associated nevus. AgS100 was the more sensitive marker but
had lesser specificity; HMB-45 was positive in lesions with malignant and active melanocytes
whereas p53 was seen in certain melanoma cells. Proliferating Merckel cells were not found.
CONCLUSIONS: S100 antigen must be used as diagnostic tool; HMB-45 had a lesser sensitivity.
Melanomas, displasic nevus cells and sunlight dermatosis queratinocites were all p53-positive.

Key words: Melanoma; Immunohistochemistry; Tumor Markers, Biological; Nerve Tissue Protein S100;
Chromogranins; Protein p53.
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INTRODUCCION

El melanoma maligno cutdneo es la neoplasia de piel
con mayor letalidad, pero su deteccidén temprana per-
mite realizar una remocioOn quirdrgica con excelentes
posibilidades de curacién. La incidencia de la enfer-
medad estd incrementdndose a nivel mundial. La educa-
c16n piblica sobre factores de riesgo y signos tempranos
de evolucién del tumor es de singular importancia pro-
moviendo la responsabilidad de los pacientes para asi
poder diagnosticar tumores resecables reduciendo la
morbilidad y mortalidad. Para esta educacién publica,
es necesario conocer los grupos poblacionales en ries-
go de tener melanoma en e] Perd.

El diagndstico anatomopatolégico debe mencionar,
segun pardmetros histoldgicos, factores prondsticos, y
entre otros incluir el espesor del melanoma segin
Breslow. La inmunohistoquimica debe detectar los
anticuerpos marcadores: HMB-45, Ag S100, p53. y
cromogranina A, como ayuda diagndstica y prondstica.
La deteccién temprana del melanoma permite una
sobrevida a los 5 anos del 93 al 100% cuando el espe-
sor de la lesidn segiin la clasificacion de Breslow es
menor de 0,76 mm.

Nuestro objetivo fue conocer las caracteristicas
clinicopatolégicas de un grupo pacientes con melanoma
atendidos en el Instituto Nacional de Enfermedades
Neopldsicas (INEN), revisar la utilidad de los marca-
dores tumorales en esta neoplasia, e investigar st exis-
tia algun papel de las células de Merckel en el creci-
miento de Jas células del melanoma, debido a la secre-
ci10n de neuropéptidos, como sucede en otras neoplasias
malignas como el carcinoma de mama.

MATERIALES Y METODOS

Se realizd un estudio retrospectivo de 650 historias
clinicas del Archivo de Historias Clinicas del INEN,
de pacientes con diagndstico histopatolégico de mela-
noma cutdneo. Se registré la edad, sexo, raza, ocupa-
cion, antecedentes patoldgicos, enfermedades asocia-
das y tiempo de sobrevida. Treinta casos presentaron
otras lesiones pigmentadas al momento de la primera
consulta. Del archivo de piezas de anatomia patolégica
se obtuvo las muestras correspondientes a estos 30 pa-
cientes, realizando cortes histoldgicos de los bloques
de parafina,. tanto de los melanomas como de las lesio-
nes pigmentadas benignas, y se utilizé coloracion
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hematoxilina-ecosina (HE) y coloracién DOPA. Se ob-
tuvo cortes histolégicos de 3 um para los estudios con
el método inmunoenzimatico Biotin peroxidasa-
antiperoxidasa streptavidin con cromdgeno carbazol,
que permite visualizar la reaccidn de color marrdn.

Como anticuerpo primario se utilizé anticuerpos
monoclonales obtenidos de raton (HMB-45, pS3) y de
conejo (Ag S100 y cromogranina A). Para el estudio
de los antigenos p53 y HMB-45, se usd horno
microondas y buffer con dcido cftrico para estimular
la fijacion del tejido y mejorar la inmunorreactividad
de los anticuerpos, aumentando ta sensibilidad de la
reaccién sin perder especificidad. Cada corte
histolégico se contrasté con hematoxilina de Harris,
se deshidrat6, aclaréd y mont6 con Bdlsamo de Cana-
dd. Se hizo el estudio histopatolégico (HE) anotando:
diagndstico histopatolégico, subtipo, profundidad,
nivel anatémico, ulceracién, regresidn, fase de creci-
miento vertical, indice mitético, respuesta linfocitica,
satélites microscopicos, nevus asoctados y si la esci-
sién fue completa.

