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1.1. REGRESION EN LESIONES MELANOCITICAS.

La regresion espontanea de tumores es uno de los fendmenos mas fascinantes y a la vez
intrigantes que se pueden observar en medicina. Este raro suceso ha sido descrito en
practicamente todos los tipos de canceres, y frecuentemente en neoplasias melanociticas
cutaneas, tanto benignas como malignas, en las que el fendmeno es mas evidente por la

pérdida de pigmento .

En la induccion de la regresion estan potencialmente
implicados multiples mecanismos, complejos e interrelacionados, entre los que destacan
la respuesta inmune, la apoptosis, la inhibicion de la angiogénesis, la diferenciacion
terminal celular, y la crisis genémica que resulta del agotamiento de los telémeros +®.
En el caso de los tumores melanociticos, parece que el mecanismo inmune es el que se
ha relacionado de una forma mas consistente, y se ha demostrado que la regresion en el
melanoma es 6 veces mas frecuente que en otras neoplasias malignas ’. EI melanoma
comprende sélo un 1,8% de todos los canceres, pero representa un 11% de los casos
descritos de regresién espontanea de tumores . La mayoria de estudios muestran que la
regresion es mucho mas frecuente en melanomas delgados y en fase de crecimiento
radial, lo que sugiere que se produciria una activacion precoz de la respuesta del
huésped frente al tumor °*°.

Aunque la regresion parcial en el melanoma ocurre entre un 10 y un 35% de los casos,
la documentacion histoldgica de regresion completa de melanomas es muy rara. Desde
un punto de vista exclusivamente histol6gico, cuando la regresion es completa, es muy
dificil determinar la naturaleza biologica de la lesion previa, y en la mayoria de
ocasiones, tan solo el desarrollo de metéastasis en el seguimiento posterior del paciente
permite establecer dicha distincién (figura 1.1).

Las series mas largas de melanomas cifran en aproximadamente un 2,5-4% los casos de
melanomas metastasicos en los que el tumor primario es de origen desconocido, lo que
hace intuir que muchos de esos casos puedan corresponder a melanomas que han
sufrido un proceso de regresién completa con posterioridad a su diseminacién **%. Por
otro lado, la incidencia estimada de regresién completa de metastasis de melanoma es
de un 0,22-0,27% 1% Ademas, también hay que contemplar la posibilidad de que,
en algunos casos, haya melanomas que puedan experimentar una regresion completa y

no metastatizar, como se ha descrito en la literatura "**?°.



La regresion completa de nevos melanociticos es mucho mas frecuente. Desde un punto
de vista clinico, la pérdida de pigmentacion de las lesiones melanociticas se ha asociado
clasicamente a la presencia de un halo blanquecino perilesional. En los Gltimos afios se
han documentado mecanismos de despigmentacion diferentes al halo nevo, y la
introduccién de la dermatoscopia digitalizada, técnica cuyo uso se esta generalizando en
la practica clinica dermatoldgica, ha permitido realizar un seguimiento mas estrecho de
los pacientes con mdaltiples nevos melanociticos y mejorar los conocimientos
morfolégicos de las lesiones pigmentadas, sobre todo desde un punto de vista dindmico.
Gracias a este tipo de aparatos es posible disponer de un control evolutivo de las
mismas, y se pueden apreciar cambios morfolégicos en los nevos, tanto transitorios
como permanentes, y ha sido posible identificar mecanismos de regresién diferentes al
halo nevo clasico.

De este modo, en un trabajo preliminar hemos podido observar mecanismos de
despigmentacion sin halo clinico muy dispares, tanto en lo referente al tiempo que
tardaban las lesiones en perder la pigmentacion, como en las caracteristicas
morfoldgicas de los nevos melanociticos durante el proceso de involucién . En
algunos casos se ha apreciado una despigmentacion homogénea, lenta, con
caracteristicas similares a las que se aprecia en los halo nevos, pero sin halo clinico. Por
otro lado, también ha destacado la existencia de una variedad de nevos en los que la
despigmentacion se produjo de forma muy rapida, en muy pocos meses, en los que la
principal caracteristica dermatoscopica fue la presencia de una intensa melanofagia.
Finalmente, también se ha evidenciado otro grupo de lesiones melanociticas en las que
tan sélo existid una regresion parcial de la lesion, homogénea u heterogénea.

La identificacion de estos variados patrones de despigmentacion de nevos
melanociticos, junto a la gran variabilidad en el tiempo con que se producen esas
despigmentaciones, apoyaria la implicacion de diferentes mecanismos en la regresion de
estas lesiones. Un mejor conocimiento de los mismos puede esclarecer los motivos por
los cuales algunos tumores regresan por completo mientras otros, como el melanoma,
muestran regresion en el tumor primario de forma simultanea al desarrollo de metastasis
a distancia.

Histologicamente, el fendmeno de regresion en un melanoma representa un proceso con
una evolucién continua que se inicia con la aparicion de un infiltrado inflamatorio y que
culmina con la presencia de fibrosis (figura 1.2). Los criterios para definir la regresion
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histolégica varfan segin los autores °. Por otro lado, algunos dermatopatélogos
proponen dividir este proceso continuo en varias fases.

La regresion suele empezar como un evento focal y puede englobar con posterioridad a
toda la lesion melanocitica o sélo a segmentos de la misma, resultando en una variedad
de manifestaciones clinicas. Por tanto, la regresién deberia considerarse como un
proceso dinamico en el que se produciria una interaccion entre las células tumorales y el
huésped, en la que influirian las caracteristicas intrinsecas de las células neoplésicas, y

la respuesta ante las mismas del sistema inmunoldgico y del estroma del paciente.

Figura 1.1. Ejemplo de regresion completa histoldgica en la que la imagen clinica y dermatoscdpica no
permite establecer con garantia el diagndstico de la lesion involucionada. A: Imagen clinica de una lesion
pigmentada irregular. B: Imagen dermatoscépica en la que se aprecia una lesion asimétrica y heterogena,
en la que predomina un area con velo azul blanquecino, junto a otra zona blanquecina sin estructuras
visibles en su interior. C: Imagen panoramica histolgica y; D: imagen a mayor aumento que muestra una
ausencia completa de lesion melanocitica, con abundantes melandfagos y fibrosis dérmica. Hematoxilina-
eosina, C x 25, y D x 200.



Figura 1.2. Elementos histopatoldgicos caracteristicos de la regresion de una lesién melanocitica:

presencia de infiltrado inflamatorio linfocitario, melanofagos, proliferacion vascular, y fibrosis dérmica
en la zona donde habia previamente células tumorales. A: Nevo melanocitico; B: Melanoma.

Hematoxilina-eosina, x 100.

1.2.  SIGNIFICADO PRONOSTICO DE LA REGRESION.

La importancia de la regresion histoloégica como un determinante del comportamiento
bioldgico del melanoma ha sido origen de gran controversia. Clasicamente se ha
considerado que la regresién implica un peor prondstico, al no poderse descartar que el
grosor inicial del melanoma en la zona en que ha regresado sea superior al que sugiere
el indice de Breslow del melanoma restante. Sin embargo, la mayoria de melanomas
que experimentan regresion tienen un indice de Breslow pequefio y se hallan en fase de

crecimiento radial 2"

, lo que indica que se produciria una activacion precoz de la
respuesta inmune.

La presencia de regresion implica por definicion que existe destruccion de tejido
tumoral. En este sentido, deberia considerarse como un intento de proteger al organismo
frente a la amenaza que constituye el tumor. Por tanto, representaria un mecanismo con
una finalidad protectora para el organismo, mediante el cual éste intentaria eliminar las
células tumorales, pero que no implicaria un buen prondstico por si mismo, ya que
lamentablemente no siempre consigue su proposito.

Por tanto, se podria especular que los melanomas con regresion y una evolucion clinica

desfavorable, probablemente se deberian a que algunas células del melanoma han sido



capaces de vencer a los diversos mecanismos de proteccion frente al cAncer que posee el
individuo.

El melanoma es, junto al carcinoma microcitico de pulmon, de los tumores que acumula
un mayor numero de mutaciones, lo que le confiere una extraordinaria capacidad para
sobrevivir . Por tanto, se trata de un tumor con una elevada capacidad de desarrollar
maultiples mecanismos de escape frente a la vigilancia a la que son sometidas sus células
por el sistema inmune, al igual que manifiesta resistencia a la quimioterapia.

Para algunos autores, la existencia de una regresion extensa en melanomas se asocia a
un mayor riesgo de desarrollo de metéstasis. Este aparente mal pronostico se ha

intentado justificar en base a distintas hipotesis:

Seleccion de tipos celulares menos diferenciados:

En primer lugar, se ha especulado con que la destruccion inicial del melanoma en
regresion, inducida por el infiltrado inflamatorio, podria provocar que se seleccionen
clones de melanocitos mas agresivos, con un comportamiento imprevisible vy
potencialmente metastasicos. De este modo, el aumento de la respuesta inmune en el
tumor se asociaria a una progresion de los tipos celulares menos diferenciados, con
destruccion de las células “menos agresivas”, las que tienen menos capacidad de
diseminacion *°.

En algunos melanomas se pueden activar los mecanismos del sistema inmunolégico
para lograr una respuesta inmune temprana frente a los antigenos tumorales, mientras
que en otros, este hecho puede no suceder **2. Al primer grupo pertenecerian los casos
en los que se observan infiltrados de linfocitos que estan localizados en las areas de
regresion tumoral, y que son capaces de destruir células de melanoma. Este hallazgo
sugiere que, durante el crecimiento primario, la respuesta inmune de los linfocitos T
promueve una inmunoseleccion que elimina una parte de las células integrantes del
tumor, perdurando las células que no expresan los antigenos frente a los que se ha
inducido la respuesta inmune y que son las que pueden originar las metastasis de células
no reconocibles por el sistema inmunoldgico.

Por tanto, una regresion espontanea parcial puede indicar una fase de progresion del
tumor en la cual el genoma del mismo sufre un extenso remodelado, pagando el tributo
de una aniquilacion temporal pero ganando en Gltima instancia la recompensa hacia la

inmortalidad.



Desarrollo de mecanismos de escape:

Ademas de las alteraciones genéticas especificas predisponentes, resulta esencial la
vigilancia que ejerce el sistema inmune sobre las células tumorales del melanoma para
controlar las neoplasias incipientes. La transformacion con capacidad metastasica,
también puede ser consecuencia de las argucias que esas células desarrollan para
escaparse del control inmunolégico **.

Por tanto, la falta de respuesta al ataque por los linfocitos T en los melanomas también
podria deberse a que los clones del melanoma no sean inmunogénicos, o bien incluso en
el caso de que el tumor fuera potencialmente antigénico, a alguno de los mdaltiples
mecanismos conocidos que son capaces de desarrollar las células malignas para evitar el
reconocimiento y destruccion mediado por linfocitos T, entre los que puede incluirse, la
existencia de un defecto en las células presentadoras de antigeno causado por las
radiaciones ultravioleta *°. Por otro lado, es conocido que el melanoma expresa en su
progresion moléculas que contribuyen a facilitar un crecimiento local y a distancia,
modificando la matriz tisular o induciendo alteraciones vasculares, pero también
suprimiendo la respuesta efectora del sistema inmune.

El desarrollo de mecanismos de escape frente al sistema inmunitario también esta
contrastado con la ausencia de regimenes de inmunoterapia eficaces a pesar de ser una
neoplasia muy inmunogénica, y seria uno de los principales motivos por los que fallan
las vacunas del melanoma. Esta situacion estd cambiando en los Gltimos afios debido
principalmente a la introduccion y efectividad de los inhibidores del antigeno 4 asociado
al linfocito T citotoxico (CTLA-4) y de la proteina de muerte programada 1 (PD-1).

Inicio tardio de la regresion:

También cabria la posibilidad de que la regresion pudiera iniciarse en algunos casos de
forma tardia, cuando algunas células tumorales ya se hubieran diseminado por invasion
linfovascular. Se ha demostrado que la presencia de células de melanoma en los
ganglios linfaticos puede estimular una respuesta inmune contra antigenos frente a los
que el organismo era inicialmente tolerante, que puede inducir la regresion de la lesién

primaria *°.



En la literatura, la mayoria de estudios sobre la regresion de lesiones melanociticas se
centran en melanomas. Otro argumento que justificaria que la regresion no constituiria
un determinante de un comportamiento biolégico mas agresivo para el organismo es el
hecho de que no existen casos documentados de lesiones melanociticas benignas con
regresion que luego hayan dado metéastasis. De hecho, incluso la regresion extensa o
completa de los nevos melanociticos convencionales o displasicos no modifica el
prondstico del paciente *.

Como se ha comentado anteriormente, la regresion es un proceso dinamico y, por lo
tanto, con hallazgos histoldgicos diferentes e incluso solapados segun el momento en
que la estudiemos, que se inicia con un infiltrado inflamatorio acompafante. La
existencia de este infiltrado inflamatorio informa de que se ha producido una respuesta
del sistema inmunitario del huésped frente al tumor. Esta respuesta podra ser efectiva o
no, segun sea capaz de frenar el crecimiento del tumor o conseguir su regresion parcial
o completa. De hecho, la mera presencia de inflamacion aislada, en forma de un
infiltrado linfocitario denso en un melanoma en fase de crecimiento vertical, se acepta
actualmente como un factor de buen pronéstico .

Algunos autores han especulado con que la regresién avanzada si que podria implicar
un peor pronostico y, consecuentemente, ésta podria ser la causa de que encontremos
resultados tan contradictorios entre los distintos estudios. Por tanto, la regresion podria
tener un significado pronostico diferente dependiendo de la fase cronoldgica en la que
fuera valorada: favorable en las iniciales y negativo en las avanzadas.

A pesar de esta hipotesis, en un estudio reciente de lesiones melanociticas con
regresion, en las que la caracteristica histopatologica esencial era la presencia de
fibroplasia florida, propia de un estadio tardio, objetivamos que la presencia de esta
variedad de fibrosis no se deberia a una predisposicion genética del paciente para
generar nevos displasicos o melanomas, ya que se apreciaba con mas frecuencia en
nevos melanociticos sin displasia y un 83% de esos pacientes no tenia antecedentes
personales de nevos displasicos, ni tampoco se asociaria a un comportamiento bioldgico
més agresivo de los melanomas en los que se encuentra %%,

Como conclusidn, los mecanismos de regresion engloban una compleja interaccion de
diversos procesos entre los cuales el mas destacado seria la respuesta inmune, con la

finalidad en Gltima instancia de proteger al organismo frente al cancer.



En algunas ocasiones se conseguiria una eliminacion tumoral total, con lo que el
organismo lograria su propdsito. Desafortunadamente, son mas frecuentes los casos en
los que la destruccion tumoral es s6lo parcial, ya sea porque el mecanismo se inicia
demasiado tarde, cuando las células con capacidad de producir metéastasis ya han
invadido vasos linfaticos o sanguineos, porque las células malignas desarrollan diversos
mecanismo de escape a la presion producida por el sistema inmune, 0 porque se
destruyen las células tumorales “menos agresivas”, permitiendo que proliferen las que

tienen mas capacidad de generar metéstasis.

1.2.1. Revision de los principales estudios que relacionan la regresion con el

prondéstico en el melanoma.

Principales estudios que sugieren que la regresién en el melanoma constituye un

factor de mal prondstico.

Existen diversos estudios que demuestran que la regresion es un factor de mal

pronostico en el melanoma cutaneo primario, especialmente en melanomas delgados.

En el trabajo de Paladugu et al *

, en el que se estudiaron 36 melanomas delgados
(Breslow <0,76 mm), se demostro que un 455% de las lesiones con regresion

metastatizaron, comparado con el 12% de las que no mostraban regresion.

Sondergaard et al **, evaluando 486 pacientes con melanoma en estadio | e indice de
Breslow <1 mm, verificaron que la supervivencia a los 10 afios de los individuos cuyas
lesiones presentaban regresion fue considerablemente inferior a la de los pacientes sin

evidencia de regresion (79% y 95% respectivamente).

El grupo de Ronan et al *

examind 103 melanomas delgados (Breslow <0,76 mm) y
hallo que 30 (29%) tenian regresion. De ese grupo de pacientes, 6 (20%) desarrollaron
metastasis viscerales, mientras que ninguno de los 73 pacientes con melanomas sin

regresion tuvo metastasis.

43
|

Singluff et al ™ revisaron una serie de 681 melanomas con indice de Breslow <0,76 mm

y observaron que el 40% de los casos que metastatizaron mostraron regresion severa,
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definida por los autores como una marcada fibrosis junto a la ausencia total o casi total
de melanocitos, frente a un 17% de los casos no metastasicos. El porcentaje de
supervivencia libre de enfermedad a los 5 afios fue del 72% en el grupo con fibrosis
prominente, frente a un 94% en el grupo sin regresion o con regresion caracterizada por

inflamacién aislada (sin fibrosis o con una fibrosis discreta en la dermis papilar).

Morton et al ** hallaron que la regresién, junto a otros factores como una edad inferior a
40 afos, presencia de ulceracion y un nivel IV de Clark, aumentaba el riesgo de padecer

metastasis en el ganglio centinela en melanomas primarios delgados.

Olah et al * analizaron 134 pacientes con melanomas con indice de Breslow <2 mm a
los que se les habia realizado un estudio del ganglio centinela, y apreciaron un mayor
riesgo de metéstasis ganglionar en el grupo de pacientes con regresion (64%) que en
aquellos sin regresion (15%).

Gromet at al *°

observaron que un 22% de sus melanomas con indice de Breslow <0,76
mm con regresion metastatizaron, frente a s6lo un 2% de metéastasis en los casos sin

regresion.

En el estudio de Guitart et al *’

se compararon 43 melanomas delgados metastasicos con
42 melanomas controles sin metastasis, que tenian caracteristicas similares referentes a
la edad, sexo, localizacién e indice de Breslow. El 42% de los melanomas metastasicos
mostré una regresion extensa (>50%), mientras que sélo hallaron regresion extensa en

un 5% de los melanomas no metastasicos.

Clark et al *® evidenciaron que la presencia de regresion es un factor predictivo de mal
prondstico en melanomas en estadio I, ya que en 90 melanomas con regresion la

supervivencia tras 8 afos fue del 60%, frente a un 77% en 174 melanomas sin regresion.

Blessing et al “

compararon melanomas de pacientes que habian desarrollado
metéstasis y que tenian un indice de Breslow <1,5 mm con controles libres de
enfermedad a los 6 afios, y hallaron que 13 de los 26 casos metastasicos mostraron

regresion, frente a 1 de los 40 controles.

Una de las series més extensas es la estudiada por Kelly et al *°, con 844 pacientes con
melanoma a los que separaron en tres grupos en funcién del indice de Breslow (<0,76

mm, entre 0,76 y 1,5 mm y >1,5 mm respectivamente). A pesar de que no encontraron
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diferencias estadisticamente significativas en la supervivencia a los 5 afios en los casos
con regresion, el porcentaje de metastasis en el grupo de melanomas delgados con

regresion era de un 7,2%, y en el grupo sin regresion del 3,8%.

Principales estudios que sugieren que la regresion en el melanoma constituye un

factor de buen prondstico.

Por el contrario, otros autores consideran la regresion en el tumor primario como un
marcador de pronostico favorable, y se ha demostrado en numerosos estudios que no se

asocia a un riesgo aumentado de metastasis en el ganglio centinela.

51
|

Trau et al " estudiaron una serie de 41 melanomas delgados (Breslow <0,76 mm) con

evidencia de regresion, de los cuales s6lo uno metastatizo.

