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1- INTRODUCCION GENERAL
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1.1- INTRODUCCION:

El melanoma es un céncer de estirpe melanocitica agresivo y, a menudo, fatal." La descripcion
original del melanoma como entidad se atribuye a René Laennec, (“The Melanoses”, 1812) quien
diferenciaba dos variedades, una consistente y otra blanda.? Los melanocitos son células derivadas
de la cresta neural, productoras de pigmento, que migran, entre otras localizaciones, al estrato basal
de la epidermis durante el desarrollo embrionario® y que pueden adoptar diferentes morfologias®.
Ademas de localizarse en la piel, los melanocitos también se encuentran presentes en
leptomeninges, membranas mucosas y en el tracto uveal, pudiendo ocasionalmente originar
melanomas en estas localizaciones.”

Durante el desarrollo embrionario los precursores de los melanocitos son los melanoblastos no
pigmentados, derivados de la cresta neural. Una vez localizados en el foliculo piloso, los
melanoblastos pueden diferenciarse en melanocitos maduros o, por el contrario, pueden permanecer
como células madre melanociticas, responsables del mantenimiento del sistema melanocitico. En
este sentido, se ha especulado que una subpoblacion de células madre cancerosas seria la
responsable de la quimiorresistencia del melanoma y de la alta recurrencia, agresividad y progresion
de esta enfermedad.®’

A diferencia de los melanomas situados en zonas de exposicion solar, mucho mas frecuentes en
caucasicos, los melanomas originados en otras localizaciones, como palmas de las manos, plantas
de los pies y region ungueal (melanoma lentiginoso acro), y los melanomas originados de las
membranas mucosas de orofaringe, nasofaringe, recto o anogenital (melanoma de las mucosas)

presentan una incidencia similar en asiaticos, africanos y caucasicos.>®

1.1.1-Incidencia y mortalidad:

El melanoma se ha convertido en un importante problema de salud publica en muchos paises

desarrollados.’

Incidencia mundial por melanoma 2002 Mortalidad mundial por melanoma 2002*
80% en Norteamérica, Australia, Nueva Zelanda y Europa

Aprox. 79.000 hombres Aprox. 22.000 hombres

Aprox. 81.000 mujeres Aprox. 19.000 mujeres

A nivel mundial el melanoma fue, en el afio 2002, el 16° y 15° cancer mas frecuentemente
diagnosticado en hombres y mujeres, respectivamente, y con una mayor incidencia en Australia,
Nueva Zelanda, Norteamérica y Europa.™ En los Estados Unidos de América, entre los afios 2003 y

2007, el melanoma fue el 5° cancer més frecuente en hombres y el 7° en mujeres.™
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La incidencia del melanoma ha aumentado exponencialmente en los Estados Unidos desde 1930.
De 1935 a 1939, la tasa de incidencia de melanoma era de 1,0 por 100.000 habitantes.** En 1973, la
tasa de incidencia de melanoma en los Estados Unidos era de 6,8 por 100.000 habitantes y entre
2003 y 2007 esta tasa se elevé hasta 20,1 por 100000 habitantes.*?

La importancia del melanoma radica en su potencial letal y la frecuencia con la que es
diagnosticado en pacientes jovenes. Se ha calculado que, en Estados Unidos, una persona que
fallece por melanoma, lo hace de media unos 17 afios antes de cumplir los 65, en Dinamarca 14-15
afios antes, y en Bélgica 6-8 afios.***>1°

En Estados Unidos, en el periodo comprendido entre 2003 y 2007, la mortalidad por melanoma,

clasificada por grupos de edades, mostré los siguientes resultados:*’

Grupos de edades Porcentaje
Menores de 20 afios 0,1

Entre 20-34 afios 2,7

Entre 35-44 afios 6,3

Entre 45-54 afios 14,3

Entre 55-64 afios 19,6

Entre 65-74 afios 20,9

Entre 75-84 afios 24,1
Mayores 84 afios 11,9

En Espafa, en el afio 2000, se detectaron 3.068 nuevos casos de melanoma y 698 muertes por
melanoma.’® La incidencia en Espafia en el afio 2002 fue de 1.458 hombres y 1.747 mujeres.’® La
supervivencia del melanoma en Espafia a los 5 afios, segun datos del afio 2003, para el periodo del
estudio de 1990-1994, fue de 74% en hombres y 90% en mujeres.*®

En la Comunitat Valenciana, la incidencia estimada para grupos tumorales y sexo en 2003 fue para

melanoma de un 3,4% para hombres y un 2,5% para mujeres.*®

Desde mediados de los afios 60, la incidencia de melanoma ha aumentado entre el 3% y el 8%
anualmente en muchos paises europeos, con un importante incremento en ancianos.”’ Aunque este
aumento puede ser atribuido en parte al mayor conocimiento de la enfermedad y al screening, existe
evidencia de que el melanoma se esta convirtiendo realmente en una enfermedad mas frecuente.
Los estudios epidemiol6gicos han mostrado asociacién con una historia previa de quemaduras
solares, principalmente en la infancia, y con exposicion a luz ultravioleta de todos los tipos,
incluidas las camas de bronceado. El riesgo de desarrollar melanoma cutdneo aumenta en sujetos

con nevos melanociticos y en aquellos con pecas y pelirrojos, rasgos asociados con polimorfismo en
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el receptor | de la melanocortina.>#

El melanoma cutaneo tenia peor prondstico en los afios 50 y 60, pero desde mediados de los afios
70, aunque las tasas de incidencia contindan creciendo, las tasas de mortalidad en diferentes grupos
de poblaciones de alto riesgo se han vuelto estables. Asi, a pesar de este aumento, la supervivencia
ha mejorado sustancialmente, principalmente en paises con elevadas tasas de incidencia. Alrededor
del 60% de los casos diagnosticados en los afios 60 fallecian a causa de esta enfermedad.
Actualmente, los datos mas recientes de mortalidad estan alrededor del 11%. Esto es debido
principalmente a la deteccion precoz de los melanomas y al aumento en el conocimiento de la
enfermedad. Y, probablemente, gran parte del éxito se deba a las campafas de prevencion primaria

y secundaria.****

1.1.2- Diferencias geograficas:

Tanto los niveles de incidencia como de mortalidad varian considerablemente alrededor del mundo.
Las tasas son altas donde predominan poblaciones caucésicas y poseen una baja incidencia en
paises donde los habitantes son principalmente de origen africano o asiatico.**>*°

El factor de riesgo medioambiental mas importante en caucasicos es la exposicion a la radiacion
ultravioleta, haciendo que la incidencia en poblaciones blancas normalmente aumente en paises
préximos al Ecuador.

Desde los afios 70 se han elaborado diversos informes que alertan sobre el problema del melanoma,
inicialmente en términos de mortalidad y posteriormente de incidencia. Dichos informes han
mostrado que las tasas de incidencia se duplican cada 1 6 2 décadas (siendo el incremento anual
entre 3% y 7%). Aumentan marcadamente en zonas del cuerpo con exposicién solar intermitente
(tronco, piernas, etc), siendo moderados los aumentos en cuello y cara. En pacientes varones, el
mayor aumento se observd en tronco, siendo en mujeres las piernas y brazos los lugares mas

frecuentes. 162223

1.1.3- Etiologia:

La exposicion intermitente a radiacion UV es el mayor factor de riesgo medioambiental para
desarrollar melanoma, especialmente en combinacion con factores enddgenos (fototipos | y II,
estatus inmunodeficiente y predisposicion genética). La exposicion intensa e intermitente a
radiaciones ultravioleta en pacientes de raza blanca, especialmente durante la infancia, se ha
postulado como el factor principal de riesgo para desarrollar melanoma, aunque también interviene
en el desarrollo de la enfermedad la exposicion en adultos. Multiples episodios de quemaduras

solares y una elevada exposicion a lo largo de toda la vida también son factores predisponentes. 2>%°
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La radiacion ultravioleta B parece mas asociada al desarrollo de melanoma que la radiacion
ultravioleta A,%" pero no hay que olvidar que maltiples estudios han demostrado que las cabinas de

bronceado constituyen un factor de riesgo para el desarrollo de melanomas.?®?°

En cuanto a las evidencias de causalidad con la exposicion a la luz solar, es un hecho aceptado que
los episodios de quemaduras solares intensas en edades tempranas de la vida se correlacionan con
un mayor riesgo de melanoma. Incluso en aquellos individuos predispuestos a tener melanoma por
tener mutaciones en el gen CDKN2A, la incidencia es marcadamente mayor en individuos que
viven en latitudes mas bajas. Este hecho indica la existencia de interacciones estrechas entre
susceptibilidad genética y factores medioambientales (radiacion ultravioleta) en la génesis del
melanoma.®

El melanoma se desarrolla como consecuencia de una acumulacién de anomalias genéticas. Estas
anomalias promueven la proliferacion celular y previenen la via normal de la apoptosis como
respuesta al dafio del DNA. Los melanocitos alterados acumulan dafios en el DNA, resultando una
seleccion de genes mutados que permiten el crecimiento de vasos sanguineos, evasion de la
respuesta inmune, invasion tumoral y metéstasis. La activacion constitutiva de mutaciones en
NRAS se produce en el 21% de pacientes con melanoma. Mutaciones de BRAF se producen en el

60-80% de los melanomas.®*%%

Factores de riesgo de melanoma maligno cuténeo:**

Factor Riesgo relativo
Exposicion solar 2-3

Nevos multiples/displasicos 2-12

Efelides 2-3

Fototipo 1 1,4

Ojos azules 1,6

Pelo rojo 2,4-4
Antecedentes personales melanoma en el paciente 8,5
Antecedentes familiares primer grado 2-3

Fuerte historia familiar de melanoma 35-70

1.1.4- Clasificacion clinico-patolégica:

Las caracteristicas clinico-patoldgicas del melanoma varian en buena medida segun la localizacion
anatomica en la que se originan. Ello ha sido motivo de la diferenciacion en los distintos subtipos
clinico-patolégicos de melanoma.” Las localizaciones afectadas con mayor frecuencia en ambos

sexos (con mayor unidad de 4rea de superficie) son la cara y el cuello.**3®
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Los datos de los andlisis genéticos han confirmado la existencia de diferentes subtipos con
alteraciones genéticas caracteristicas dependiendo del lugar anatomico y el grado de exposicion
solar.”

- Principales subtipos:

Melanoma invasor sobre léntigo maligno (Iéntigo maligno melanoma): Es mas comin en
cabeza y cuello en pacientes ancianos. Poseen en general un prondstico relativamente bueno.

Melanoma de extension superficial: Este tipo de melanoma crece radialmente
(horizontalmente) antes de comenzar la fase de crecimiento vertical. Es el tipo mas frecuente de
melanoma en caucasicos y se asocia a un relativo buen prondstico, siendo observado con frecuencia
en pacientes jovenes y en zonas del cuerpo expuestas intermitentemente al sol.

Melanoma nodular: Suele presentarse como un nodulo de répido crecimiento (fase vertical
pura), con sangrado Yy ulceracion frecuentes. Este es el tipo méas agresivo de melanoma.
Frecuentemente (pero no exclusivamente) aparece en areas con exposicion intermitentemente al sol.

Melanoma lentiginoso acro: Estas lesiones son generalmente pigmentadas, creciendo en la
palma de la mano, la planta de los pies o bajo las ufias. Son de presentacion tardia y representan el
tipo mas frecuente de melanoma en individuos con pigmentacion cutanea prominente.

Otros tipos: melanoma de las mucosas, melanoma desmoplasico, melanoma lentiginoso (no
acro ni asociado a léntigo solar), melanoma verrucoso (puede presentar un aspecto similar al

observado en verrugas vulgares o queratosis seborreicas).

Caracteristicas clinicas de los diferentes tipos de melanomas:®’

Melanoma |Edad media|Sexo Tiempo de | Localizacion Caracteristicas mas
predominante progresion | mas comdn frecuentes
Extension  |40-50 Mujeres: piernas |1-5afios | Cualquier Plano o ligeramente
superficial Hombres: tronco, localizacion elevado. Bordes
cabeza y cuello irregulares. Areas
hipopigmentadas
Nodular 40-50 Hombres 1 mes-2 |Cabezay cuello |Azul-negruzco, con
anos evolucion a ulcera o
costra
Léntigo 70 Mujer 5-15 afios | Areas expuestas | Marron-negro. Plano.
maligno al sol Frecuentes areas de
melanoma hipopigmentacion
Lentiginoso |60 Principalmente en|2 meses- | Palmas y plantas | Macula marrén-negra.
acro mujeres 10 afos Borde geogréafico

1.1.5- Clasificacion clinico-patolégico-genética:

En los ultimos afios, se ha propuesto otro nuevo tipo de clasificacion basada en la correlacion

19




morfolégico-genética.®**4**42 Dado que la expresion proteica alterada en los melanomas modifica
presumiblemente su patrén histoldgico, se han encontrado correlaciones entre las alteraciones
geneéticas y los parametros clinico-patologicos, que permiten predecir en un 90% de los casos la
presencia de mutaciones de BRAF. Asi, es mas probable esta mutacion cuando el melanoma tiene
mas cantidad de melanocitos atipicos en los estratos altos epidérmicos, siendo estas células mas
grandes, redondeadas y pigmentadas, y condicionando un mayor engrosamiento de la epidermis y
una mejor delimitacion respecto a la epidermis adyacente.***?

Se consideran 4 grandes grupos de melanomas:

Melanomas asociados a dafio solar cronico: Aparecen después de la 5% década de vida y se
incrementan con la edad. Suelen afectar a cabeza, cuello y porciones mas distales y dorsales de las
extremidades. Presentan importante elastosis solar. No suelen asociarse a pacientes con muchos
nevos melanociticos ni a nevos displasicos, pero si a queratosis actinica, 1éntigo solar y otros
canceres cutaneos no melanoma, relacionados todos ellos con la exposicion solar crénica.
Histologicamente muestran una fase radial lentiginosa con mala delimitacion periférica. Poseen una
prevalencia mas baja de mutaciones BRAF que los melanomas no asociados a dafio solar cronico, y
presentan mutaciones de KIT o NRAS en el 30-40% de los casos.***

Melanomas no acros sin dafio solar cronico: Representan el subtipo mas frecuente de
melanoma. La incidencia mayor es hacia los 50 afios y después disminuye con la edad. Afecta
tipicamente a tronco y a porcion proximal de extremidades, preferentemente en individuos con
multiples nevos melanociticos. Suelen ser bastante pigmentadas y en el estudio microscopico estan
constituidas por células mas grandes y pigmentadas, y que en su componente radial ascienden a
estratos altos de la epidermis. El 70% presenta mutaciones de BRAF. Este grupo incluye la mayoria
de melanomas de extension superficial, pero también una parte de melanomas nodulares,
localizados en &reas de exposicion solar intermitente.®*’

Melanomas acros: Son aquellos situados en palmas, plantas o lecho ungueal. Un 20% de
ellos presenta mutacion de KIT siendo poco prevalentes las mutaciones de BRAF. En el 40% de los
casos se detecta amplificacién de ciclina D1. Comparten muchas caracteristicas con los melanomas
de las mucosas.*®

Melanomas de las mucosas: Pueden aparecer en orofaringe, senos paranasales, conjuntiva
tarsal y area anogenital. Presentan con menos frecuencia que los melanomas acros amplificacion de
ciclina D1y, por el contrario, muestran con frecuencia amplificacion de CDK4,4¢4%>0
Esta correlacion de pardmetros clinico-patologicos posee claras implicaciones de tipo preventivo,

diagnostico, prondstico y terapéutico.
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1.1.6- Otros hallazgos clinicos:

- Distribucidon de edad:

El melanoma cutaneo afecta predominantemente a pacientes adultos y ancianos, con un pico
de incidencia alrededor de la sexta década de la vida. No obstante, también se detecta en adultos
jévenes, adolescentes e incluso nifios.

El melanoma puede aparecer de novo, sin una lesion precursora, o puede desarrollarse a
partir de un nevus melanocitico. Se ha estimado que alrededor del 20-30% de los melanomas se
originan de un nevus melanocitico preexistente.

- Factores pronostico:

Edad del paciente: Empeora el prondstico en los pacientes con edades superiores a 65 afios.
Los pacientes ancianos muestran con mayor frecuencia melanomas mas gruesos y ulcerados.

Sexo: Muchos estudios han mostrado que los melanomas en mujeres poseen mejor
prondstico, incluso con metastasis ganglionares. Las mujeres suelen tener lesiones mas delgadas y
con menos frecuencia ulceradas que los hombres.

Localizacion tumoral: Las lesiones de las extremidades tienen mejor prondstico que las
lesiones de cabeza, cuello y tronco.

Invasion de ganglios linfaticos: La presencia de afectacion de ganglios linfaticos se asocia
con peor pronostico en pacientes con melanoma cutaneo.

Grosor tumoral (Breslow): El grosor tumoral y la ulceracion suponen los factores
prondsticos independientes mas importantes. Un aumento en el grosor se asocia a una menor
supervivencia.

Ulceracidn: La presencia de ulceracion se asocia a peor prondstico.

Nivel de Clark: Para tumores con un espesor menor de 1 mm, el nivel de Clark es menos
predictivo que la ulceracion, edad del paciente o localizacién anatémica.

Vascularizacion del tumor: El aumento de la vascularizacion tumoral se correlaciona con un
peor prondstico, estando asociado con el desarrollo de crecimiento vertical en melanomas delgados.
Se han establecido 4 patrones de vascularizacion: ausente, escaso, moderado y prominente. El
aumento de la vascularizacion es mas frecuente en melanomas gruesos y en lesiones ulceradas.

Invasién linfovascular: Su presencia se asocia a peor pronostico.

Lesiones satélites (incluyendo microsatélites): Su presencia se asocia a peor prondstico.

indice mitdtico: La presencia de mitosis en células tumorales dérmicas se asocia a un peor
prondstico.

Regresién: No existe un acuerdo unanime respecto al valor prondstico de la regresion, pero
existen estudios que muestran que se trata de un factor o fenémeno adverso para el pronostico en

melanomas delgados. Este sigue siendo un tema controvertido en la actualidad.
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Linfocitos intratumorales (TIL): se asocian a un mejor prondstico si estdn presentes en gran
cantidad. En principio, los TIL representan la respuesta del sistema inmune frente a las células del
melanoma. Esta respuesta se mide normalmente por la intensidad del infiltrado linfocitario presente
en la base del tumor en la fase de crecimiento vertical, y que se clasifica como abundante, no
abundante o ausente.