Se efectud la correlacién clinicopatoldgica y por
inmunohistoquimica;s se realizé ademads una revisién de
la bibliografia existente sobre este tema.

RESULTADOS

La procedencia de los pacientes fue, de mayor a me-
nor frecuencia, de zonas rurales de los departamentos
de Lima (19,36%), Arequipa (10,00%), Junin (9,19%),
Apurimac (7,45%), Ayacucho (7,44%), y Ancash
(7,02%); la ocupacién que predominé fue la de agri-
cultor; el grupo etdreo mas frecuente fue 61 a 70 anos
en ambos sexos; el 60% de pacientes era de sexo feme-
nino; la raza mestiza fue la mds frecuente (98%), se-
guida de la blanca (1,8%) e indigena y amarilla (0,02%).
Los antecedentes patolégicos fueron: nevus en la mis-
ma localizacion del melanoma (91 casos), paludismo
(54 casos), carcinomas de piel (5 casos) y melanosis (2
casos). Las enfermedades asociadas o de presentacién
simultdnea fueron: bocio (28 casos), nevus (27 casos),
vitiligo (19 casos) y otras (43 casos). La localizacién
primaria de los melanomas en todos los casos estudia-
dos fue: pie (38%), manos (31%). cara (15,5%), brazos
(5.5%). espalda (3%), piernas (3,0%), antebrazo (1,5%).
regién glitea (1%), tobillos (0,5%), regidén
inguinoescrotal (0,5%}), muslos (0,5%) (Figura N° 1).
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Fig. N° 1.- Melanoma maligno cutdneo (650 casos).
Localizacién anatomica de la lesidn primaria.

En los 30 pacientes con melanoma v lesiones pigmenta-
das benignas, predoming ¢l sexo femenino (22 casos,
73,3%), v los grupos etareos mas frecuentes fueron 41 a
50 afios, 61 a 70 aftos y 71 a 80 afios (Tabla N° 1).

La localizacién de los melanomas en los 30 casos
con otras lesiones pigmentadas estudiados predomind
en cara (43,3%, a predominio del sexo masculino) (Fi-
gura N° 2), manos y pies (16,6%, a predominio mascu-
lino), y la espalda (10%, a predominio masculino). Se
encontrd un melanoma de localizacién en brazo dere-
cho, uno en la regidn toracica anterior y uno en la re-
gion glutea, los dos ultimos fueron en pacientes de sexo
femenino. Los pacientes con melanoma localizado en
la cara llegaron a la primera consulita con metastasis
regional (4 de 13) y a los 10 arjos, sélo 3 de 13 estaban
vivos. De aquellos que tuvieron Jocalizacion en manos
y pies, aproximadamente e] 50% llegd con metastasis
regional a la consulta y 2 de 5 vivian 10 anos después.
Aquellos con localizacion en la espalda, llegaron a la
primera consulta sin metastasis y la sobrevida alos 10
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afios fue cero. Los pacientes con localizacion en térax
anterior, brazo derecho y regién glitea, llegaron a la
primera consulta con metdstasis regional y en ellos la
sobrevida a Jos 10 afios fue cero (Figuras N° 3).

El diagnéstico histaopatologico de los 30 pacientes
segun tipo de melanoma fue: 12 presentaron melanoma
maligno nodular pigmentado, 8 melanoma maligno en
extension superfizial, 3 tipo [éntigo maligno, 3 acral
lentiginoso, 2 melanoma maligno nodular amelanético,
1 melanoma maligno desmoplasico (fusocelular), 1

melanoma maligno con signos de regresiéon.

Las lesiones benignas pigmentadas estudiadas fue-
ron 34, debido a que 3 pacientes presentaron: uno de
ellos nevus intradérmico y nevus displasico; otro nevus
compuesto y melanosis; y el tercero, nevus compuesto,
melanosis y dermatosis solar.