En el estudio de Brogelli et al *2

con 201 melanomas en estadio I, 67 tuvieron regresion.
Aunque el 48% de los melanomas con un indice de Breslow <0,75 mm tenian regresion,
comparado con el 12% de los melanomas con un Breslow >3 mm, no hubo diferencias
estadisticamente significativas entre el periodo libre de enfermedad y la supervivencia
global. Las metéstasis se desarrollaron en un 19,4% de los pacientes con melanomas

con regresion, comparado con el 29,8% de los pacientes con melanomas sin regresion.

Merece especial interés el trabajo de Ribero et al *, que con una casuistica amplia de
1693 pacientes con melanoma invasor en estadios I-1l, analizaron el ganglio centinela
en 182 de 349 pacientes con regresion en el tumor primario (52,1%), y en 474 de 1344
(35,3%) melanomas sin regresion. El estudio del ganglio centinela se realizé en 104 de
223 pacientes con un melanoma con grosor <1 mm y regresion.

Durante el seguimiento, encontraron progresion en un 20,5% de sus pacientes, aunque
la presencia de regresion histoldgica se asocio de forma significativa con una reduccién
en el riego de progresion del melanoma. S6lo 33 de 349 pacientes con regresion (9,5%)
mostré una progresion de la enfermedad comparado con los 314 de 1344 pacientes sin
regresion (23,4%). Tampoco hubo diferencias en el porcentaje de recidivas entre los
pacientes sin metastasis en el ganglio centinela (135 de 656; 20,5%) al compararlos con
los pacientes en los que no se realizo el estudio del ganglio centinela (212 de 1037;
20,4%).
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La presencia de regresion en el tumor primario se asocié de forma estadisticamente
significativa con una menor incidencia tanto de metastasis en transito (3,1% frente a un
6%), como de metastasis ganglionares (4% frente a un 8,8%) o metastasis a distancia
(2,3% frente a un 8,5%). Durante el seguimiento sélo fallecieron un 5,8% de los
pacientes que tuvieron melanomas con regresion, comparado con un 13% de los
pacientes con melanomas sin regresion.

Para estos autores la regresion aislada no deberia ser una razén por si misma para
realizar el estudio del ganglio centinela en melanomas delgados. Por el contrario, la
regresion puede considerarse un factor de prondstico favorable en cuanto a la

supervivencia global y a la supervivencia libre de enfermedad en melanomas en estadios
Ly Il

Morris et al >

también revisaron una serie amplia de 1349 melanomas cutaneos
primarios, de los cuales se realizo el estudio del ganglio centinela en 931. Este fue
positivo con méas frecuencia en los casos sin regresion (18%) que en aquellos con

regresion (10%).

Fontaine et al >°

analizaron 97 melanomas en los que habian realizado el estudio del
ganglio centinela, y no encontraron evidencia de un riesgo incrementado de metastasis
en el ganglio centinela en los pacientes con regresion respecto a aquellos que no la

presentaban (29% de positividad en ambos grupos).

Kaur et al *

, €n un grupo de 146 melanomas en los que conocian el estado del ganglio
centinela, encontraron 17 ganglios centinelas positivos, de los cuales 13 correspondian a

casos sin regresion y 4 a casos con regresion.

McGovern et al ? revisaron 353 pacientes con melanomas delgados de hasta 0,7 mm de
grosor. Los melanomas con regresion metastatizaron con una frecuencia ligeramente
superior que los que no la tenian (8 y 5% respectivamente), pero la supervivencia a 10

afios era en practicamente identica en ambos grupos.

| > también concluyeron su estudio afirmando que la regresién no tenia

Cooper et a
importancia pronostica en la mayoria de melanomas delgados, y al igual que White et al
%8 demostraron que la presencia de regresin se asociaba con una menor probabilidad

de metéastasis en el ganglio centinela.
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El trabajo de Ma et al *°

demostrd que la regresion en el melanoma y un aumento de las
células dendriticas en la lesion primaria se asociaban de forma significativa con una
menor afectacion del ganglio centinela. Estos autores hallaron que el perfil inmune del
melanoma primario predice el desarrollo de metéstasis en el ganglio centinela.
Adicionalmente, la presencia de regresiéon en el tumor primario estaba asociada a un

riesgo reducido de progresion ganglionar.

Liszkay et al

analizaron la presencia de células circulantes de melanoma, de forma
preoperatoria, en 94 pacientes a los que se realizd un estudio del ganglio centinela.
Evidenciaron la presencia de células circulantes en 5/26 (19,2%) melanomas con
regresion, y en 19/68 (29,4%) de melanomas sin regresion. La mayoria de melanomas
con regresion mostraron en el analisis multivariante que tan sélo el indice de Breslow y
la ulceracidn, pero no la regresion, fueron predictores de la presencia de metastasis en el

ganglio centinela.

Motivos de la discrepancia entre los diferentes estudios.

Las causas que podrian justificar la discrepancia existente entre los distintos estudios
han sido motivo de analisis.

La ausencia de estandarizacion de los criterios para el diagnéstico histopatoldgico de la
regresion, y la pobre reproductibilidad entre distintos observadores son algunas de las
razones que justificarfan los resultados discordantes de los diferentes estudios ®2.

No existe un consenso en la definicion exacta de regresion histologica y en cdmo debe
medirse. Algunos autores defienden que sélo debe considerarse como melanoma en
regresion aquel que tiene un 75% o mas de su extension horizontal afectada ®*. En otros
trabajos se incluyen todos los casos que muestran algin grado de regresion y se
subdividen en melanomas con regresion parcial si ésta es menor del 50%, o extensa si
afecta al 50% o mas de la extension horizontal del mismo ®*®°. Finalmente, otros
estudios consideran la regresion sélo cuando ésta es completa °°%®.

Lo mismo sucede con las fases de la regresion, ya que algunos estudios consideran
regresion sélo cuando se aprecia una reduccién marcada o una ausencia completa de
melanocitos en presencia de una fibrosis prominente, mientras otros incluyen también la
fase activa, en la que la fibrosis es escasa o ausente y predomina el infiltrado

inflamatorio -8,
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Dependiendo de los criterios empleados, la estimacién de melanomas delgados que
muestran regresion pero no metastasis es muy variable, ya que puede oscilar entre un 7
y un 61%, mientras que la estimacién de melanomas metastasicos delgados con
regresion también puede variar entre un 40 y 100% *’.

El efecto de la regresion también puede diferir al correlacionarse con otros factores
prondsticos. Se ha sugerido que la presencia de metastasis de melanoma en un ganglio
linfatico regional podria estimular una amplificacion de la respuesta inmune,

35,69

provocando la regresion de la lesion primaria , 0 incluso de otras lesiones no

malignas que compartan los mismos antigenos que han desencadenado la respuesta
inmune ",

Ademas también seria necesario definir criterios estandares para diferenciar la regresién
de otras respuestas del estroma 2.

Como se deduce de todo lo referido anteriormente, parece evidente que hasta la fecha
no estd completamente esclarecida la relevancia de la regresiéon en el prondstico del
melanoma.

Como conclusidn, la histologia no soluciona el problema de conocer con antelacion cuél
va a ser el comportamiento bioldgico de la lesion melanocitica en la que hay regresion,
aunque deberia considerarse con precaucion cuando se evaltua en los melanomas, ya
que podria enmascarar un mayor espesor tumoral y modificar el prondstico.

Por tanto, la regresion histoldgica aislada no deberia ser considerada como un marcador
que de forma categdrica implique un mal pronostico en el melanoma.

El descubrimiento de marcadores moleculares 0 un mejor conocimiento de los
mecanismos involucrados en su desarrollo podrian aclarar qué melanomas con regresion

tendran un comportamiento biolégico agresivo o no.
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1.3. DEFINICION DE LA REGRESION.

La regresion se puede definir tanto desde un punto de vista clinico, mediante el examen
directo de la lesion o utilizando técnicas como la dermatoscopia, y por supuesto, desde

una vertiente histopatoldgica.

1.3.1. Regresién desde un punto de vista clinico.

Clinicamente, la regresion se definiria por la pérdida de pigmento en una porcion o
incluso en la totalidad de una lesion melanocitica, que se manifestaria por la presencia

de éreas con colores que varian entre blanco, azulado, rojizo y gris (figura 1.3).

Figura 1.3. Melanoma de extension superficial en la pierna con un &rea extensa de regresion, que se

manifiesta como una region de coloracion blanquecina. indice de Breslow 0,42 mm.

La dermatoscopia muestra fundamentalmente 3 tipos de patrones asociados a la
regresion, que se identifican en funcion de su coloracion y se pueden clasificar como
“regresion blanca”, “regresiéon azul” y “regresion mixta” " (figuras 1.4 y 1.5). Las
areas de regresion blanca son estructuras con pigmentaciéon blanguecina mas o menos
delimitada, que en ocasiones recuerdan a una cicatriz superficial, por lo que también se
denominan ‘“areas blancas pseudocicatriciales”. Histopatolégicamente se correlacionan

con la presencia de una dermis engrosada y fibrosis .
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Figura 1.4. Imagen clinica (superior) y dermatoscopica (inferior) de diversos melanomas con regresion,
gue se manifiesta como areas blanquecinas, azuladas o grisaceas.

Figura 1.5. Imagen clinica (superior) y dermatoscépica (inferior) de diversos nevos melanociticos con

regresion, que también se manifiesta como areas blanquecinas, azuladas o grisaceas.

Las areas de regresion azul estan constituidas por el denominado “velo azul-gris”, o por
las “areas con punteado azul o con grénulos de pimienta”. El velo azul-gris esta
constituido por un area compacta de pigmentacion azulada o azul-grisacea, mientras que
las areas con mdltiples puntos azulados, son zonas de la lesion con pigmentacion azul

menos confluyente que en el caso del “velo azul-gris” y con un punteado fino en su
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interior. Las areas azules de regresion corresponden histopatoldgicamente a
melanéfagos .

La presencia de estructuras vasculares en el seno de areas blancas pseudocicatriciales
también es un hallazgo habitual en las areas de regresion. En el caso del melanoma,
dado que habitualmente se trata de vasos perpendiculares a la superficie epidérmica es
frecuente que se observen vasos puntiformes .

La observacion clinica o dermatoscopica de regresion justifica en muchas ocasiones la
extirpacion de una lesion melanocitica. La regresion en més del 50% de una lesién
melanocitica, o la presencia de regresion mixta (azul y blanca), se asocia a melanoma,
por lo que es aconsejable la extirpacion de las lesiones melanociticas que presenten esas
caracteristicas ®"°. Aunque las areas de regresion se asocian a melanoma, también se
encuentran presentes en nevos atipicos e incluso en nevos melanociticos convencionales

traumatizados (figura 1.6), asi como en lesiones no melanociticas como queratosis

actinicas y queratosis liquenoides *°.

Figura 1.6. Nevo melanocitico congénito en el cuello que muestra un &rea extensa de regresion como

consecuencia de un traumatismo.
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1.3.2. Regresién desde un punto de vista histologico.

Histologicamente, el fendmeno de regresion representa una evolucion continua de un
mismo proceso, que se inicia con la aparicion de un infiltrado inflamatorio y culmina
con la presencia de fibrosis.

A nivel histoldgico, la regresion se definiria por la sustitucion de la poblacion celular
tumoral por un estroma fibroso, con escasos o nulos melanocitos tumorales, pero con
melanofagos, linfocitos, y vasos neoformados. En las fases iniciales o activas de la
regresion predomina la inflamacidn, con presencia de abundantes linfocitos que infiltran
las células neoplésicas y fragmentan el tumor en pequefios nidos. En esta fase no se
aprecia fibrosis, pero si pueden aparecer melan6fagos en cantidad variable. La capa
basal de la epidermis suele estar vacuolada y con queratinocitos o melanocitos
degenerados fruto de la apoptosis de los mismos, que se observan como pequefios
glébulos eosinofilos. Habitualmente, en las fases tardias, el area de regresion muestra
una epidermis atrofica suprayacente, que ha perdido su red de crestas o se han aplanado,
y que contiene ocasionalmente algunos melanocitos supervivientes y en ocasiones
incluso una hiperplasia melanocitica. La dermis papilar en estas fases tardias se
encuentra ocupada por fibrosis colagena, y también pueden verse vasos dilatados o una
proliferacion de vasos sanguineos perpendiculares a la superficie con distintos grados de

edema, y algunos melanéfagos acompafiantes 2",

Fases de la regresion histologica en el melanoma

Los cambios histologicos que se aprecian en la regresion forman un espectro continuo,
dado que muy frecuentemente se solapan caracteristicas de fases diferentes en una
misma biopsia, por lo que, aunque ésta se puede dividir arbitrariamente en distintas

fases, esta division no es realista ni practica en algunas ocasiones (figura 1.7) °.
Algunos autores como Massi y Leboit ® reconocen una fase de regresion precoz o

temprana (inflamatoria) que denominan “melanoma en regresion” y una tardia

(cicatricial), a la que llaman “melanoma regresado”.
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Fase precoz o activa (inflamatoria): la regresion activa se caracteriza por la
presencia de densos infiltrados linfocitarios en la dermis, de localizacion peri
e intratumoral, que se mezclan con las células neoplasicas y fragmentan el
tumor en pequefios nidos, con apoptosis y perdida de células tumorales. Este
infiltrado puede ser liquenoide, englobando en ocasiones la mayor parte de

la lesion. También se observan melandfagos en cantidad variable.

Fase tardia o antigua (cicatricial): se aprecia una zona de reduccion
marcada o completa de la masa tumoral, que es reemplazada por una densa
fibrosis. Asi mismo, se observa una proliferacion de vasos sanguineos,
generalmente perpendiculares a la superficie, y aplanamiento de las crestas
interpapilares, junto a un ndmero variable de melanéfagos y escasos o
ausentes linfocitos. Salvo la fibrosis, no se considera imprescindible ninguno

de los otros rasgos histopatolégicos para el diagnostico de esta fase.

Otros autores como Kang et al ® proponen diferenciar 3 fases: inicial, intermedia y

tardia;

Fase inicial: se aprecian densos infiltrados de linfocitos que alteran o
destruyen algunos nidos de células tumorales dentro de la dermis papilar. En
esta fase, aunque pueden aparecer melanocitos degenerados, se puede
observar una zona de tumor aun reconocible en la dermis papilar y en la

epidermis, y aun no existiria fibrosis.

Fase intermedia: en esta fase existe todavia una zona de tumor reconocible,
y en las areas en las que éste ha sido reemplazado, se observa fibrosis junto a

linfocitos, melanofagia y neovascularizacion.

Fase tardia o antigua: la masa tumoral muestra una marcada reduccion o
incluso existe una ausencia completa de la misma. Se aprecia fibrosis en la
dermis junto a un grado variable de melanofagos y formacion de nuevos

vasos. Los infiltrados linfocitarios estan ausentes o bien dispersos.
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En cualquier caso, dado que la concordancia entre observadores disminuye
cuando se divide la regresion en estos tres subgrupos cronoldgicos, parece poco

practico dividir la regresion en tantas fases %.

e LN

Figura 1.7. Imagen histolégica de una misma biopsia que muestra tanto la presencia de fase activa
(circulo azul), caracterizada por la presencia de infiltrado linfocitario y melanéfagos, y de fase tardia
(circulo rojo) caracterizada por fibrosis de la dermis.
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1.4, MECANISMOS DE REGRESION DE LAS NEOPLASIAS CUTANEAS
MELANOCITICAS Y EPITELIALES.

Tal como apuntabamos al principio de este trabajo, la regresion espontanea de tumores
malignos es un fendmeno extremadamente raro y enigmatico, que puede observarse
hasta en 1:140000 cénceres ®%°,

Puede producirse en cualquier tipo de neoplasia, aunque es mas frecuente en el
melanoma, retinoblastoma, carcinoma renal, y en trastornos linfoproliferativos.

La induccién de regresién tumoral engloba multiples mecanismos complejos e
interrelacionados, entre los que se encuentran la respuesta inmune, la diferenciacion
terminal, la apoptosis, la crisis genémica o la senescencia replicativa *°.

Un mejor conocimiento de las principales vias moleculares implicadas en el desarrollo
de la regresion de las lesiones malignas puede ayudar a entender los motivos por los
cuales algunos tumores regresan completamente mientras otros, en cambio, s6lo lo
hacen de forma parcial. Los diferentes mecanismos que conducen a la regresion tumoral
también pueden estar relacionados con el pronostico de los pacientes, y como sucede en
el melanoma, pueden ayudar a explicar por qué es posible apreciar regresion en el tumor
primario de forma simultanea a la presencia de metéstasis a distancia. Del mismo modo,
puede ser de gran ayuda en el desarrollo de nuevas dianas terapeuticas para el

melanoma.

1.4.1. RESPUESTA INMUNE.

Es conocido el papel fundamental del sistema inmune en evitar el desarrollo de procesos
tumorales y eliminarlos cuando éstos se han producido ##°. De ahi que los sindromes
gue asocian inmunosupresion tengan una mayor incidencia de neoplasias. Por otro lado,
se han observado diversas manifestaciones autoinmunes de forma concomitante con la
regresion espontanea de tumores .

En relacion al melanoma, existen numerosas evidencias clinicas e histologicas que
sugieren que existe una interaccion entre esta neoplasia y el sistema inmune del

huésped, por lo que la explicacién méas aceptada en la actualidad sobre la regresion es
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que el mecanismo inmune seria el que esta implicado de forma més consistente en la
mayoria de los casos.

De todos los tumores, el melanoma es uno de los que tienen un mayor indice de
regresion esponténea total, y se aprecia regresion parcial hasta en el 35% de los casos
87,88.

Por otro lado la presencia de fendmenos inflamatorios como nevos de Meyerson o halo
nevos, junto a las diferencias prondsticas en aquellos pacientes que desarrollan vitiligo o
presentan infiltrados linfocitarios densos en su fase de crecimiento vertical, también
justificarfan el desarrollo de una respuesta inmune en pacientes con melanoma 3.

El sistema inmunitario, a través de sus células efectoras, los linfocitos T citotoxicos y
las células "asesinas naturales” (natural killer), elimina las infecciones virales o se
enfrenta al desarrollo tumoral induciendo apoptosis de las ceélulas infectadas o
tumorales, respectivamente. En el caso de los linfocitos T citotdxicos, éstos reconocen
antigenos virales o tumorales a través de su receptor especifico de antigeno en
asociacion con el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase I propio *>.
Este reconocimiento conduce a la activacion funcional de los linfocitos T citotdxicos y
ello provoca la muerte por apoptosis de la célula infectada o tumoral.

La inmunidad innata aparece durante el desarrollo inicial del sistema inmunitario, y sus
componentes estan disefiados para reconocer agentes invasores externos al organismo,
sin necesidad de adaptaciones. La citocina fundamental de este tipo de inmunidad es el
factor de necrosis tumoral (TNF), que induce una notable inflamacién y la necrosis de
tumores. A nivel celular, la inmunidad innata viene mediada por las celulas natural
killer (NK) y los linfocitos NK, que identifican y son capaces de destruir las células
tumorales en las que no se expresa el MHC, un fendmeno que sucede con frecuencia en
el melanoma, tanto por la pérdida del gen de la microglobulina 3, como por la falta de
expresion de éste.

Por otro lado, la inmunidad adaptativa incluye los linfocitos T y los anticuerpos
producidos por los linfocitos B. Las caracteristicas basicas de la inmunidad adaptativa
son su especificidad y su memoria. Cuando un antigeno tumoral es reconocido como tal
por los linfocitos B y T, éstos se expanden y se activan, dando lugar a una respuesta
especifica de alta afinidad.