Alteraciones genéticas: En el 20-57% de los pacientes con melanoma familiar han sido
detectadas mutaciones en la linea germinal de los genes CDKN2A, CDK4 o ARF, siendo el primero
de ellos el mas frecuente.*®** Aunque no es lo més habitual, los nevos melanociticos comunes y
displasicos pueden ser precursores de melanomas en algunos pacientes. Sin embargo, lo cierto es
que el modelo tradicional propuesto por Clark de progresion del melanoma en fases sucesivas desde
melanocitos normales, pasando por los nevos melanociticos y los displasicos, hasta llegar al
melanoma invasor y al metastasico, ha demostrado no ser una constante y actualmente se considera
que no es la evolucién mas habitual. Las alternativas a este modelo son, en estos momentos, el
origen a partir de células madre del melanoma, también Ilamadas celulas iniciadoras de tumor, o
bien a partir de melanocitos desdiferenciados, en un proceso complejo en el que estan implicados
tanto factores de disposicién genética como ambientales. >

Mutaciones de BRAF: Son las mutaciones halladas con mas frecuencia en el melanoma
maligno humano (60-80%).>® Esta mutacion causa un aumento en la activacion de las kinasas y en
la sefial a través de la ruta de las MAP kinasas (MAPK), provocando la activacion del factor de
transcripcion Brp-3. Las mutaciones de BRAF se asocian a una progresiéon mas lenta de la
enfermedad, aunque no estadisticamente significativa. Las mutaciones de BRAF se detectan
preferentemente en melanomas de extension superficial, localizados en zonas de exposicion solar
intermitente, mas pigmentados y en pacientes mas jovenes que aquellos sin mutacion de BRAF.
Estas mutaciones se encuentran también en los nevos melanociticos adquiridos. >4

Mutaciones de KIT: Se detectan mutaciones en el gen KIT en melanomas localizados en
zonas desprovistas de pelo, en relacion con las ufias, en mucosas y en zonas de dafio solar crénico.
En los melanomas con KIT mutado no suele haber mutacién de BRAF. Todos ellos suelen tener un
patron lentiginoso. Su incidencia aumenta con la edad, no suelen asociarse a los nevos
melanociticos y tienen un periodo mas prolongado de crecimiento intraepidérmico.***"*® Se asocia
con una mala delimitacion de los margenes laterales, al contrario que los melanomas con mutacion
de BRAF, que suelen estar bien delimitados.**

Mutaciones de NRAS: Se detectan mutaciones de NRAS en el 15% de melanomas.*>%%
Este fue el primer oncogén que se identificé en el melanoma.®*

Es posible que las diferencias de susceptibilidad del melanoma puedan estar indirectamente

asociadas a las diferentes células regionales normales acompafiantes, tales como queratinocitos o
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fibroblastos, que mantienen a los melanocitos en un estado quiescente.®
Metastasis a distancia: su presencia empeora notablemente el prondstico. Existen 3 grupos
de metastasis a distancia, basados en los érganos involucrados: subcutaneas o ganglios regionales,
afectacion pulmonar, y afectacion de otros organos. ElI pronostico empeora en el mismo orden.
Lactato deshidrogenasa: Poseen mejor prondstico si los niveles son normales. Los niveles
séricos de LDH son uno de los factores prondsticos que se correlacionan directamente con la

disminucion de supervivencia.®®

En un esfuerzo por predecir una mejor supervivencia en los pacientes con melanoma en estadios | y
I1, se han establecido numerosos factores clinico-patoldgicos independientes. La AJCC solamente
incorpora como factores prondsticos: espesor tumoral, ulceracion, mitosis, nddulos satélites y

metastasis en transito, y el estado de los ganglios linfaticos.®*

Diversos analisis multivariantes han demostrado que la medida del grosor tumoral (Breslow),
medido desde lo mas alto de la capa granulosa hasta la célula de melanoma mas profunda, es el
factor predictivo mas importante, asi como la presencia 0 ausencia macroscopica y/o microscopica
de ulceracion.®>®%7%8.5 E| grosor del melanoma ha sido considerado durante mucho tiempo el
factor prondstico mas importante, considerandose espesores menores de 0,75 y 1 mm de buen
prondstico. No obstante, muchas lesiones mayores de 1 mm no metastatizan y el 25% de las
lesiones mayores de 3 mm no recurren. Y, por otro lado, se observa un comportamiento inesperado
en 3-5% de los melanomas menores de 1 mm, que se comportan de forma agresiva, desarrollando
metastasis.

Se ha introducido el concepto de crecimiento en fases, empleandose los términos fase vertical y fase
radial (horizontal). La fase de crecimiento vertical no estd asociada obligatoriamente con el
desarrollo de metastasis pero permite y facilita normalmente esta evolucién. La fase de crecimiento
vertical se produce principalmente en tumores gruesos, aunque se ha llegado a observar en tumores
con un grosor de 0,27 mm.”®™ La existencia de casos de melanoma con metéstasis y sin evidencia
de crecimiento en fase vertical, cuestiona el concepto de las fases de crecimiento. La presencia de

regresion puede ser responsable de estas discrepancias.

1.1.7- Melanoma vy respuesta inmune:

La presencia de inflamacion y regresion en melanomas primarios es un factor prondstico relevante y
ha sido considerado como un indicador importante de la respuesta inmune antitumoral en pacientes
con melanoma.®* Aunque la evaluacién de los TIL parece estar enormemente influida por la

variabilidad inter-observador, algunos autores han sugerido la densidad y el patrén de distribucion
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de TIL presentes en la fase de crecimiento vertical del melanoma cutaneo como parametros

histolégicos pronésticos.®*

El melanoma es un cancer en el cual el sistema inmune juega un papel importante en el control del
crecimiento de las células malignas.”? De hecho, actualmente se estan empleando con eficacia
farmacos potenciadores de la respuesta inmune. Los melanomas poseen antigenos que pueden ser
reconocidos por los linfocitos T autdlogos. Algunos de ellos son especificos del tumor y, sin

embargo, otros se encuentran presentes en los tejidos normales.

El melanoma humano ha sido considerado un paradigma de inmunogenicidad entre los tumores
humanos, asi como por sus poderosos mecanismos de escape. De hecho, en una parte de los
pacientes se observa un elevado nimero de células T dirigidas contra diferentes antigenos asociados
a tumor, tanto en el sitio del tumor como en sangre periférica, apoyando la nocion de
inmunogenicidad tumoral. Por otro lado, la mayoria de mecanismos clasicos o nuevos de escape a
la supervisién inmune han demostrado actuar sobre el mismo punto durante la progresion del
melanoma. La evidencia de desarrollo de inmunidad a antigenos tumorales puede observarse

incluso en pacientes con una evolucién clinica muy agresiva.”

El melanoma es bien conocido por su pobre respuesta al uso de tratamientos como radiacion o
quimioterapia. Ello hace especialmente importante el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas.
La inmunoterapia parece ser especialmente prometedora, debido a la bien conocida
inmunogenicidad del melanoma. Se han intentado tratamientos con inmunoterapia especifica
(vacunas). Dichas vacunas fueron disefiadas para aumentar el reconocimiento de antigenos por parte
del linfocito o para aumentar la respuesta inmune a través de la activacion de éstos. Los estudios
preclinicos de vacunacién en melanoma fueron esperanzadores’ pero los resultados clinicos no
mejoraron las posibilidades de supervivencia. Se emplearon vacunas con células completas,
antigenos peptidicos (Melan-A/MART-1, tirosinasa, gp100 y MAGE-1) y células dendriticas.” "
Dichas vacunas no consiguieron mejorar los resultados obtenidos con quimioterapia, observandose
incluso, en algunas vacunas de células completas, un empeoramiento de las posibilidades de
supervivencia.’’

Asimismo, se han llevado a cabo diferentes estrategias con inmunoterapia inespecifica. Esta
consiste en la potenciacion del sistema inmune aumentando el nimero o funcion de sus
componentes sin que se produzca una respuesta a un determinado antigeno.” Es la modalidad
terapéutica que ha tenido un mayor desarrollo en el tratamiento del melanoma, siendo, en muchos

casos, considerada el estandar de tratamiento en estos pacientes. En la actualidad hay dos grupos de
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farmacos inmunoterapicos inespecificos, las citocinas, que actian aumentando el nimero y funcién
de los linfocitos, y las proteinas de control inmune, que acttian a nivel de los mecanismos de control
de la respuesta inmune liberandola y aumentandola.”

Las citocinas fueron los primeros farmacos en ensayarse a gran escala en la inmunoterapia de los
pacientes con melanoma, siendo el interferén la primera que demostrd alguna actividad en estos
pacientes.”® La segunda citocina en demostrar actividad antitumoral fue la interleucina 2 (IL2),
siendo eficaz en la enfermedad diseminada. Dicha citocina demostré un incremento de la
supervivencia y fue autorizada para su uso por la FDA, aungue no ha tenido mucha aceptacion en
Europa por la importante toxicidad asociada a la administracién intravenosa requerida %882
Actualmente se estan obteniendo resultados prometedores con las proteinas de control inmune,
donde destacan los anticuerpos anti CTLA-4 y, en concreto, Ipilimumab.” Ipilimumab es un
anticuerpo monoclonal humano 1gG1, producido en células de ovario de hamster chino mediante
tecnologia de ADN recombinante, que actia bloqueando al antigeno 4 asociado al linfocito
citotoxico (CTLA-4).2384% |pilimumab actda indirectamente sobre el tumor al estimular al sistema
inmunoldgico del paciente para reconocer y destruir a las células cancerosas. Bloquea al CTLA-4,
que desempefia un papel importante en la supresion de la respuesta inmunoldgica normal frente al
cancer.®87888990 hilimumab impide esa supresion y, por lo tanto, permite al sistema inmunolégico
responder a organismos extrafios como son las células tumorales, modulando el comportamiento de
las células relacionadas con la inmunidad del organismo y blogueando los mecanismos de
tolerancia al cancer. Su combinacién con dacarbacina se asocia a mejor supervivencia en pacientes
con melanoma metastasico previamente no tratado que dacarbacina més placebo.’>* No obstante,
la insuficiente efectividad antitumoral puede ser debida a diferentes mecanismos relacionados con
los cambios estructurales y funcionales producidos tanto en el tumor como en las células estromales
acompafiantes. Estos mecanismos incluyen la ausencia de moléculas coestimuladoras, reguladoras a
la baja, en antigenos de melanoma o moléculas del CMH, asi como la regulacion al alza de
proteinas proapoptéticas en células de melanoma.*

También se estan empleando farmacos relacionados con las alteraciones moleculares del melanoma.
Aproximadamente 40-60% de los melanomas cutaneos presentan mutaciones en BRAF, lo que
conduce a una activacion de las MAPK.3*® Vemurafenib es un potente inhibidor de BRAF mutado y
se asocia con una reduccion relativa del 63% de riesgo de muerte y un 74% en el riesgo de
progresion en pacientes no previamente tratados, en estadio irresecable Ilic o en estadio IV de

melanomas con la mutacién V600E de BRAF, cuando se compara con dacarbacina.
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1.2- LINFOCITOS INTRATUMORALES (TIL):

Hace mas de un siglo que se observo por primera vez que las neoplasias malignas poseian un
namero variable de linfocitos, los cuales fueron posteriormente denominados TIL. Inicialmente se
crey6 que estos TIL reflejaban el origen del cancer en la inflamacion crénica y, posteriormente, se
debatié si los TIL proporcionaban un medio favorable para el crecimiento del cancer o
representaban la evidencia de que el huésped trataba de eliminar el cancer al haber sido las células
tumorales reconocidas por el sistema inmune. En 1949 se identificd por primera vez una relacion
entre infiltrado de células inmunes y pronéstico en casos de carcinoma mamario.®" %%

Las células tumorales pueden provocar reconocimiento por los sistemas de respuesta inmune innata
y adaptativa. La respuesta innata, que engloba granulocitos, macrofagos, células NK y células
dendriticas, es la que provoca el inicio de la reaccion inmune y las lineas germinales que codifican
los patrones de reconocimiento de moléculas inducidas por el estrés en células tumorales.'® La
respuesta adaptativa, que engloba linfocitos T CD4 y CD8 y celulas B productoras de anticuerpo, es
mas lenta, pero manifiesta memoria a largo plazo, reflejando la seleccion y expresién de linfocitos
especificos asociados a antigenos tumorales.'*

Existen evidencias sustanciales que indican la participacion del sistema inmune en la patogenesis
del cancer y su contribucién a la progresion o inhibicién del crecimiento tumoral. Estos patrones
duales reflejan la relacién compleja de los elementos innatos y adaptativos inmunes con el tumor y
los elementos estromales no transformados en el microambiente tumoral.*®

Existen numerosas publicaciones acerca de la presencia de infiltrados de células del sistema inmune
en neoplasias, incluyendo el cancer colorrectal, observandose la presencia de células T especificas
para las células cancerosas colorrectales en los TIL y en sangre periférica, lo que implica que
potencialmente algunas de estas células T puedan ser capaces de eliminar a las células del cancer
colorrectal '™

El papel de los TIL en la evolucién o destruccién de los tumores en mamiferos ha sido demostrado
experimentalmente, pero su importancia en tumores humanos ha sido considerada solamente en
ciertos tipos de tumores y rechazado en otros, 0%103:104.105106.107.108.109.110111 ga ha ghservado
asociacion entre infiltrados de linfocitos y supervivencia prolongada en carcinomas de ovario,
colon, rifibn 'y pulmonares tipo no microcitico, asi como también en linfomas
foliculares 181131141718 oin ambargo, no se ha encontrado relacién en otros tipos de cancer,
como el carcinoma esofagico.™

Existe evidencia de que el melanoma puede evocar respuesta inmune en algunos pacientes. Martin
Mihm y Wallace Clark fueron los primeros en mostrar que el melanoma primario en fase de

crecimiento radial tipicamente provoca una reaccion de linfocitos dérmicos significativa que puede



efectuar una destruccion parcial de tumor.® Estos autores establecieron que densos infiltrados
intratumorales, que no peritumorales, en melanomas primarios en fase vertical estan estrechamente
relacionados con un aumento en la supervivencia y reduccion de enfermedad metastésica.'?*'%?

Si, en 1969, Clark et al. destacaron por primera vez el infiltrado linfocitario en melanoma primario
cutaneo, Day et al. y Tuthill et al. encontraron posteriormente un significado pronéstico a este
hallazgo. Asi, pacientes con un infiltrado linfocitario moderado-abundante mostraban un mejor
prondstico y una supervivencia 3-5 veces mayor que pacientes con un infiltrado linfocitario escaso-
ausente.”?%1241% E|der et al. diferenciaron el infiltrado linfocitario en tres grupos: abundante, no
abundante y ausente. Estos estudios demostraron que los TIL solamente tenian significado
prondstico en los melanomas en fase de crecimiento vertical. En contraste, los infiltrados
linfocitarios no tenfan valor pronéstico en fase de crecimiento radial.*?°

Otros estudios analizaron la concordancia inter-observador no sélo utilizando tres grupos
(abundante, no abundante y ausente), sino como abundante y no abundante/ausente. La categoria

abundante parece tener una mayor significacion pronéstica.**

Muchos autores no han precisado en
sus publicaciones si el infiltrado linfocitario era intra- o peritumoral. Los autores que han efectuado
el andlisis siguiendo el método de Clark han observado como un hallazgo persistente que el
pronostico de los pacientes cuyo infiltrado inflamatorio es abundante es mejor que el de aquellos en
que es escaso o esta ausente. !

En el estudio de Clark et al. la tasa de supervivencia a los 8 afios para pacientes con melanoma fue
del 88% cuando el infiltrado linfocitario era abundante, de 75% cuando era no abundante y del 59%
cuando se encontraba ausente. En el estudio de Clemente et al, la supervivencia a los 5 afios era del
77% cuando era abundante, del 53% cuando era no abundante y del 37% cuando estaba
ausente, 21122

Los resultados demuestran claramente que existe una buena relacion entre diferentes observadores

al evaluar y cuantificar los TIL.**°

Asimismo, se ha observado que la relacién prondstico-TIL puede
estar limitada sélo a melanomas en fase de crecimiento vertical, pudiendo la inclusion en los
estudios de tumores en fase de crecimiento radial diluir el valor predictivo de los TIL.**

Los datos encontrados en la bibliografia son contradictorios, en gran medida debido a las
discrepancias entre las definiciones y las formas de clasificar el infiltrado, aunque algin papel
parece desempefar en el pronéstico, segin indican resultados de algunos estudios, habiéndose
mantenido como variable independiente para la supervivencia global en muchos de
eIIos.122‘131'132'134'135'136

Las células tumorales que normalmente acumulan mutaciones en su genoma expresan moléculas
diferentes, cuantitativa y cualitativamente, de las células normales. Un sistema de inmunovigilancia

para estas moléculas, conocido como TAA (Antigeno Asociado a Tumor) juega un importante papel
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en la eliminacion de las células cancerosas durante su estadio inicial.**"***** No obstante, debido a
que las células tumorales son inherentemente (de manera innata) células autélogas y su
inmunogenicidad es muy débil comparada con los patdgenos que invaden desde fuera, las células
malignas pueden evadir la inmunovigilancia y entonces producen una proliferacion incontrolable y
metastasis.*****! Ademés, es sabido que varios factores solubles secretados desde las células
tumorales, inducen fallos en la respuesta inmune del huésped.**?

En los melanomas, las células tumorales, el estroma circundante y la epidermis que los recubre
estan infiltrados por varios tipos de TIL (la mayor parte de ellos linfocitos T citotdxicos). Los TIL
son los responsables de la muerte de las células tumorales y de la regresion del tumor. Dichos
hallazgos han sido respaldados por el hecho de que el nimero de TIL y la secrecion de citocinas son
criticos para la regresion del melanoma inducido por células T citotéxicas.*****1*° Se ha observado
que las zonas de piel normal adyacentes a melanoma cutaneo primitivo de crecimiento vertical se
asocian a alteraciones en los TIL.*®

La presencia de TIL es una constante en todos los espectros de las diferentes lesiones melanociticas.
La transicion entre las diferentes fases se asocia a un aumento gradual de todos los tipos de TIL.
Los linfocitos T CD3+ han demostrado ser mas numerosos que los linfocitos B CD20+ en la
mayoria de estudios realizados. Ademas, se observa mayor numero de TIL en el estroma que en el
parénquima tumoral. Las diferencias de valores de linfocitos entre piel normal y lesionada ha
mostrado significacion estadistica en algunos estudios.**" 14814

Los TIL se encuentran ubicados dentro del espesor tumoral y en su periferia. Irénicamente, la
presencia de los TIL en el contexto del crecimiento tumoral, normalmente muestra a la vez una
marcada deteccion de la enfermedad y una deficiencia en la funcién inmune.’*®*! Todavia es
desconocido el motivo por el que la respuesta de los TIL no es efectiva, pero en muchos pacientes
con melanoma metastasico la enfermedad progresa a pesar de poseer una marcada respuesta de
células T frente a ese tumor. La pérdida de efectividad de las células T antitumorales no parece
deberse a que no alcancen los sitios tumorales. Las células T estan presentes en nimero que no se
diferencia mucho del observado en metastasis que estan regresando después de inmunoterapia y que
se consideran abundantes en sangre.’®? Se ha propuesto diferentes mecanismos de los defectos de
los TIL en los diferentes tipos de cancer:

TIL y areas inactivas para inmunidad contra el tumor: uno de los muchos mecanismos
adoptados por los tumores para destruir la vigilancia del sistema inmune es contraatacar a los TIL.
Las células tumorales expresan ligandos especiales que inducen a la apoptosis en los TIL en el
microambiente tumoral. En primer lugar se produce apoptosis y muerte de los TIL en el
microambiente tumoral. A continuacion se produce tolerancia sistémica, como sucede por ejemplo

en los melanomas. Finalmente existen una serie de areas denominadas de privilegio inmune, en las
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cuales las células tumorales no se reconocen como peligrosas y pueden continuar proliferando.
153154155156 | 3 pérdida de antigenos también puede producirse por una mutacion o delecién en la
codificacion genética del antigeno peptidico.™’

Sefiales defectuosas en los TIL: Se ha demostrado que los TIL poseen defectos de
transduccion de sefial, que los hacen ineficientes o inducen su apoptosis. Por ejemplo, en el cancer
humano de cérvix se ha demostrado la regulacion a la baja de los linfocitos T CD25+,°8:%9

Influencia del estroma tumoral: Tanto las células tumorales como el estroma influenciado
por el tumor anergizan el potencial de las células T.*®