Las biopsias de melanoma tuvieron mayor sensibi-
lidad al antigeno S100 (100%)y 50% al antigeno HMB-
45, siendo este ultimo negativo en los melanomas
fusocelulares y con escasa positividad en melanoma
amelanético y en melanoma con signos de regresion.
En las lesiones benignas pigmentadas hubo positividad
al antigeno S100 (100%) (Figura N° 4). El antigeno
HMB-45 fue escasamente positivo en el nevus
displdsico y en el nevus de union (Figura N° 5). El

P

Tabla N° I.- Melanoma maligno cutaneo por grupo
etareo seglin sexo en 30 casos con otfras lesiones
pigmentadas asociadas.

Edad Scxo Total
(anos) Masculino Femenino General
n % n % n %
0-10 1 12 - - ] 3
11 -20 - - - - - -
21 -30 - - 3 14 3 10
31 -40 ] 12 ] 5 2 7
41 - 50 1 12 6 27 7 23
S1-60 2 25 | 5 3 10
61 -70 1 12 6 27 7 23
71 - 80 2 25 4 18 6 20
81 -90 - - 1 5 | 3
Total 8 100 22 100 30 100
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bre todo en los bordes de la lesién, y en melanoma
lentiginoso acral, melanoma de extensidn superficial y
melanoma amelandtico; en las lesiones pigmentadas
benignas hubo escaso nimero de células cromogranina
positivas (Figura N° 6). El antigeno p53 se encontré
s6lo en el nlcleo, y en varios casos en el nicleo y en el
citoplasma, hubo mayor positividad en estadios tardios
de progresidon tumoral. Este antigeno se observé post-
tivo en escasas células, especialmente en la periferia
del tumor (Tabla N° 2).

DISCUSION

En la literatura mundial se considera factores de riesgo
de padecer melanoma al tener 0jos azules, pelo castafio
claro, rubio o pelirrojo. piel blanca; a mayor nimero de
nevi mayor riesgo de melanoma; en nevus displdsico el
riesgo es 2 a 3 veces mayor. Son también factores de
riesgo el antecedente de quemadura solar, incapacidad
de broncearse, exposicién al aire libre, historia de cadn-
cer o precdncer cutineo, nivel socioecondmico e histo-
ria familiar de melanoma. Al INEN llegan pacientes de
los diferentes departamentos del pais.

En este estudio encontramos que el nivel
socioecondémico de los pacientes con diagnéstico de
melanoma fue bajo; en su mayoria fueron procedentes

Fig. N° 2.- Caso N° ]64. Diagnéstico: melanoma de zonas rurales (). En relacién al niimero de nevi, de
maligno en region malar. 650 pacientes, 17% presentaron nevus; de éstos, 24%
fueron nevi congénitos, 76% nevi adquiridos, 5 casos

antigeno p53 fue positivo en todos los melanomas, ex-
cepto en el que tenfa signos de regresion. El antigeno
pS3 fue negativo en nevus compuesto, nevus
intradérmico y melanosts; fue positivo en nevus
displdsico y en uno de dos casos con diagndstico de
dermatosis solar. en los queratinocitos.

La inmunorreactividad para el antigeno S100 fue de
distribucién difusa y para el antigeno HMB-45, de dis-
tribucidn focal (al observarse grupos de células positi-
vas). Esta positividad fue proporcional al contenido del
pigmento meldnico observado en el tumor.

La cromogranina A, usada para marcar células de
Merckel, fue negativa en los casos de melanoma tipo
Iéntigo maligno, melanoma nodular y melanoma ma-
ligno desmopldsico fusocelular. Se encontré escasa Fig. N° 3.- Caso N° 219. Diagndstico: melanoma
positividad en melanoma con signos de regresién, so- maligno en regidn glitea.