Hoy en dia se acepta que la respuesta celular mediada por linfocitos T es la principal
implicada en la destruccion de los tumores ya establecidos *®. Sin embargo es posible
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que en las etapas iniciales de la diseminacion metastasica, los anticuerpos anti-células
tumorales también puedan ejercer un papel estabilizador, esencial para evitar esa
diseminacion.

La estimulacién de una respuesta especifica de células T tiene varias ventajas. Primero,
las células T pueden destruir cualquier célula tumoral que exprese el antigeno que
reconocen, independientemente de la region corporal en la que se encuentren.
Adicionalmente, las células T pueden continuar proliferando en respuesta a proteinas
inmunogénicas hasta la destruccion completa de todas las células tumorales.
Finalmente, se puede generar una memoria inmunoldgica que permite eliminar tumores

que recurran si comparten los mismos antigenos tumorales %.

1.4.1.1. Biologia de la célula tumoral vy sus interacciones con el sistema inmunitario.

La etiopatogenia del melanoma se caracteriza por la acumulacion de alteraciones
genéticas en los sistemas moleculares que regulan la activacion y proliferacion de las
células que sufren la transformacidn neoplasica. En el crecimiento local y diseminacion
sistémica participan diversos mecanismos del huésped, que pueden favorecerlo o
suprimirlo. Por tanto, la enfermedad debe enfocarse desde dos perspectivas distintas
pero relacionadas: las caracteristicas intrinsecas de las células malignas y las
interacciones de las células neoplasicas con el huésped.

La célula neoplésica se caracteriza por una biologia descontrolada, con intensa
capacidad de proliferacion. Las anomalias en el sistema de control del ciclo celular y su
metabolismo conllevan la sintesis de nuevas moléculas, inéditas para el organismo y
potencialmente reconocibles por el sistema inmunitario, que constituyen los
denominados antigenos asociados a tumor.

El huésped modula el crecimiento de las células tumorales a través de diversos
mecanismos. La accion del sistema inmunitario contra la célula neoplésica comienza
con el reconocimiento de los antigenos tumorales, seguida por el desencadenamiento de
complejos fendmenos de activacion de los linfocitos T y B, de las células accesorias, y
de las células NK.

Las células dendriticas son las células profesionales presentadoras de antigenos del

sistema inmunitario. Tienen la capacidad de iniciar y mantener la respuesta inmunitaria
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contra la célula tumoral. Se ha observado que las células dendriticas en los pacientes
con melanoma estan cuantitativa y cualitativamente disminuidas a causa del efecto
inmunosupresor del tumor. Inicialmente las células dendriticas penetran en el tumor e
internalizan el antigeno tumoral mediante fagocitosis, endocitosis o pinocitosis.
Posteriormente el antigeno es procesado y expresado en la superficie celular a través de
los MHC. Las células dendriticas desarrollan un proceso de maduracion regulado por
diferentes citocinas. Durante todo este proceso deben adquirir la capacidad de migrar al
ganglio linfatico donde presentan el antigeno tumoral a los linfocitos T cooperadores.
Dichos linfocitos reconocen al antigeno tumoral y amplifican la respuesta inmunitaria a
través de la secrecion de diversas citocinas que activan tanto a los linfocitos T
citotoxicos como a los linfocitos B, que tras su diferenciacion a células plasmaticas
secretan inmunoglobulinas, y también a las células NK, que son las que conducen a la
lisis de las células tumorales.

Las celulas dendriticas maduras expresan, ademas del MHC que interacciona con el
receptor de células T, moléculas coestimuladoras que interaccionan con receptores de
células T adicionales. La combinacion de sefiales a través de interacciones MHC-
receptor de célula T, y de la molécula B7 con el receptor CD28 activa la respuesta del
linfocito T ® (figura 1.8).

Activacionde Inhibicion de
célulaT célulaT

4

LinfocitoT

Célula presentadora de antigeno Célula presentadora de antigeno

Figura 1.8. La imagen de la izquierda representa de forma esquematica como para la activacién de la
célula T se requiere ademas de la interaccion entre el MHC de la célula dendritica con el receptor de la
célula T, moléculas coestimuladoras que se unen a receptores de células T adicionales, como el CD28.
Moléculas como el CTLA-4, al impedir la unién entre CD28 y B7 provocan la inhibicion del linfocito T

(imagen de la derecha). RCT: receptor de célula T; MHC: complejo mayor de histocompatibilidad

25



El desarrollo del melanoma supone un fracaso de la capacidad defensiva del sistema
inmunitario. En dicho fracaso participan factores propios de las células tumorales, que
pueden enmascarar la expresion de sus antigenos tumorales o incrementar su
proliferacion por encima de la capacidad litica del sistema inmunitario, y alteraciones
propias del sistema de defensa en su capacidad de reconocimiento de antigenos o en su

capacidad para llevar a cabo su funcion efectora.

1.4.1.2. Antigenos de melanoma identificados por linfocitos T intratumorales.

Existen varios antigenos asociados a melanoma que pueden ser reconocidos por
linfocitos T citotoxicos que infiltran el tumor. Hasta la fecha se han identificado cuatro

grupos fundamentales de antigenos %192

- Genes que codifican antigenos de diferenciacion presentes tanto en los
melanocitos como en las células de melanoma: el grupo de antigenos que se
detecta con mas frecuencia en pacientes con melanoma esta constituido por los
denominados antigenos de diferenciacion o antigenos asociados al tipo de tejido.
A esta categoria pertenecen los antigenos melanosomicos Mart-1/Melan A,
gp100 v tirosinasa . Los genes que codifican estos antigenos, no se expresan
solo en los melanomas, sino también en melanocitos normales y en el epitelio
pigmentario de la retina, por lo que pueden ser considerados como autoantigenos
707196104105 * e hecho, en pacientes con melanoma pueden aislarse en sangre

periférica, ganglios linfaticos y tejido tumoral linfocitos T citotoxicos

especificos contra este tipo de antigenos '*. Este hecho ha sido interpretado
como una ruptura de la tolerancia inmunoldgica contra antigenos propios, y se
debe probablemente a la sobreexpresion de estas proteinas en las células
tumorales. Otro antigeno de estas caracteristicas es el receptor de melanocortina

1 (MC1R), que también se expresa en melanomas y melanocitos. MC1R es el

ligando natural de la hormona peptidica estimulante del melanocito, involucrada

en la proliferacion, diferenciacion, pigmentacion y potencial metastasico de los

melanomas %,
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- Genes de las familias MAGE, BAGE, GAGE, LAGE y RAGE: este grupo
estd constituido por los antigenos especificos de tumor, entre los que destaca la
familia de genes MAGE (antigenos asociados a melanoma). Estos genes
codifican proteinas que no se expresan en ningun tejido adulto, excepto en los
tumores y en las células germinales masculinas, ya que estan relacionados con
las etapas primarias del desarrollo embrionario. La familia MAGE esta
codificada por 19 genes que se localizan en el cromosoma X, y se distribuyen en
cuatro grupos: A, B, Cy D. Mientras MAGE D se expresa de forma ubicua, los

otros tres genes se expresan especificamente en los tumores %,

- Mutaciones puntuales en genes que se expresan de forma ubicua: esta
categoria de antigenos estd constituida por proteinas codificadas por genes
mutados, como el derivado de la mutacion de la quinasa 4 dependiente de la

ciclina.

- Genes sobreexpresados en los tumores con respecto al tejido normal.

Los linfocitos T reconocen antigenos solo cuando éstos les son presentados por células
con antigenos leucocitarios humanos (HLA o human leukocyte antigen) apropiados.
Los HLA son antigenos que se encuentran en la superficie de casi todas las células del
individuo. Se trata de un conjunto de moléculas implicadas en el reconocimiento
inmunoldgico y en la sefializacion entre celulas del sistema inmunitario, que son
transmitidas de padres a hijos.

Algunos de los antigenos descritos anteriormente tienen epitopos que se reconocen
especificamente por un HLA concreto. Mas del 90% de los clones de linfocitos T
citotoxicos restringidos por HLA-A2 (el alelo més frecuente en la poblacion europea y
norteamericana) que reconocen especificamente células autdlogas de melanoma,
reconocen péptidos derivados de las proteinas Mart-1/Melan A, gp 100 o tirosinasa.
Esta informacion es fundamental cuando se realizan vacunaciones con péptidos, ya que
un individuo que no exprese HLA-A2 no responderd a un tratamiento concreto, o si el

tumor deja de expresar el HLA-A2 también puede resultar resistente al tratamiento.
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Por tanto, el conocimiento de los antigenos expresados en las células del melanoma de
cada paciente puede permitir desarrollar una inmunoterapia especifica, dirigida contra
los antigenos diana presentes en dicho tumor.

A pesar de ser una neoplasia muy inmunogenica, la regresion completa de melanomas
es rara. En el caso de melanomas metastasicos, algunas células circulantes del
melanoma, asi como las que integran las metastasis pueden ser antigénicamente
diferentes a las del tumor primario que dieron lugar a la respuesta inmune, mientras que
también cabe la posibilidad de que en otros casos puedan mantener el perfil antigénico
de las células primarias del melanoma, aunque durante su progresion incorporen el
propio de las células con capacidad invasiva y metastasica.

Cuando las células tumorales alcanzan los ganglios linfaticos puede producirse una
amplificacion de la respuesta inmune, e iniciarse una nueva respuesta T frente a los
antigenos de diferenciacion adquiridos que han posibilitado la invasion y las metastasis,
que puede ser efectiva debido a la existencia de un nuevo microambiente, con presencia
de abundantes citocinas proinflamatorias "%,

Por tanto, la seleccién natural de células tumorales heterogéneas resulta en la
proliferacion y supervivencia de variantes que poseen caracteristicas genéticas y
epigenéticas que facilitan su crecimiento y evasién immune *.

Uno de los retos practicos seria transformar las habituales respuestas inmunitarias que
se generan en el melanoma en respuestas clinicamente objetivas.

En la mayoria de los pacientes con melanoma pueden detectarse linfocitos T dirigidos
contra antigenos tumorales. Desafortunadamente, la respuesta inmunitaria frente a
células tumorales no es tan potente como la dirigida contra bacterias, virus y otros
patdgenos. A menudo, el tumor inhibe la maduracion de las células dendriticas que lo
infiltran, de modo que éstas no se activan adecuadamente y se produce tolerancia
inmunitaria al tumor, por inhibicion funcional de los linfocitos T citotoxicos y de los
linfocitos T cooperadores, o bien por aumento de los linfocitos T reguladores, una
subpoblacion que limita la potencia de las reacciones inmunitarias mediadas por
linfocitos T ®.

La potenciacion de la respuesta inmune mediante farmacos que bloguean sefiales que
limitan la potencia inmunitaria frente al melanoma o activan moléculas coestimuladoras

estd mostrando resultados prometedores.
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Los anticuerpos monoclonales anti-CTLA-4 (antigeno 4 del linfocito T citotdxico)
activan las celulas efectoras de la inmunidad celular antitumoral y provocan una
deplecion de los linfocitos T reguladores, que son los encargados de limitar la potencia
de la respuesta inmunitaria contra el tumor (figura 1.9).

La PD-1, del inglés "Programmed Death-1", es una proteina que actla como receptor,
que esta localizada en la membrana de los linfocitos T activados. Uno de los ligandos de
PD-1, es PD-L1, y desempefia un papel esencial en la capacidad de las células tumorales
para evadir el sistema inmune. Por tanto, el bloqueo de las interacciones entre PD-1y
PD-L1 modifica la funcién inmune, y constituye una diana con potencial terapéutico
para tratar procesos oncoldgicos. Actualmente se estan desarrollando farmacos contra

197 "los anticuerpos

esta proteina y sus ligandos, y aunque estan en fases iniciales
dirigidos contra PD-1, producen respuesta en aproximadamente uno de cada 4-5

pacientes con cancer de pulmdn no microcitico, melanoma y cancer renal.

Inhibicionde Activacionde
célulaT célulaT

IPILIMUMAB

Célula presentadora de antigeno Célula presentadora de antigeno

Figura 1.9. Los anticuerpos monoclonales que actian frente al CTLA-4 (antigeno 4 del linfocito T
citotoxico), como el ipilimumab, producen una activacion del linfocito T al bloquear el efecto inhibitorio
de CTLA-4 sobre la estimulacion del linfocito T. EI CTLA-4 es una proteina transmembrana que se
expresa en los linfocitos T citotdxicos activados, cuya funcion es regular la activacion celular mediada

por el coestimulador CD28.
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1.4.1.3. Mecanismos de escape tumoral.

El problema fundamental de la inmunologia del cancer reside en el hecho de que el
tumor se origina a partir de células del propio individuo, que expresan antigenos que
también estan presentes en tejidos normales. En cualquier caso, las células de melanoma
adquieren mutaciones e inestabilidad genética que favorece la expresion de
determinados antigenos propios de cada tumor. Por otro lado, la respuesta inmunitaria
del huésped, frecuente en la gran mayoria de melanomas, es también responsable de la
seleccion de los clones méas agresivos o capaces de escapar del control inmunolégico .
Por tanto, el desarrollo de una neoplasia en presencia de un sistema inmune puede
explicarse por mecanismos patogénicos no mutuamente excluyentes. Podria ser que
exista un déficit inmunoldgico absoluto o relativo que favorezca el desarrollo de la
neoplasia, ya que es un hecho constatado que los pacientes inmunodeprimidos tienen un
riesgo superior de desarrollar melanomas, con un peor pronéstico, o bien que ese déficit
sea inducido por la propia neoplasia, o incluso que el tumor genere o produzca clones
celulares con menor o nula inmunogenicidad debido a la falta de expresién de antigenos
tumorales '%.

Los linfocitos citotoxicos constituyen la piedra angular en la respuesta antitumoral del
sistema inmune. Cuando el reconocimiento o la presentacion antigénica son
defectuosos, o cuando predomina un fenotipo de respuesta inmunosupresora, se
producen déficits importantes en el sistema defensivo que favorecen el escape
inmunoldgico del melanoma.

Otro mecanismo seria la pérdida parcial de algunos antigenos HLA, sobre todo de los

gue mejor expresan los antigenos asociados al melanoma como el HLA-A2.

Reconocimiento antigénico defectuoso o presentacion anémala.

La pérdida o alteracion en las células tumorales de las moléculas de clase I puede evitar
su lisis por los linfocitos T citotdxicos. Por otra parte, la unién de un linfocito T al
antigeno presentado por el HLA de clase Il en la célula presentadora so6lo induce una
respuesta inmune potente si la célula presentadora expresa en su superficie una segunda
molécula coestimuladora (interaccién entre B7-CD28, ICAM-1-LFA-1...) %, Las
células presentadoras de antigenos mas importantes (las células dendriticas) expresan
estas moléculas que ejercen de segunda sefial. En cambio, si el antigeno es presentado al
sistema inmune por otro tipo de célula presentadora (como por ejemplo las células
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tumorales) lo que se induce es una falta de respuesta inmune o anergia antigeno-
especifica 18, Por tanto, las células dendriticas desempefiarian un papel esencial en la
presentacion de antigenos MHC-I1.

Otro mecanismo de escape de las células tumorales también puede ser la pérdida de
moléculas de adhesion no especificas para antigeno, como por ejemplo ICAM-1, que se
produce en algunos melanomas. La ICAM-1 se expresa de forma significativamente
mayor en melanomas que en nevos melanociticos, y se ha demostrado que existe
relacion entre el nivel de expresion de ICAM-1y el grosor tumoral. Ademas, los niveles
séricos solubles de ICAM-1 también se encuentran elevados en pacientes con
melanoma, correlacionandose directamente con el estadio tumoral e inversamente con la

supervivencia en los estadios 1y 111 1%

Fenotipo especifico de los linfocitos T.

En relacion a la funcionalidad de los linfocitos T se han identificado 2 tipos de
respuestas colaboradoras: la Thl (inmunidad celular o retardada) y la Th2 (inmunidad
humoral). Los linfocitos T colaboradores "virgenes" o Th 0, pueden transformarse en
linfocitos Th con un patron de secrecion de citocinas denominado tipo 1 (Thl),
constituido preferentemente por el factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a), la IL-2 y el
interferon-gamma (IFN-y), o un tipo 2 (Th2), donde destacan la IL-4, la IL-5 y la IL-10
e IL-13, entre otras. El que la respuesta celular se decante por uno u otro tipo depende,
entre otros factores, de una mayor presencia de las citocinas IL-12 o IL-10 en el medio.
La IL-12 liberada por células dendriticas estimula una respuesta Thl, mientras que la
IL-10 liberada por células presentadoras de antigenos diferentes de las células
dendriticas promueve una respuesta Th2 *%.

En los melanomas que regresan espontaneamente se ha comprobado que predomina un
patron Th1, mientras que en los que progresan se observa un patrén Th2 *°. En general
se considera que las citocinas secretadas por los linfocitos Th2 tienen una importante
acciéon inmunomoduladora, y pueden inhibir en diversos puntos la cascada inflamatoria,

favoreciendo la progresion tumoral *®°.

Citocinas inducidas por células tumorales e inmunosupresion.
La progresion del melanoma coincide con un incremento en la produccion de multiples

factores de crecimiento y de sus receptores, muchos de ellos sintetizados por las propias
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células tumorales'®

. Ademas, se ha comprobado cdmo las células del melanoma pueden
secretar citocinas con actividad inhibidora sobre células efectoras y reguladoras del
sistema inmune, como el factor transformador de crecimiento-beta (TGF-B), y la IL-10.
El TGF-B es una citocina inmunosupresora, que inhibe la produccién de otras citocinas
que estimulan la respuesta inmune.

La IL-10 es otra citocina inmunosupresora que se sintetiza preferentemente por los
linfocitos Th2. Los melanocitos normales y las células névicas expresan niveles muy
bajos de ARN de IL-10. En cambio, las células de melanoma si secretan IL-10
bioldgicamente activa, y se ha demostrado que una elevacion de los niveles séricos de

IL-10 en pacientes con melanoma se relacionan con la progresion de la enfermedad ***

113 por otra parte, la 1L-10, ademés de ser un factor de crecimiento autocrino para
células de melanoma y ejercer una accion inmunosupresora, disminuye la expresion de
moléculas de clase | y Il del MCH, asi como de ICAM-1, pudiendo disminuir por tanto
la eficacia de la respuesta inmune. Por tanto, la IL-10 secretada constitutivamente por

las células tumorales puede producir anergia inmunolégica ™.

Linfocitos T reguladores (Treg).

La respuesta inmunologica a los antigenos tumorales puede ser inhibida por unas
células supresoras denominadas células T reguladoras (Treg). Estas células producen
citocinas inhibidoras de la respuesta celular, como la IL-10, el TGF-B, y el CTLA-4. La
supresion del sistema inmunitario es una consecuencia natural de la propia inmunidad y
tiene como objetivo proteger a los tejidos de la respuesta inmunoldgica. La utilizacion
de anticuerpos que bloquean CTLA-4 induce una inmunidad efectiva contra el tumor .
La reduccion de células Treg asociada a la utilizacion de anticuerpos anti-CTLA-4 es

particularmente efectiva en algunos pacientes con melanoma metastasico .

1.4.1.4. Perspectivas actuales sobre la respuesta inmunitaria en el melanoma.

A pesar de la gran cantidad de estudios realizados con diferentes esquemas de
quimioterapia, los resultados obtenidos en el melanoma metastasico son muy modestos.
El mejor entendimiento de las vias de sefializacion en el desarrollo de la enfermedad y

la interaccién de las células tumorales con el sistema inmunolégico del huésped ha
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permitido la identificacién de nuevas dianas terapéuticas y ha abierto un amplio campo
de investigacion en busqueda de nuevas estrategias.