Citotoxicidad celular comprometida mediada por los TIL: Pese al gran nimero de TIL, la
citotoxicidad tumor-especifica no funciona correctamente. Se ha propuesto que los linfocitos T
CD4+ juegan un papel crucial en el establecimiento y mantenimiento de los linfocitos T CD8+
especificos en los infiltrados tumorales.*®*®? Los tumores ocultan sus antigenos a los linfocitos T
CD8+. La peérdida de eficacia de los linfocitos T CD8+ se debe a 2 factores principalmente:
disfuncion de la maquinaria citolitica y aumento de las moléculas inhibidoras. Un ejemplo de
mecanismos similares se produce en la inmunosupresion del embarazo, debido al aumento de HLA-
G. Segun Lefebvre et al (2002) es posible que en el cancer de mama humano, la regulacion al alza
de HLA-G sea importante para que las células tumorales escapen a la inmunidad innata y
adaptativa.'®**

Los marcadores inmunohistoquimicos mas empleados para la tipificacion de linfocitos han sido los
siguientes: CD20, para identificacion de células B; CD3, para identificacion de células T; CD4, para
identificacion de T helper; CD8, para identificacion de T citotoxicos; FoxP3, para identificacion de
Tregs; CD25 con una inmunotincion intensa, para definir a los Tregs; CD25 con una inmunotincidn
moderada, para identificacion de activacion celular; y CD56, para identificacion de células NK.*%*
Estudios con TIL cultivados con IL2 han demostrado que la composicion de los TIL es muy
variable, observandose casos con un 90% de CD4 y casos con un 90% de CD8. La mayoria de
estudios se han centrado en los CD8, que poseen capacidad citotoxica para destruir células
tumorales transformadas. 166167168

Dentro de los TIL se incluyen las células NK. Las células NK humanas poseen rasgos
inmunofenotipicos que las diferencian de los linfocitos B y T. Su actividad se encuentra regulada
por productos de células hematopoyéticas y no hematopoyéticas.'® Las células NK pueden
expandirse en cultivos con la presencia de IL2, pudiendo su utilizacion convertirse en un posible
tratamiento para melanomas.’®**"*"? Dichas células no han sido muy estudiadas hasta la
actualidad. Las células NK son capaces de reconocer células que muestran una regulacion aberrante
al alza o a la baja de sus marcadores de superficie como resultado de su transformacion

celular, 168173
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Un estudio ha demostrado que la presencia de TIL NK so6lo se observa en pacientes con melanomas
con buena evolucién, sin evidencia de progresion de la enfermedad.*™ Las células NK poseen un
efecto letal sobre las células del melanoma mucho mayor que el de los TIL CD3+.}"

Los tumores sélidos como los melanomas expresan antigenos tumorales especificos que sirven de
diana para las células T efectoras. Las células T citotoxicas “naive” son activadas exclusivamente
en drganos secundarios linfoides, como bazo y ganglios linfaticos. En fases iniciales del desarrollo
de los tumores sélidos, normalmente no alcanzan los 6rganos linfoides, por lo que las células
“naive” T primitivas no pueden ser activadas. Como consecuencia, la vigilancia inmune del tumor
es ineficaz.’® Los tumores con suficiente inmunogenicidad producen una respuesta inmune con
reclutamiento concomitante de TIL B, T y células NK. La inmunogenicidad del melanoma se debe a
la presencia de los antigenos del melanoma (Mart-1, gp100, gp75 y tirosinasa). Los niveles de estos
antigenos afectan criticamente al estado de activacion de los TIL y la eficiencia de las reacciones
inmunes mediadas por estas células.®?®

El papel de los CD4 en los TIL todavia no es bien conocido. Se ha demostrado que poseen por si
mismos la habilidad de lisar las células del melanoma.'’” 8

Los linfocitos T que expresan CD4 y CD25 han sido denominados Tregs. Estos linfocitos también
expresan FOxP3 y suponen entre el 5-10% de las células del infiltrado linfocitario. Deficiencias en
los linfocitos Tregs han sido asociadas con enfermedades autoinmunes, considerdndose dicha
poblacién linfocitaria de relevancia para la autotolerancia. Dentro de este grupo, ha sido descrito un
subgrupo de linfocitos Tregs que regula la inmunotolerancia para antigenos no propios. En
pacientes con neoplasias epiteliales malignas los Tregs se encuentran significativamente elevados.
178179180181 | 4 acumulacion de los Tregs se asocia con la progresion de la enfermedad y con
aumento del riesgo de recurrencia. Este aumento podria explicar la anergia de los linfocitos CD8 en
este tipo de lesiones. ™82

Los TIL B han sido poco estudiados. Altos niveles de TIL B se asocian a pronostico favorable en
ciertos tipos de cancer. En melanoma todavia no existen muchos datos.'’”184:18%.186

La ausencia de linfocitos T CD4+ en el tejido tumoral puede evitar la diferenciacion de linfocitos T
CcD8+.'%’

En cuanto al papel de los TIL en el melanoma cutaneo los resultados publicados son
contradictorios. Aunque algunos estudios muestran que un infiltrado linfocitario prominente es

121,122,188

pardmetro independiente de buen prondstico, especialmente cuando los linfocitos se

encuentran en la fase de crecimiento vertical, en otros con similar metodologia no se encontro que
el infiltrado linfocitario fuese un factor independiente de supervivencia.*3!9%1%
La deteccidn de TIL por si misma puede no ser un marcador sensible de respuesta inmune. El estado

de su activacion ha demostrado ser igualmente importante. Existen pocos estudios donde la
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actividad funcional o la expresion de marcadores de activacion de las células TIL hayan sido
tenidos en consideracion. En el carcinoma de células renales la actividad proliferativa de las células
T CDB8+ intratumorales ha demostrado ser un factor prondstico independiente. En carcinomas
escamosos orales en pacientes con estadios 111 y IV se ha demostrado muy baja supervivencia.'®
Entre los diferentes factores de activacion, CD25 (IL 2 Ra) expresado en una porcion relativamente
pequefia de TIL de muchos tipos tumorales, se considera un antigeno de estimulacion y al mismo
tiempo posee significado funcional, jugando un papel crucial en la regulacion de la proliferacion de
células T. Ha sido empleado para predecir o monitorizar los efectos en los protocolos de efectos de
inmunoterapia de activacion de células T en pacientes con melanoma, carcinoma de cabeza y cuello
y carcinoma colorrectal 1%°1%1%

Otro marcador de activacion de células T empleado con menos frecuencia pero extremadamente
especifico es OX40 (CD134). Se trata de una glicoproteina transmembrana perteneciente a la
superfamilia de los factores de necrosis tumoral y que se observa en los T CD4+ recientemente
activados.'*®

Se ha demostrado que la intensidad del infiltrado linfocitario que expresan estas moléculas tiene un
impacto significativo en la supervivencia de los pacientes. Pacientes con elevada densidad
peritumoral de linfocitos CD25+ o CD134+ poseen superior supervivencia al compararlos con los
que poseen menor numero de este tipo de células. La importancia para CD25 es significativa
solamente en pacientes con un grosor de melanoma mayor de 1mm.**® Se observé mayor niimero de
CD25+ y CD134+ en pacientes que no desarrollaron metéstasis viscerales.**®

Los pacientes que expresan alta densidad peritumoral de CD25+ y CD134+ poseen mejor
prondstico, mientras que en aquellos donde se expresan a nivel intratumoral no se altera el
prondstico. Esto puede deberse a que los linfocitos intratumorales sufren anergia tumoral. Los
linfocitos CD25+ CD134+ podrian ser considerados linfocitos CD4 efectores, que no necesitan
contacto directo con las células tumorales.*®®

En humanos, CD25 y CD134 estan solo presentes en células T CD4+ auxiliadoras. No se ha
observado expresion de estos marcadores en T CD8+ o en el resto de los CD4+ naive o de memoria,
0 en ninguna otra célula de origen no hematopoyético.'*°

Se ha observado que el namero de TIL en el tumor primario posee relacion inversa con la
probabilidad de metastasis ganglionares. Pacientes con elevado nimero de TIL en sus tumores
primarios muestran un 3,9% de probabilidad de tener un ganglio centinela positivo, comparado con
el 26,2% de los pacientes que no muestran TIL en su melanoma primario.’® Los pacientes con
metastasis ganglionares con marcada respuesta linfocitaria muestran mayor supervivencia a 30
meses (81,3%) que los que poseen escaso (46,8%) o nulo (29,3%) infiltrado linfocitario en sus

metéstasis ganglionares."**?* No obstante, otros estudios no han demostrado que la presencia de
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TIL mejore la supervivencia de pacientes con melanoma.**1%*1% Estas diferencias se explican en
parte por las diferencias en poblaciones de pacientes investigadas, particularmente en pacientes con
melanomas gruesos. El estudio de Clemente et al. mostro el impacto de los TIL en pacientes con
melanoma con grosores comprendidos entre 1,7 y 6 mm. EIl significado pronostico se perdia en
pacientes con grosores mayores.'?* Sin embargo, Barnhill et al. no encontraron ninguna ventaja de
supervivencia asociada con infiltrados marcados de TIL, aunque en el estudio se incluyeron tanto a
pacientes en fase de crecimiento radial como a pacientes en fase de crecimiento vertical. Ademas
s6lo el 25,6% de los pacientes del estudio de Barnhill mostraban grosores mayores de 1,7 mm. %
Taylor et al. observaron que los TIL son un factor independiente de prediccion de ganglio centinela
positivo, siendo el factor predictivo independiente mas importante de recurrencia y supervivencia
en pacientes con melanoma maligno.?®®

Azimi et al.?%

afirman, en su estudio publicado en julio de 2012, que el grado de infiltrado
linfocitario tumoral es un factor predictivo independiente del estado del ganglio centinela y de la
supervivencia en pacientes con melanoma cutaneo primario, clinicamente localizado y con grosor
mayor o igual a 0,75 mm. En su estudio se realiza una gradacion del infiltrado linfocitario,
considerandose la densidad de los TIL (leve, moderada o intensa) y su distribucion en el

componente dérmico del tumor (focal, multifocal o difuso en toda la extension tumoral):

TIL grado O Ausencia de TIL

TIL grado 1 Infiltrado focal leve o moderado
Infiltrado multifocal leve

TIL grado 2 Infiltrado focal intenso
Infiltrado multifocal moderado o intenso
Infiltrado difuso leve

TIL grado 3 Infiltrado difuso moderado o intenso

Segun este estudio, los pacientes con TIL grado 3 poseen un excelente prondstico,

independientemente de otros factores prondsticos empleados actualmente.

La siguiente tabla resume los estudios mas importantes sobre los TIL realizados hasta la fecha y los
hallazgos mas importantes:

Diferentes estudios Resultados Conclusiones

realizados hasta la fecha:

Day et al.(1981%% Observaron la presencia y el A mayor nimero de TIL, mejor
namero de TIL pronadstico

Clark et al.(1989 *?%) Clasificaron los infiltrados de TIL | Poseian prondstico en fase
en ausente, no abundante y vertical, pero no en fase
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abundante

horizontal

Clemente et al.(1996 %)

Observaron el impacto de los TIL
en melanomas con grosores
comprendidos entre 1,7 y 6 mm

A mayor infiltrado linfocitario,
mejor prondstico. El significado
prondstico se perdia con grosores
mayores a 6 mm

Taylor et al.(2007 %)

Observaron la relacion entre
namero de TIL y positividad de

Negatividad de ganglio centinela
a mayor numero de TIL. No se

observé relacién con
supervivencia

ganglio centinela

Observaron la relacion entre
namero de TIL y supervivenciay
positividad de ganglio centinela

Azimi et al.(2012 2°) Pacientes con TIL grado 3 poseen

mejor prondstico.

El desarrollo de inmunoterapia para el cancer puede incluir el establecimiento de una metodologia
capaz de acrecentar el reconocimiento de las caracteristicas de las células tumorales (diferentes de
las células normales) por parte del propio sistema inmune del paciente y acumular células efectoras
de la activacion inmune en el sitio propio del tumor.**?

Estudios actuales muestran, particularmente en melanoma, el gran potencial de esta terapia, pese a
los resultados desoladores obtenidos anteriormente debido a la pobre especificidad de los TIL y/o la
elevada carga tumoral, dependiendo, entre otros, de parametros como la especificidad del antigeno,
la funcién o la persistencia de los TIL.%®

La aparicion de areas de despigmentacién tipo vitiligo durante el curso de un melanoma maligno ha
sido considerado signo de buen pronéstico.?®*?!? Existen evidencias que sugiere que la induccién de
respuesta inmune limitada puede ser eficiente para eliminar tumores.? La despigmentacion sucede
en pacientes con melanoma maligno de manera espontanea o, con mayor frecuencia, en pacientes
que han recibido terapia inmune.?™! Existe evidencia de series en las que se sugiere que la
inmunodominancia de células T CD8+ responden directamente contra el epitopo MART-1 en casos

de vitiligo y despigmentacion asociada a melanoma.?'%%
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1.3- FOXP3 Y TREG:

La capacidad de las células tumorales para evitar la vigilancia inmune representa, entre otros
factores, un paso critico en la progresién tumoral.”** Sin embargo, una cuestién importante es
aclarar por qué la respuesta del huésped falla para prevenir el desarrollo de la enfermedad. Existen
multiples mecanismos inmunosupresores en el microambiente que pueden restringir la intensidad y
magnitud de las reacciones citotdxicas en el huésped. Entre ellas destaca una pequefia poblacion de
células T reguladoras (Tregs) que transcriben el factor FoxP3.21>210.217.218.219 F| melanoma cuténeo
se encuentra dentro de este grupo de neoplasias que poseen el potencial para mitigar la respuesta
antitumoral por induccién de células Tregs.?®

Los Tregs constituyen entre el 5-10% del total de linfocitos T CD4+ en sangre periférica. Se trata de
una subpoblacién de células T CD4+, derivadas del timo, o bien generadas en la periferia en

221,222

presencia de exposicion a antigenos no inflamatorios y TGF-f, gue muestran elevados niveles

de CD25+, para suprimir la reactividad de células T en periferia.*?*3?>3% | 3 inhibicién de la
maquinaria citotdxica de los linfocitos T CD8+ puede deberse a la inmunosupresion de citocinas
liberadas por el tumor o bien a la presencia de células reguladoras T CD4+ CD25+, capaces de
suprimir la respuesta inmune. La principal funcién de estos linfocitos Tregs es mantener la
inmunotolerancia periférica, manteniendo bajo control las células T autorreactivas que pueden
haber escapado del timo.??®??" Se ha asociado la ausencia de células CD4+ CD25+ FoxP3+ con
sindromes de autoinmunidad severa.?’® Caracteristicamente, los Tregs son un tipo de linfocitos
CD4+ que expresan CD25 y FoxP3, considerandose éste Gltimo el marcador méas apropiado para
definir a las células Tregs.?26:2%7229:2%0

Se ha sugerido la posibilidad de que células Tregs actlen en pacientes con cancer, debido al
aumento de Tregs demostrados en una variedad de canceres humanos. El aumento de los niveles de
Tregs se ha asociado con peor prondstico en pacientes con diferentes estirpes tumorales y han sido
considerados responsables de evitar la induccion de wuna inmunidad antitumoral
efectiva.231’232'233’234'235'236'237

Se ha observado que el nimero de Tregs se encuentra claramente elevado en sangre periférica de
pacientes con cancer. Ello implica que las células neopléasicas escapan de las funciones de las
células T efectoras, o bien las propias células T efectoras son incapaces de ser estimuladas por el
antigeno o por su funcién, permaneciendo en un estado de anergia.*®*#**%* |a evidencia de anergia
para las células T locales (intratumorales) parece ser la teoria mas convincente. Las células y el
estroma tumorales desarrollan vias para, de forma directa o indirecta, causar anergia en las células T
efectoras, demostrandose por la frecuencia con que han sido observadas células T CD4+ y CD25+

en tales circunstancias.”*"*** Las células Tregs interfieren en la proteccién inmune contra gran
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variedad de tumores. El aumento o presencia de células Tregs en sangre o en ganglio centinela de
pacientes con cancer, la identificacién de Tregs con especificidad para antigenos expresados por
tumores humanos y la presencia y acumulacion de Tregs en tumores son buena prueba de ello,
implicando peor prondstico y menor supervivencia.®

Se ha observado que en el melanoma cutaneo los pacientes con enfermedad metastasica poseen
mayores cantidades de células Tregs comparadas con controles normales.?® Sin embargo, las
células CD25+ FoxP3+, que se encuentran presentes en todo el espectro de lesiones melanociticas,
son menores o casi indetectables en nevos melanociticos.?**

Aunque, en ratones, FOXP3 esta Unicamente asociado a regulacion, en humanos se cree que esta
siempre asociada con la capacidad supresora de las células T. Por lo tanto, en humanos la
caracterizacion de las células Tregs necesita de la combinacion de anticuerpos anti CD25+ y anti
FOXP3+%%

Las células T reguladoras FoxP3+ inhiben a las células especificas CD8+ y limitan el efecto de la
funcion de NK y NKT.%%%° | 3 importancia clinica de las células Tregs que suprimen inmunidad se
ilustra por la corta supervivencia de pacientes con abundantes FoxP3+ intratumorales. Los pacientes
con ricos infiltrados CD8+ deficientes en FoxP3+ poseen mejor supervivencia y comportamiento
con la terapia oncoldgica.”*” Estos hallazgos dan paso a la posibilidad de estrategias terapéuticas
para aumentar los linfocitos T citotoxicos antitumorales que inhiban Tregs FoxP3+ y potencien la
inmunidad protectora.®®*%%*

Se ha observado correlacion entre aumento en la proporcion de Tregs y el aumento del grosor de
melanomas primarios.?®® Los tumores en estadios iniciales de progresién mostraron cantidades
significativamente mayores de infiltrado por Tregs FoxP3+, comparadas con tumores de mayor

26266 E| crecimiento en fase vertical del melanoma primario cutineo se asocia

grosor.
significativamente a un mayor nimero de TIL FoxP3+ que comparativamente en los melanomas en
fase radial.?®® Estudios recientes han demostrado que el acimulo de Tregs CD4+ en el sitio del
tumor implica que esas células inducen antigenos especificos e inmunotolerancia local.?®®> Al
eliminar los Tregs se puede estimular una fuerte inmunidad antitumoral.?*’ Este fenémeno también
puede ser debido a que al eliminar los Tregs, las células NK recobran su funcién citotoxica®®

FoxP3 es el gen regulador maestro del desarrollo y regulacion de los Tregs en el timo y en periferia.
En ratones, FoxP3 solamente se asocia a células CD4+ CD25+. Por el contrario, en humanos
también se asocia a células dendriticas, a celulas CD4+ CD25- activadas y a células CD8+
activadas. En humanos la proteina maestra de activacion puede ser simplemente una proteina de
activacién més dentro de un conjunto de proteinas activadoras.?®® Por ejemplo, se observa un
aumento en la acumulacién de células CD4+ CD25+ en el carcinoma ductal infiltrante mamario en

relacion con la edad (mayores de 50 afios). Asimismo, la actividad de los linfocitos CD4+ CD25+
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declina con la edad.?®°

Existe un gran nimero de trabajos que muestran que varios tipos de inmunoterapia contra el cancer
en algunas ocasiones fueron eficaces en el rechazo del cancer en modelos animales. No obstante, es
inadecuado esperar el mismo grado de efectividad en humanos. Una de las razones de esto es la
gran diferencia que existe de inmunogenicidad entre modelos experimentales animales y humanos.
A la hora de considerar aplicaciones clinicas es, por lo tanto, muy importante investigar los efectos
de la inmunoterapia antitumoral, usando en modelos animales células pobremente inmunogénicas.
270

Aunque, en humanos, FoxP3 se expresa predominantemente en células CD4+ CD25+, existen
pequefias subpoblaciones FoxP3+ CD25- y FoxP3+ CD8+ que no han sido incluidas en la mayoria
de los estudios previos efectuados.?’*2"

Hasta hace poco tiempo se creia que la expresion de FoxP3 estaba restringida al linaje de las células
T. Actualmente se conoce que también se expresa en los linfocitos B y en las células tumorales del
melanoma, asi como en células B infectadas por virus y células de diferentes tumores sélidos.?”
Aunque CD25 estad fuertemente expresado de manera constitutiva en los Tregs, la posibilidad de
identificacion de CD4+ CD25+ ha sido descartada por algunos autores puesto que las células T
recientemente activadas también expresan CD25. No obstante, gran cantidad de estudios han
empleado estos parametros para la identificacion de Tregs.?”