260



Anales de la Facultad de Medicina Vol. 60, N° 4 - 1999

Fig. N° 4.- Caso N° 274. Biopsia de piel. Fig. N° 5.- Caso N° 274. Biopsia de piel.
Diagndstico: melanoma maligno cutdneo. Diagnéstico: melanoma maligno cutdneo.
Método streptavidin. Ag S100. (20X). Meétodo streptavidin. Ag HMB-45. (40X).
de nevi displdsicos y 4 con numerosos nevi. Se consi- congénitos han sido estudiados en relacién a
dera factor de riesgo para melanoma: nevus en piernas aneuploidia del ADN, lo cual no se ha encontrado en
en mujeres y en la regidn toriacica en hombres; se dis- ninos menores de un afio. En pacientes adultos hubo
cute si en esas ubicaciones tendrian factores para el buena correlacién entre las alteraciones del ADN y
desarrollo de ambos, nevus y melanoma (*''). Los nevi atipia celular (%). Con respecto a la exposicién al sol,

Tabla N° 2.- Melanoma maligno cutdneo y lesiones benignas pigmentadas, resultados
por inmunohistoquimica para Ag S100, HMB-45, cromogranina y p53 (30 casos).

Diagnéstico N° casos Ag S100 HMB-45 Cromogranina p53

Melanoma maligno cutineo

M. nodular 12 + + - +
M. extension superficial 8 + + escasas escasas
M. tipo iéntigo maligno 3 + + - +
M. acral lentiginoso 3 + + escasas +
M. nodular amelanético 2 + cscasas escasas +
M. desmoplisico (fusocelular) 1 + ~ - +
M. con signos dc regresién I + cscasas - -
cél. Langerhans

Lesiones benignas pigmentadas

Nevus intradérmico 8 + - + -
Nevus compuesto 7 + - cscasas -
Nevus de unién 5 + escasas escasas -
Melanosis S + - escasas -
Nevus azul 4 + - escasas -
Nevus displdsico 3 + escasas cscasas +
Dermatosts solar 2 + - + +

queratinocitos
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Fig. N° 6.- Caso N° 205. Biopsia de piel. Diagndsti-
co: melanoma maligno amelanético. Célula de
Merkel. Método streptavidin. Cromogranina. (100X).

se pone énfasis en la importancia de las quemaduras
solares en la nifiez, relaciondndolas a nevi adquiridos,
independientemente de la sensibilidad a 1a Juz solary
quemaduras recientes (7). Hay evidencia de que el dafio
por rayos ultravioleta (RUV) al ADN de células
pigmentadas y/o la reparacidn de este dafio aumenta la
melanizacion. Los RUV regulan el nivel de ARNm para
tirosinasa. enzima limitante que interviene en la
biosintesis de la melanina (*). Los RUV pueden actuar
como iniciadores de la transformacion del melanocito
0 como promotores sobre el melanocito modificado por
carcindgenos quimicos o virus ('>*'). Nuestros pacien-
tes han tenido ocupactones como agricultura, pescay
otras con exposicién a la Juz solar, En nuestro estudio
encontramos un caso con xeroderma pigmentoso; en el
estudio de estos casos se encuentra un defecio en la
reparaciéon del ADN, asociado a hipersensibilidad y
mutagénesis por RUV. El defecto es la inhabilidad de
realizar el paso inicial de la escicién del dimero
pirimidina (*'%).

La localizacién anatdmica ha sido identificada por
numerosos investigadores como un signo de factor pro-
néstico para melanoma cutdneo primario. Son de ele-
vado riesgo de muerte: la espalda, térax. brazo. cuello
y cuero cabelludo (regiones TANS), son de menor ries-
go: tronco inferior, caderas. pierna. pie, antebrazo. mano
y cara ("*). En nuestro estudio predominaron las locali-
zaciones de menor riesgo.

Vol. 60, N° 4 - 1999

En nuestra casuistica encontramos 8 melanomas su-
perficiales (26.6%), 1os que se inician en lesiones
preexistentes, presentan superficie irregular y en la
literatura mundial corresponden al 70% de los
melanomas. Doce de rtuestros casos tuvieron melanoma
nodular (40%), en la literatura mundial corresponden
del 15 al 30% de los melanomas, son frecuentes en hom-
bres, se inician de novo en piel sin nevus, son oscuros
y pueden parecer hemangiomas; de ellos, 5% son
amelandticos y nosotros hallamos 6,6%. Encontramos
3 casos de léntigo maligno (10%), se desarrollan en
pacientes de edad avanzada, en la cara. Tres pacientes
tuvieron el diagndstico de melanoma acral lentiginoso
(10%). éste ocurre en las plantas, palmas o debajo de la
ufia. Hubo un caso de melanoma subungueal (3,33%),
tipo que casi siempre se clasifica como una variante
del tipo lentiginoso acral, ocurre por igual en hombres
y mujeres de mds de 60 afios, sobre todo en los de piel
oscura. Un caso de melanoma desmoplasico (3,3%), el
cual es un nodulo de tejido fibroso con células
hipercromaticas dispersas en fasciculos o en nidos. que
tienen facilidad para infiltrar la adventicia de vasos
sanguineos, el perineuro y endoneuro de nervios cuta-
neos (*%'¢),

