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Resumen

Las neoplasias melanociticas (NM) constituyen un grupo de tumores compuestos por células productoras
de pigmento melanico que pueden ocurrir tanto en animales como en el hombre. Dichas neoplasias son
relativamente comunes en caninos, representando entre el 4 y el 7% del total de los tumores en general.
Los sitios mas cominmente afectados son la mucosa oral, los labios, la piel (especialmente de los dedos)
y, en menor medida, el ojo. En afios recientes se ha observado un continuo aumento en la incidencia de
NM en el hombre en todo el mundo. Considerando que los animales de compaiiia se encuentran expuestos
a los mismos factores ambientales que sus propietarios, dicho incremento promueve el interés por el
estudio de estos tumores en medicina veterinaria. La frecuente carencia de pigmento y el grado de
pleomorfismo celular de las NM plantean grandes inconvenientes en el diagndstico y, sobre todo, en el
pronostico. Las investigaciones propuestas aportaran conocimientos tendientes a resolver dichas
dificultades a través del estudio y aplicacion de técnicas imunohistoquimicas. En este trabajo se presentan
resultados preliminares acerca de la expresion de melan A, proteina S100 y vimentina en NM primarias y
metastasicas caninas, a fin de aplicar dichos anticuerpos al diagnostico certero de NM amelandticas e
indiferenciadas.
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Introduccion

En las ultimas décadas, la medicina veterinaria ha logrado reducir la mortalidad
asociada a las enfermedades infecciosas de los animales de compafiia. Es por ello que el
promedio de vida de los mismos se ha prolongado considerablemente. En consecuencia,
las enfermedades llamadas de la “edad avanzada”, dentro de las cuales se incluyen las
neoplasicas, han adquirido una particular importancia. Asi, la oncologia veterinaria ha
surgido como una disciplina compleja y de interés creciente. Las neoplasias
melanociticas (NM) constituyen un grupo de tumores compuestos por células
productoras de pigmento melanico que pueden ocurrir tanto en animales como en el
hombre. Generalmente se presentan como neoplasias cutaneas, orales y oculares. Los
NM en caninos son relativamente comunes, representando entre el 4 y el 7% del total de
los tumores en general. Se presentan con mayor frecuencia en caninos mayores de 10
afnos de edad (rango de 1 a 17) (1, 2). La frecuencia de NM es mas alta en animales de
piel y mucosas pigmentadas (1, 2, 3). No ha sido observada predisposicion por sexo,
aunque algunos autores afirman que, al igual que en humanos, la proporcion de machos
y hembras afectados es de 2-3:1 (1, 2, 4). Los sitios mas cominmente afectados son, en
orden decreciente, la mucosa oral, los labios, la piel (especialmente de los dedos) y, en
menor medida, el ojo (1). Existen contradicciones al respecto ya que otros autores
afirman que el mayor porcentaje de estas neoplasias ocurre en la piel (5). En la mucosa
oral las localizaciones mas comunes son las encias, el paladar y los labios (incluyendo
la unién mucocutanea) (1, 2, 6), mientras que en la piel lo son la cara (especialmente los
parpados), el tronco y las extremidades (sobretodo los dedos y el lecho ungueal) (1, 3,
6). En afios recientes se ha observado un continuo aumento en la incidencia de NM en el
hombre en todo el mundo. Considerando que los animales de compatfiia se encuentran



expuestos a los mismos factores ambientales que sus propietarios, dicho incremento
promueve el interés por el estudio de estos tumores en medicina veterinaria (5). Como
resultado de una revision del material de archivo de la Catedra de Patologia se observo
un incremento en el diagnostico de procesos tumorales caninos durante el transcurso de
los ultimos veinte afios (1987-2006). En el periodo 1987-1996 se diagnosticaron 360
neoplasias cutaneas y 49 neoplasias orales mientras que dichas cantidades practicamente
se triplicaron en los diez ltimos afios (1997-2006), alcanzando un total de 1145 y 160
casos, respectivamente. Las NM cutaneas representaron, aproximadamente, entre el 5 y
el 6% de los tumores de piel, independientemente del periodo analizado. Las NM orales
representaron el 12% de las neoplasias orales en los primeros afios y el 22% de las
mismas en los Gltimos diez afios.