La designacion de Treg se otorga idealmente a la fraccion de T CD4+ que poseen actividad
supresora sobre la activacion y proliferacion de otros linfocitos, aunque la actividad supresora en si
misma no pueda ser directamente medida en cada Treg por métodos convencionales. De este modo,
para efectos practicos, FoxP3 ha sido extensamente empleado en numerosos estudios para
identificar Tregs, ya que los Tregs expresan mayor cantidad de este factor de transcripcion que otras
célulasT.

Basada en la expresion de FoxP3, se ha documentado aumento de Tregs en varios tipos de cancer,
incluyendo el melanoma cuténeo avanzado.?”” No obstante, gran cantidad de estudios recientes
sugieren que FoxP3 esta también expresado en células T activadas y no reguladoras de humanos, y
gue FoxP3 puede no sélo ser un marcador absoluto de Tregs inmunosupresores, lo que cuestiona la
interpretacion de estudios previos.?’®277278

Una posible solucion a este problema es analizar las subpoblaciones de FoxP3. Miyara et al
recientemente han propuesto una clasificacion para las células T FoxP3+, atendiendo a 3 grupos
funcional y fenotipicamente distintos, basados en la expresion de FoxP3, CD45R0 y CD45RA. %"
Las células CD45RO+ FoxP3™" no son células supresoras y producen grandes cantidades de
citocinas y, por tanto, se consideran células T activadas no reguladoras. Este tipo de células son

abundantes en pacientes con enfermedades autoinmunes como el lupus.?”
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Las células CD45RO+ FoxP3"9" poseen los hallazgos arquetipo de los Tregs, mostrando una
potente actividad supresora, mientras que la produccién de citocinas es baja.?’***

Las células CD45naive CD45- FoxP3" son células T con hallazgos casi completos de células
Tregs, siendo la mayoria de ellas derivadas del timo. Este tipo de células producen niveles bajos de
citocinas.?"*%

Todos los tipos de células T FoxP3+ estan aumentadas en sangre en pacientes con melanoma, tanto
las células reguladoras como las no reguladoras.”®

Las células CD45- FoxP3"°" naive reguladoras aumentan en sangre periférica con la progresion del
tumor.?

El aumento de CD45Ro+ FoxP3"°" no reguladoras se restablece a niveles normales tras la reseccion
tumoral. Asumiendo que la carga tumoral aumenta las células FoxP3+, tras la reseccion quirurgica
del tumor deberia esperarse que se redujese el nimero de estas células. La frecuencia de CD45RO+
FoxP3"" no reguladoras disminuye después de la reseccién tumoral y sus valores son comparables
a los de los controles sanos. Por otro lado, la frecuencia de las células T CD45RO- FoxP3"" naive
reguladoras y las CD45+ FoxP3™" efectoras Tregs no se altera de modo significativo.?®®

Las células CD45RO+ FoxP3"™'9" reguladoras se acumulan en el microambiente tumoral.?®

Estudios previos han sugerido que los Tregs estaban aumentados en diferentes tipos de tumores
malignos, incluyendo el melanoma cutaneo, basandose en el estudio de los marcadores CD25 y/o
FoxP3. No obstante estudios mas recientes han demostrado no sélo el efecto inmunosupresor de las
células CD45RO+ FoxP3"'9" efectoras Tregs sino también el de otras 2 poblaciones: CD45RO+
FoxP3"°" no reguladoras y las células FoxP3 naive disreguladoras.?32%286.287

Estos datos sugieren que la variacion de FoxP3+ en pacientes con melanoma no supone un simple
aumento de Tregs. Mas bien parece un sistema complejo de disregulaciones de los procesos
homeostaticos y procesos funcionales que suceden en estos subgrupos de células T. Se observan
correlaciones positivas entre el aumento de las células FoxP3+ y la progresion tumoral. El
significado de estos cambios todavia no esta clarificado.?®®

CD45RO+ FoxP3"" estaban aumentadas en pacientes con melanoma y disminuyeron
significativamente y se normalizaron tras la reseccion tumoral. Si tenemos en cuenta que estas
células no son supresoras y producen citocinas y que cualquier célula T CD4+ naive puede expresar
transitoriamente FoxP3 por simple estimulacion antigénica, el aumento de estas células parece
responder a estimulacion antigénica del tumor.?”® Considerando el elevado porcentaje de estas
células no reguladoras que disminuyeron y se normalizaron incluso en pacientes con estadios
iniciales de melanoma, un namero relativamente pequefio de células de melanoma pueden tener un
impacto significativo en todo el sistema inmune. Las células periféricas CD45RO- FoxP3"°" son

supresoras y producen poca cantidad de citocinas. El porcentaje de estas células en sangre periférica
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en pacientes con melanoma se correlaciona positivamente con la progresion tumoral. EI aumento de
estas células en pacientes con melanoma se asocia a mayor nimero de células productoras de INF-
v,%3 1o que aumenta la posibilidad de que exista un mayor nimero de células T con activacion
anomala. Una posibilidad alternativa es que la disregulacion inmunoldgica del microambiente
pueda alterar el gen de regulacién de estas células, lo que hace que, en estas poblaciones celulares,
la actividad de FoxP3 se encuentre atenuada. Hasta donde se ha investigado no se observa ninguna
otra anomalia sugestiva de defectos funcionales en estas células como Tregs: la supresion en la
produccidn de citocinas, incluyendo IL2, IL7 y TNFa y la expresion de marcadores asociados con
FoxP3, incluyendo CD25, fueron equivalentes a los de los controles sanos. Estas disregulaciones
predisponen a estas células a producir INF-y. No es posible concluir, por el momento, que estas
células sean funcionalmente poco efectivas, pero se sugiere que el aumento del porcentaje de estas
células reprime la inmunidad tumoral, aunque en vez de reflejar disregulacion inmunoldgica del
ambiente, puede agravarse con la progresién del melanoma.?

Las células CD45RO+ FoxP319" son fuertemente supresoras y pobres en la produccion de citocinas
y se cree que son células efectoras Treg. El porcentaje de estas células se encuentra aumentado en
sangre periférica en pacientes con melanoma. Ademas los Tregs muestran un marcado aumento en
los TIL comparado con las mismas en sangre periférica de los mismos pacientes. Si tenemos en

3 Low

consideracion que los TCD45+ FoxP no reguladores estan aumentados en sangre periférica

pero no en los TIL, se sugiere que el microambiente inmunoldgico del melanoma esta regulado vy,

por ello, se produce la inmunosupresién local.?*
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1.4- CCL27:

Se ha sugerido que la expresion de quimiocinas y receptores de quimiocinas por las células del
melanoma puede estar involucrada en la evasion del tumor a la respuesta inmune.?®® Las
quimiocinas son una gran familia de pequefias moléculas de polipéptidos que regulan la migracion
celular y su invasion en los tejidos, interactuando con sus receptores especificos.?®® Son una familia
de citocinas quimiotacticas de bajo peso molecular (8-17Kd) que provocan respuestas de migracion
celular dirigida, y que son a su vez inducidas por citocinas inflamatorias, factores de crecimiento y
estimulos patdgenos. La union de estas quimiocinas a sus receptores en la superficie celular
conlleva una serie compleja de respuestas celulares, como la activacién de varias vias de
sefializacion celular y reorganizacion del citoesqueleto, que favorecen la formacion de pseudopodos
y permiten el movimiento celular.?®**%

Aunque las quimiocinas clasicamente se han considerado como mediadores proinflamatorios,
también poseen otras funciones en el desarrollo de los tejidos normales, la angiogénesis y el control
y proliferacion de células germinales y progenitores celulares. También estan involucradas en la
transformacion celular neoplésica, el crecimiento, invasion y metastasis a distancia y en la respuesta
antitumoral del huésped. Se ha propuesto que la migracion de células tumorales a oOrganos
especificos puede estar determinada por los receptores celulares de quimiocinas y por las
quimiocinas expresadas en los érganos diana.?882922932942% ) 3 comprensién de los mecanismos
moleculares que permiten la progresion tumoral en el melanoma es un paso esencial que puede
permitir, en Ultima instancia, no solo predecir, sino intervenir de forma terapéutica para evitar dicho
proceso.”*®

Hasta la fecha, varios estudios de terapia antitumoral se han focalizado en la inmunoestimulacion de
las citocinas, moléculas accesorias o0 de union. Desafortunadamente, muchas de estas
aproximaciones han mostrado una respuesta antitumoral limitada. Debido a que las células
cancerosas son, en si mismas, células que han eludido los mecanismos normales de regulacion
homeostatica, asi como las caracteristicas especificas del tejido, es conocido que la infiltracion de
gran cantidad de células efectoras dentro del tumor es dificil.2®"2%:2%9:3%0 | g5 intentos para conseguir
alcanzar una activacion de células inmunes sugieren obstaculos presentes en el sitio del tumor y
puede ser iniciada proveyendo de citocinas pro-inflamatorias en la zona del tumor. Existe alguna
evidencia que indica que la presencia de linfocitos infiltrando el tumor son un signo favorable.**?
Para poseer una accion favorable debe existir gran nimero de TIL, como células T y NK. Las
quimiocinas muestran actividad quimiotactica para varios tipos de células inmunes, asi como para
algunos tipos de células tumorales, que muestran unos niveles de expresion de quimiocinas menores

que las células normales. Por todo ello, las quimiocinas actian como importantes adyuvantes en el
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reclutamiento de tipos de leucocitos en el sitio del tumor, potenciando la efectividad de la
inmunidad antitumoral.*®® Las células metastasicas migran a sitios especificos atraidas por
quimiocinas, lo que explica que ciertos canceres produzcan metastasis en ciertos 0Organos
predilectos.®*

Las investigaciones de la relacidn entre prondstico y la densidad de infiltracion de las células
inmunes asociadas a tumor en pacientes con cancer han indicado que la recurrencia post-tratamiento
0 metastasis esta significativamente suprimida en casos que exhiben elevada infiltracion por células
inmunes en el tejido del tumor primario y es mayoritariamente aceptado que las células T
representan el tipo mas potente de células efectoras antitumorales. Por lo tanto, el establecimiento
de inmunoterapia capaz de promover la interaccién entre células tumorales y células inmunoldgicas
se considera critica para mejorar la tasa de cura del cancer. Basandose en estos resultados, una
opcidn que trate de reforzar la acumulacion de células inmunes en el tejido tumoral mediante el uso
de quimiocinas, mediante el control de migracion y de infiltracion de células inmunes en el sitio
local del cancer, es muy atractiva para el desarrollo de una inmunoterapia eficaz del cancer. #1330
El importante papel de las células T en el rechazo tumoral y su actividad citolitica contra las células
tumorales ha sido conocida durante décadas.*®® Aunque las células transformadas expresan
frecuentemente antigenos reconocibles para el sistema inmune del huésped, los tumores establecen
cominmente un sistema de escape al reconocimiento inmune.**°

Recientemente se ha observado que la quimiocina asociada a la piel, CCL27, se expresa en
queratinocitos epidérmicos y media el reclutamiento de las células T memoria. 3312313314 ge ha
propuesto la participacion en procesos metastasicos del receptor CCR10, cuyo ligando, CCL27, se
expresa predominantemente en las células basales de la epidermis.”®®

Aungue juegan un papel importante, la relevancia de las quimiocinas en la inmunidad antitumoral
es limitada.*'® Se demuestra que los tumores cutaneos humanos evaden la respuesta antitumoral
inmune mediada por células T regulando a la baja la expresion de la quimiocina CCL27, a través de
la activacién de EGFR y Ras.*®® Se produce la pérdida de CCL27 durante la carcinogénesis
cutanea.®'® El analisis inmunohistoquimico de pieles sanas y muestras obtenidas de queratosis
actinicas mostro que CCL27 esta abundantemente expresada en la piel normal, pero disminuye
marcadamente en pieles con queratosis actinica y se produce una pérdida progresiva de CCL27
durante el proceso de carcinogénesis cutanea.*°

Las células del melanoma expresan elevados niveles de CCR10, que es el receptor especifico de la
quimiocina CCL27. Es posible pensar que CCL27 en melanomas puede inducir inmunidad
antitumoral y que CCL27 puede suprimir el crecimiento del tumor induciendo el reclutamiento de
células T y NK. 3%

Se ha demostrado recientemente que la sobreexpresion de CCL27 en células de melanoma, reduce
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el crecimiento del tumor, debido al reclutamiento y la acumulacién de células T o NK, resultando
realzada la respuesta inmune.>*®

En nevos melanociticos, la expresion de CCL27 es negativa o0 se expresa débilmente. La capacidad
de internalizar la quimiocina CCL27 puede ser una caracteristica de la célula melanocitica maligna,
ya que se ha observado dicha expresién en melanomas malignos y no en lesiones melanociticas
benignas. Algunos estudios han mostrado que los casos de positividad para CCL27 tienden a tener
menos densidad de células CD3+ CD8+ comparados con los casos que no expresan CCL27,
sugiriendo que CCL27 puede hacer a las células del melanoma menos susceptibles a la respuesta
antitumoral del huésped, implicando que, contrariamente a lo observado en otros estudios, la
coexpresion de CCR10 y CCL27 por células neoplasicas pueda ir ligada a peor prondstico en
pacientes con melanoma.3#3%

Las interacciones quimiocina-receptor en unos casos potencian y en otros dificultan la respuesta
inmune. Asi, la expresion de CCL27 es un importante inductor de la respuesta inmune en neoplasias
de celulas escamosas, y su inhibicion contribuye a la evasion de la respuesta inmune que favorece la
evasion tumoral. De hecho, la expresion de CCL27 es mas baja en metéstasis de melanoma en
comparacion con melanomas cutaneos primarios. Sin embargo, la sobreexpresion de CCR10, el
receptor de CCL27 por células de melanoma B16, probablemente estimulada por los altos niveles
de CCL27 de origen epidérmico, parece aumentar la resistencia de estas células a la respuesta
inmune antitumoral, y protege de la apoptosis mediada por Fas.3?"3%

Un estudio reciente de Monteagudo et al.>* establece valor pronéstico de la ratio CCL27/CCR10
intratumoral, en relacion con el riesgo de metastasis a distancia. Los resultados se resumen en las
siguientes tablas:

Para Breslow menor o igual a 4 mm:

Ratio CCL27/CCR10 Punto de corte |Riesgo de metastasis
Breslow — (0,0085 x CCL27/CCR10) |<0,0553 Bajo riesgo
Breslow — (0,0085 x CCL27/CCR10) |>0,0553 Alto riesgo

Para cualquier grosor de Breslow:

Ratio CCL27/CCR10 Punto de Riesgo de metastasis
corte

Breslow — (0,0226 x CCL27/CCR10) — (0,04237 x CXCL12/CXCR4) | < -0,12 Bajo riesgo

Breslow — (0,0226 x CCL27/CCR10) — (0,04237 x CXCL12/CXCR4) |>-0,12 Alto riesgo

En este estudio se observa que la ratio CCL27-CCR10 en tumores primarios se encuentra

inversamente asociada con el desarrollo de metastasis a distancia.
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2- METODOLOGIA:
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2.1- OBJETIVOS:

Mudltiples factores prondsticos han sido estudiados para predecir el comportamiento y evolucién del

melanoma cutaneo. En la actualidad se considera que el espesor en milimetros (Breslow), la
presencia de ulceracion y la presencia de mitosis son los parametros mas Utiles para el estadiaje. No
obstante, existen casos cuyo comportamiento no se justifica en funcién de estos parametros. Por
ello, para intentar predecir de forma mas efectiva el comportamiento clinico del melanoma se han
analizado multiples variables y, entre ellas, el infiltrado linfocitario. EI melanoma es un tumor con

marcada inmunogenicidad y la presencia de linfocitos peritumorales y/o intratumorales es frecuente.

2.1.1- Objetivo general:

En el presente trabajo nos proponemos el estudio cuantitativo y cualitativo de los diferentes
subtipos de los linfocitos asociados a tumor (TIL) y células NK, asi como de la quimiocina
inmunomoduladora CCL27, en una serie retrospectiva de melanomas cutdneos con un seguimiento
clinico prolongado. Dicho estudio serd realizado empleando técnicas inmunohistoquimicas
convencionales y, por lo tanto, reproducibles en laboratorios estdndar de anatomia patolédgica y

dermatologia.

2.1.2- Objetivos especificos:

1. Cuantificar los TIL peritumorales e intratumorales en melanomas primarios cutaneos.

2. Tipificar las diferentes subpoblaciones de los TIL mediante el uso de técnicas
inmunohistoquimicas.

3. Estudiar el estado de activacion de los TIL.

4. Identificar y cuantificar las células T reguladoras (Tregs) presentes en los TIL.

5. Evaluar la expresion de la quimiocina CCL27 en la epidermis, en las células tumorales de
melanoma y en los TIL.

6. Estudiar la posible correlacién de todos los parametros anteriormente mencionados con la

evolucion clinica de los pacientes.
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2.2- MATERIAL:

Nuestro estudio incluyé inicialmente 115 muestras de melanoma cutaneo, correspondientes al
mismo nimero de pacientes, registradas en la base de datos del Servicio de Anatomia Patol6gica del
Hospital Clinico Universitario de Valencia entre los afios 1992 y 2002. Dichas muestras tisulares
habian sido fijadas en formol neutro al 10% e incluidas en parafina, y sobre ellas se habia realizado

el estudio rutinario para diagnostico histopatoldgico.

2.2.1- Criterios de exclusion:
Fueron excluidos los casos en los que el tejido tumoral fue insuficiente para completar la totalidad
del estudio inmunohistoquimico asi como aquellos de los que no se disponia de un seguimiento

clinico evolutivo prolongado (minimo de 10 afios).

2.3- METODOS:

Se efectud una revision histolégica de cada caso con la finalidad de confirmar los diagnosticos
originales. Posteriormente se valoraron una serie de parametros histoldgicos y se revisaron los
parametros clinicos recogidos de las historias clinicas. Asimismo se efectué el estudio
inmunohistoquimico por técnica convencional mediante 9 anticuerpos comerciales frente a: CD20,
CD3, CD4, CD8, CD25, CD134, CD56, FoxP3 y CCL27, que se realizo en todos los casos sobre

secciones tumorales incluidas en parafina.