En la actualidad existen importantes lineas de investigacion sobre el tratamiento del
melanoma, que se basan en la respuesta inmunitaria frente al tumor. Uno de los avances
mas notorios en el tratamiento del melanoma se fundamenta en el desarrollo de terapias
que potencian la respuesta inmune frente al mismo, como el anticuerpo monoclonal
ipilimumab, que bloquea el antigeno 4 del linfocito T citotéxico (CTLA-4), o el
anticuerpo humano que actta contra la proteina de muerte programada 1 (PD1). Tanto
el CTLA-4 como la proteina PD-1 son moléculas que limitan la potencia inmunitaria
frente al melanoma. EI CTLA-4 es una proteina transmembrana que se expresa en los
linfocitos T citotdxicos activados, cuya funcion es regular la activacion celular mediada
por el coestimulador CD28 (figura 1.9). Los linfocitos T reguladores disminuyen la
respuesta inmunolodgica a través de la interaccion con dicho antigeno presente en los
linfocitos T citotdxicos. Su inhibicién mediante el uso de un anticuerpo especifico
facilita la respuesta inmunoldgica antitumoral, favoreciendo la lisis tumoral y la
supervivencia de las células del sistema inmunitario **°. Por otro lado, la PD-1 es un
miembro de la familia del factor de necrosis tumoral que se encuentra aumentada en los
linfocitos T activados. La interaccion PD1-PDL-1 (proteina presente en las células
dendriticas y en las células tumorales del melanoma) disminuye la respuesta
inmunolégica ™.

Numerosos estudios también estan investigando tratamientos que utilizan vacunas de
células autdlogas o heterdlogas de melanomas, o bien linfocitos intratumorales o células
dendriticas cargadas con antigenos lisados de melanoma. Aungue todas estas lineas de
investigacién son muy prometedoras, las respuestas completas en los pacientes con
metéstasis no alcanzan el 10% ®. En cualquier caso, mientras no se disponga de una
terapia inmunoldgica especifica para cada individuo, la utilizacion de vacunas
heterdlogas de células atenuadas puede ser beneficiosa para determinados pacientes.
Como conclusidn, el sistema inmune desempefia un papel esencial en el control del
crecimiento y diseminacion tumoral. Los tratamientos dirigidos a potenciar las
respuestas inmunitarias antitumorales o suprimir las respuestas inmunitarias que
favorecen el crecimiento tumoral pueden mostrar en los préximos afios un beneficio

clinico importante.
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1.4.2. APOPTOSIS

La homeostasis normal precisa de un equilibrio entre la proliferacion y la muerte
celular, ya que cualquier desequilibrio determina un crecimiento anormal de las células.
La muerte celular resulta esencial para la remodelacion tisular durante la embriogénesis
y para mantener la homeostasis en los tejidos adultos normales. Asi mismo, es
fundamental para eliminar las células lesionadas, y puede producirse de dos maneras: la
apoptosis y la necrosis. La necrosis se produce por un mal aporte de nutrientes, que
deriva en una rotura de la membrana y en la lisis celular. Por el contrario, la apoptosis o
muerte celular fisioldgica se regula y requiere de la sintesis de ARNm y proteinas. A
nivel microscopico, este proceso se caracteriza por la aparicion de cuerpos apoptoticos,
compuestos por restos de membrana celular y cromatina condensada.

Las proteasas responsables de la apoptosis, denominadas caspasas, se activan y afectan
las vias de transduccidn de sefiales mediante la puesta en funcionamiento de precursores
enzimaticos, que digieren el ADN gendmico en unidades de 200 pb, y que degradan
proteinas con importancia estructural.

La apoptosis se puede inducir a través de estimulos muy dispares, como las lesiones del
ADN causadas por radiacion ultravioleta o determinadas sustancias quimicas, la falta de
citocinas estimuladoras del crecimiento, o la presencia de factores que favorecen la
muerte celular como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). Asi mismo, las
interacciones entre distintas vias de transmision de sefiales también pueden causar la
apoptosis.

La cascada de eventos que conduce a la apoptosis de la célula diana se lleva a cabo por
dos vias que estan interelacionadas entre si (figura 1.10). Una de ellas se produce
alrededor de la mitocondria y se activa por factores intrinsecos como el dafio en el
ADN. La via intrinseca es controlada por la interaccion entre los miembros
proapoptoticos y antiapoptoticos de la familia Bcl-2 (B-cell lymphoma 2), que se
agrupan en tres subfamilias; una antiapoptotica, la subfamilia Bcl-2, cuyos elementos
méas conocidos son Bcl-2 y Bcl-XL, y dos proapoptoticas, las subfamilias Bax
(constituidas por Bax y Bad) y BH3 (formada por Bad, Bid, PUMA y NOXA entre
otras).

Los miembros de la familia de Bcl-2 se encuentran en la superficie de la mitocondria y

su funcion principal es regular la salida del citocromo C. El dafio generado por el
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estimulo inductor provoca la expresion del gen supresor de tumores p53, que induce la
expresion de los miembros de la subfamilia BH3, que activan a su vez a los dos
miembros de la familia Bcl-2 responsables de la permeabilizacién de la membrana
mitocondrial, Bax y Bak. La expresion de estas proteinas provoca la salida de citocromo
C, que se une con Apaf-1y después con la procaspasa 9 para formar el apoptosoma.
Este apoptosoma hidroliza la procaspasa 3 a caspasa 3, originando que se estimulen el
resto de caspasas.

El otro mecanismo, la via extrinseca, se activa generalmente por interacciones entre
receptores localizados en la superficie de la célula diana y sus ligandos, que se trata de
citocinas como TNF-a, TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing
ligand) o ligando de Fas (L-Fas) ''®. Estos receptores se han denominado de forma
colectiva como “receptores de muerte” y pertenecen a la familia del receptor del factor
de necrosis tumoral. La union del ligando a su receptor induce la trimerizacion y
activacion del receptor. Una vez activado, el dominio citoplasmatico (dominio de
muerte) se une a una serie de proteinas adaptadoras que reclutan las formas inactivas de
caspasa 8, que se divide y activa el resto de caspasas **'?°. ElI miembro de los
receptores de muerte méas estudiado y relevante en inmunologia es el CD95 o Fas. El
ligando para este antigeno (L-Fas) es una glicoproteina de membrana que se expresa en
la superficie de los linfocitos citotoxicos. Tras la activacion del receptor Fas por su
ligando soluble o asociado a la célula, la proteina trimeriza formando microagregados e
induce la transduccion de la sefial apoptotica. Se trata por tanto de una via calcio-
independiente, por la que los linfocitos activados inducen apoptosis tras la union a
moléculas de Fas expresadas por las células diana.

La apoptosis también estd mediada por la secrecion de granulos citoplasmaticos que
contienen perforina y granzimas (enzimas con actividad proteasa serina) por parte de los
linfocitos citotoxicos. La exocitosis de estos granulos activa endonucleasas (a partir de
la caspasa 3) que originan la fragmentacion del ADN de la célula diana, provocando la
apoptosis celular *® (figura 1.10). Durante la degranulacién, la membrana externa de los
granulos del linfocito T citotoxico se fusiona con la membrana celular, liberando los
contenidos del granulo en el pequefio espacio que queda entre el linfocito T citotdxico y
la célula “diana”, estrechamente adheridas en ese momento. La proteina perforina es
uno de los componentes de estos granulos, y es crucial en la induccién de apoptosis por
este sistema, ya que interacciona con los fosfolipidos de membrana de la célula “diana”.
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Finalmente, varias moléculas de perforina se oligomerizan en la membrana produciendo
un poro que la atraviesa y que, transitoriarmente, permite el acceso de otras proteinas
presentes en el interior de los granulos al espacio intracelular de la célula “diana”. Las
mas importantes son las granzimas A y B, que, una vez libres en el citoplasma inician el

proceso apoptotico *°.

Las vias mitocondrial y del receptor de muerte estan intimamente interconectadas.
Independientemente de los mecanismos que activan la apoptosis, éstos convergen en
una serie de acontecimientos moleculares comunes, que acaban produciendo cambios

moleculares irreversibles y, por tltimo, la muerte celular ***.

El proceso de apoptosis consta de 3 fases:

- Fase de iniciacién, en la que se produce una ruta de transduccion de sefiales que
se activa tras el dafio que el estimulo inductor (agentes quimicos y fisicos,
activadores fisiologicos, determinadas terapias o toxinas) provoca en las
macromoléculas bioldgicas, o por accion sobre receptores especificos, como

sucede con la unién de Fas a su ligando.

- Fase efectora, en la que la célula esta programada para morir, activandose las
enzimas proteoliticas encargadas del proceso, denominadas caspasas. En el caso
de la via intrinseca, esta fase estd modulada por la familia de proteinas Bcl-2.

- Fase degradativa, en la que las células muertas son reconocidas y fagocitadas
por los macrofagos. La muerte celular se produce por graves alteraciones
nucleares, de la membrana plasmatica o de las mitocondrias. En el nucleo se
degrada el ADN y se hacen visibles condensaciones de cromatina nuclear,
formandose aglomeraciones que se desplazan hacia la superficie de la membrana

nuclear.

1.4.2.1. Requlacion de la apoptosis.

Los indices apoptéticos son tipicamente bajos en el melanoma sin regresion,
particularmente en estadios avanzados '?%. La pérdida en el control de la apoptosis

puede deberse a diversos tipos de cambios moleculares, como una activacion de factores
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antiapoptaticos, la inactivacion de efectores proapoptdticos o un refuerzo de las sefiales
de supervivencia.

La apoptosis estd sometida a una estricta regulacion por diversas proteinas. Las
membranas mitocondriales contienen proteinas que pueden activarla (Bax, Bad) o
inhibirla (Bcl-2). Por tanto, la sobreexpresion del factor de supervivencia Bcl-2, al
bloquear la apoptosis, protege a las células tanto de la radioterapia como de la
quimioterapia, lo que complica el tratamiento de los pacientes que presentan esta
particularidad. Por otro lado, la proteina p53 activa la transcripcion de Bax e inhibe la
transcripcion de Bcl-2, lo que favorece la apoptosis. Por este motivo, esta proteina
resulta esencial para la integracion de las vias que regulan la sintesis del ADN, su

reparacion y la apoptosis *.
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Figura 1.10. La via extrinseca se activa por interacciones entre receptores de muerte localizados en la
superficie de la célula diana y sus ligandos. Una vez activado, el dominio citoplasmatico del receptor se
une a una serie de proteinas adaptadoras que reclutan a la caspasa 8, que activa el resto de caspasas. La
via intrinseca es controlada por la interaccion entre los miembros proapoptoticos y antiapoptoticos de la
familia Bcl-2. Bax y Bad provocan la salida de la mitocondria de Citocromo C, que al unirse a Apaf-1y
caspasa 9 forma un apoptosoma y activa la caspasa 3.

Los recuadros verdes indican moléculas que activan la apoptosis, mientras que los rojos moléculas que la

inhiben.
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1.4.2.2. Defectos en la requlacion de la apoptosis.

Si una célula normal no sufre apoptosis, se perpetla y puede originar un clon tumoral.
Los principales factores que generan defectos en la regulacién de la apoptosis son los

siguientes:

Desequilibrio entre genes de la familia Bcl-2.

Los melanocitos y las células névicas expresan de forma constitutiva Bcl-2, principal
inhibidor de la apoptosis *2. La dependencia de los melanocitos normales de Bcl-2 para
la supervivencia se ilustra por la despigmentacion y pérdida de melanocitos en ratones
deficientes para Bcl-2 %,

La implicacion de Bcl-2 en el melanoma es controvertida. Se ha demostrado que existe
una disminucion en la expresion de proteina Bcl-2 en el melanoma, en comparacion con
lo que se sucede en los nevos melanociticos *%. Algunos articulos han asociado niveles
altos de Bcl-2 a una menor supervivencia en pacientes con melanoma metastasico,
mientras otros sugieren una infraregulacién de Bcl-2 durante la progresion del mismo
126127 "5 bien no encuentran alteraciones significativas en los balances de los miembros
de la familia Bcl-2 que indiguen que su alteracién pueda estar implicada en la evolucién
del melanoma %,

Asi pues, Bcl-2 no constituiria un factor esencial en la génesis del melanoma, pero si
constituye un mecanismo esencial para la supervivencia de los melanocitos normales.
La insercion artificial de células con Bcl-2 confiere resistencia a la quimioterapia en
tumores sélidos y hematoldgicos. Por el contrario, la inactivacion de Bcl-2 amplifica las
respuestas tumorales a la quimioterapia, y favorece la apoptosis de las células tumorales
producida por la quimioterapia.

Las mutaciones de la p53 se han asociado a resistencia a la quimioterapia, aunque el
melanoma presenta una baja frecuencia de mutaciones de la p53 a pesar de su extrema

resistencia a la quimioterapia .

Falta de expresion de Fas y expresion anémala de L-Fas en células de melanoma.
La interaccién entre Fas y su ligando juega un importante papel en la regulacion del
sistema inmune y en la progresion del cancer, ya que induce apoptosis en las células

diana. Tras la activacion que se produce como consecuencia del reconocimiento de los
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antigenos tumorales, las células T expresan cantidades elevadas de L-Fas, que induce la
apoptosis de las células neoplésicas 33013,

Uno de los mecanismos de escape de las células de melanoma es la expresion de
moléculas de L-Fas en la superficie, que actia como sistema de autodefensa debido a
que se asocia a apoptosis de los linfocitos citotoxicos que llegan al lecho tumoral, lo que
provocaria una menor capacidad de destruccion tumoral y por tanto un peor prondstico.
Trabajos recientes han demostrado un incremento de L-Fas en el suero de pacientes con
melanoma metastasico *°. Este L-Fas soluble también puede inducir apoptosis de
linfocitos citotoxicos circulantes que expresan Fas. Por tanto, ademas de la apoptosis
paradojica de los linfocitos que infiltran el tumor, los pacientes con melanoma
metastasico diseminado pueden presentar inmunosupresion sistémica por esta via 3%,
La infraregulacion o la pérdida de la expresion de Fas en los tumores también puede

contribuir a su resistencia a la apoptosis .

Expresion de factores antiapoptdticos en células de melanoma.

Existen diversos protectores enddgenos de la apoptosis cuya funcion es aprovechada por
las células tumorales para aumentar su capacidad de supervivencia. Los dos principales
frenos de la apoptosis estan constituidos por las denominadas IAPs (proteinas celulares
intrinsecas inhibidoras de la apoptosis), y FLIPs (proteina inhibidora FLice), que
ademas de en el melanoma, se expresan en nevos melanociticos y en otros tipos de
tumores (figura 1.10) **

En el melanoma, varios miembros de las familias IAPs y FLIPs se han asociado con la
progresion tumoral, ya que estdn sobreexpresados en melanomas invasivos y

metastasicos 2",

- 1APs
Las proteinas celulares intrinsecas inhibidoras de la apoptosis (IAPs) previenen
de la apoptosis antagonizando las caspasas o0 inhibiendo otras proteinas
proapoptoticas .
denominan NAIP, CIAPL, CIAP2, XIAP, BIRC5/survivina, Apollon/BRUCE,

Livina (ML-IAP, KIAP), e ILP-2, algunas de las cuales se han asociado a
133,135

En humanos se han identificados ocho IAPs, que se

génesis de tumores y resistencia a la quimio y radioterapia
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Las 5 IPAs sobreexpresadas en melanomas cutaneos primarios son la survivina,
CIAP1, CIAP2, XIAPy Livina %313,

De todas ellas, la survivina es la que ha demostrado tener una mayor importancia
el melanoma, ya que es la que se ha relacionado de una forma mas consistente
con un peor pronéstico ***, aunque su mecanismo de accién no se ha esclarecido

137 Este inhibidor de la apoptosis es necesario para que se

por completo
mantenga la viabilidad de la célula. La inactivacion de la survivina y de otros
reguladores apoptéticos induce la regresion tumoral y puede incrementar la

sensibilidad de las células del melanoma a agentes quimioterapicos **.

ELIP

FLIP (FLice inhibitory protein) es una proteina de 55 kD inhibidora de FLICE o
caspasa 8, que interviene en la apoptosis mediada por Fas produciendo una
inhibicion de la misma. La expresion de FLIP ocurre en los estadios iniciales de
la activacion de linfocitos T, pero desaparece cuando los linfocitos T se tornan
susceptibles a la apoptosis mediada por L-Fas **.

Los melanocitos normales no expresan FLIP. En cambio, las lineas celulares de
melanoma si expresan niveles detectables de esta proteina. FLIP contribuye a la
resistencia al L-Fas por parte de las células de melanoma que expresan Fas en su
superficie %3,

Por otro lado, la sobreexpresion de FLIP también aumenta la resistencia de las
células de melanoma al ligando inductor de apoptosis relacionado con el TNF
(TRAIL) . Se cree que todos esos defectos en la via de la caspasa 8 provocan

que las células de melanoma sean refractarias al control inmune.

Defecto en la sintesis de éxido nitrico.

La produccion de éxido nitrico por las células tumorales reduce su capacidad de

metastatizar, ya que el 6xido nitrico inhibe o reduce la agregacion plaquetaria y puede

inducir directamente fragmentacién del ADN y apoptosis *.

En células de melanoma se aprecia una disminucion de la enzima precursora del 6xido

nitrico, la éxido nitrico sintetasa inducible (iNOS). Existe una relacion inversa entre la
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expresion de iNOS y el potencial metastasico de una linea murina de melanoma ***. En
un modelo experimental animal se ha demostrado que la transferencia del gen de la
INOS a las células malignas suprime la tumorogénesis y reduce el potencial metastasico

del melanoma #2.

1.4.2.3. Consideraciones finales sobre la apoptosis en el melanoma.

El melanoma es considerablemente resistente a todas las modalidades actuales de
tratamiento del cancer. Numerosos estudios genéticos, funcionales y bioguimicos
sugieren que las células de melanoma son extremadamente refractarias a una gran
variedad de farmacos quimioterdpicos aprovechando su resistencia intrinseca a la
apoptosis, y reprogramando sus vias de proliferacion y supervivencia durante su
progresion.

Los melanocitos y sus células madre precursoras se activan para secretar melanina y
proteger a los queratinocitos colindantes y otras celulas epidérmicas. Asi pues, los
melanocitos estan programados para sobrevivir. Los rasgos aumentados de
supervivencia de los melanocitos no dependen s6lo de circunstancias especificas de los
propios melanocitos, sino también de la estimulacion paracrina desde los fibroblastos y
los queratinocitos **. Los fibroblastos inducen la expresién del factor de crecimiento
basico de los fibroblastos (bFGF), un potente factor de supervivencia para los

melanocitos 1**

, 'y los queratinocitos promueven la expresion de Bcl-2 por los
melanocitos *°.

Las células de melanoma adquieren de forma simultanea la capacidad de evadir los
mecanismos de inmunovigilancia y la accion citotoxica de diversos agentes quimicos
que provocan dafio en el ADN. Las bases para la resistencia a farmacos en el melanoma
son fundamentalmente la desregulacion de la apoptosis, aunque también pueden
contribuir otros mecanismos que incluyen el transporte de farmacos, la detoxificacion y

una mejoria en la reparacion del ADN **.
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1.4.3. INHIBICION DE LA ANGIOGENESIS.

La formacion de nuevos vasos sanguineos resulta fundamental para que se produzca el
crecimiento de la masa tumoral, ya que éstos deben aportar oxigeno y nutrientes en la
medida adecuada *****". Por tanto, a medida que el tumor se expande, su proliferacion
se torna dependiente de la neoangiogénesis, sin la cual no se podria mantener su
crecimiento, invasion y capacidad metastésica.