Los estudios con anticuerpos marcadores de antigeno
S100. antigeno muy sensible pero no especifico, han
dado positividad en todos 1os melanomas estudiados,
en las lesiones pigmentadas benignas y en c¢élulas de
Langerhans observadas en la epidermis, en melanoma
con signos de regresion y dermatosis solar. Hemos ob-
servado disminucidn de las células de Langerhans en
relacion a su nimero en piel normal, cuando se estu-
dian en la epidermis sobre melanoma ('¢'?).

En nuestro estudio, los anticuerpos marcadores de
HMB-45 fueron negativos en los casos de melanoma
fusocelular, un melanoma amelandtico y nevus, excep-
to nevus displisico. Se trata de una glicoproteina de
premelanosoma. positiva en melanocitos activados,
melanomas. nevus de unidn, nevus azul, y no reactivos
en melanocitos normales nt en melanomas
desmoplidsicos; en estos tltimos debido a la escasez de
premetanosomas en las células névicas. El marcador
es poco sensible (60% en nuestro estudio) y para algu-
nos autores con 80% de positividad en melanoma (7).
En algunos melanomas y nevus de nuestro estudio, he-
mos encontrado escasas células positivas a cromogra-
nina A que deben corresponder a células de Merckel
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preexistentes en el tejido. La cromogranina A es una
proteina acidica asociada a grdnulos secretores de cé-
lulas ncuroendocrinas; los 3 tipos importantes son:
cromogranina A. cromogranina B (secretograninal) y
cromogranina C (secretogranina I1), que se encuentran
en una amplia variedad de células endocrinas y
neuronales. La cromogranina A es la mds empleada, el
anticuerpo reacciona con la proteina en los grinulos
secretores. En tluimos estudios se recomienda el uso
del marcador para cromogranina B por ser mds sensi-
ble ().

En nuestras biopsias, la protefna p53 fue positiva
en melanomas. con la excepcion del caso que tenfa sig-
nos de regresion, y positivo en nevus displdsico y en
queratinocitos de dermatosis solar. Esta proteina se pue-
de detectar en tumores y en tejidos no neopldsicos. su
inmunorreactividad puede representar el acdmulo de
proteina p53 salvaje o p53 mutante. Las anormalida-
des de la proteina p53 no son frecuentes en melanoma
cutdneo, pero la sobreexpresion del p53 salvaje puede
ocurrir en un subgrupo de melanomas con alto indice
de proliferacion y se asocia a un mayor espesor del
melanoma. La pérdida de la funcidon del p53 como gen
supresor es un fenédmeno temprano en el desacrollo y
progresion del melanoma que lleva a alteraciones en la
proliferacién celular. La sobreexpresidn de p53 es mds
notoria en tumores primarios que en lesiones
metastisicas. El método inmunoenzimatico con horno
microondas, utilizado por nosotros, mejora la sensibi-
lidad del p53. permitiendo la deteccion de la proteina
p53 salvaje (212,

CONCLUSIONES

1. En ¢l estudio de melanomas se debe usar el anti-
geno S100 por su sensibilidad. como apoyo al diag-
noéstico y diagnéstico diferencial.

2. El antigeno HMB-45 es menos sensible que el
antigeno S100, negativo en melanomas fusiformes
y positivo en lesiones con melanocitos activos.

3. Lacromogranina A, marcador de células de Merckel,
se encontrd positiva en escasas cé€lulas de melanoma
con signos de regresion.

4. La proteina p53 fue positiva en todos tos melanomas.,
sobre todo en los bordes de los mismos, células
névicas de nevus displdsico y queratinocitos de
dermatosis solar.
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