2.3.1- Estudio clinico:

Los datos clinicos generales y de seguimiento se obtuvieron a partir de las historias clinicas del
archivo del Hospital Clinico Universitario de Valencia y de 2 hospitales periféricos cuyos casos
habian sido remitidos para consulta al Hospital Clinico Universitario de Valencia (Hospital de
Sagunto y Hospital de Requena). El analisis estadistico de los resultados se llevé a cabo empleando
el programa informatico SPSS versién 19.

Los parametros clinicos evaluados son los siguientes:

1. Sexo: 1- Mujer; 2- Hombre.

2. Edad: En afios en el momento del diagndstico.

3. Localizacion de la lesion: 1- Cabeza y cuello; 2- Tronco (area anterior); 3- Tronco (area
posterior); 4- Miembros superiores; 5- Miembros inferiores.

4. Existencia de progresion de la enfermedad: 0- No; 1-Si.

5. Tiempo expresado en meses hasta el diagnostico de la progresion de la enfermedad.
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11.
12.
13.
14.
15.

Existencia de recidiva local: 0- No; 1- Si.

Tiempo expresado en meses hasta el diagndstico de recidiva local.

Existencia de metastasis en transito: 0- No; 1- Si.

Tiempo expresado en meses hasta el diagnostico de la metastasis en transito.

Existencia de metastasis ganglionar: 0- No; 1- Si.

Tiempo expresado en meses hasta el diagndstico de metéastasis ganglionar.

Existencia de metastasis a distancia: 0- No; 1- Si.

Tiempo expresado en meses hasta el diagnostico de metastasis a distancia.

Supervivencia a melanoma cutaneo: 0-No; 1- Si.

Tiempo de supervivencia expresado en meses desde el diagndstico de la lesidn primitiva.

2.3.2- Estudio histolégico:
El analisis histolégico se realizd sobre muestras de tejido fijadas en formaldehido tamponado al

10%, que fueron procesadas en alcoholes a concentraciones crecientes (deshidratacion) y en xiloles,

para, a continuacion, ser incluidas en parafina. Se realizaron secciones de 3 micrometros y se

montaron en portaobjetos con Poly-L-Lysina para estudio microscépico mediante tincion con

hematoxilina-eosina.

Tincién de hematoxilina-eosina:

o~ w0 NP

Incubamos las muestras a 60°C aproximadamente 20 minutos antes de desparafinar.
Desparafinamos las muestras en xilol 5 minutos.

Realizamos pases por etanol (90°/80°/70°) para hidratar, de 2 a 5 veces cada uno.
Hidratamos las muestras.

Realizamos la tincion nuclear con hematoxilina de Harris, 5 minutos. Enjuagamos con
agua destilada 2 minutos (en forma de zambullidas).

Para decolorar, sumergimos las muestras en acido clorhidrico al 0,5% (un pase rapido).
Lavamos con agua corriente y luego con hidroxido de amonio. Nuevamente realizamos
un lavado rapido con agua corriente.

Para la tincion citoplasmatica, sumergimos las muestras en eosina durante 4 minutos.
Lavamos con agua corriente (inmersiones rapidas).

Deshidratamos con pases de etanol (70%80°90°), aproximadamente de 30 segundos.
Finalmente aclaramos con xilol, 1 minuto.

Montamos con Entellan® y cubreobjetos.

En cada caso se procedio al estudio histoldgico de las secciones previas disponibles (1-5 laminillas),
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y realizacién de una nueva tincion con hematoxilina eosina, sin conocimiento de los datos clinicos
por un primer patélogo (M.M.R.) vy posteriormente se efectud revision conjunta por este mismo
patdlogo y por un patologo experimentado en dermatopatologia (C.M.C.).

Se valoraron los siguientes pardmetros:

1. Tipo histolégico de melanoma: 1- melanoma de extension superficial; 2- melanoma
tipo/sobre lIéntigo maligno; 3- melanoma nodular; 4- melanoma lentiginoso acro; 5- otros.

Fase de crecimiento radial: 0- no; 1- si.

Fase de crecimiento vertical: 0- no; 1- si.

Espesor en mm (Breslow): Medida en mm.

Nivel de Clark: 1-1; 2-11; 3- 111; 4- 1V; 5- V.

Presencia de ulceracion: 0- No; 1- Si.

Diametro de la ulceracion: Medida en mm.

NUmero de mitosis por mma2.

© oo N o g A w D

Existencia de regresién: 0- no; 1- si <50%; 2- si >50%.

[EEN
©

Presencia de infiltrado linfocitario peritumoral: 0- Ausente 0 minimo; 1- Discontinuo; 2-
Denso.

11.  Presencia de infiltrado linfocitario intratumoral: 0- Ausente; 1- Débil; 2- Moderado; 3-
Intenso; 4- Muy intenso (cuando dificultaba notablemente la observacion de las células tumorales).
12.  Presencia de satelitosis: 0- No; 1- Si.

13.  Presencia de lesion melanocitica asociada: 0- No; 1- Nevus melanocitico comdn; 2- Nevus
atipico.

14.  Tipo celular predominante en la lesion primaria: 1- Epitelioide; 2- Fusocelular y
desmoplasico.

15. Presencia de elastosis actinica: 0- No; 1- Si.

2.3.3- Estudio inmunohistoquimico:

Las técnicas inmunohistoquimicas son técnicas de inmunolocalizacién de antigenos (Ag) tisulares o
celulares mediante su union con anticuerpos (Ac) especificos, que habitualmente emplean el
revelado de una enzima como marcaje. Por este motivo, la reaccion Ag-Ac se visualiza afiadiendo al
final de la reaccion el sustrato de la enzima mas una sustancia cromogena, que da lugar a un
precipitado insoluble y coloreado. La enzima peroxidasa es el trazador mas cominmente empleado
en inmunohistoquimica con Ac marcados directa o indirectamente.

Cuando se trata de la técnica con Ac marcados indirectamente, el Ac secundario se une al primario,

que a su vez ya se ha unido al antigeno especifico en estudio. La técnica ABC o complejo avidina-
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biotina-peroxidasa introduce una forma hipersensible para amplificar la reaccién, sobretodo cuando
los antigenos se encuentran en tejidos de parafina.

Técnica de inmunotincion:

Se seleccionaron en primer lugar las secciones tumorales mas representativas que incluyesen mayor
namero de linfocitos asociados a tumor, tanto peritumoral como intratumoral. Se realizaron
secciones de 3 micrdmetros en los bloques seleccionados. La técnica empleada fue la técnica de
avidina-biotina-inmunoperoxidasa (ABC), aunque con las siguientes modificaciones:

1. Desparafinacion: Se calentaron las preparaciones, 24 horas en estufa de 37°C y 45 minutos
en estufa de 60°C inmediatamente antes del procedimiento. Posteriormente se incluyeron dichas
secciones en xilol durante 15 minutos (3 pases de 5 minutos).

2. Hidratacion con alcoholes en concentraciones decrecientes (90%- 80%- 70%) (5 minutos
cada pase). Lavados en agua corriente y destilada.

3. Pretratamiento de recuperacion antigénica por calor: Se utilizd una solucion tampon
especifica (tampon citrato 0.01mM pH 6.0) diluida 1/10 en agua destilada o en una solucién tampdn
de Tris-EDTA 2mM pH 9.0 posteriormente diluido en agua destilada. Se introdujeron las secciones
en esta solucion y después en un autoclave (“microclave Selecta”-olla a presion) hasta una presion
de 1.5 atmosferas durante 3 minutos. Posteriormente se llevo a cabo la descompresion y el
enfriamiento lento de los preparados. Una vez enfriados en un bafio de agua corriente, las secciones
se lavaron de nuevo con agua destilada.

4, Inhibicién de la peroxidasa endégena con 97 volumenes de metanol al 2% por 3 volimenes
de agua oxigenada a temperatura ambiente durante 30 minutos. Una vez enfriados en un bafio con
agua corriente, las secciones se lavaron de nuevo con agua destilada.

5. Se elimind el exceso de agua de los cristales y se cerclaron las preparaciones con

R (Sigma Co) rodeando el corte para evitar asf la expansién del AC.

“Sigmacote
6. Bloqueo de la colagena tisular para evitar la unién de las inmunoglobulinas al estroma. Para
ello se utilizaron 2 volumenes de suero de caballo por cada 8 de suero fisiolégico en una solucion
final al 20% y se dejoé durante 20 minutos.

7. Se voltearon los preparados y, sin lavarlos, se afiadié el Ac primario, el cual se incubd
durante 60 minutos a temperatura ambiente.

8. Se lavaron 3 veces las preparaciones con tampon fosfato (PBS) y se incubd seguidamente
con el anticuerpo secundario durante 30 minutos. Se empleo el sistema LSAB-2 de DAKO, cuya
solucion 1 estd constituida por una mezcla de Ac monoclonales anti-mouse y policlonales anti-
rabbit biotinilados.

Q. Se lavaron las preparaciones 3 veces con PBS y se afiadio el complejo avidina-biotina

(solucion 2 del sistema LSAB-2 de DAKO) durante 30 minutos (este complejo se prepardé con 30
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minutos de antelacion).
10.  Se volvieron a lavar las preparaciones 3 veces con PBS y se procedio a continuacion al
revelado de la reaccion mediante una solucion de diaminobenzidina tetrahidroclorhidrica (DAB) en
un tampon de trisclorhidrico 0.2 M hasta un pH=7. Una vez ajustado el pH se afiadio la DAB y por
ultimo el agua oxigenada pura de 110 volimenes (para 100 ml de Tris se utilizan 75 mg de DAB y
50 microlitros de agua oxigenada). Durante el revelado, las preparaciones se protegieron de la luz,
metiéndolas en la estufa de 37°C durante 5 minutos y al finalizar el revelado se lavo con agua
corriente.
11.  Se contrastaron las muestras con Giemsa, se deshidrataron los cortes con alcoholes a
concentraciones crecientes (70%-80%-90%) y finalmente se realizaron varios pases en xilol y se
montaron los cubreobjetos con Entellan®.
En el caso de los anticuerpos en los que se empled el kit de Dako EnVision, HRP (DAKO
Cytomation, Dinamark), se siguieron las especificaciones de la casa comercial, resumidas a
continuacion: En primer lugar se aplico el reactivo blogueante de la peroxidasa enddgena para
EnVision, durante 5 minutos a temperatura ambiente. Una vez llevada a cabo la reaccion APO-
D/anti-APO-D-36C6, en el tiempo de 1 hora, lavamos con PBS 3 veces. Seguidamente incubamos
durante 30 minutos con el Ac secundario (EnVision) y lavamos de nuevo. Finalmente colocamos la
solucion sustrato-DAB cromogeno (EnVision) durante 10 minutos, lavamos con agua destilada y
continuamos con el resto del proceso.
La relacién de los anticuerpos empleados en este estudio es la siguiente:

CD20: (DAKO) Anti-human CD20cy Clone L26 Mouse monoclonal. 1/100. Recuperacion
antigénica: Citrato. Autoclave. Sistema de visualizacion: LSAB (DAKO K0690).

CD3: (DAKO) Anti-human CD3 Rabbit policlonal. 1/100. Recuperacién antigénica: Citrato.
Autoclave. Sistema de visualizacion: LSAB (DAKO K0690). DAB DAKO K3468.

CD4: (NOVOCASTRA) Mouse monoclonal Clon 1F6. 1/10. Recuperacion antigénica:
TRIS-EDTA. Autoclave. Sistema de visualizacion: ENVISION (DAKO K5007).

CD8: (NOVOCASTRA) Clon 1A5 mouse monoclonal 1/20. Recuperacion antigénica:
EDTA pH8. Bafio 40 minutos. Sistema de visualizacion: LSAB DAKO K5001.

CD25: (NOVOCASTRA) Anti-human monoclonal clon 4c9 1/200 Recuperacién antigénica:
Citrato autoclave. Sistema de visualizacion: LSAB (DAKO K0690).

CD134 (OX40): (BDPHARMINGEN) Anti-human mouse monoclonal. 1/40. Recuperacion
antigénica: Citrato. Autoclave. Sistema de visualizacion: ENVISION (DAKO K5007).

FoxP3: (ABCAM, Ab 20034) Mouse monoclonal Clon 236A/E7. 1/100. Recuperacién
antigénica: TRIS-EDTA. Bafio 40 minutos. Sistema de visualizacién: LSAB (DAKO K0690).

CCL27: (RD SYSTEMS) (MAB 376) Mouse monoclonal. Clon 124308 1/20. Sin
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recuperacién antigénica. Sistema de visualizacion: LSAB DAKO. DAB DAKO K3468.
CD56: (NOVOCASTRA): Mouse monoclonal. Clon CD5641/50. Recuperacién antigénica:
EDTA. Autoclave. Sistema de visualizacion: ENVISION (DAKO K5007).

2.3.4- Evaluacion de la respuesta inmune:

Todos los recuentos fueron realizados por separado por dos patélogos (M.M.R. Y C.M.C)), tras
acordar los criterios de evaluacion, con la posterior revision conjunta por ambos de todos los casos.

Evaluacion de la inmunotincion para CD3, CD4, CD8, CD134, CD25 y CD56: Se efectuo el
recuento de los linfocitos positivos para dichos ACs sobre un campo de 1mm? Dicho contaje se
efectud sobre el area con un mayor nimero de linfocitos tras revisar todas las secciones de la misma
lesion.

Evaluacion del anticuerpo CD20: Para dicho AC se obtuvo un porcentaje global de linfocitos
CD20+ sobre el total de los linfocitos mostrados en la laminilla y se hizo el recuento de células
positivas para CD20 en el area de 1mm? con mayor contenido de CD20+.

Para el anticuerpo FoxP3 se efectud el recuento de linfocitos (ya previamente descrito para los
linfocitos con marcadores T) y se evalu6 la inmunotincion de las células tumorales.

La evaluacion para el anticuerpo CCL27 se efectuo valorando el porcentaje de inmunotincion en los
linfocitos, el porcentaje de inmunoreactividad en las celulas tumorales y el porcentaje e intensidad
observado en las células de la epidermis (que se subdividié en 3 areas: supratumoral, peritumoral y
periférica), y estableciendo tres grados de intensidad (1, 2 y 3), multiplicando la intensidad por el

porcentaje.

2.3.5- Andlisis estadistico:

Los datos se han analizado empleando el sistema de analisis SPSS versién 19.

Estadistica descriptiva:

Se emplea para estudiar los diferentes aspectos o caracteres referidos a un conjunto de elementos de
naturaleza especifica, y que reciben la denominacion de variables.

El primer paso para el estudio estadistico fue el analisis, en forma descriptiva, de las variables
continuas (numeéricas), determinandose la media, mediana, desviacién estandar y rango de cada una

de ellas.

Estadistica de inferencia:
Permite extrapolar los resultados a la poblacion que se estd estudiando. Comprende las

denominadas “pruebas paramétricas”, en las que la poblacion estudiada sigue una distribucion
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normal, y las pruebas “no paramétricas”, que no son aplicables cuando la poblacion que se desea
analizar es demasiado pequefia, o la informacion disponible es insuficiente para comprobar la
hipotesis de trabajo. Estas Gltimas pruebas permiten extrapolar los resultados de la muestra a la

poblacion total que es objeto del analisis.

Prueba U de Mann-Whitney (MW) para dos muestras independientes: se ha empleado para
contrastar la homogeneidad de la distribucion de una variable, cuando menos ordinal, en dos
muestras independientes. Esta prueba contrasta la hipotesis nula de que las muestras proceden de
dos subpoblaciones en las que la probabilidad de obtener en la primera un resultado de X menor que
en la segunda es igual a la probabilidad de obtener un resultado mayor (Ho: PX; < Px; = PX; > PX»).
Si la probabilidad asociada al estadistico de contraste es menor que el nivel de significatividad, se

rechaza la hipotesis nula a dicho nivel de significatividad.

Regresién de Cox: Se emplea para poder determinar no sélo la relacion entre la tasa de
supervivencia y el tiempo, sino también la posible relacion con diferentes variables registradas para
cada sujeto. Permite, por tanto, calcular la tasa de mortalidad como una funcion del tiempo y de las
variables prondstico. En el modelo de Cox se analiza el producto de dos componentes, uno que
depende del tiempo y otro que depende de las variables prondstico o covariantes, y no depende el
tiempo.

En este modelo los riesgos para dos conjuntos diferentes de valores de los covariantes conservan la

misma proporcion a lo largo del tiempo; de ahi el nombre de modelos de riesgos proporcionales.

Se emple0 tanto en el estudio univariante como multivariante.

Anaélisis de la proporcion libre de enfermedad mediante el método de supervivencia de Kaplan-
Meier: Permite estudiar el comportamiento de la supervivencia. Esta metodologia permite contrastar
si los diferentes niveles de un determinado factor producen o no curvas de supervivencia
significativamente distintas utilizando el test del logaritmo del rango. La eleccion de esta prueba
concreta estd fundamentada en un elevado nimero de casos censurados (libres de enfermedad o
vivos). La variable “proporcion libre de enfermedad” esta definida como el tiempo total, expresado
en meses, que transcurren desde el diagnostico del tumor hasta que el paciente presenta un evento
de recurrencia, en otro caso, hasta el ultimo control de seguimiento que constata que el paciente
permanece Vvivo. La curva de supervivencia representa la posibilidad de que un paciente permanezca
libre de enfermedad un determinado tiempo tras el diagnéstico. El objetivo es obtener, mediante

probabilidades condicionadas, una descripcion mas precisa de la evolucion de la progresion de la
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enfermedad a lo largo del tiempo. La particularidad del método de Kaplan-Meier frente a otras
técnicas de calculo de supervivencia es que las probabilidades se calculan en los instantes concretos

de tiempo en que los pacientes recaen o fallecen, si hablamos de supervivencia global.

El nivel de significatividad empleado en todos los analisis ha sido de 5% (a=0.05). Cualquier valor

de probabilidad inferior a 0.05 es indicativo de una relacion estadisticamente significativa.
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3- RESULTADOS Y DESARROLLO ARGUMENTAL
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3.1- RESULTADOS:

El estudio incluyo finalmente 91 pacientes diagnosticados de melanoma cutaneo, registrados entre
los afios 1992 a 2002, con material biopsico suficiente incluido en parafina, archivado y disponible
en el Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Clinico Universitario de Valencia, y con un
seguimiento clinico apropiado de un minimo de 10 afios.

En primer lugar analizaremos las caracteristicas clinicas de los pacientes y posteriormente las

caracteristicas histologicas.

3.1.1- Parametros clinicos:

3.1.1.1- Sexo:
De los 91 casos analizados, 40 eran hombres y 51 mujeres.

4

HOMBRES MUJERES

3.1.1.2- Edad:
La edad de los pacientes se valoro en afios en el momento del diagndstico y estuvo comprendida
entre los 21 y 87 afios, con una edad media de 57,37 y una desviacion tipica de 17.99.

Pacientes con edades comprendidas entre 20-34 afios: 12 (13%).

Pacientes con edades comprendidas entre 35-49 afios: 21 (23%).

Pacientes con edades comprendidas entre 50-64 afios: 22 (24%).

Pacientes con edades comprendidas entre 65-79 afios: 25 (28%).

Pacientes con edad igual o mayor de 80 afios: 11 (12%).
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3.1.1.3- Localizacion de la lesidn:
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a1

65-79 80 O MAS

La localizacion mas frecuente fue en miembros inferiores (35%).

Se establecieron 5 grupos anatomicos, obteniéndose los siguientes resultados:

Cabeza y cuello: 18.

Tronco (area anterior): 8.

Tronco (&rea posterior): 23.

Miembros superiores: 10.