En el pasado, el término “melanoma” ha sido empleado de diferentes formas en los
sistemas de nomenclatura de las NM caninas. Actualmente, de acuerdo con la
descripcion y clasificacion propuesta por la OMS, las NM malignas son denominadas
melanomas y las NM benignas melanocitomas (7, 8). La diversidad de tipos
histopatologicos observada en NM caninas es menor que la descripta en la literatura
médica. No obstante, ciertas caracteristicas de las NM caninas, como la frecuente
carencia de pigmento y el pleomorfismo celular, plantean dificultades en el diagndstico;
la identificacion de NM benignas, malignas e indiferenciadas mediante estudios
histopatologicos convencionales resulta compleja. Las investigaciones propuestas
aportaran conocimientos tendientes a resolver dichas dificultades a través de la
evaluacion de la expresion de antigenos mediante las técnicas de inmunohistoquimica
con el objetivo de contribuir a la formulacion del diagnostico y establecer parametros de
valor diagndstico.

Desarrollo

Como parte de las actividades propuestas, se realizo la estandarizacion de la técnica de
inmunohistoquimica para el estudio de la expresion de melan A, proteina S100 y
vimentina en NM primarias y metastasicas caninas, a fin de aplicar dichos anticuerpos
al diagnostico de NM amelandticas e indiferenciadas. A continuacién se exponen los
resultados mas relevantes de dicho trabajo.

Expresion de melan A, proteina S100 y vimentina en neoplasias
melanociticas primarias y metastasicas caninas

Introduccién

Los marcadores inmunohistoquimicos utilizados de rutina para la identificacion de NM
amelanoticas e indiferenciadas son vimentina y proteina S100 (9, 10). Melan A es una
proteina que se expresa en el citoplasma de melanocitos, al contrario de los que sucede
con los marcadores antes citados, su distribucion en otros tejidos es escasa. En medicina
veterinaria se han comunicado resultados variables de su expresion en NM (2, 9). El
objetivo de este trabajo fue evaluar la expresion de melan A, proteina S100 y vimentina
en NM primarias y metastasicas en caninos.

Materiales y métodos

Se realiz6 una revision de casos aplicando la clasificacion propuesta por la OMS (1998).
Fueron incluidas 6 NM orales, 15 NM cutaneas, 2 NM oculares y 5 metastasis
pulmonares correspondientes a 4 NM orales y 1 NM cutanea de las antes citadas. El
grado de pigmentacion se cuantificé de 0 a 4. Se utilizaron los anticuerpos anti melan A
(RTU-Melan A, clon A 103, Novocastra), anti proteina S100 (RTU-S100p, rabbit



polyclonal, Novocastra) y anti vimentina (RTU-VIM-V9, Novocastra), y el kit de
deteccion LSAB2 ® System HRP (Dako Cytomation) con revelado mediante
diaminobencidina (DAB, SK-4800, Vector). Se evaluaron los siguientes caracteristicas
de la inmunomarcacion: distribucion (homogénea, heterogénea), intensidad (fuerte,
moderada, débil), localizacion celular (citoplasmatica, nuclear, ambas) y patron celular
de la reaccion (difuso, polar, ambos). En el caso de melan A se observo la relacion de la
inmunorreactividad con el tipo celular predominante y el grado de pigmentacion del
tumor.

Resultados y discusion

Diecisiete de 23 NM primarias (74%) y 4 de 5 metastasis (80%) fueron positivas a
melan A (fig. 1). La metastasis negativa correspondid a una NM primaria positiva. De
las 17 NM primarias, 13 (76,5%) mostraron marcacion heterogénea y 4 (23,5%)
homogénea (fig. 1 A, B, D). Se observoé intensidad fuerte en 11 casos (65%), moderada
en 4 (23%) y débil en 2 (12%) (fig. 1). Todos los tipos celulares, independientemente de
su grado de melanizacién, mostraron positividad a melan A (fig. 1 A y D). Los
melanéfagos fueron negativos (fig. 1 B, D y E). La marcacion fue citoplasmatica,
exhibiendo patron difuso 9 neoplasias (53%), polar 4 (23,5%) y ambos patrones 4
(23,5%) (fig. 1). Las caracteristicas de la inmunomarcacion en las metéstasis fueron
similares a las observadas en las neoplasias primarias (fig. 1 B y C). La intensidad de
marcacion en las primeras fue variable en relacion a las segundas. Asimismo, en la
mayor parte de los casos, se apreciaron variaciones entre ambas en la distribucion de la
marcacion y en el patron citoplasmatico de reaccion. Once de 13 NM malignas (85%) y
6 de 10 NM benignas (60%) fueron positivas a melan A. De las NM con grados de
pigmentacion 3 y 4, el 85% fue positivo, mientras que de las NM con grados de 0 a 2, el
60% fue positivo. De entre las Gltimas, 3 de 5 NM amelanicas (60%) fueron negativas.