Muchos estudios han mostrado que un incremento de la vascularizacion tumoral se
correlaciona con un peor prondstico tanto en melanoma como en otros tipos de canceres
148—156.

Las celulas endoteliales suelen ser quiescentes y tienen una baja velocidad de
proliferacion, por lo que no suelen identificarse mitosis. La angiogénesis se produce en
la dermis en respuesta a factores de crecimiento derivados del tumor, siendo el factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) el principal regulador de la angiogénesis
tanto fisioldgica como patolégica **°. EI VEGF es parte de una familia de factores de
crecimiento de los que se han identificado 6 subtipos. Los melanocitos no poseen en
condiciones normales receptores para el VEGF. En cambio, las lineas celulares de
melanoma expresan el receptor del VEGF y secretan también el propio VEGF,
considerandose que esta expresion ocurre durante su transformacién maligna *%.
Ademaés, se ha demostrado que el VEGF incrementa el indice de proliferacion del
melanoma.

El VEGF es el factor angiogénico conocido mas potente, que ademas de inducir la
proliferacion de células endoteliales aumenta la permeabilidad vascular en tumores
solidos. Se trata de un regulador esencial de la proliferacion vascular y de la
permeabilidad, que se expresa en respuesta a hipoxia, oncogenes o citocinas, y que se ha
asociado con mal prondstico en diversos tipos de tumores. Se ha constatado que la
angiogenesis y concretamente la expresion de VEGF estan asociados con la fase de

crecimiento vertical del melanoma *4%*%°

, 'y también que los niveles séricos de VEGF
estdn elevados de forma significativa en pacientes con melanoma metastasico o
recurrencia local respecto a controles sanos '%°, y en pacientes con melanomas primarios
respecto a pacientes sin melanoma. Otra citocina proangiogénica secretada por las
células de melanoma es el factor basico de crecimiento de fibroblastos (bFGF), que

también favorece la proliferacion endotelial y la capacidad invasiva del tumor. El bFGF,
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al igual que el VEGF, es mitdgeno para células de melanoma, al mismo tiempo que
estimula la angiogénesis y la capacidad invasiva mediante la activacion de diversas
enzimas proteoliticas >’

La angiogénesis es una de las dianas de los tratamientos contra el cancer, empleandose
proteinas que inhiben el proceso, como angiostatina y endostatina. El bloqueo del
VEGF ha demostrado un réapido efecto antivascular en tumores animales. El
bevacizumab es una anticuerpo monoclonal anti-VEGF aprobado por la Food and Drug
Administration (FDA) para el tratamiento del cancer de colon y del céncer no
microcitico de pulmén metastasico **®, que también ha demostrado actividad en otros

tumores como el cancer de mama, de ovario, renal o melanoma **°,

1.4.4. DIFERENCIACION TERMINAL

El fenébmeno conocido como diferenciacion terminal también es responsable de la
regresion espontanea de algunas neoplasias cutaneas, fundamentalmente de tumores
queratinizantes °. Se trata de un proceso por el cual la neoplasia queratiniza por si
misma de forma sucesiva, hasta un punto en el cual las células diferenciadas
terminalmente no son capaces de dividirse mas, por lo que fallecen *°. La
diferenciacion terminal de las células escamosas epiteliales se manifiesta por
queratinizacion, y se puede evidenciar mediante la medicion de la expresion de
citoqueratina 10, que es un marcador de este tipo de diferenciacion.

Este fendbmeno también es bien conocido en otros tumores, y sucede de forma
simultanea con inflamacién o apoptosis. Por ejemplo, en la leucemia aguda
promielocitica, el tratamiento con acido all-transretinoico y quimioterapia produce en
ocasiones tanto diferenciacién terminal como apoptosis “**. Lo mismo sucede con el
tratamiento con bruceantina en otras neoplasias hematopoyéticas °%. Los anticuerpos
monoclonales contra los receptores de los factores de crecimiento epidérmicos y los
inhibidores de la tirosin quinasa de estos receptores también inducen diferenciacion
terminal y apoptosis ‘°%, al igual que el tratamiento con derivados del 4cido retinoico en
el neuroblastoma °.

El queratoacantoma muestra un periodo inicial de crecimiento rapido, seguido de
diferenciacion terminal e involucion, y en los estadios finales del tumor se aprecia una
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respuesta inflamatoria. Este patrén evolutivo se puede producir en otras lineas celulares
escamosas.
La diferenciacion terminal no parece ser un mecanismo que se haya implicado de forma

consistente con la regresion del melanoma.

1.4.5. INESTABILIDAD GENOMICA DEBIDA AL AGOTAMIENTO DE LOS
TELOMEROS.

Los telomeros (del griego telos, "final" y meros, "parte™) son regiones de ADN no
codificante, altamente repetitivas, ubicadas en los extremos de los cromosomas de las
celulas eucariotas.

Estan constituidos por secuencias de ADN repetidas en tandem y por proteinas
asociadas, y presentan una estructura especial que impide su union a los extremos de
otros cromosomas. Cumplen un rol esencial en la preservacion de la integridad
cromosomica, protegiendo al ADN codificante del final del cromosoma de la
degradacion por la accion enzimatica, y contribuyendo al mantenimiento de la
estabilidad cromosomica. Por otro lado, median en importantes interacciones entre los
cromosomas y la matriz nuclear, pueden ademas ejercer efectos sobre la transcripcion
de genes situados en regiones subteloméricas, e interactian con los mecanismos
regulatorios del ciclo celular. Sin embargo, su funcion mas notoria es la de servir como
un reloj mitético, que mide y regula el nimero de las divisiones celulares.

Los telomeros estan constituidos por subunidades cortas de nucleétidos, generalmente
ricos en timina (T) y guanina (G). En la especie humana, la secuencia de cada una de
estas subunidades es (TTAGGG) (figura 1.11). EI nimero de secuencias que se repiten
en tdndem es variable segun las distintas células de un mismo individuo, aunque se
calcula que alcanzan aproximadamente un promedio de 2.000 repeticiones.

Los telomeros se acortan con cada division celular y el nimero de divisiones que la
célula puede experimentar se correlaciona con la longitud de los mismos.

Se ha demostrado que las células normales no crecen de forma indefinida pese a
suministrarle todos los nutrientes y factores de crecimiento necesarios. Las células

obtenidas de recién nacidos cultivadas “in vitro” experimentan unas 100 divisiones,

44


http://es.wikipedia.org/wiki/Idioma_griego

mientras que células obtenidas de sujetos mayores, s6lo se dividen de unas 20 a 24
veces.

Por tanto, se ha considerado este acortamiento como el reloj bioldgico que mide el
proceso de envejecimiento, que lleva la cuenta del numero de divisiones hasta que la
célula debe morir, para controlar asi su proliferacién en los tejidos 4.

Puesto que en la mayor parte de las células somaticas del organismo no hay actividad
telomerasa, este acortamiento es fisioldgico y se produce continuamente durante toda la
vida de un individuo. Por tanto, el envejecimiento es una consecuencia de la pérdida de
telémeros con la edad.

Sin embargo, en el caso de las células germinales y embrionarias, de las que el
organismo no puede prescindir, existe un elemento, la telomerasa, capaz de restaurar la
secuencia del telémero para prolongar la vida de la célula y mantener su capacidad de
multiplicacion.

La telomerasa es una enzima de tipo transcriptasa inversa formada por un complejo
proteina-acido ribonucleico, con actividad polimerasa, que permite el alargamiento de
los telémeros. Sintetiza ADN a partir de un molde de ARN que contiene la secuencia
AAUCCC, capaz de crear e insertar los fragmentos TTAGGG que se pierden en cada
division. La actividad de la telomerasa varia en diferentes etapas de la vida. En las
células somaticas normalmente diferenciadas de la mayoria de tejidos adultos apenas se
detecta telomerasa, mientras que si es muy activa en células de la linea germinal, en
tejidos fetales y en ciertas células hematopoyéticas, todas ellas poco diferenciadas y con
un alto indice de proliferacion. Este hecho se produce porque la mayoria de las células
suprimen la actividad de la telomerasa tras el nacimiento. Por el contrario, muchas
celulas tumorales pueden reactivarla, contribuyendo asi a la proliferacion continua de
clones malignos. De este modo, se ha objetivado una actividad incrementada de
telomerasa en un 85-90% de los canceres humanos *°4'%>1%°

Previamente a la division celular, la célula duplica su ADN, incluida la secuencia de
bases que constituye el telomero. Sin embargo, en una célula normal, la maquinaria
enzimatica de replicacion (la polimerasa de ADN) no funciona bien con los telomeros,
ya que no es capaz de copiar la totalidad de la secuencia de ADN que los constituye en
una de las hebras del cromosoma, y como resultado, el telomero se hace cada vez méas
corto en cada replicacién. Cuando una linea celular no tiene una telomerasa activa, los
teldmeros de los cromosomas se acortan de 50 a 200 pares de bases en cada division.

45



Dado el carécter repetitivo y no codificante de éstos, inicialmente esa pérdida no tiene
consecuencias, pero llega un punto en que agotadas la mayoria de las repeticiones
teloméricas se ven afectadas regiones codificantes, por lo que la funcion celular se ve
alterada. El progresivo desgaste del telomero con la sucesion de ciclos celulares
provoca que alcancen una longitud critica que impide su funcion protectora, por lo que
se activan sefiales de dafio del ADN, se interrumpen las mitosis y se induce la
senescencia de las células de esa linea. Si la célula presenta mutaciones en las sefiales de
dafio y continda dividiéndose, se producen fusiones terminoterminales entre las
cromatidas, provocando la desorganizacion del cariotipo e inestabilidad cromosémica,
la pérdida de algunos genes indispensables y la apoptosis. El término “crisis” se emplea
para definir la muerte celular masiva que ocurre cuando las células sobrepasan su periodo
de vida replicativo. La carcinogénesis implica la alteracion de estos mecanismos
apoptéticos normales, que se produce si se acumulan demasiadas mutaciones genéticas
que no se corrigen por las propias células, lo que les confiere una capacidad de
replicacion ilimitada. En ese instante, los telomeros suelen ser ya muy cortos y la
telomerasa esta inactiva. Muchas células tumorales, una vez rotos los frenos fisiologicos
normales, tienen la capacidad de reactivar la telomerasa, con lo que se vuelven a
fabricar telomeros de cierta longitud, que son mas cortos que los normales pero lo
suficientemente largos como para evitar el envejecimiento, favoreciendo por tanto su
inmortalidad.

En el melanoma, la inestabilidad gendmica que ocurre por las crisis teloméricas ha sido
implicada entre los diversos mecanismos capaces de provocar su regresion espontanea.
En animales de experimentacion con melanomas en los que se producia una regresion
espontanea de los mismos, se han podido demostrar tanto un acortamiento de telémeros
como la existencia de fusiones termino-terminales, indicativas de crisis ***®°. Por tanto,
una regresion espontanea parcial puede indicar una fase de progresion del tumor en la
cual su genoma sufre un extenso remodelado, pagando el tributo de una aniquilacion
temporal pero ganando en Gltima instancia la recompensa hacia la inmortalidad de sus
células ®,

La inhibicion de la telomerasa también puede resultar en una crisis genémica y en la
regresion tumoral. Cabe esperar, por tanto, que el bloqueo farmacoldgico especifico de
la telomerasa pueda impedir la proliferacion de las células cancerosas, sin alterar el
funcionamiento de muchas células normales. Por otra parte, su activacion en las células
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somaticas podria alargar la vida celular. Por ello, el desarrollo de activadores e
inhibidores especificos de la telomerasa puede constituir un campo fascinante respecto

al control del envejecimiento y la malignizacion.
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Figura 1.11. Representacion esquematica del telomero, que se localiza en el extremo del cromosoma.

47



1.5. EPIDEMIOLOGIA DEL MELANOMA.

Situacion epidemiolégica del melanoma en el mundo.

En la actualidad se diagnostican unos 160.000 nuevos casos de melanoma al afio en
todo el mundo, y alrededor del 80% se localizan en paises desarrollados. A nivel
mundial, representa aproximadamente el 1,5% de los tumores en ambos sexos.

La mayor incidencia se registra en paises con fuerte irradiacion solar y con una
poblacion blanca no autdctona, como sucede en Australia, Nueva Zelanda, Estados
Unidos y Sudéfrica. Las tasas de incidencia que se observan en Australia y Nueva
Zelanda son mas del doble de las mas altas de Europa, y en algunas regiones de
Australia, la tasa de incidencia se ha llegado a cifrar en 55 casos por 100.000 habitantes
174172 En Europa es mas frecuente en el norte y en el oeste. Pero mientras que en todas
estas zonas la frecuencia del melanoma tiende a estabilizarse e incluso a disminuir,
sigue aumentando en el sur y en el este de nuestro continente.

El melanoma se presenta fundamentalmente en adultos de todos los grupos de edad,
aunque con una incidencia maxima entre los 40 y los 70 afios y, en general, afecta a
ambos sexos de forma similar, aunque algunas series determinan una mayor incidencia
en la mujer, especialmente en Europa. En cuanto a la localizacion anatomica, existe un
predominio en las extremidades inferiores en las mujeres, y en el tronco y en las
extremidades superiores en los varones. A diferencia de muchos tumores, cuya
frecuencia disminuye en los grupos de edad avanzada, las tasas de incidencia del
melanoma siguen aumentando con la edad. El mayor incremento de incidencia que se ha
experimentado en los ultimos afios tanto en hombres como en mujeres ocurre a
expensas de lesiones localizadas en el tronco. También se aprecia una incidencia
creciente en edades mas tempranas, y para algunos autores la edad media de
presentacion se situara progresivamente entre los 30 y 35 afios *">*"%,

La mayoria de estudios de melanoma sugieren un peor pronostico a medida que
aumenta la edad de los pacientes en el momento del diagndstico. Por otro lado, también
se ha sugerido que los melanomas localizados en las extremidades tienen un mejor
prondstico que los que se hallan en el tronco, aunque la region de cabeza y cuello es la

que confiere generalmente un peor prondstico %.
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Situacion epidemioldgica del melanoma en Espafia.

Segun los datos publicados por el centro nacional de epidemiologia (Instituto de Salud
Carlos Il1), la incidencia anual de melanoma en Espafia se sitla en una tasa anual
ajustada a la poblacion europea de 6,14 en hombres y 7,26 en mujeres por 100.000
habitantes 1°. EIl aumento de las tasas de incidencia observado varia entre el 3y el 7%,
siendo uno de los canceres que mas ha aumentado en los ultimos afios. Representa un
2,7% de los canceres femeninos, y un 1,5% de los masculinos .

Segun los datos referentes a los ultimos afios, se ha observado una mayor frecuencia del
tumor en las mujeres que en los hombres (56,5% de mujeres y de 43,5% hombres), y la
edad media de los pacientes en el momento del diagnostico del tumor fue de 57 afios,
muy similar en ambos sexos (55,8 afios en mujeres y 57,9 afios en los hombres).

En el momento del diagndstico, el 78,8% de los melanomas fueron invasivos. El indice
de Breslow medio de los melanomas invasivos fue de 1,97 mm. En promedio, los
hombres tenian un indice de Breslow 0,38 mm mayor que las mujeres. Este indice
aumento significativamente en funcién de la edad del paciente, de forma que por cada
10 afios de incremento de edad era 0,25 mm mayor.

El 13,8% de los pacientes tenian enfermedad metastésica en el momento del diagnostico
(el 9,9% presentaban metastasis regionales y el 3,9% a distancia). EI melanoma “in
situ”y la enfermedad localizada fueron significativamente méas frecuentes en las
mujeres, mientras que las metastasis regionales y a distancia fueron mas frecuentes en
los hombres.

La localizacion més frecuente del melanoma fue el tronco (37,1%), seguido de las
extremidades inferiores (27,3%), y la cabeza (20,8%). En el térax se localizaron el
27,5% de los tumores del tronco, y en la espalda el 72,5%. La localizacion mas
frecuente en el tronco, seguida de las extremidades inferiores, fue un dato coincidente
con los datos publicados en el &mbito nacional e internacional "7,

La variedad clinico-patolégica méas frecuente fue el melanoma de extension superficial
(62,6%), seguida del melanoma nodular (16,8%) y el lentigo maligno melanoma
(14,3%). ElI melanoma lentiginoso acral constituy6 el 5,8% del total. Se observaron
diferencias significativas entre géneros en el tipo clinico-patologico de tumor,
apareciendo en mayor proporcién el melanoma de extension superficial en las mujeres
(64,2% versus 60,4% en los hombres) y el melanoma nodular en los hombres (19,5%
versus 14,8% en las mujeres).
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El andlisis de la evolucion de las proporciones de tumores gruesos demuestra que los
tumores mayores de 4 mm no han aumentado su proporcion en los ultimos afos. Sin
embargo los tumores finos si han aumentado su proporcion, al igual que la de
melanomas “in situ”.

El indice de Breslow fue mayor en los hombres independientemente de su edad. En este
sentido se observd que los melanomas nodulares fueron también mas frecuentes en los
hombres a partir de los 40 afios. Este tipo clinico-patolégico de melanoma se ha
relacionado con un comportamiento clinico méas agresivo, por su velocidad de

crecimiento mayor, y también con una mayor mortalidad.

Epidemiologia de los nevos melanociticos.

En el caso de los nevos melanociticos, aunque algunos pueden estar presentes desde el
nacimiento, usualmente aparecen en la nifiez. Los nevos melanociticos adquiridos
aumentan en nimero y tamafio durante la infancia y adolescencia, siguen su desarrollo
durante la edad adulta hasta estabilizarse, y finalmente tienden a desaparecer al
envejecer.

El numero total de nevos melanociticos adquiridos esta relacionado fundamentalmente
con la predisposicién genética. La exposicién solar intermitente, particularmente
durante la infancia y adolescencia, es el factor de riesgo ambiental méas importante para
su desarrollo "8, La prevalencia de nevos displasicos varfa en las diferentes poblaciones
con una media que oscila del 3 al 6%.

La presencia de un nevo clinicamente atipico implica un riesgo 2 veces mayor de
desarrollo de un melanoma, mientras que la presencia de >10 nevos implica un riesgo
12 veces mayor. Por tanto, el nevo atipico parece ser un marcador de riesgo para el

paciente mas que una lesion de riesgo en si misma ™.
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1.6. ASPECTOS MOLECULARES DEL MELANOMA

Clasificacion molecular del melanoma.

En los ultimos afios se han descrito diversas alteraciones moleculares en el melanoma, y
existe una tendencia a clasificarlos basandose en las alteraciones genéticas que
presentan. Los melanomas con mutaciones de BRAF suelen localizarse en zonas con
exposicion solar intermitente mientras que las alteraciones genéticas de KIT ocurren
con mayor frecuencia en los melanomas acrales, mucosos y en los que se localizan en
areas con exposicion solar cronica 118180182,

El grupo de melanomas cutaneos localizado en areas expuestas de forma intermitente al
sol es el mas frecuente, y hasta un 85% de los casos tiene mutaciones en los genes
BRAF (entre el 27 y 70% segun las series) 0 N-RAS (15% de los casos) *®. Sin
embargo, la mayoria de los melanomas de los grupos restantes no tienen mutaciones en
BRAF ni en N-RAS, sino que presentan con frecuencia un incremento del nimero de
copias 11q13 y 12qg14, que codifican la ciclina D1, que es codificada por el gen CCND1
y la cinasa 4 dependiente de la ciclina.