Miembros inferiores: 32.
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Y CUELLO

RONCO (CARA ANT ERIOR)
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3.1.1.4- Existencia de progresion de la enfermedad:
Casos que presentaron progresion de la enfermedad: 30.

Casos que no presentaron progresion de la enfermedad: 61.

CON PROGRESION SIN PROGRESION

3.1.1.5- Tiempo expresado en meses hasta el diagndstico de la progresion de la enfermedad:
El periodo de tiempo hasta la deteccion de la progresion de la enfermedad se sitGa entre 1y 219
meses, con una media de 106,76 y una desviacion tipica de 72,38.

3.1.1.6- Existencia de recidiva local:
Casos que presentaron recidiva local: 14.

Casos que no presentaron recidiva local: 77.

CON RECIDIVA LOCAL SINRECIDIVA LOCAL



3.1.1.7- Tiempo expresado en meses hasta el diagndéstico de recidiva local:
El periodo de tiempo hasta la deteccién de la recidiva local de la enfermedad se sitla entre 0 y 80

meses, con una media de 3,29 y una desviacion tipica de 11,72.

3.1.1.8- Existencia de metastasis en transito:
Casos que presentaron metastasis en transito: 5.

Casos que no presentaron metéstasis en transito: 86.
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4

SIN METASTASIS TRANSITO
CON METASTASIS TRANSITO

3.1.1.9- Tiempo expresado en meses hasta el diagnostico de la metastasis en transito:
El periodo de tiempo hasta la deteccidn de la metastasis en transito de la enfermedad se sitGa entre 0

y 80 meses, con una media de 2,20 y una desviacion tipica de 12,15.
3.1.1.10- Existencia de metastasis ganglionar:

Casos que presentaron metastasis ganglionar: 19.

Casos que no presentaron metastasis ganglionar: 72.
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CON METASTASIS GANGLIONAR SINMETASTASIS GANGLIONAR

3.1.1.11- Tiempo expresado en meses hasta el diagndstico de la metastasis ganglionar:
El periodo de tiempo hasta la deteccién de la presencia de metastasis ganglionar se sitia entre 0 y

95 meses, con una media de 5,37 y una desviacion tipica de 14,94.

3.1.1.12- Existencia de metastasis a distancia:
Casos que presentaron metastasis a distancia: 16.

Casos que no presentaron metéstasis a distancia: 75.
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CON METASTASIS A DISTANCIA SIN METASTASIS A DISTANCIA

3.1.1.13- Tiempo expresado en meses hasta el diagnostico de la metastasis a distancia:
El periodo de tiempo hasta la deteccién de la presencia de metastasis a distancia se sitla entre 0 y

188 meses, con una media de 8,67 y una desviacion tipica de 25,03.
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3.1.1.14- Supervivencia a melanoma cutéaneo:
Casos que fallecieron por melanoma: 19.

Casos que no fallecieron por melanoma: 72.

FALLECIDOS NO FALLECIDOS

3.1.1.15- Tiempo de supervivencia expresado en meses desde el diagndstico de la lesion
primitiva:

El periodo de tiempo de supervivencia se sitda entre 10 y 219 meses, con una media de 128,95 y
una desviacion tipica de 57,59.
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3.1.2- Parametros histoldgicos:

3.1.2.1- Tipo histolégico:
Melanoma de extension superficial: 52.
Melanoma tipo/sobre Iéntigo maligno: 10.
Melanoma nodular: 11.

Melanoma lentiginoso acro: 14.

Otros tipos de melanoma: 4.

LENTIGINOSO ACRAL
NODULAR

3.1.2.2- Fase de crecimiento radial:
Casos que presentaron fase de crecimiento radial: 77.

Casos que no presentaron fase de crecimiento radial: 14.

CON FASERADIAL SINFASE RADAL
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3.1.2.3- Fase de crecimiento vertical:
Casos que presentan fase vertical: 47.

Casos que no presentan fase vertical: 44.

CONFASEVERTICAL SIN FASE VERTICAL

3.1.2.4- Espesor en mm (Breslow):
Los valores observados para el espesor en mm (Breslow) fueron de 48 casos menores o iguales a
1mm y 43 casos mayores de 1 mm, con valores comprendidos entre 0,10 mm y 9,87 mm, con una
media de 1,612 y una desviacion tipica de 1,80.

Casos que presentaron grosor en mm menor o igual a 1: 48.

Casos que presentaron grosor en mm entre 1.01 y 2.00: 21.

Casos que presentaron grosor en mm entre 2.01 y 4.00: 12.

Casos que presentaron grosor en mm mayor de 4.00: 10.

3.1.2.5- Nivel de Clark:
Casos con nivel I: 0.
Casos con nivel I1: 27.
Casos con nivel I11: 35.
Casos con nivel 1V: 22.

Casos con nivel V: 7.
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3.1.2.6- Presencia de ulceracion:
Casos que presentaron ulceracion: 17.

Casos que no presentaron ulceracién: 74.

CON ULCERACION SIN ULCERACION

3.1.2.7- Diametro de la ulceracion, medida en mm:
El tamafio de la ulceracion, estudiado en los 91 casos, se situa entre valores de 0 y 12 mm, con una
media de 0.79 y una desviacion tipica de 2.21.

Casos que no presentaron ulceracién: 74.

Casos con ulceracion menor a 5 mm: 12.

Casos con ulceracion igual o mayor de 5mm: 5.
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SIN ULCERACION < 5mm 5O MAS mm

3.1.2.7- Nimero de mitosis por mm?:
Los casos estudiados presentaron un niamero variable de mitosis comprendido entre 0 y 30 mitosis,
con una media de 2.31 y una desviacion tipica de 4.36.

Casos que no presentaron mitosis: 48.

Casos con namero de mitosis menor a 5: 30.

Casos con namero de mitosis mayor a 5: 13.

NO MITCSIS <b MITOSIS 5O MAS MITOSIS
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3.1.2.9- Existencia de regresion:
Casos que no presentaron regresion: 31.
Casos que presentaron una regresion menor del 50%: 45.

Casos que presentaron una regresion igual o mayor al 50%: 15.

45

NO REGRESION REGRESION < 50%: REGRESION > 50%:

3.1.2.10- Presencia de infiltrado linfocitario peritumoral (ILP):
Ausencia de infiltrado linfocitario peritumoral: 3.
Infiltrado linfocitario peritumoral discontinuo: 69.

Infiltrado linfocitario peritumoral denso: 19.

/

ILP AUSENTE ILP DISCONTINUO ILP DENSO

67



3.1.2.11- Presencia de infiltrado linfocitario intratumoral (ILI):

Ausencia de infiltrado linfocitario intratumoral: 8.
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Infiltrado linfocitario intratumoral débil: 55.

Infiltrado linfocitario intratumoral moderado: 13.

Infiltrado linfocitario intratumoral intenso: 11.

Infiltrado linfocitario intratumoral muy intenso: 4.

ILIAUSENTE

ILI DEBIL

3.1.2.12- Presencia de satelitosis:

ILI MODERADO

Pacientes que presentaron satelitosis: 4.

Pacientes que no presentaron satelitosis: 87.

Q

80 [~

70 =~

g0 ="
5o ="
a0 =

30

20

10

ILI INTENSO

e

SI SATELITOSIS

NO SATELITOSIS

68

ILIMUY INTENSO

4



3.1.2.13- Presencia de lesion melanocitica asociada (LMA):
Casos sin lesion melanocitica asociada: 83.
Casos con nevus melanocitico asociado: 5.

Casos con nevus atipico asociado: 3.

NO LMA NEV US MELANOCITICO NEV US ATIPICO

3.1.2.14- Tipo celular predominante en la lesion primaria:
Epitelioide: 84.

Fusocelular: 7.

3.1.2.15- Presencia de elastosis actinica (EA):
Casos en los que se observa elastosis actinica: 12.

Casos en los que no se observa elastosis actinica: 79.
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3.1.3- Parametros inmunohistoquimicos:

3.1.3.1- CD20:

El estudio cuantitativo de linfocitos positivos para CD20 mostré resultados comprendidos entre 0 y
600 linfocitos, con una media de 93,62 y una desviacion tipica de 132,75.

Casos con namero de linfocitos CD20+ menor o igual de 50: 52.

Casos que presentaron un numero de linfocitos CD20+ entre 51-150: 22.

Casos que presentaron un nimero de linfocitos CD20+ entre 151-300: 11.

Casos que presentaron un niumero de linfocitos CD20+ mayor a 301: 6.
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51-150 CD20+
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151-300 CD20+

>301 CD20+
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3.1.3.2- CDa3:

El estudio de linfocitos positivos para CD3 mostro resultados comprendidos entre 50 y 1800
linfocitos, con una media de 453,30 y una desviacion tipica de 299,16. En los casos de nuestro
estudio se comprobd una presencia de linfocitos T muy superior a linfocitos B.

Casos que presentaron un numero de linfocitos CD3+ menor o igual a 250: 27.

Casos que presentaron un numero de linfocitos CD3+ entre 251-500: 37.

Casos que presentaron un numero de linfocitos CD3+ entre 501-750: 12.

Casos que presentaron un nimero de linfocitos CD3+ entre 751-1000: 11.

Casos que presentaron un nimero de linfocitos CD3+ mayor a 1000: 4.
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3.1.3.3- CD4:

El estudio de linfocitos positivos para CD4 mostro resultados comprendidos entre 0 y 200
linfocitos, con una media de 7,29 y una desviacion tipica de 21,89. En los casos de nuestro estudio
se comprobo una presencia de linfocitos T CD8+ muy superior a los CD4+.

Casos que presentaron un nimero de linfocitos CD4+ menor o igual a 5: 63.

Casos que presentaron un nimero de linfocitos CD4+ entre 6-10: 16.

Casos que presentaron un numero de linfocitos CD4+ entre 11-20: 8.

Casos que presentaron un numero de linfocitos CD4+ entre 21-30: 1.

Casos que presentaron un numero de linfocitos CD4+ mayor a 30: 3.
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3.1.3.4- CD8:

El estudio de linfocitos positivos para CD8 mostro resultados comprendidos entre 10 y 890
linfocitos, con una media de 244,66 y una desviacion tipica de 173,16. En los casos de nuestro
estudio se comprob6 una presencia de linfocitos T CD8+ muy superior a los CD4+.

Casos que presentaron un numero de linfocitos CD8+ menor o igual a 200: 48.

Casos que presentaron un numero de linfocitos CD8+ entre 201-400: 27.

Casos que presentaron un numero de linfocitos CD8+ entre 401-600: 14.

Casos que presentaron un nimero de linfocitos CD8+ entre 601-800: 1.

Casos que presentaron un nimero de linfocitos CD8+ mayor a 800: 1.
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3.1.3.5- CD25:

El estudio de linfocitos positivos para CD25 mostré resultados comprendidos entre 0 y 150
linfocitos, con una media de 24,62 y una desviacion tipica de 26,37.

Casos que presentaron un nimero de linfocitos CD25+ menor o igual a 10: 30.

Casos que presentaron un numero de linfocitos CD25+ entre 11-20: 23.

Casos que presentaron un numero de linfocitos CD25+ entre 21-30: 16.

Casos que presentaron un numero de linfocitos CD25+ entre 31-45: 9.

Casos que presentaron un nimero de linfocitos CD25+ mayor 45: 13.

CD25+ <11
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3.1.3.6- CD134:

El estudio de linfocitos positivos para CD134 mostro resultados comprendidos entre 0 y 110
linfocitos, con una media de 24,51 y una desviacion tipica de 22,74.

Casos que presentaron un nimero de linfocitos CD134+ menor o igual a 10: 29.

Casos que presentaron un numero de linfocitos CD134+ entre 11-20: 18.

Casos que presentaron un numero de linfocitos CD134+ entre 21-30: 19.

Casos que presentaron un numero de linfocitos CD134+ entre 31-45: 13.

Casos que presentaron un niumero de linfocitos CD134+ mayor a 45: 12.
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3.1.3.7- FoxP3:

El estudio de linfocitos positivos para FoxP3 mostré resultados comprendidos entre 0 y 250
linfocitos, con una media de 65,99 y una desviacion tipica de 58,34.

Casos que presentaron un numero de linfocitos FoxP3+ menor o igual a 25: 27.

Casos que presentaron un numero de linfocitos FoxP3+ entre 26-50: 21.

Casos que presentaron un numero de linfocitos FoxP3+ entre 51-75: 10.

Casos que presentaron un numero de linfocitos FoxP3+ entre 76-100: 13.

Casos que presentaron un numero de linfocitos FoxP3+ mayor a 100: 20.
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3.1.3.8- CD56:

El estudio de linfocitos positivos para CD56 mostro resultados comprendidos entre 0 y 27
linfocitos, con una media de 2,64 y una desviacion tipica de 4,97.

Casos que presentaron un nimero de linfocitos CD56+ menor o igual a 5: 76.

Casos que presentaron un numero de linfocitos CD56+ entre 6-10: 8.

Casos que presentaron un nimero de linfocitos CD56+ entre 11-15: 4.

Casos que presentaron un numero de linfocitos CD56+ entre 16-20: 1.

Casos que presentaron un nimero de linfocitos CD56+ mayor a 20: 2.
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3.1.3.9- CCL27 en linfocitos (C27L):

El estudio de la positividad de CCL27 en linfocitos se efectué midiendo el porcentaje de
inmunotincion de los mismos, mostrando una positividad entre el 0% y el 100%, con una media de
54,54 y una desviacion tipica de 34,48.

Casos que presentaron un porcentaje menor del 25%: 25.

Casos que presentaron un porcentaje entre 26-50%: 15.

Casos que presentaron un porcentaje entre 51-75%: 11.

Casos que presentaron un porcentaje mayor del 75%: 40.

C27L >75%
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3.1.3.10- CCL27 en células tumorales (C27CT):

El estudio de la positividad de CCL27 en la masa tumoral se efectu6 midiendo el porcentaje de
positividad de las células tumorales, mostrando una positividad entre el 0% y el 100%, con una
media de 69,82 y una desviacion tipica de 35,26.

Casos que presentaron un porcentaje menor del 25%: 18.

Casos que presentaron un porcentaje entre 26-50%: 6.

Casos que presentaron un porcentaje entre 51-75%: 11.

Casos que presentaron un porcentaje mayor del 75%: 56.
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3.1.3.11- CCL27 en epitelio supratumoral (C27ES):

El estudio de la positividad de CCL27 en el epitelio supratumoral se efectué midiendo la intensidad
de la tincion (0: negativa; 1: débil; 2: moderada; 3: intensa) y multiplicAndolo por el porcentaje de
positividad en las células epidérmicas supratumorales, mostrando unos valores entre 0 y 300, con
una media de 149,18 y una desviacion tipica de 115,52. Estadisticamente se obtuvieron 3 grupos
con significacion estadistica

Casos con puntuacion entre 0-99: 38.

Casos con puntuacion entre 100-199: 13.

Casos con puntuacion entre 200-300: 40.

C27ES 200-300
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3.1.3.12- CCL27 en epitelio peritumoral (C27EP):

El estudio de la positividad de CCL27 en el epitelio peritumoral se efectué midiendo la intensidad
de la tincion (0: negativa; 1: débil; 2: moderada; 3: intensa) y multiplicandolo por el porcentaje de
positividad en las células epidérmicas peritumorales, mostrando unos valores entre 0 y 300, con una
media de 124,45 y una desviacion tipica de 117,40. Estadisticamente se obtuvieron 3 grupos con
significacion estadistica.

Casos con puntuacion entre 0-99: 46.

Casos con puntuacion entre 100-199: 12.

Casos con puntuacion entre 200-300: 33.

C27EP_200-300

C27EP 100-199
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3.1.3.13- CCL27 en epitelio periférico (C27PF):

El estudio de la positividad de CCL27 en el epitelio periférico se efectué midiendo la intensidad de
la tincidn (0: negativa; 1: débil; 2: moderada; 3: intensa) y multiplicandolo por el porcentaje de
positividad en las células epidérmicas periféricas, mostrando unos valores entre 0 y 300, con una
media de 98,13 y una desviacion tipica de 117,33. Estadisticamente se obtuvieron 3 grupos con

significacion estadistica.

Casos con puntuacion entre 0-99: 56.

Casos con puntuacion entre 100-199: 10.

Casos con puntuacion entre 200-300: 25.
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3.1.3.14- Porcentaje de linfocitos CD20+:

Se efectud un estudio del porcentaje total de linfocitos CD20+ observado en la laminilla estudiada
de cada tumor respecto al porcentaje de linfocitos CD3+, observandose un claro predominio de
linfocitos CD3+. Los valores de porcentaje para linfocitos CD20+ variaron entre 0% y 50%, con
una media de 11,16 y una desviacion tipica de 11,88. El estudio estadistico mostré 3 grupos con
significacion estadistica.

Casos con porcentaje de CD20 entre 0-4%: 32.

Casos con porcentaje de CD20 entre 5-15%: 38.

Casos con porcentaje de CD20 mayor de 15%: 21.
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3.1.4- Estudio estadistico de todos los casos

- Estudio univariante (Mann-Whitney) para evaluar la asociacion de los distintos parametros
estudiados con la progresion del melanoma:
Se obtuvieron los siguientes resultados destacables:
1. Un mayor porcentaje de linfocitos CD20 (variable CD20%) se correlaciona directamente
con la progresion del melanoma rozando la significatividad estadistica.
2. Una mayor expresion de CCL27 en el epitelio supratumoral se asocia con la ausencia de
progresion de melanoma.
3. El resto de variables independientes no clasicas incluidas en nuestro estudio no mostraron
asociaciones estadisticamente significativas para progresion de la enfermedad. Si lo hicieron
las variables clasicas Breslow, presencia de ulceracion, tamafio de la uUlcera, nimero de

mitosis, satelitosis, edad, crecimiento radial y crecimiento vertical.

VARIABLE P
Porcentaje CD20 0,058
CCL27 epitelio supratumoral 0,012
CD20 0,161
CD3 0,816
CD4 0,699
CD8 0,876
CD25 0,133
CD134 0,104
FOXP3 0,645
CD56 0,478
CCL27 LINFOCITOS (LINF) 0,170
CCL27 TUMOR (TUM) 0,192
CCL27 EPITELIO PERITUMORAL (EP) | 0,569
CCL27 EPITELIO PERIFERICO (PF) 0,396
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- Estudio univariante (Mann-Whitney) para evaluar la asociacion de los distintos parametros
estudiados con la mortalidad por melanoma:
Se efectud el estudio de todas las variables independientes clinicas e histoldgicas,
obteniéndose los siguientes resultados destacables:
1. La mayor expresion de CCL27 en el epitelio supratumoral se asocia a una mayor
supervivencia.
2. El resto de variables independientes no clasicas incluidas en nuestro estudio no mostraron
asociaciones estadisticamente significativas para progresion de la enfermedad. Si lo hicieron
las variables clasicas Breslow, presencia de ulceracion, tamafio de la Ulcera, nimero de

mitosis, Clark, satelitosis, crecimiento radial y crecimiento vertical

VARIABLE P
CCL27 epitelio supratumoral 0,045
CD20 0,244
CD3 0,479
CD4 0,247
CD8 0,446
CD25 0,295
CD134 0,703
FOXP3 0,476
CD20% 0,086
CD56 0,775
CCL27 (LINF) 0,668
CCL27 (TUM) 0,314
CCL27 (EP) 0,772
CCL27 (PF) 0,420

- Estudio univariante (regresion Cox) para evaluar la asociacion de los distintos parametros
estudiados con el tiempo libre de enfermedad (medido en meses):
Se efectué el estudio de todas las variables independientes clinicas e histoldgicas,
obteniéndose los siguientes resultados destacables:
1. Un mayor porcentaje de linfocitos CD20 (variable CD20%) se asocia a un menor tiempo
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libre de enfermedad.