Figura 1. Inmunopositividad a melan A. A: NM primaria, tipo celular mixto, melanizacion grado 4,
marcacion homogénea, fuerte, patron citoplasmatico polar (obj. 100x). B: metastasis pulmonar de A,
marcacion heterogénea, patron citoplasmatico mixto, melanofagos negativos (obj. 40x). C: detalle de B
(obj. 100x). D: NM primaria, tipo celular mixto, melanizaciéon grado 3, marcacion homogénea, fuerte,
patréon citoplasmatico difuso, melandfagos negativos (obj. 40x). E-F: detalle de D, marcacion
citoplasmatica difusa, fuerte (obj. 100x).



Veintidoés de 23 NM primarias (96%) y 4 de 5 metastasis (80%) fueron positivas a
proteina S100 (fig. 2). La metastasis negativa también lo fue a melan A. En todos los
casos la marcacion fue citoplasmatica y nuclear difusa y, en la mayoria de ellos, la
intensidad fue moderada/fuerte (fig. 2). La distribucion fue homogénea en apenas mas
de la mitad de los casos. Todas las NM ameldnicas fueron positivas a proteina S100.

Figura 2. Inmunopositividad a proteina S100. A: NM primaria, tipo celular mixto, melanizacion grado 3,
marcacion homogénea, fuerte, patron citoplasmatico y nuclear difuso (obj. 40x). B: NM primaria, tipo
celular mixto, melanizacion grado 3, marcacion homogénea, fuerte, patron citoplasmatico y nuclear
difuso (obj. 40x). C: metastasis pulmonar de B (obj. 100x).

El 100% de las NM estudiadas, incluyendo las metastasis, fue positivo a vimentina (fig.
3). La distribucion de la marcacion fue homogénea y la intensidad moderada/fuerte en la
mayoria de casos, inclusive en NM amelanicas (fig. 3). Se observo reactividad
citoplasmatica generalmente difusa (fig. 3). A excepcion de las intensidad de marcacion,
las caracteristicas de la inmunomarcacion de proteina S100 y vimentina se mantuvieron
relativamente constantes entre las metastasis y la neoplasia primaria correspondiente
(fig. 2 Cy fig. 3 C).

Figura 3. Inmunopositividad a vimentina. A: NM primaria, tipo celular mixto, melanizacioén, grado 4,
marcacion homogénea, fuerte, patréon citoplasmético difuso (obj. 40x). B: NM primaria, tipo celular
mixto, melanizacion grado 4, marcacion homogénea, moderada, patron citoplasmatico difuso (obj. 40x).
C: metastasis pulmonar de B (obj. 100x).

Diecisiete de 23 (74%) NM primarias y 3 de 5 (60%) metastasis fueron positivas a los
tres antigenos estudiados. De las 6 NM primarias negativas a melan A, 5 (3 amelanicas
entre ellas) fueron positivas a proteina S100 y vimentina. Solo una fue también negativa
a proteina S100. Las 2 metastasis negativas, una a proteina S100, y otra a melan A,
fueron positivas a los otros dos antigenos estudiados. La mayor parte de los resultados
de la expresion de melan A, proteina S100 y vimentina coincide con lo descripto en la
bibliografia (2, 9)



Conclusion

Se concluye que la inmunomarcacion de melan A podria contribuir al diagnostico de
NM caninas de distintas localizaciones. No obstante, en NM amelanicas, la evaluacion
de proteina S100 resultaria indispensable, debido al bajo niimero de éstas que resulta
positivo a melan A.
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