El analisis completo del genoma del melanoma ha revelado una enorme complejidad de
alteraciones, que incluyen un nimero de mutaciones muy variable (de decenas a
millares), variaciones en el nimero de copias y cambios en la metilacién del ADN %
185 A pesar de ello, s6lo una minorfa de esas alteraciones contribuye a la formacion y/o
mantenimiento del melanoma, por lo que se han denominado como drivers moleculares,
para discriminarlas de todas las demas mutaciones funcionalmente neutrales, que no
desempefian ningtn papel esencial **.

Los drivers son habitualmente recurrentes y ocurren de una forma mutuamente
excluyente, lo que refleja que en la génesis del melanoma tan solo estarian involucradas
un nuamero limitado de vias de sefializacion molecular.

El hallazgo molecular mas frecuente en el melanoma es la pérdida del gen supresor
tumoral p16, que produce la abolicion de la barrera de senescencia pl6-CDK4-RB.
Practicamente todas las lineas celulares de melanoma comparten alteraciones en el gen
p16 (CDKN2A) o, de forma més rara, en los genes CDK4 o RB1 **'. La proteina p16
controla la proliferacion celular, ya que actGa como un supresor tumoral inhibiendo las
cinasas dependientes de la ciclina que fosforilan la proteina del retinoblastoma,

induciendo por tanto la detencion del ciclo celular y la senescencia celular. La mutacion
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del gen CDKN2A afecta a la proteina pl6, y estd presente en la mayoria de pacientes
con sindrome del nevo displasico y condiciona una predisposicion al melanoma
familiar. Parece ser que la prevalencia de la mutacién de pl6 esta influida por la
radiacion solar, y que los pacientes con nevos atipicos presentan defectos en la
reparacion del ADN causadas por dicha radiacion. Por otro lado, la mayoria de
melanomas ocurren de forma esporadica (90%), y tan s6lo en un pequefio porcentaje de
casos se aprecia agregacion familiar (5-10%). EI melanoma familiar se ha asociado con
mutaciones en linea germinal de los genes CDKN2A (20-40%) y CDK4 (2%).

Una parte sustancial de los drivers restantes del melanoma identificados hasta la fecha,
son componentes de la via de sefializacion intracelular MAPK (mitogen-activated
protein kinase), y de la via de la PISBK/AKT (phosphoinositidine 3-kinase), que
desempefian un papel esencial tanto en el desarrollo de los melanocitos normales como
en la génesis de tumores melanociticos. Las vias MAPK y PI3K/AKT estan
intimamente relacionadas y pueden activarse en circunstancias normales por factores de
crecimiento, hormonas y citocinas, gracias a los receptores de tirosin quinasas. Su
desregulacién puede provocar que se activen de forma constitutiva, y pueden generar un
crecimiento celular incontrolado y potenciar la supervivencia celular, favoreciendo de
este modo el desarrollo y progresion del melanoma . Los activadores méas comunes de
la via MAPK son mutaciones en BRAF, que son frecuentes tanto en melanomas como
en nevos melanociticos **, constituyendo la sustitucién de valina por acido glutamico
en el aminoacido 600 (V600E), el 90% de todas las mutaciones de BRAF . El evento
que con mas frecuencia provoca la activacion constitutiva de la via de sefalizacion
PI3K/AKT en el melanoma es la mutacion inactivadora o la delecién de PTEN **. Las
mutaciones en algunos oncogenes como la amplificacion o mutacion de KIT, o la
mutacion de su efector NRAS %, también pueden activar las vias MAPK y PI3K/AKT.
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1.7.

JUSTIFICACION DE LA TESIS

Aunque existen numerosos estudios sobre la regresion histologica en el melanoma, no

sucede lo mismo con las lesiones melanociticas benignas.

Por otro lado, los parametros histopatoldgicos descritos hasta la actualidad para evaluar

la regresion de neoplasias melanociticas cutaneas no permiten discriminar con garantia,

en caso de regresion completa o muy extensa, la naturaleza benigna o maligna de la

poblacion neoplésica primaria regresada.

El objetivo de este trabajo es tratar de identificar parametros clinicos, histolgicos y

moleculares que permitan diferenciar la regresion de lesiones melanociticas benignas y

de melanomas. Para ello, se ha realizado un amplio estudio comparativo que ha incluido

todo el espectro de lesiones melanociticas con signos histolégicos de regresion.

1.7.1.

HIPOTESIS

Factores relacionados con el proceso destructivo como el tipo de infiltracion
linfocitaria, asi como su densidad y la expresion de marcadores de activacion y/o
citotoxicidad, al igual que el grado de apoptosis y la densidad de melan6fagos
podrian ser diferentes en las neoplasias melanociticas benignas y en las
malignas.

Factores relacionados con el proceso reparativo, como la respuesta del estroma
en sus diferentes variedades de fibrosis e intensidad de la misma, al igual que el
namero de vasos neoformados o la existencia de atrofia epidérmica, pueden ser
diferentes en las neoplasias benignas y en las malignas.

Factores relacionados con las células tumorales como una reduccion de la
longitud de los telomeros de las células neoplasicas pueden ser esenciales para el
desarrollo de fendbmenos de regresion tanto en las neoplasias melanociticas
benignas como malignas.

Una reduccion de la longitud de los telémeros puede promover o evitar el
desarrollo de melanoma en lesiones potencialmente peligrosas (nevos con
displasia severa).
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1.7.2. OBJETIVOS

Objetivos principales:

Determinar los parametros clinicos e histopatoldgicos que caracterizan la
regresion de las neoplasias melanociticas cutaneas (nevos melanociticos
comunes, nevos displasicos y melanomas), con particular énfasis en los patrones

diferenciales entre las neoplasias benignas y las malignas.

Estudiar la posible asociacién entre la longitud de los telomeros en las
neoplasias melanociticas cutaneas con la presencia o ausencia de regresion en

las mismas.

Realizar un andlisis estadistico de todas las variables para obtener cuéles son
aquellas que permitirian de forma mas fidedigna orientar el diagnostico de

aquellas lesiones con regresion completa o muy extensa.

Objetivos secundarios.

Tipificar cuantitativa y cualitativamente las diferentes subpoblaciones que
constituyen los infiltrados linfocitarios mediante el uso de técnicas
inmunohistoquimicas convencionales y, por lo tanto, reproducibles en
laboratorios de Anatomia Patolégica y Dermatopatologia. Se evaluard la
respuesta linfocitaria (CD4, CD8) y en particular, la expresion de marcadores de
activacion (CD25), regulacién (CD4,CD25,FoxP3) y citotoxicidad (CDS8,
granzima B y L-Fas) en todo el espectro de las neoplasias melanociticas en
regresion, con la finalidad de determinar las diferencias y analogias entre las
neoplasias benignas y malignas, y su correlacion con otros parametros clinico-

patoldgicos.

Estudiar la posible asociacion entre la longitud de los telomeros con el grado de

displasia de las neoplasias melanociticas (melanomas, nevos melanociticos con
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displasia “severa”, nevos melanociticos con displasia “convencional”, y nevos

melanociticos sin displasia).

Estudiar la implicacién pronoéstica de la presencia de regresion y de la longitud
de los telomeros, comparando los melanomas con regresion incluidos en el
estudio clinico-patoldgico con el grupo de melanomas sin regresion incluidos en

la evaluacion de la longitud telomérica.
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II-METODOLOGIA






2.1. MATERIAL

Este trabajo de tesis consta de dos estudios descriptivos, retrospectivos, en los que se
han revisado diversas caracteristicas clinicas, histoldgicas, inmunohistoquimicas y
moleculares en una serie de neoplasias melanociticas cutaneas que presentaban

regresion en el estudio histologico.

2.1.1. Estudio clinico-patologico:

En primer lugar se ha realizado un estudio retrospectivo en el que se han revisado
diversas caracteristicas clinicas, histolégicas e inmunohistoquimicas de todas las
neoplasias melanociticas cutaneas que presentaron regresion en el estudio histolégico,
diagnosticadas en el Servicio de Anatomia Patolégica del Hospital Clinico Universitario
de Valencia en el periodo de tiempo que abarca desde el 1 de enero de 2002 al 31 de
diciembre de 2009.

Todas las muestras analizadas habian sido recibidas y registradas de forma consecutiva,
y se seleccionaron utilizando la base de datos del Servicio de Anatomia Patologica,
empleando las palabras clave “melanoma”, “nevus melanocitico” y “regresion”.

Hemos considerado la existencia de regresion histolégica cuando existia una sustitucién
de la poblacion celular tumoral por un estroma fibroso, con grados variables de
melandfagos, linfocitos, y vasos neoformados, como han sugerido otros autores 2"%>#,
En las fases iniciales o activas de la misma predominaba la inflamacion, mientras que la
fibrosis era el evento predominante en la conclusién del proceso.

Tras revisar las historias clinicas, en ninguna de las lesiones estudiadas se documenté la
existencia de antecedentes de traumatismos, reacciones inflamatorias o infecciosas, ni
tratamientos previos que pudieran justificar el desarrollo de la regresion.

El estudio incluye un total de 163 muestras tumorales: 39 nevos melanociticos sin
displasia, 77 nevos melanociticos displasicos (25 de los cuales tenian displasia severa) y
47 melanomas cutaneos primarios. Para estudiar las relaciones entre las distintas
variables se ha realizado una agrupacion de categorias en base a su coherencia clinica,

juntando por un lado los nevos melanaociticos, y por otro todos los melanomas.
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2.1.2. Estudio molecular:

En segundo lugar se ha efectuado un estudio de hibridacién in situ con fluorescencia o
FISH (fluorescence in situ hybridization), también retrospectivo, para evaluar la
longitud de los telomeros en las celulas de 68 tumores melanociticos, de los que 54
tenian signos histoldgicos de regresion y eran casos que se escogieron al azar entre los
que se habia realizado con anterioridad el estudio clinico-patoldgico (15 nevos
comunes, 10 nevos displasicos, 10 nevos con displasia severa y 19 melanomas),
mientras que los 14 casos restantes correspondian a melanomas sin regresion, que han
servido como controles y que también se seleccionaron de forma aleatoria.

El andlisis de la longitud telomérica en los melanomas y nevos melanociticos
seleccionados se ha efectuado en secciones tisulares de muestras incluidas en parafina

de 3 micras de espesor, mediante sondas comercializadas.

2.2. METODOS

2.2.1. Estudio clinico-patologico:

2.2.1.1. Variables clinicas:

Los datos clinicos se obtuvieron a partir de la base de datos del Servicio de Anatomia
Patologica y de la revision de las historias clinicas del archivo del Hospital Clinico
Universitario de Valencia.
Las variables clinicas que se han estudiado son:

- Edad del paciente: expresada en afios en el momento del diagndstico.

- Sexo del paciente: femenino o masculino.

- Localizacion de la lesion: cabeza y cuello, térax, espalda, abdomen, brazos,

piernas, genitales.
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2.2.1.2. Variables histolégicas:

El examen histoldgico se realizd sobre muestras de tejido fijadas en formaldehido

tamponado al 10%, que fueron procesadas en alcoholes a concentraciones crecientes

(deshidratacién) y en xiloles para, a continuacion, ser incluidas en parafina. Se

realizaron secciones de 3 micrémetros y se montaron en portaobjetos con Poly-L-Lysina

para su estudio microscopico mediante tincion con hematoxilina-eosina.

Tincién con hematoxilina-eosina:

1-

O-

10-
11-

Se incubaron las muestras a 60°C antes de desparafinar, aproximadamente 20
minutos.

Se desparafinaron las muestras en xilol durante 5 minutos.

Se hidrataron las muestras con pases de etanol a concentraciones decrecientes.
Se realizo la tincion nuclear con hematoxilina durante 5 minutos.

Se enjuagd con agua destilada durante 2 minutos.

Se sumergieron las muestras en acido clorhidrico al 0,5% para decolorar (un
pase rapido).

Se lavaron con agua corriente, posteriormente con hidroxido de amonio, y
nuevamente se realizo otro lavado rapido con agua corriente.

Para la tincién citoplasmatica, se sumergieron las muestras en eosina durante 4
minutos y se lavaron con agua corriente.

Se deshidrataron las muestras con pases de etanol a concentraciones crecientes.
Se aclararon con xilol durante 1 minuto.

Finalmente se montaron con Entellan® (un medio de inclusién para microscopia,

de Merck) y un cubreobjetos.

Las variables histoldgicas estudiadas han sido:

Diagnostico de lesién melanocitica
o Nevo melanocitico
= Diagnostico
¢ Nevo melanocitico
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e Nevo de Spitz
e Halo nevo

e Regresion completa de nevo

Grado de displasia

¢ Nevo sin displasia
e Nevo con displasia “convencional”

e Nevo con displasia “severa”

Localizacion del componente celular

o Melanoma

e Union
e Compuesto

e Displésico

Tipo histolégico de melanoma

e Melanoma de extension superficial
e Melanoma de tipo Iéntigo maligno
e Melanoma lentiginoso acral

e Melanoma nodular

e Melanoma no tipificable

Fase de crecimiento

e Radial

e Vertical

indice de Breslow

Parametros histologicos evaluados

o Fibrosis:

Intensidad

e Leve
e Moderada

e Extensa

e Laminar

e Compacta
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e Indeterminada
e Delicada
e Fibroplasia florida o de tipo esclerosis
= Localizacion
e Acentuacion subepidérmica o superficial
o Infiltrado inflamatorio:
» Densidad
= Tipo
e Parcheado
e Difuso
» Localizacion
e Intratumoral
e Peritumoral
o Melanofagos:
= Densidad
o Neovascularizacion:
= Densidad
o Pérdida de melanocitos neoplasicos:
= Leve
» Moderada
= Intensa
= Total
o Apoptosis de células tumorales:
= Ausente
= Escasa
» Intensa
o Atrofia epidérmica:
= Ausente

= Presente
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Recogida y analisis de los datos histoldgicos.

La evaluacion histopatoldgica ha sido realizada en el Servicio de Anatomia Patoldgica
del Hospital Clinico Universitario de Valencia, utilizando un microscopio Olympus ®
multicabezal. De cada lesion se estudiaron entre 2 y 5 laminillas, y los pardmetros
histologicos fueron valorados por dos observadores (JMM y CM) de forma simultanea y
de comun acuerdo, sin el conocimiento de los datos clinicos ni de otras variables de este
estudio.

Los valores cuantitativos (densidad de linfocitos, de melan6fagos y de vasos) se
evaluaron utilizando el objetivo de 40 aumentos, efectuandose el recuento del nimero
méaximo de células o del parametro estudiado por campo. Para ello se revisaron las
distintas laminillas de las que disponiamos de cada caso, y se seleccionaron las areas
mas representativas del pardmetro que pretendiamos revisar, en las que éste era méas
abundante.

Los valores cualitativos (excepto los dicotdmicos) se valoraron en funcion de la
extension, medida en el eje horizontal, que ocupaba el pardmetro estudiado sobre el
total del area tumoral, que fue estimada mediante escalas semicuantitativas, diferentes

en funcion de cada parametro (se describe posteriormente).

2.2.1.2.1. Definicion de los diferentes tipos de lesiones melanociticas estudiadas:

Diagnostico de lesion melanocitica:
La distincién entre los distintos tipos de lesiones melanociticas estudiadas, en especial
entre los nevos con displasia “convencional” y los nevos con displasia “severa”, se ha

realizado de forma similar a la propuesta por otros autores ****% (tabla 2.1).

a. Nevos melanociticos:
- Nevo melanocitico: los nevos melanociticos estdn constituidos por una
proliferacion de melanocitos que tienden a agruparse en nidos o tecas. En
funcién de la localizaciéon de dicha proliferacion se clasifican como nevos de

unién, compuestos o intradérmicos.
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Halo nevo: Se caracteriza histoldgicamente por un infiltrado linfocitario denso,
en banda, simétrico, que se acompafia de una progresiva degeneracion y
desaparicion de los melanocitos. El infiltrado es inicialmente muy prominente y
va disminuyendo gradualmente. Las células supervivientes estan inmersas en ese
infiltrado inflamatorio, y pueden estar discretamente tumefactas, con variacion
en tamafio, y mostrar cierto grado de atipia '*. La evolucién biolégica del halo
nevo se caracteriza por la desaparicion de las células névicas sin fibrosis
significativa, a diferencia de lo que sucede en la regresion del melanoma, en el
que la desaparicion de las células se acomparfia de fibroplasia de la dermis en la

Gltima fase 12,

Nevo de Spitz: Se trata habitualmente de lesiones pequefias, simétricas y bien
circunscritas. La lesién estd constituida por nidos junturales que tienden a
disponerse verticalmente y que, aungque son grandes, el tamafio y la forma no
varian demasiado y no se advierte confluencia. Entre los rasgos citoldgicos
importantes se observan dos tipos de melanocitos: unos son grandes y
epitelioides, con abundante citoplasma y nucléolos prominentes, y otros son
grandes y fusiformes. Estas células pueden estar entremezcladas, o con
predominio de uno u otro tipo. También se observan en la variedad pagetoide
células névicas salpicadas en capas altas de la epidermis, lo que plantea el
diagnostico diferencial con el melanoma “in situ”. Los denominados cuerpos de
Kamino, que consisten en esferas homogéneas de material eosinofilico y que
estan constituidas por membrana basal, son un hallazgo util para el diagnéstico

del nevo de Spitz.

Regresion completa de nevo: Se consider6 que la regresion era completa
cuando en el examen histologico se demostrd la ausencia completa de
celularidad melanocitica en la epidermis o en la dermis, confirmada mediante
técnicas de inmunohistoquimica (Melan-A y proteina S-100), junto con la
presencia de infiltrado linfocitario, melanofagia y proliferacion vascular en un
grado variable. La proteina S-100 y el Melan-A se utilizaron para comprobar si

existia algin nido o hiperplasia lentiginosa residual.
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Grado de displasia:

No displasia: Las células suelen formar nidos bien definidos. Se considera que
la maduracion citoldgica de las células y la arquitectural de los nidos, que se
manifiesta como una disminucién gradual del tamafio de ambos en profundidad,
donde adoptan frecuentemente morfologia linfocitoide o fusocelular, son

generalmente indicativos de benignidad.

Displasia: En lo que se refiere a la arquitectura, una circunstancia habitual en el
nevo displésico es la proliferacion lentiginosa de las células névicas de la
epidermis. Se observa elongacion y distorsion de los nidos de melanocitos,
fibrosis eosinofilica laminar alrededor de las crestas y de los nidos, y
habitualmente un infiltrado linfocitario leve o moderado.

En lo que respecta a la citologia, ademéas de hiperplasia lentiginosa de los
melanocitos se advierte atipia, que se traduce en nucleos grandes, irregulares e
hipercromaticos. Los melanocitos atipicos son una minoria (atipia salpicada o

distribuida “al azar”), y se disponen de forma aislada o en pequefios grupos
196,197

Displasia severa: Existe alteracion arquitectural, fundamentalmente en forma de
tecas irregulares de células névicas, que tienden a ser confluentes en algunas
areas, observandose fusion de los mismos en crestas epidérmicas adyacentes.
Las tecas predominan sobre las células individuales, aunque en el centro de la
lesion puede existir cierta migracion de células individuales. No obstante, no
debe existir migracion de células névicas individuales en la epidermis situada en
la periferia de la lesion, que debe estar bien delimitada. Es habitual encontrar
fibrosis eosinofilica en la dermis, asociada con la distorsion de las crestas
epidérmicas.