2. Una mayor expresion de CCL27 en el epitelio supratumoral se asocia con un mayor tiempo
libre de enfermedad.

3. El resto de variables independientes no clasicas incluidas en nuestro estudio no mostraron
asociaciones estadisticamente significativas para progresion de la enfermedad. Si lo hicieron
las variables clasicas Breslow, presencia de ulceracidn, tamafio de la Ulcera, satelitosis, tipo

histologico nodular, Clark, crecimiento radial, crecimiento vertical y edad.

VARIABLE p
Porcentaje CD20 0,024
CCL27 epitelio supratumoral 0,004
CD20 0,393
CD3 0,897
CD4 0,425
CDS8 0,501
CD25 0,143
CD134 0,163
FOXP3 0,747
CD56 0,918
CCL27 (LIN) 0,098
CCL27 (TUM) 0,130
CCL27 (EP) 0,314
CCL27 (PF) 0,289

- Estudio univariante (regresion de Cox) para evaluar la asociacion de los distintos
parametros estudiados con el tiempo de supervivencia para melanoma (medido en meses):
Se efectué el estudio de todas las variables independientes clinicas e histoldgicas,
obteniéndose los siguientes resultados destacables:
1. Un mayor porcentaje de linfocitos CD20 (variable CD20%) se asocia a un menor tiempo de
supervivencia para melanoma.

2. Una mayor expresion de CCL27 en el epitelio supratumoral se asocia a un mayor tiempo de
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supervivencia para melanoma.

3. El resto de variables independientes no clasicas incluidas en nuestro estudio no mostraron
asociaciones estadisticamente significativas para progresion de la enfermedad. Si lo hicieron
las variables clasicas Breslow, presencia de ulceracion, tamafio de la Glcera, namero de

mitosis, Clark, satelitosis, crecimiento radial y crecimiento vertical.

VARIABLE p
Porcentaje CD20 0,015
CCL27 epitelio supratumoral | 0,009
CD20 0,465
CD3 0,512
CD4 0,267
CD8 0,225
CD25 0,491
CD134 0,420
FOXP3 0,971
CD56 0,925
CCL27 (LIN) 0,416
CCL27 (TUM) 0,117
CCL27 (EP) 0,238
CCL27 (PF) 0,129

- Estudio multivariante (regresion logistica) para evaluar la asociacion de los distintos
parametros estudiados con la progresion del melanoma:

Se efectu6 el estudio combinando las diferentes variables independientes clinicas e
histolégicas, obteniéndose los siguientes resultados destacables:

Crecimiento vertical.

CCL27 en epitelio supratumoral combinado con crecimiento vertical.
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VARIABLE p

Crecimiento 0,001

vertical

CCL27 epitelio 0,007
supratumoral
asociado a

crecimiento 0,001

vertical

- Estudio multivariante (regresion de Cox) para evaluar el fallecimiento por melanoma:

Se efectué el estudio combinando las diferentes variables independientes clinicas e
histoldgicas, obteniéndose los siguientes resultados destacables:

Crecimiento vertical.

CCL27 supratumoral combinado con fase de crecimiento vertical.

VARIABLE p

Crecimiento 0,004

vertical

CCL27 epitelio 0,016
supratumoral
asociado a

crecimiento 0,002

vertical

- Estudio multivariante (regresion de Cox) para evaluar la asociacion de los distintos
parametros estudiados con la progresion de melanoma en el tiempo (medido en meses):

Se efectu6 el estudio combinando las diferentes variables independientes clinicas e
histologicas, obteniéndose los siguientes resultados destacables:

Diametro de la ulcera.

CCL27 en el epitelio supratumoral y tamafio de la Ulcera.
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VARIABLE

Diametro Ulcera

0,001

CCL27 epitelio

0,005

supratumoral
asociado a
tamano de la 0,001

Ulcera

- Estudio multivariante (regresion de Cox) para evaluar asociacion de los distintos parametros
estudiados con el tiempo de supervivencia para melanoma (medido en meses):

Se efectu6 el estudio combinando las diferentes variables independientes clinicas e
histoldgicas, obteniéndose los siguientes resultados destacables:

Tamario de la tlcera.

CCL27 en el epitelio supratumoral y tamafio de la Ulcera.

VARIABLE P

Tamaio de la 0,001

Ulcera

CCL27 epitelio

supratumoral

0,005

asociado a
tamano de la 0,001

Ulcera

- Estudio univariante (Mann-Whitney) para evaluar la asociacion de los distintos parametros
estudiados con el desarrollo de recidiva local de melanoma:
Se efectué el estudio de todas las variables independientes clinicas e histoldgicas,
obteniéndose los siguientes resultados destacables:
1. Una mayor presencia de linfocitos CD25+ se asocia a menor recidiva local.
2. Un mayor porcentaje de linfocitos CD20 (variable CD20%) se asocia a mayor recidiva de
melanoma.

3. Una mayor expresion de CCL27 en el epitelio supratumoral se asocia con una menor
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recidiva de melanoma.
4. El resto de variables independientes no clasicas incluidas en nuestro estudio no mostraron
asociaciones estadisticamente significativas para progresion de la enfermedad. Si lo hicieron

las variables clasicas Breslow y Clark.

VARIABLE P
CD25 0,005
Porcentaje CD20 | 0,021
CCL27 epitelio 0,002
supratumoral

CD20 0,647
CD3 0,070
CD4 0,318
CD8 0,112
CD134 0,519
FOXP3 0,095
CD56 0,896
CCL27 (LIN) 0,095
CCL27 (TUM) 0,127
CCL27 (EP) 0,143
CCL27 (PF) 0,297

- Estudio univariante (Mann-Whitney) para evaluar la asociacion de los distintos parametros
estudiados con el desarrollo de metastasis ganglionar por melanoma:
Se efectué el estudio de todas las variables independientes clinicas e histoldgicas,
obteniéndose los siguientes resultados destacables:
1. Un mayor porcentaje de linfocitos CD20 (variable CD20%) se asocia al desarrollo de
metastasis ganglionar por melanoma.
2. El resto de variables independientes no clasicas incluidas en nuestro estudio no mostraron
asociaciones estadisticamente significativas para progresion de la enfermedad. Si lo hicieron

las variables clasicas Breslow, presencia de ulceracion, tamafio de la Ulcera, nimero de
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mitosis, Clark y crecimiento vertical.

VARIABLE P
Porcentaje CD20 0,033
CD20 0,091
CD3 0,646
CD4 0,608
CDS8 0,930
CD25 0,323
CD134 0,446
FOXP3 0,423
CD56 0,273
CCL27 (LIN) 0,357
CCL27 (TUM) 0,882
CCL27 EPITELIO SUPRATUMORAL (ES) 0,132
CCL27 (EP) 0,957
CCL27 (PF) 0,944

- Estudio univariante (Mann-Whitney) para evaluar la asociacion de los distintos parametros
estudiados con el desarrollo de metastasis a distancia por melanoma:

No se observd relacion estadisticamente significativa para las variables no clasicas. Por el
contrario si lo hicieron las variables clasicas Breslow, presencia de ulceracién, tamafio de la Glcera,

ndmero de mitosis, Clark y crecimiento vertical.
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3.1.5- Estudio estadistico de casos de melanomas gruesos (Breslow mayor o iqual a 1mm):

- Estudio univariante (Mann-Whitney) para evaluar la asociacion de los distintos parametros

estudiados con la progresion de melanoma:

No se observo relacidn estadisticamente significativa para las variables no clasicas.

- Estudio univariante (Mann-Whitney) para evaluar la asociacion de los distintos parametros

estudiados con la mortalidad por melanoma:

No se observo relacion estadisticamente significativa para las variables no clasicas.

- Estudio univariante (regresion Cox) para evaluar la asociacién de los distintos parametros

estudiados con la progresion de melanoma en el tiempo (medido en meses):

Se efectué el estudio de todas las variables independientes clinicas e histoldgicas,

obteniéndose los siguientes resultados destacables:

1. Un mayor porcentaje de linfocitos CD20 (variable CD20%) se asocia a una progresion mas
rapida del melanoma.
2. Una mayor expresion de CCL27 en la masa tumoral se asocia a una progresion mas lenta del
melanoma.
3. Una mayor expresion de CCL27 en el epitelio supratumoral se asocia a una progresion mas
lenta del melanoma.
4. El resto de variables independientes no clasicas incluidas en nuestro estudio no mostraron
asociaciones estadisticamente significativas para progresion de la enfermedad.
VARIABLE p
Porcentaje CD20 0,019

CCL27 epitelio supratumoral | 0,004

CCL27 en masa tumoral 0,043
CD20 0,686
CD3 0,363
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CD4 0,205
CD8 0,074
CD25 0,084
CD134 0,688
FOXP3 0,290
CD56 0,753
CCL27 (LIN) 0,135
CCL27 (EP) 0,285
CCL27 (PF) 0,558

- Estudio univariante (regresion de Cox) para evaluar la asociaciéon de los distintos
parametros estudiados con el tiempo de supervivencia para melanoma (medido en meses):
Se efectud el estudio de todas las variables independientes clinicas e histologicas,
obteniéndose los siguientes resultados destacables:
1. Una mayor cantidad de linfocitos TCD8+ se asocia a un mayor tiempo de supervivencia
rozando la significatividad estadistica.
2. Un mayor porcentaje de linfocitos CD20 (variable CD20%) se asocia a menor tiempo de
supervivencia para melanoma.
3. Una mayor expresién de CCL27 en el epitelio supratumoral se asocia a mayor tiempo de
supervivencia para melanoma.
4. El resto de variables independientes no clasicas incluidas en nuestro estudio no mostraron

asociaciones estadisticamente significativas para progresion de la enfermedad.

VARIABLE p

Porcentaje CD20 0,02

CCL27 epitelio supratumoral 0,015

Mayor presencia de TCD8 0,055
CD20 0,761
CD3 0,300
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CD4 0,084
CD25 0,400
CD134 0,862
FOXP3 0,505
CD56 0,995
CCL27 (LIN) 0,728
CCL27 (TUM) 0,063
CCL27 (EP) 0,202
CCL27 (PF) 0,253

- Estudio multivariante (regresion logistica) para evaluar la asociacion de los distintos
parametros estudiados con la progresion del melanoma:

No se observo relacion estadisticamente significativa para las variables no clasicas.

- Estudio multivariante (regresion de Cox) para evaluar la asociacion de los distintos
parametros estudiados con la mortalidad por melanoma:

No se observo relacion estadisticamente significativa para las variables no clasicas.

- Estudio multivariante (regresion de Cox) para evaluar la asociacion de los distintos
parametros estudiados con la progresion de melanoma en el tiempo (medido en meses):

Se efectu6 el estudio combinando las diferentes variables independientes clinicas e
histolégicas, obteniéndose los siguientes resultados destacables:

CCL27 en epitelio supratumoral.

CCL27 en el epitelio supratumoral combinado con el tamafio de la Ulcera.

VARIABLE P

CCL27 epitelio 0,004

supratumoral

CCL27 epitelio 0,007
supratumoral
asociado a

tamafio de la 0,049

Ulcera
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- Estudio multivariante (regresion de Cox) para evaluar la asociacion de los distintos
parametros estudiados con el tiempo de supervivencia para melanoma (medido en meses):

Se efectu6 el estudio combinando las diferentes variables independientes clinicas e
histologicas, obteniéndose los siguientes resultados destacables:

CCL27 en epitelio supratumoral.

CCL27 supratumoral combinado con tamafio de la Glcera.

VARIABLE P

CCL27 epitelio | 0,015

supratumoral

CCL27 epitelio | 0,013
supratumoral
asociado a

tamafio de la 0,028

Ulcera

- Estudio univariante (Mann-Whitney) para evaluar la asociacion de los distintos parametros
estudiados con el desarrollo de recidiva local de melanoma:

No se observo relacion estadisticamente significativa para las variables no clasicas.

- Estudio univariante (Mann-Whitney) para evaluar la asociacion de los distintos parametros
estudiados con el desarrollo de metastasis ganglionar por melanoma:

No se observo relacion estadisticamente significativa para las variables no clasicas.
- Estudio univariante (Mann-Whitney) para evaluar la asociacion de los distintos parametros

estudiados con el desarrollo de metastasis a distancia por melanoma:

No se observo relacidn estadisticamente significativa para las variables no clasicas.
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3.1.6- Estudio estadistico de casos de melanomas delgados (Breslow menor de 1mm):

- Estudio univariante (Mann-Whitney) para evaluar la asociacion de los distintos parametros
estudiados con la progresion de melanoma:

No se observo relacién estadisticamente significativa para las variables no clasicas.

- Estudio univariante (Mann-Whitney) para evaluar la asociacion de los distintos parametros
estudiados con el fallecimiento por melanoma:

No se observo relacion estadisticamente significativa para las variables no clasicas.

- Estudio univariante (regresion Cox) para evaluar la asociacion de los distintos pardmetros
estudiados con la progresion de melanoma en el tiempo (medido en meses):
Se efectué el estudio de todas las variables independientes clinicas e histoldgicas,
obteniéndose los siguientes resultados destacables:
1. Una mayor expresion de CCL27 en el epitelio supratumoral se asocia a una progresion mas
lenta para melanoma.

2. No se observo relacion estadisticamente significativa para las variables no clésicas.

VARIABLE p
CCL27 epitelio supratumoral | 0,035
CD20 0,508
CD3 0,884
CD4 0,716
CDS8 0,814
CD25 0,387
CD134 0,319
FOXP3 0,794
CD20% 0,791
CD56 0,633
CCL27 (LIN) 0,105
CCL27 (TUM) 0,175
CCL27 (EP) 0,123
CCL27 (PF) 0,133
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- Estudio univariante (regresion de Cox) para evaluar la asociacion de los distintos
parametros estudiados con el tiempo de supervivencia para melanoma (medido en meses):
Se efectud el estudio de todas las variables independientes clinicas e histoldgicas,
obteniéndose los siguientes resultados destacables:
1. Una mayor expresion de CCL27 en la masa tumoral se asocia a mayor tiempo de
supervivencia para melanoma.
2. Una mayor expresion de CCL27 en el epitelio supratumoral se asocia a mayor tiempo de
supervivencia proximo a la significatividad estadistica.

3. No se observo relacién estadisticamente significativa para las variables no clasicas.

VARIABLE p
CCL27 masa tumoral 0,049
CCL27 epitelio supratumoral 0,087
CD20 0,459
CD3 0,543
CD4 0,230
CD8 0,393
CD25 0,819
CD134 0,904
FOXP3 0,417
CD20% 0,527
CD56 0,615
CCL27 (LIN) 0,063
CCL27 (EP) 0,155
CCL27 (PF) 0,335

- Estudio multivariante (regresion logistica) para evaluar la asociacion de los distintos
parametros estudiados con la progresion del melanoma:

No se observo relacion estadisticamente significativa para las variables no clasicas.

- Estudio multivariante (regresion de Cox) para evaluar la asociacion de los distintos
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parametros estudiados con el fallecimiento por melanoma:

No se observo relacién estadisticamente significativa para las variables no clasicas.

- Estudio multivariante (regresion de Cox) para evaluar la asociacion de los distintos
parametros estudiados con la progresion de melanoma en el tiempo (medido en meses):

Se efectu6 el estudio combinando las diferentes variables independientes clinicas e
histologicas, obteniéndose los siguientes resultados destacables:

CCL27 en epitelio supratumoral.

VARIABLE p

CCL27 epitelio 0,035

supratumoral

- Estudio multivariante (regresion de Cox) para evaluar la asociacion de los distintos
parametros estudiados con el tiempo de supervivencia para melanoma (medido en meses):

Se efectu6 el estudio combinando las diferentes variables independientes clinicas e
histologicas, obteniéndose los siguientes resultados destacables:

CCL27 en espesor del tumor.

CCL27 en espesor del tumor combinado con FOXP3 en linfocitos, ninguno de ellos con
resultado estadisticamente significativo.

VARIABLE p

CCL27 masa 0,049

tumoral

CCL27 masa 0,082
tumoral

asociado a
FOXP3 en 0,117

linfocitos

- Estudio univariante (Mann-Whitney) para evaluar la asociacion de los distintos parametros

estudiados con el desarrollo de recidiva local de melanoma:

No se observo relacién estadisticamente significativa para las variables no clasicas.
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- Estudio univariante (Mann-Whitney) para evaluar la asociacion de los distintos parametros
estudiados con el desarrollo de metastasis ganglionar por melanoma:

No se observo relacion estadisticamente significativa para las variables no clésicas.
- Estudio univariante (Mann-Whitney) para evaluar la asociacion de los distintos parametros

estudiados con el desarrollo de metastasis a distancia por melanoma:

No se observo relacion estadisticamente significativa para las variables no clasicas.
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3.1.7- Funciones de supervivencia de Kaplan-Meier:

Las curvas de supervivencia nos revelan resultados destacables para las variables CCL27

supratumoral y CD20%, tanto en tiempo de supervivencia como en tiempo de progresion.
Para dichos parametros se han establecidos los siguientes grupos:
- CCL27 en epitelio supratumoral:
1: CCL27 con valores entre 0-99
2: CCL27 con valores entre 100-199
3: CCL27 con valores entre 200-300
- CD20 (%)
1: Valores comprendidos entre 0-5%

2: Valores comprendidos entre 5,01-15%

3: Valores mayores a 15%
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Supervivencia acum

Funciones de supervivencia

Funciones de supervivencia
BRESLOW: > 1mm

10 CD20_P_REC 1.0 CCL27epittumor_REC
‘ — 11,00 ' —11,00
X —12,00
12,00 3,00
3,00 ——1,00-censurado
0.8+ -+ 1,00-censurado 0.8+ ——2,00-censurado
' + 2,00-censurado ’ 3,00-censurado
3,00-censurado
£
F]
(%]
0,6 ® o 6
©
°
=
Q
2z
04 2 0,4
@
(=%
=
2]
0.2+ 0,2
0,0 0,0
T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
Tiempo exitus melanoma Tiempo exitus melanoma
-7 -/
Poblacion total Poblacion: Breslow > 1 mm

P=0,120 P=10,049

Funciones de supervivencia Funciones de supervivencia

Supervivencia acum

BRESLOW: > 1mm BRESLOW: > 1mm
1,04 CCL27epittumor_REC . CD20_P_REC
—11,00 — 11,00
| _12.00 12,00
h 3,00 3,00
——1,00-censurado —— 1,00-censurado
0.5 —+—2,00-censurado —— 2,00-censurado
» 3,00-censurado 0,8 3,00-censurado
£
=1 I
o
0,6 < 0,6+
} I o
°
=
Q
2
0,4 e 0,4
-
(=3
3
H—t n
0,2 0,29
0.0+ 0.0+
T T T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250

Tiempo progresion(meses) Tiempo exitus melanoma

Poblacidn : Breslow > 1mm
P=0,013 P=0,026

Poblacion: Breslow > 1mm

101



Supervivencia acum
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3.2- DESARROLLO ARGUMENTAL

El valor prondstico de la cuantificacion global de los infiltrados linfocitarios en el melanoma
cutaneo primario ha sido analizado previamente con resultados muy diversos. En la tabla expuesta a

continuacion se resumen los principales estudios de este tipo realizados hasta la fecha, con los

resultados mas relevantes:

melanoma cutaneo primario.