Frecuentemente, existe una mezcla de células con nucleos atipicos junto a otras
de ndcleos méas pequefios con cromatina dispersa. Los melanocitos atipicos son
mas numerosos que en los nevos con displasia convencional, y no existe la atipia
confluente habitual en el melanoma. Pueden hallarse figuras de mitosis en el
componente juntural pero no en la parte profunda del componente dérmico ***

198
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Localizacion del componente celular:
- Unidn: Hay celulas névicas o nidos en la union dermoepidérmica, pero no en la
dermis. Las células tienen una morfologia variable entre oval y cuboidal, y

pueden contener melanina en granos finos y dispersos por el citoplasma.

- Compuesto: Se aprecian nidos tanto en la zona de la union dermoepidérmica
como en la dermis. EI componente de union suele estar constituido por células
cuboideas, mientras que en el componente dérmico se aprecian habitualmente
melanocitos que recuerdan a linfocitos, porque son células mas pequefias, con

escaso citoplasma y un nucleo redondo e hipercromatico.

- Intradérmico: Los nevos melanociticos intradérmicos se caracterizan por
carecer de nidos de unién y por presentar melanocitos en la dermis, que se
disponen en nidos, cordones o trabéculas, aunque raramente pueden estar
aislados. Los melanocitos localizados en las areas méas profundas de la dermis
suelen adoptar una morfologia fusiforme, y se agrupan con frecuencia en

estructuras que recuerdan a pequefias fibras nerviosas.

b. Melanomas

Melanoma: Los criterios histopatoldgicos de ayuda en el diagnostico de la mayoria de
subtipos de melanoma pueden dividirse en estructurales (crecimiento irregular y
asimetrico, extension pagetoide o lentiginosa periférica epidérmica, e invasion dérmica)
y citologicos (pleomorfismo celular, ausencia de maduracion en profundidad, y marcada
actividad proliferativa en toda la lesiéon).

Arquitecturalmente, el melanoma se caracteriza por ser una lesion asimétrica y presenta
en la mayoria de casos una mala delimitacion en sus bordes laterales, donde con
frecuencia se observan melanocitos aislados extendiéndose lateralmente en la epidermis,
con un patron pagetoide o lentiginoso.

En el seno de la lesion, en las fases iniciales se observan melanocitos atipicos aislados,
que predominan sobre los nidos o tecas de melanocitos. Estos melanocitos no tienen una
distribucion periddica y ordenada. Cuando las células neoplasicas forman nidos, éstos

no son equidistantes unos de otros y muestran una morfologia y tamafio variable.
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En cuanto al componente dérmico, el melanoma puede adoptar casi cualquier patrén,
desde una dispersion difusa de células Unicas o nidos, hasta una invasion micro o
macronodular. Dado que el melanoma es un tumor genéticamente inestable, es frecuente
que proliferen en contigiidad varios subclones de células, por lo que este patron puede
ser heterogéneo dentro del tumor. En la dermis es frecuente observar cambios reactivos
como la presencia de infiltrado inflamatorio, fibrosis, desmoplasia y proliferacion
vascular irregular.

De los criterios citologicos, el méas llamativo es el pleomorfismo nuclear de los
melanocitos neoplasicos. Una clave importante en el diagnostico citologico del
melanoma es la transicion abrupta entre los distintos grupos de células. La presencia de
mitosis dérmicas, y/o areas de necrosis también resultan de mucha utilidad para el
diagndstico. Del mismo modo, la ausencia de maduracion arquitectural y citoldgica, y
la distribucion asimétrica y heterogénea del pigmento melanico y del infiltrado
inflamatorio a lo largo de la lesion, también apoyarian el diagndstico de melanoma.
Aunque cada tipo de melanoma tiene sus peculiaridades, los criterios histologicos

basicos para su diagnéstico se fundamentan en algunos datos relevantes *">91%;

- Es un tumor asimétrico y mal delimitado.

- Predominan los melanocitos aislados, mas que formando nidos, situados por
encima de la unién dermoepidérmica y extendiéndose lateralmente en la
periferia y hacia las capas més altas de la epidermis.

- Existe generalmente una ausencia de maduracion en las capas mas profundas de
la dermis, es decir, no muestra una disminucion progresiva de la pigmentacién y
de la actividad proliferativa, caracteristicas clasicamente observadas en los
nevos melanociticos.

- Son también caracteristicas las figuras de mitosis en la dermis profunda y la

marcada atipia citoldgica.
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Tipo histolégico de melanoma:

- Melanoma de extensién superficial: Es la forma mas frecuente de melanoma,
ya que corresponde aproximadamente al 70% de los mismos. Puede aparecer en
cualquier parte del cuerpo y a cualquier edad, aunque es mas frecuente en la
parte inferior de las piernas en la mujer y en el tronco en el hombre.
Histoldgicamente, los rasgos arquitecturales mas importantes son los margenes
imprecisos 'y la asimetria. La epidermis muestra engrosamiento y
adelgazamiento irregular, con melanocitos redondeados, grandes, diseminados
en un patrén pagetoide. Estas células se agrupan en nidos en la parte inferior de
la epidermis, y tienen tamafos y formas variadas, aunque tienden a confluir. La
dermis muestra en ocasiones melan6fagos y un infiltrado linfocitario
generalmente denso y distribuido “en banda”, en particular en las lesiones
invasoras, a diferencia de la disposicion perivascular y parcheada del infiltrado
caracterfstica de los nevos displasicos **. En lo que se refiere a la citologia, las
células son bastante homogéneas y poseen nicleos hipercromaticos y abundante
citoplasma con particulas de melanina. Esta atipia uniforme tiene gran
relevancia diagnostica y contrasta con la atipia “al azar” de los nevos

displésicos.

- Melanoma sobre léntigo maligno: Se observa en piel con marcado dafio
actinico, por lo que es mas frecuente en la cara, y suele presentarse en la séptima
u octava década de la vida. Su lesion precursora, el léntigo maligno, es una
macula irregular heterocromica que crece lentamente, dado que presenta una
fase de crecimiento radial prolongada. Cuando empieza la fase de crecimiento
vertical, la lesion aumenta de grosor y aparecen nodulos en la superficie.
Histoldgicamente, los melanocitos neoplasicos proliferan mayoritariamente en el
estrato basal en forma continua.

En lo que respecta a la arquitectura, en el estadio inicial puede observarse sélo
hiperpigmentacién periférica y proliferacion leve de los melanocitos, sobre todo
en la capa basal. Hacia el centro de la lesion, los melanocitos aumentan

notablemente y su disposicion es algo irregular. La epidermis suele ser atréfica.
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La dermis superficial casi siempre revela una acentuada elastosis y contiene
melanofagos y un infiltrado inflamatorio considerable, a menudo distribuido en
banda.

Desde un punto de vista citologico, los melanocitos epidérmicos de las lesiones
bien desarrolladas son numerosos y contactan entre si. En algunas areas superan
a los gueratinocitos basales. Muchos son fusiformes. Los nucleos son atipicos,

grandes, hipercromaticos y pleomérficos.

Melanoma lentiginoso acral: Es particularmente frecuente en la raza negra y
asiatica, mientras que en la raza blanca constituye menos del 5% de todos los
melanomas. Las localizaciones mas frecuentes son las plantas y las palmas, y no
se asocia generalmente a nevos melanociticos.

Histoldgicamente es similar al 1éntigo maligno pero con una mayor proporcion
de melanocitos dendriticos. Las lesiones se denominan lentiginosas por el patron
predominantemente lineal y desordenado de células aisladas, preferentemente
localizadas en las capas mas basales de la epidermis. No obstante, algunas
células pueden ocupar estratos superiores de la epidermis. A menudo, la
pigmentacion es acentuada y se advierten melanofagos en la dermis papilar y

agregados de melanina en el grueso estrato cérneo.

Melanoma nodular: Supone un 10-15% de los melanomas. Habitualmente
aparece de novo sobre una piel normal y puede manifestarse en cualquier
localizacion, aunque es mas frecuente en el tronco. Es la forma de melanoma
que tiene un mayor riesgo de metastatizar, porque en el momento del
diagndstico suele presentar un espesor elevado.

Histopatologicamente se define por la presencia de fase vertical en ausencia de
fase radial. Desde un punto de vista arquitectonico se advierte que la
proliferacion de los melanocitos atipicos dérmicos es contigua y a menudo
configura una masa tumoral voluminosa. En general, la masa tumoral ocupa y
expande la dermis papilar o se dispone entre las fibras colagenas de la dermis
reticular.

Tipicamente, la extension pagetoide ascendente de las células tumorales, si estd
presente en el melanoma nodular, se limita a la porcion suprayacente a la lesion
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dérmica, por lo que el componente epidérmico no se extiende mas alla del nivel
de invasion dérmica.

En lo que se refiere a la citologia, los nucleos atipicos de las células que
constituyen los nédulos son més grandes que los de los melanocitos normales, y
tienen bordes irregulares, cromatina hipercromatica y nucléolos prominentes, de

tamafo, forma y nimero variable e irregular.

Melanoma no tipificable: es aquel que a pesar de reunir los criterios
histoldgicos esenciales para el diagndstico de melanoma, no cumple los criterios
que permitan englobarlo en ninguno de los subtipos histologicos citados

anteriormente.

Fases de crecimiento en el melanoma: Los melanomas crecen siguiendo una forma

caracteristica de progresion tumoral en dos fases: una fase de crecimiento radial, en la

que el potencial metastasico es practicamente nulo, y una fase de crecimiento vertical,

en la que el tumor adquiere la capacidad de metastatizar.

En la fase de crecimiento radial u horizontal, las células de melanoma se localizan en la

epidermis, 0 en ésta y en la dermis papilar, sin generar una masa tumoral (melanoma

microinvasor). Después de un periodo de tiempo variable puede o no aparecer la fase de

crecimiento vertical, con invasion de la dermis y formacién de masa tumoral.

Crecimiento radial: es la fase de crecimiento correspondiente a una neoplasia
constituida por melanocitos atipicos de localizacion intraepidérmica y, de forma
limitada en la dermis papilar, acompafiada con frecuencia por una respuesta
inflamatoria del huésped. Las células neopléasicas se expanden con un patron
pagetoide, lentiginoso o ambos, en ausencia de masa tumoral en la dermis
(ningiin acumulo profundo més grande que los suprayacentes) y ausencia de

mitosis en el componente dérmico.

Crecimiento vertical: corresponde a un crecimiento tumoral en masa en la
dermis. Se aprecia una masa de células de melanoma en la dermis, consistente
en por lo menos en un acumulo celular o nido mas grande que los suprayacentes
de mayor tamafio, y/o de mitosis en el componente dérmico.
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Indice de Breslow: representa la distancia en milimetros desde la capa mas superficial
del estrato granuloso hasta la célula tumoral méas profunda del melanoma. Es el factor
pronodstico méas importante del melanoma localizado, ya que existe una relacién estrecha

entre el indice de Breslow, la aparicién de metastasis y la supervivencia del paciente.

Tabla 2.1. Resumen de las principales caracteristicas histolégicas consideradas para establecer el

diagnéstico del grado de atipia de las lesiones melanociticas estudiadas **#1941%,

CARACTERISTICA HISTOLOGICA  Nevus sin displasia Nevus displasico Nevus con displasia severa ~ Melanoma

Delimitacion lateral Buena Buena Moderada Mala

Simetria Conservada Conservada Asimetria ligera Asimétrica

Distorsidn de nidos de union Ocasional Moderada Marcada Marcada

Atipia celular Minima Focal Moderada Generalizada

Migracion pagetoide Ocasional Ocasional Frecuente Constante (MES)

Mitosis dérmicas Muy escasas, superficiales ~ Muy escasas, superficiales ~ Muy escasas, superficiales  Superficiales y profundas
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2.2.1.2.2. Definicion de los parametros histolégicos evaluados.

Fibrosis

Con frecuencia, las lesiones melanociticas muestran unas alteraciones en el colageno
que se producen como consecuencia de la respuesta que genera el huésped ante las
mismas. En la fibrosis se produce un incremento de fibroblastos y colageno en la
dermis. Pueden apreciarse diversos tipos de cambio colageno, y no es raro que se

mezclen distintos tipos de patrones.

En este estudio hemos cuantificado la intensidad de la fibrosis en funcién de su

extension en el eje horizontal sobre el area total de la lesion melanocitica estudiada.

- Intensidad de la fibrosis:
o Leve: ocupa <1/3 del area total de la lesion estudiada medida en su eje
horizontal.
o Moderada: ocupa >1/3 y <2/3 del area total de la lesion estudiada
medida en su eje horizontal.
o Extensa: ocupa >2/3 del area total de la lesion estudiada medida en su

eje horizontal (figura 2.1).

Figura 2.1. Ejemplo de fibrosis extensa, que abarca >2/3 de la extensidn de la lesion en su eje horizontal.

Hematoxilina-eosina, x 25.
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Los distintos tipos de cambio colageno que se han considerado se desglosan a

continuacion y se ilustran en la figura 2.2.

- Tipos de fibrosis:
o Laminar
Consiste en la presencia de un colageno fino, dispuesto en capas o
laminas paralelas, generalmente subyacente a las puntas de las crestas, y
con fibroblastos distribuidos a lo largo de dichas laminas segin un patron
lineal. Se trataria por tanto de fibras colagenas delgadas y horizontales.

También se denomina fibroplasia lamelar.

o Compacta
Es una fibrosis eosinofilica que se produce por la compactacion de un
colageno denso y acelular, que generalmente se localiza alrededor de las

crestas epidérmicas.

o Delicada
La fibrosis delicada es una peculiar variedad de fibroplasia constituida
por haces extremadamente finos de colageno, no ordenados, con minima
celularidad y sin signos de actividad significativa, que se localiza

esencialmente en la dermis papilar.

o Esclerosis o fibroplasia florida
Se trata de una forma extrema tanto cuantitativa como cualitativamente
de fibrosis compacta. Se produce cuando hay un marcado incremento del
colageno de la dermis, que aparece constituido por haces gruesos,
eosinofilicos y homogéneos (hialinizacién), acompafiados de una
disminucion en el namero de fibroblastos. En muchas ocasiones,
representa un estadio tardio de la fibrosis. Hemos usado los mismos
criterios que otros autores (fibrosis exagerada, cérea, con una

configuracion en placa y que tiene una orientacion horizontal) .
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o Indeterminada
Denominamos fibrosis de tipo indeterminado a aquella que no se ajusta al
resto de subtipos citados con anterioridad.
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Figura 2.2. A: Fibrosis de tipo laminar predominantemente localizada en la dermis papilar.
Hematoxilina-eosina, x 200. B: Melanoma con areas de fibrosis compacta y zonas de regresion activa en
la parte izquierda. C: Ejemplo de fibrosis delicada, constituida por haces extraordinariamente finos de
colageno. Hematoxilina-eosina, x 200. D: Fibroplasia florida o fibrosis de tipo esclerosis en un nevo con
displasia severa. Hematoxilina-eosina, x 100.
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- Localizacion de la fibrosis
o Superficial o subepidérmica
Aunque en todos los casos la fibrosis se localiza en el espesor de la
dermis papilar o de la reticular, consideramos que la fibrosis tiene una
localizacion superficial o acentuacién subepidérmica cuando se observa
inmediatamente por debajo de la epidermis, subyacente a las crestas
(figura 2.3).

Figura 2.3. Detalle de la acentuacion subepidérmica de la fibrosis. Hematoxilina-

eosina, x 200.

Infiltrado inflamatorio

La presencia de infiltrado inflamatorio es un hallazgo muy habitual en los nevos
displéasicos y en los melanomas. Estos infiltrados varian desde escasos linfocitos y de
localizaciéon perivascular a infiltrados densos, distribuidos a modo de banda, que pueden
ocupar la totalidad de la dermis papilar.

Se ha estudiado la densidad del infiltrado inflamatorio, asi como diversas caracteristicas

asociadas al tipo y distribucion de los mismos.

- Densidad
o Se ha contado el numero maximo de linfocitos por campo, usando el

objetivo de 40 aumentos.
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- Tipo
o Parcheado
Se considerd la presencia de un infiltrado parcheado cuando se distribuia
a modo de islotes en la dermis, dejando zonas libres de infiltracion
(figura 2.4).

o Difuso
Se considerd la presencia de un infiltrado difuso cuando se distribuia de
forma continua en la dermis, a modo de banda, sin dejar ninguna

solucion de continuidad de infiltracion linfocitaria en el eje horizontal
(figura 2.4).

Figura 2.4. A: Infiltrado inflamatorio parcheado constituido mayoritariamente por
linfocitos. Hematoxilina-eosina, x 200. B: Infiltrado inflamatorio difuso en un halo

nevo. Hematoxilina-eosina, x 40.

- Localizacién
o Intratumoral
Se considerd la presencia de un infiltrado intratumoral cuando se

distribuia en el interior de la lesién melanocitica estudiada.
o Peritumoral

Se consider6 la presencia de un infiltrado peritumoral cuando se

distribuia alrededor de la lesién melanocitica.
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Melanofagia
Corresponde a la presencia de melandfagos situados en la dermis (figura 2.5). Suele

observarse en zonas de regresion tumoral, aunque también puede corresponder a

incontinencia pigmentaria postinflamatoria por dafio epidérmico.

- Densidad
o Se ha contabilizado el nimero méximo de melan6fagos por campo

utilizando el objetivo de 40 aumentos.

Figura 2.5. A: Numerosos melandfagos distribuidos de forma dispersa en todo el espesor de la
dermis. Hematoxilina-eosina, x 200. B: Detalle a gran aumento de la presencia de melan6fagos.

Hematoxilina-eosina, x 400.

Proliferacién vascular

La formacion de nuevos vasos sanguineos resulta fundamental para que se produzca la
expansion de la masa tumoral, ya que deben aportar oxigeno y nutrientes en la medida
adecuada. En el melanoma es frecuente la neoangiogénesis. Se trata habitualmente de

vasos perpendiculares a la epidermis.
- Densidad

o Se ha determinado el nimero maximo de vasos por campo empleando el

objetivo de 40 aumentos (figura 2.6).

78



AR TPy
¢ ¥ ":‘P.‘ R T
e Tl
"'t ) !"f-r,
L . g

Figura 2.6. A: Numerosos vasos entremezclados con melandfagos. Hematoxilina-eosina, x 200. B: Vasos
e infiltrado inflamatorio de tipo parcheado en la dermis papilar. Hematoxilina-eosina, x 200.

Pérdida de melanocitos

La pérdida de melanocitos es consecuencia de la destruccion de los mismos por la
respuesta linfocitaria.
Hemos cuantificado la pérdida de melanocitos en funcion de su extension en el eje

horizontal sobre el area total de la lesion melanocitica estudiada:

- Leve: ocupa <1/3 del area total de la lesion estudiada.
- Moderada: ocupa >1/3 y <2/3 del area total de la lesion estudiada (figura 2.7).
- Intensa: ocupa >2/3y <3/3 del area total de la lesion estudiada.

- Total: ocupa el 100% del &rea total de la lesién estudiada.
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Apoptosis

La apoptosis de células tumorales es un hallazgo propio de las fases iniciales o activas
de la regresion, y se debe a los numerosos linfocitos peri e intratumorales que se
mezclan con las células neoplésicas, que provocan la fragmentacion del tumor en
pequefios nidos. Corresponde a células tumorales degeneradas, destruidas por el sistema
inmune, y suele manifestarse como degeneracion vacuolar o0 como pequefios cuerpos

eosindfilos. En nuestro estudio hemos cuantificado la apoptosis en:

- Ausente:

o No se apreciaba apoptosis en ninguna célula tumoral.
- Escasa:
o Se apreciaban <2 células apoptoticas tumorales por campo utilizando el
objetivo de 40 aumentos.

- Intensa:

o Se apreciaban >2 células apoptdticas tumorales por campo utilizando el

objetivo de 40 aumentos (figura 2.8).