Autores Resultados Conclusiones
Clark et al. |Destacan la presencia de
(1969'%) infiltrados linfocitarios en el

Day et al. (1981'%%)

Evallan la presencia y el

nimero de TIL

A mayor namero de TIL, mejor

pronastico

supervivencia y positividad del

ganglio centinela

Clark et al. | Clasifican los TIL en: ausente /| Valor prondéstico en fase vertical, pero

(1989'%% no abundante / abundante no en fase radial

Clemente et al.|Observan el impacto de los TIL| A mayor infiltrado linfocitario, mejor

(1996%%) en melanomas con grosores|prondstico. El significado prondstico
comprendidos entre 1,7 y 6 mm | se pierde con grosores >6 mm

Taylor et al.|Analizan la relacion entre el Negatividad de ganglio centinela a

(2007°%) namero de TIL y la positividad| mayor nimero de TIL. No se observa
del ganglio centinela relacién con supervivencia

Azimi et al.|Estudian la relacion entre|Pacientes con TIL grado 3 poseen

(20122%7) nimero de  TIL  con|mejor prondstico.

En nuestro estudio se ha efectuado la cuantificacion del numero total de linfocitos, medidos en el
area de 1 mm? con mayor infiltracion linfocitaria para cada lesion, sin haber mostrado significado
prondstico. En cuanto a la cuantificacién por separado de los TIL intratumorales y peritumorales,
no mostrd tampoco resultados significativos en relacion con el prondstico.

La cuantificacion global de los TIL en los melanomas delgados (<1mm) en los gruesos (>1mm), y
en relacion con las fases de crecimiento radial y vertical tampoco mostrd valor prondstico

significativo, ni en el estudio univariante ni en el multivariante.
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3.2.1-TIPIFICACION DEL INFILTRADO LINFOCITARIO

No solo el numero y la disposicion de los TIL ha sido objeto de estudio anteriormente. Algunos
autores han analizado las distintas subpoblaciones de linfocitos presentes en el infiltrado linfocitario
tumoral, con el objetivo de comprobar si, para lesiones similares, algun tipo particular de poblacién
linfocitaria pudiera influir en el diferente comportamiento clinico de éstas. En la mayoria de

B1147,148,149 siendo escasos

estudios previos se observa un predominio de linfocitos T sobre linfocitos
los estudios con predominio de los linfocitos B.*""*841818 Del mismo modo, los linfocitos T han
sido estudiados dividiéndolos en CD4 y CD8, observandose en los estudios anteriores un
predominio de la poblacién de linfocitos CD8 citotdxicos respecto a los CD4,16°:166:167.168

Nuestro estudio valor¢ la cantidad de linfocitos T y B en el area de 1 mm? con mayor concentracion
de TIL. Asimismo se determind el porcentaje de linfocitos B y de linfocitos T sobre el total de TIL
de la lesion. Los linfocitos T fueron subclasificados en CD4 y CD8.

El estudio del nimero total de linfocitos T y B en un area determinada evidencio un predominio de
linfocitos T, y dentro de estos, del subgrupo CD8. La valoracion estadistica no nos proporcion6
ninguna correlacion significativa en relacién con el prondstico.

No obstante, al considerar el porcentaje de linfocitos B sobre el total de linfocitos, pudimos apreciar
una evidente repercusion, tanto en lo referente a la supervivencia como a la progresion de la
enfermedad. Asi, aquellos pacientes cuyo porcentaje de TIL CD20+ era mayor, presentaban un peor
prondstico que los pacientes cuyo porcentaje de TIL CD20+ era menor. Las curvas de supervivencia
mostraron resultados que indican un menor tiempo de supervivencia al aumentar el porcentaje de
TIL CD20.

Estos datos orientan hacia la importancia, no tanto del nimero total de linfocitos, sino del
porcentaje total de linfocitos CD20+. Dicho resultado podria deberse, bien a la incapacidad de
accion citotoxica por parte de los linfocitos B (a diferencia de los T CD8), o bien a una inhibicion
de la respuesta inmune por parte de los linfocitos CD20+.

En funcidén de nuestros resultados, un mayor niimero de linfocitos T no mejoraria el pronéstico de
los pacientes con melanoma primario cutaneo. Sin embargo, un mayor porcentaje de linfocitos B

respecto del total de los TIL si conllevaria un peor prondéstico.
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3.2.2- ACTIVACION LINFOCITARIA

Pese a tener un importante infiltrado linfocitario, muchos casos de melanoma cutaneo progresan
hacia una enfermedad letal. Las células tumorales son células autologas y su inmunogenicidad es
débil cuando se la compara con los antigenos que provienen del exterior. Ademas, las células
tumorales secretan factores solubles que inducen fallos en la respuesta del huésped, produciendo la
tolerancia a las mismas. Estos datos han propiciado estudios, con resultados similares a los nuestros,
que propugnan que la deteccion de TIL por si misma puede no ser un marcador sensible de
respuesta immune y, por contra, el estado de su activacion si podria serlo.'*® Entre los factores de
activacion estudiados anteriormente, destacan CD25 y CD134,19:19:197.198.199

Diversos estudios han demostrado que la densidad del infiltrado linfocitario que expresan estas
moléculas tiene un impacto significativo en la supervivencia de los pacientes.*®*%":1% pacientes
con elevada densidad peritumoral de linfocitos CD25+ o CD134+ poseen mayor supervivencia al
compararlos con los que poseen menor nimero de este tipo de células. La importancia para CD25
es significativa solamente en pacientes con un grosor de melanoma mayor de 1mm.**°

Nuestros resultados no mostraron valor prondstico significativo para ninguno de los dos marcadores
de actividad linfocitaria empleados, ni en términos de progresion de la enfermedad ni de

supervivencia, tanto en el estudio univariante como en el multivariante.
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3.2.3- LINFOCITOS REGULADORES

No solamente el estado de activacion linfocitario es importante. Asimismo, podemos encontrar
factores en el microambiente tumoral que pueden restringir la intensidad y magnitud de las
reacciones citotoxicas en el huésped. Entre ellas destaca una pequefia poblacion de células T
reguladoras (Tregs) que transcriben el factor Foxp3.2:°:216:217218219

Caracteristicamente, los Tregs son un tipo de linfocitos CD4+ que expresan CD25 y FoxP3,
considerandose éste ultimo el marcador mas apropiado para definir a las células Tregs.

Se ha observado que el nimero de Tregs se encuentra claramente elevado en sangre periférica de
pacientes con cancer. Ello implica que las células neoplasicas escapen de las funciones de las
células T efectoras, o0 bien que las propias células T efectoras sean incapaces de ser estimuladas por
el antigeno o por su funcién, permaneciendo en un estado de anergia.'®?®?%¥ |as células y el
estroma tumorales desarrollan vias para, de forma directa o indirecta, causar anergia en las células T
efectoras, observandose con frecuencia células T CD4+ y CD25+ en tales circunstancias.”’?*

Se ha observado que, en el melanoma cutaneo, los pacientes con enfermedad metastasica poseen
mayores cantidades de células Tregs comparadas con controles normales.?*® Sin embargo, las
células CD25+ FoxP3+, que se encuentran presentes en todo el espectro de lesiones melanociticas,
son menos numerosas o casi indetectables en los nevos melanociticos.?**

Aunque, en ratones, FOXP3 esta Unicamente asociado a regulacion, en humanos se cree que esta
siempre asociada con la capacidad supresora de las células T. Por lo tanto, en humanos, la
caracterizacion de las células Tregs necesita de la combinacion de anticuerpos frente a CD25+ y a
FOXP3+.2*

Las células T reguladoras FoxP3+ inhiben a las células especificas CD8+ y limitan el efecto de la
funcién de las células NK y NKT.?**2%° | 3 importancia clinica de las células Tregs que suprimen
inmunidad se ilustra por la corta supervivencia de pacientes con abundantes FoxP3+ intratumorales.
Los pacientes con ricos infiltrados CD8+ deficientes en FoxP3+ poseen mejor supervivencia y
comportamiento con la terapia oncolégica.?’

Aungue CD25 esta fuertemente expresado de manera constitutiva en los Tregs, la posibilidad de
identificacion de CD4+CD25+ ha sido descartada por algunos autores puesto que las células T
recientemente activadas también expresan CD25. No obstante, gran cantidad de estudios han
empleado estos parametros para la identificacion de Tregs.?”

La designacion de Treg se otorga idealmente a la fraccion de células T CD4+ que poseen actividad
supresora sobre la activacion y proliferacion de otros linfocitos, aunque la actividad supresora en si
misma no pueda ser directamente medida en cada Treg por métodos convencionales. De este modo,

para efectos practicos, FoxP3 ha sido extensamente empleado en numerosos estudios para
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identificar Tregs, ya que los Tregs expresan mayor cantidad de este factor de transcripcion que otras
célulasT.

Basada en la expresion de FoxP3, se ha documentado un aumento de Tregs en varios tipos de
cancer, incluyendo el melanoma cutaneo avanzado.?”> No obstante, gran cantidad de estudios
recientes sugieren que FoxP3 esta también expresado en células T activadas y no reguladoras de
humanos y que FoxP3 puede no sélo ser un marcador absoluto de Tregs inmunosupresores, lo que
cuestiona la interpretacion de estudios previos.?’¢2""/%'8

Una posible solucion a este problema es analizar las subpoblaciones de FoxP3. Miyara et al han
propuesto recientemente una clasificacion para las células T FoxP3+, atendiendo a 3 grupos,
funcional y fenotipicamente distintos, basados en la expresién de FoxP3, CD45R0 y CD45RA. %"
Otro factor destacable en la disparidad de resultados de los diferentes estudios efectuados es la gran
variabilidad observada con el uso de los diferentes clones de anticuerpo FOXP3 empleado,
habiéndose mostrado como més fiable el clon 236 A/E7. 27

Por ello, nuestro estudio fue efectuado empleando este clon 236A/E7 (ab20034), Los resultados
obtenidos, no mostraron valores estadisticamente significativos para la evaluacién de la expresion
de FOXP3 en linfocitos, ni en relacién con el prondstico ni con la progresiéon tumoral, y ello tanto
en el estudio univariante como en el multivariante.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio, junto a los observados en estudios anteriores, podrian
deberse a la inespecificidad de los marcadores inmunohistoquimicos CD25 y FOXP3, observados
tanto en linfocitos activados como en linfocitos reguladores, y no sélo presentes en linfocitos
reguladores, como puede observarse en el estudio de Miyara et al. ?® Por lo tanto, no podemos
asegurar que las células que expresan las tinciones inmunohistoquimicas CD25 y/o FOXP3 sean

células activadas, células inhibidoras o0 una mezcla de ambas poblaciones.
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3.2.4- CITOCINAS

Se ha sugerido que la expresion de quimiocinas y receptores de quimiocinas por las celulas del
melanoma puede estar involucrada en la capacidad del tumor para evadir la respuesta inmune.?%®
También estan involucradas en la transformacion celular neoplésica, el crecimiento, invasion y
metastasis a distancia y en la respuesta antitumoral del huésped. 822

Se ha propuesto que la migracion de células tumorales a oOrganos especificos puede estar
determinada por los receptores celulares de quimiocinas y por las quimiocinas expresadas en los
6rganos diana.?882%2293294.2% ) 3 comprensién de los mecanismos moleculares que permiten la
progresion tumoral en el melanoma es un paso esencial que puede permitir, en Gltima instancia, no
s6lo predecir, sino intervenir de forma terapéutica para evitar dicho proceso.’®®

Debido a que las células cancerosas son, en si mismas, células que han eludido los mecanismos
normales de regulacion homeostatica, asi como las caracteristicas especificas del tejido, es conocido
que la infiltracién de gran cantidad de células efectoras dentro del tumor es dificil.2":29329%:3% | o5
intentos para conseguir alcanzar una activacion de células inmunes sugieren obstaculos presentes en
el sitio del tumor, y que esta activacion puede ser iniciada proveyendo de citocinas pro-
inflamatorias en el microambiente tumoral. Existen algunas evidencias que indican que la presencia
de linfocitos infiltrando el tumor representan un signo favorable.™? Y para ello debe existir una gran
cantidad de TIL, como células T y NK. Las quimiocinas muestran actividad quimiotactica para
varios tipos de células immunes. Pero algunos tipos de tumores muestran unos niveles de expresion
de quimiocinas menores que los de las células normales. Por todo ello, las quimiocinas actian como
importantes adyuvantes en el reclutamiento de tipos de leucocitos en el sitio del tumor, potenciando
la efectividad de la inmunidad antitumoral.*®® Las células metastasicas migran a sitios especificos
atraidas por quimiocinas, lo que explica que ciertos canceres produzcan metastasis en ciertos
6rganos predilectos.**

En los ultimos afios se ha observado que la quimiocina asociada a la piel, CCL27, se expresa en
queratinocitos epidérmicos e interviene en el reclutamiento de las células T memoria. 3132313314 go
ha propuesto la participacion en los procesos de diseminacion metastasica del receptor CCR10,
cuyo ligando, CCL27, se expresa predominantemente en las células basales de la epidermis.?®®

Pero, aunque juegan un papel importante, la relevancia de las quimiocinas en la inmunidad
antitumoral es limitada. Se demuestra que los tumores cutdneos humanos evaden la respuesta
antitumoral inmune mediada por celulas T regulando a la baja la expresion de la quimiocina
CCL27, a través de la activacion de EGFR y Ras.®*® Asi, se ha descrito la pérdida de expresion de
CCL27 durante la carcinogénesis cutanea.**® El anélisis inmunohistoquimico de pieles sanas y

muestras obtenidas de queratosis actinicas mostré que CCL27 esta abundantemente expresada en la
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piel normal, pero disminuye marcadamente en pieles con queratosis actinica y se produce una
pérdida progresiva de CCL27 durante el proceso de carcinogénesis cutanea.®°

Por el contrario, se ha demostrado recientemente que la sobreexpresion de CCL27 en células de
melanoma, reduce el crecimiento del tumor, debido al reclutamiento y la acumulacion de células T
o NK, que da lugar a un incremento de la respuesta inmune.*®

En los nevos melanociticos, la expresion de CCL27 esta ausente o es débil. La capacidad para
internalizar la quimiocina CCL27 puede ser una caracteristica de la célula melanocitica maligna, ya
que se ha observado dicha expresion en melanomas y no en lesiones melanociticas benignas.
Algunos estudios han mostrado que los casos con positividad para CCL27 tienden a tener menor
densidad de células CD3+ CD8+ comparados con los casos que no expresan CCL27, sugiriendo que
CCL27 puede hacer a las células del melanoma menos susceptibles a la respuesta antitumoral del
huésped, lo que implica que, contrariamente a lo observado en otros estudios, la coexpresion de
CCR10 y CCL27 por células neoplasicas pueda ir ligada a un peor prondstico en pacientes con
melanoma.®!?3?°

La quimiocina CCL27 puede ser expresada a nivel cutdneo tanto por las células de melanoma como
por células epidérmicas y linfocitos. En nuestro estudio procedimos a examinar las tres variables,
tanto de manera independiente como asociada. Efectuando la observacion microscopica de los
casos, pudimos observar que el marcaje de las células epidérmicas era variable, diferenciandose tres
areas en la epidermis: el area epidérmica ubicada sobre el tumor, el area epidérmica peritumoral y el
area de epidermis mas alejada del tumor. Dichas areas mostraban en algunos casos una clara
diferenciacion en cuanto a porcentaje de células marcadas, asi como la intensidad de la tincion, lo
que nos planted cuantificar y tipificar dichas variables.

El estudio estadistico detectd una alta correlacién entre la expresion de CCL27 en la epidermis
supratumoral, con una mayor supervivencia a la enfermedad asi como con la ausencia de progresién
del melanoma. Dichos datos fueron muy evidentes tanto en el estudio univariante como en el
multivariante, obteniendo, en nuestro estudio, resultados con mayor significatividad estadistica que
los parametros pronosticos mas empleados actualmente, y universalmente aceptados, como son el
espesor tumoral medido en milimetros (Breslow) y la presencia de ulceracion.

No obstante, se observo cierta discordancia en un pequefio grupo de casos respecto al patron de
CCL27 en el epitelio supratumoral y la evolucion clinica de los mismos. Dichos casos pertenecian
al grupo histolégico de melanomas tipo/sobre 1éntigo maligno. Este hallazgo podria justificarse por
la propia naturaleza de estas lesiones. Este subtipo de melanoma se caracteriza por desarrollarse
sobre areas corporales sometidas a periodos prolongados de exposicion a las radiaciones solares.
Las radiaciones solares producen un dafio crénico en la piel, produciéndose, como consecuencia del

mismo, la desaparicién de la expresion de CCL27 en dicha area cutanea,®® lo que explicaria la
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menor expresion de CCL27 supratumoral en este tipo concreto de lesion. Asi pues, es posible que
no se trate de una reduccion de dicha citocina relacionada con el tumor, sino que seria la propia
radiacion solar prolongada en el tiempo la que conduciria a la drastica reduccion o desaparicion de
la expresion de CCL27 en la epidermis supratumoral.

Cuando realizamos el estudio estadistico sobre la expresién supratumoral de CCL27 enrelaciona la
evolucion clinica, excluyendo los casos pertenecientes al tipo histolégico de melanoma tipo/sobre
lentigo maligno, la significatividad estadistica se vio aumentada, con unos valores de
representatividad muy superiores a los mostrados por las variables prondsticas clasicas, y
presentando unos resultados muy evidentes en las curvas de supervivencia.

Dado que el estudio inmunohistoquimico de CCL27 vy la tipificacion de los linfocitos B y T son
facilmente reproducibles en cualquier laboratorio estandar de histopatologia o dermatopatologia,
consideramos importante la confirmacion por otros autores de nuestros hallazgos, ya que estas
determinaciones podrian aportar una importante informacion pronéstica en los melanomas
primarios, con las consiguientes repercusiones en el manejo de los pacientes e incluso para el

posible desarrollo de futuras dianas terapéuticas para el melanoma cutaneo.
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4- CONCLUSIONES FINALES
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CONCLUSIONES:

De los resultados obtenidos en este estudio se extraen las siguientes conclusiones:

1. Del estudio inmunohistoquimico para tipificar los linfocitos T y estudiar su grado de
activacion se deduce que, en nuestro estudio, el infiltrado linfocitario T no influye en

la mortalidad por melanoma.

2. Un mayor numero de linfocitos CD25+ se asocia a una menor recidiva local por

melanoma.

3. Un mayor porcentaje de linfocitos CD20 sobre linfocitos CD3 se asocia a mayor
progresion de melanoma, asi como a un menor intervalo de tiempo libre de

enfermedad.

4. Un mayor porcentaje de linfocitos CD20 sobre linfocitos CD3 se asocia a menor

tiempo de supervivencia por melanoma.

5. Una mayor expresion de CCL27 en la epidermis supratumoral se asocia a una menor
progresion del melanoma, asi como a un mayor intervalo de tiempo libre de

enfermedad.

6. Una mayor expresion de CCL27 en la epidermis supratumoral se asocia a menor

mortalidad, asi como a mayor tiempo de supervivencia para melanoma.

7. La expresion de CCL27 en el epitelio supratumoral se muestra como un valor
prondstico muy importante, superando a Breslow y presencia de ulceracion, en el

estudio realizado.
8. El valor pronostico de CCL27 en epitelio supratumoral se incrementa al eliminar del

estudio el melanoma tipo/sobre léntigo maligno, lo que podria explicarse por la

inactivacion de CCL27 en este subtipo debida a la lesion solar cronica.
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