Figura 2.8. Detalle a gran aumento de la epidermis, que muestra nimeros melanocitos en apoptosis.
Hematoxilina-eosina, x 400.

80



Atrofia
Es un hallazgo propio de las fases tardias de la regresion y suele apreciarse en la
epidermis suprayacente al area de regresion, que esta adelgazada y ha perdido su red de

crestas (figura 2.9).

- Se valord la presencia o ausencia de la misma.
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Figura 2.9. Ejemplo en el que se muestra una epidermis con atrofia, que esta adelgazada y ha perdido su

red de crestas. Hematoxilina-eosina, x 100.

2.2.1.3. Variables inmunohistoguimicas:

2.2.1.3.1. Introduccion a la técnica inmunohistoguimica.

La inmunohistoquimica constituye en la actualidad una herramienta diagndstica
fundamental en dermatopatologia, ya que ayuda en el diagndstico, diagnostico
diferencial y prondstico de muchos procesos inflamatorios y neoplasias cutaneas, y es
especialmente atil para determinar el origen de un tejido o la diferenciacion de las
células neoplasicas.

Se trata de un grupo de técnicas de inmunotincion que permiten demostrar diversos
antigenos tisulares o celulares mediante su unioén con anticuerpos especificos marcados

por un enzima. La reaccion antigeno-anticuerpo se hace visible si el anticuerpo esta
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marcado con una sustancia que absorbe o emite luz, o bien produce coloracion, al
originar un precipitado insoluble y coloreado.

En las técnicas de inmunoperoxidasa se utilizan como marcadores enzimas capaces de
modificar de color un sustrato incoloro. Las enzimas mas frecuentemente utilizadas son
la peroxidasa y la fosfatasa alcalina, y los cromogenos mas comunes son la
diaminobenzidina (color marrdn), el aminoetilcarbazol (color rojo) y el nitroazul de
tetrazolio (color azul). Estos marcadores pueden unirse directamente al anticuerpo
primario, 0 conjugarse indirectamente mediante otros anticuerpos secundarios o
sustancias como la biotina o la proteina A. Cuando se trata de la técnica con anticuerpos
marcados indirectamente, el anticuerpo secundario se une al primario, que a su vez ya se
ha unido al antigeno especifico en estudio.

En las técnicas de inmunofluorescencia se utilizan como marcadores compuestos
fluorescentes que bajo luz ultravioleta emiten luz de longitud de onda visible, que
depende de la naturaleza del compuesto. Estas técnicas necesitan muestras en fresco y
congeladas, sin fijacion convencional, ya que los antigenos estan presentes en
superficies celulares y son muy labiles a la fijacion en formol. La inmunofluorescencia
directa, es decir con anticuerpos conjugados con el marcador fluorescente, se utiliza
frecuentemente en el diagnostico de enfermedades cutaneas como las enfermedades
ampollosas, las mesenquimales o las vasculitis, en donde tiene indicaciones y utilidades
muy precisas. Esta técnica, pese a ser muy sensible, presenta inconvenientes como la
pérdida progresiva de la fluorescencia, requiere de un microscopio de luz ultravioleta, y
el detalle morfologico es pobre. Ademas, para documentar cada caso, eS preciso

fotografiar la reaccion 2.

2.2.1.3.2. Técnica empleada

Una vez revisados los parametros histoldgicos de los casos estudiados se procedio al
estudio inmunohistoquimico, para lo cual preparamos matrices tisulares (tissue
microarrays 0 TMA) a partir de los bloques en parafina.

Se trata de una técnica que en la actualidad tiene gran aceptacion, debido a que permite
el estudio simultdneo de multiples muestras tisulares en una misma seccién. Consiste

en colocar minuciosamente un namero elevado de pequefias muestras cilindricas de
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tejido tumoral en un Unico bloque de parafina, circunstancia que permite el
procesamiento de todos los tumores bajo las mismas condiciones técnicas. Ademas de la
ventaja que supone poder estudiar a la vez varias muestras del tumor, se requieren
pequefas cantidades de reactivos, minimo personal de laboratorio y es un método que
proporciona una extrema eficacia en relacion a su coste.

Para este trabajo construimos 6 matrices tisulares que contenian un total de 317
fragmentos de lesiones melanociticas.

Posteriormente se efectué el estudio inmunohistoquimico por técnica convencional
mediante 6 anticuerpos comerciales frente a: CD4, CD8, CD25, FoxP3, Granzima B y
L-Fas.

2.2.1.3.3. Construccion de las matrices tisulares:

Recogida de bloques y preparaciones: se escogieron los blogues mas representativos

de todas las lesiones incluidas en el estudio.

Seleccion del area a incluir en la matriz: tras revisar las laminillas tefiidas con
hematoxilina-eosina correspondientes a los diferentes blogues, para la construccion de
los TMA se seleccionaron las 2 o 3 areas mas representativas de cada laminilla,
preferentemente aquellas en las que se aprecid infiltrado inflamatorio prominente, y se
marcaron con un rotulador de tinta indeleble. A continuacién, se enfrento el

portaobjetos con el bloque correspondiente para identificar las areas sefialadas.

Disefio de la matriz: Se disefiaron 6 matrices tisulares de filas y columnas, que estaban
constituidas por entre 7 y 8 filas, y entre 8 y10 columnas. Cada matriz contenia entre 46
y 55 cilindros tumorales, que correspondian a un nimero de lesiones melanociticas que
oscilaban entre 15y 20. Asi mismo, en cada matriz se afiadieron 2 controles externos de
otro tumor con inmunofenotipo conocido, que sirvieron para validar que la
inmunotincion era correcta y también como control de posicion.

Se confeccionaron seis plantillas para poder identificar la posicion exacta de cada

muestra en el mismo orden en que estaba dispuesta en la matriz (figura 2.10).
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07B23816 07B23816 08B1961 08B1961 07B21342 | 07B21342

07B22067 07B22067 | 07B22183 07B22183 | 07B22743 | 07B22743 | 07B23470 07B23470 | 07B23639 | 07B23639

07B20912 | 07B20912 07B21515 | 07B21515 | 07B21515 | 07B21944 07B21944 | 07B22065 | 07B22065

07B18505-1 | 07B18505-1 | 07B18923 07B18923 | 07B19214 | 07B19214 | (07B19902 07B19902 | 07B20537-2 | 07B20537-3

07B17135-4 | 07B17135-3 | 07B17424-2 | 07B17424-2 | 07B17674 | 07B17674 | 07B17846-3 | 07B17846-2 | 07B18264 | 07B18264

07B3870 07B 3870 | 07B5030-2 | 07B5030-1 | 07B7582 | 07B 7582 07B10906 07B10906 | 07B13902 | 07B13902

CONTROL | CONTROL

Figura 2.10. Representacion de una plantilla usada en la confeccidn de los arrays.

Construccién de la matriz: Para confeccionar los bloques con el material que luego se
empled en el estudio inmunohistoquimico se utilizé el aparato MTA-1 (Manual Tissue
Arrayer, Beecher Instruments, Inc., Sun Prairie, WI, USA).

Este dispositivo consiste en un sistema manual de extraccion y posterior insercion de
cilindros de tejido, que permite agrupar numerosas muestras tisulares en un unico

bloque de parafina (figura 2.11).

Figura 2.11. A: Imagen del aparato MTA-1 empleado para la confeccién de las matrices tisulares. B.

Ejemplo de laminillas obtenidas para el estudio inmunohistoquimico tras la confeccion de los arrays.
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Los blogues matrices se construyeron de la siguiente manera:

- En primer lugar, se desgastd ligeramente la parafina con el micr6tomo, con la
finalidad de que todos los cilindros tuvieran el mismo angulo. Posteriormente, se
colocd y se fijé el blogue receptor en la base del instrumento y se situo el tejido
que sirve como testigo de acuerdo a la ubicacion de la plantilla.

- Para confeccionar los blogques se usaron dos agujas de 1 mm de diametro, una
para crear una matriz regular de agujeros en un bloque de parafina receptor, y
otra para extraer los fragmentos tisulares de las areas previamente seleccionadas
en los bloques de tejido donantes. Se situ6 a la izquierda la que extrae el cilindro
del tejido del blogue donante y a la derecha la que realizaba el agujero en el
bloque receptor.

- Se ajustaron a cero los micrémetros que marcan la alineacion de las filas y
columnas en los cilindros.

- Se realizé el agujero en el bloque receptor, rotando el émbolo de la aguja para
profundizar unos 3 mm.

- Se coloco el bloque con el tejido donante sobre el puente del aparato, se cambid
de aguja, y se extrajo el tejido tumoral marcado previamente.

- Se retiro el puente con el bloque donante y se coloc6 el cilindro de tejido sobre
el agujero hecho en la parafina del bloque receptor, pero sin hundirlo.

- Se coloco encima un portaobjetos para alisar la superficie del cilindro y poder
nivelarla con la parafina.

- Se cambi6 la medida del micrometro a la posicion siguiente para realizar el
agujero con la respectiva aguja, realizandose desplazamientos laterales de 2 mm
cada vez.

- Se repitio el mismo proceso de forma sucesiva hasta completar todos los casos.

- Como ya se ha mencionado, de cada caso se escogieron entre 2 y 3 cilindros de
aquellas areas mas representativas del tumor, especialmente en aquellas en las

que el infiltrado inflamatorio era mas prominente.
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Conservacion de la matriz: Una vez construidas estas matrices se introdujeron en una
estufa a 37°C durante 12 horas para llevar a cabo la homogeneizacion y consolidacion
de las mismas, al mezclarse la parafina de los cilindros de tejido tumoral con la parafina
del blogue receptor.

Posteriormente se realizaron un minimo de 12 secciones de 2 micras de grosor de cada
matriz tisular, que se fijaron en un portaobjetos de Dako (ref. K.8020), y se procesaron
para los estudios inmunohistoquimicos.

Finalmente se almacenaron todas las muestras protegidas con una capa de parafina

liquida.

2.2.1.3.4. Protocolos empleados en las técnicas de inmunotincién:

Se llevo a cabo el estudio inmunohistoquimico de 6 anticuerpos (CD4, CD8, CD25,

FoxP3, Granzima B y L-Fas) usando las matrices tisulares.

La técnica de inmunohistoquimica se realizd siguiendo el protocolo que se detalla a

continuacion:
a. Desparafinacion

- Se calentaron las preparaciones histolégicas a 65°C durante 30 minutos
- Se incubaron en un primer xilol durante 15 minutos y luego se realizaron pases

répidos por xilol limpio.
b. Rehidratacion

- Se lavaron con alcohol absoluto.
- Se lavaron con alcohol al 70%.
- Se lavaron con alcohol al 50%.

- Se lavaron bien con agua y agua destilada.

c. Desenmascaramiento antigénico

- Los anticuerpos CD4, CD8 y Granzima B se incubaron en tampén comercial de
Dako con pH alto, durante 3 minutos, a 1,5 atmdsferas de presion en autoclave.
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o (EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution, High pH (50x) (DM828)
codigo K800; tampon Tris/EDTA concentrado 50 veces, pH 9; para su

uso se realizé una dilucion 1:50 con agua destilada).

- Los anticuerpos CD25 y Fas-L se incubaron en tampon comercial de Dako con

pH bajo, durante 3 minutos, a 1,5 atmdsferas de presion en autoclave.

o (EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (50x) (codigo
K8005); tampodn de citrato concentrado 50 veces, pH 6,1; para su uso se

realizd una dilucion 1:50 con agua destilada).

- Por ultimo, el anticuerpo FoxP3 se incub6 en bafio termostatizado a 99°C,
durante 40 minutos, con tampon TRIS-EDTA con pH 9.

d. Bloqueo de peroxidasa enddgena

- Una vez realizada la descompresién del autoclave se dejaron enfriar las
preparaciones en los respectivos tampones y después se lavaron con agua, agua

destilada y por ultimo con TBS comercializado por Dako

o (EnVision™ FLEX Wash Buffer (20x) (DM831); solucion salina
tamponada con Tris que contiene Tween 20, concentrada 20 veces, pH

7,6 (20,1); para su uso se realizé una dilucién 1:20 con agua destilada).

- Se incubaron las preparaciones en solucion de blogueo de peroxidasa
comercializada por Dako durante 10 minutos, que es una solucion tamponada

que contiene peroxido de hidrogeno y conservante (Ref. S2023).

- No hemos blogqueado el colageno para evitar la tinciéon de fondo inespecifica, ya
que gracias a la presencia de proteinas estabilizantes en los reactivos de Dako

utilizados no es necesario (segun la informacion aportada por la casa comercial).
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e. Anticuerpo primario

- Se lavaron 3 veces con TBS.

- Se diluyeron los anticuerpos puros en diluyente de anticuerpo comercializado

por Dako.

o (EnVision™ FLEX Antibody Diluent Ref. K8006; Tampon Tris, pH 7,2
que contiene 15 mmol/L de NaN3 y proteina).

- Las concentraciones para cada uno de los anticuerpos se especifican en la (tabla

2.2).

- Se incubd una hora a temperatura ambiente.

f. Sistema de visualizacién

- Se lavaron 3 veces con TBS.

- Incubacion de los anticuerpos:

o En el caso de los anticuerpos CD8, CD4, y Fas-L se realiz6 una

incubacién con EnVision durante 30 minutos.

(Dako REAL™ EnVision™/HRP, Rabbit/Mouse (ENV) Ref.
K5007); se trata de dextrano unido a moléculas de peroxidasa y
moléculas de anticuerpo secundario de cabra frente a
inmunoglobulinas de conejo y raton en solucion tamponada, que
contiene proteina estabilizante y conservante. Este reactivo es un
polimero conjugado con peroxidasa, que también esta recubierto
de anticuerpos frente a las inmunoglobulinas de conejo y de
raton. Se compone de un esqueleto de dextrano al que se han
unido un gran numero de moléculas de peroxidasa (HRP) y
moléculas de anticuerpo secundario. Para la reaccion de unién se
ha utilizado una quimica unica, que permite la union de hasta 100
moléculas de HRP y hasta 20 moléculas de anticuerpo por
esqueleto.

El anticuerpo secundario unido al esqueleto de dextrano se ha

obtenido de cabras, y reacciona igualmente bien con
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inmunoglobulinas de conejo y ratén; por tanto, sélo se necesita un
reactivo de deteccion para los anticuerpos primarios de conejo y

raton).

o Para el anticuerpo Granzima B se utiliz6 también EnVision, pero
afiadiendo una incubacion posterior al anticuerpo primario y anterior al
EnVision con Linker Mouse durante 30 minutos. Este reactivo se utilizo
para obtener una amplificacion de sefial del anticuerpo primario de raton.
Al usar EnVision™ FLEX+ Mouse (codigo K8002) la amplificacion de
sefial aumenta 4-5 veces. Se trata de una solucion tamponada que

contiene proteina estabilizante y un antibidtico.

o Por Gltimo, para los anticuerpos FoxP3 y CD25 se utilizé el sistema de

visualizacion LSAB.

= (Dako LSAB+ System-HRP Cddigo K0690, para su uso con
anticuerpos primarios de conejo, raton y cabra. El Kit utiliza una
técnica avidina-biotina en la que el anticuerpo secundario
biotinado reacciona con diversas moléculas conjugadas de
estreptavidina. Para ello se realizan incubaciones secuenciales
con anticuerpo de enlace biotinado y estreptavidina marcada con
peroxidasa. El anticuerpo de enlace contiene inmunoglobulinas
biotinadas contra anticuerpos de conejo, raton y cabra en solucion
tampon salina fosfato (PBS, por sus siglas en inglés) que contiene
proteina estabilizadora y 0,015 mol/L de azida sédica. El reactivo
estreptavidina peroxidasa contiene estreptavidina conjugada con
peroxidasa en PBS, que posee proteina estabilizadora y un agente
antimicrobiano).
Primero se incubaron las preparaciones en el reactivo de enlace
(biotinylated link universal) durante 20 minutos. Pasado ese
tiempo se lavaron las preparaciones con TBS y luego se
incubaron con estreptavidina peroxidasa (streptavidin-HRP)

durante 20 minutos mas.
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- Se lavaron 3 veces con TBS en todos los casos
- Se lavaron con agua destilada
- Sevisualizo la reaccion
o Para la visualizacion de la reaccion se incubaron las preparaciones
durante 5 minutos en DAB (Substrate Working Solution) suministrada
por el kit Dako REAL™,

» (EnVision™ Detection System, Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse
(Cddigo K5007). El kit contiene un Frasco B (Dako REAL™
Substrate Buffer) con 250 mL de solucién tamponada que
contiene perdxido de hidrégeno y conservante, y un Frasco C
(Dako REAL™ DAB+ Chromogen) con 5 mL de 3,3
diaminobenzidina en solucion de cromégeno. La solucion
Substrate Working Solution, que contiene DAB (CHROM), se
prepara mezclando bien 20 pL. de Dako REAL™ DAB+
Chromogen (frasco C) y 1 mL de Dako REAL™ Substrate Buffer
(frasco B). EIl sistema de sustrato produce un producto final
marrén claro en el lugar del antigeno diana).

- Se paro la reaccion lavando con agua destilada.

g. Tincion de contraste

- Se utilizo tincidon de Giemsa durante 10 minutos

- Se lavaron las preparaciones con agua destilada

h. Deshidratacion

- Se realiz6 con pases en alcoholes de graduacion creciente hasta etanol absoluto.

i. Aclarado

- Se realizé mediante pases en Xilol.

j. Montaje

- Se cubrieron las preparaciones con cubreobjetos y Entellan ®.
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Tabla 2.2. Relacion de anticuerpos evaluados en este trabajo de tesis:

ANTICUERPO CASA CLON PRETRATAMIENTO DILUCION SISTEMA DE
COMERCIAL VISUALIZACION
CD8 NOVOCASTRA 1A5 Autoclave 3 minutos a 1,5 1/50 ENVISION
(Anticuerpo atmosferas con tampon (DAKO K5007)
monoclonal) comercial de Dako de pH
alto
FOXP3 AbCAM 236A/E7 | 40 minutos en bafio a 99°C 1/100 LSAB
(Anticuerpo con tampén Tris-EDTA pH (DAKO K0690)
monoclonal) 9
CD25 NOVOCASTRA 4C9 Autoclave 3 minutos a 1,5 1/200 LSAB
(Anticuerpo atmdsferas con tampon (DAKO K0690)
monoclonal) comercial de Dako de pH
bajo
FAS-L NOVOCASTRA 5D1 Autoclave 3 minutos a 1,5 1/10 ENVISION
(Anticuerpo atmdsferas con tampon (DAKO K5007)
monoclonal) comercial de Dako de pH
bajo
GRANZIMA B DAKO GrB-7 Autoclave 3 minutos a 1,5 1/50 ENVISION
(Anticuerpo atmdsferas con tampon (DAKO K5007)
monoclonal) comercial de Dako de pH
alto
CD4 NOVOCASTRA 1F6 Autoclave 3 minutos a 1,5 1/10 ENVISION

(Anticuerpo

monoclonal)

atmosferas con tampdn
comercial de Dako de pH
alto

(DAKO K5007)
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2.2.1.3.5. Evaluacion de la inmunoreactividad:

Se considerd una reaccion positiva ante el anticuerpo cuando la célula tumoral mostro
tincién a nivel del compartimento diana para cada anticuerpo: nuclear (FoxP3),
membrana citoplasmética (CD4, CD8, CD25, L-Fas y granzima B) (figura 2.12).

Todas las matrices tisulares fueron evaluadas sin conocimiento de los datos
clinicopatoldgicos, de forma simultanea y de comun acuerdo por el autor de este trabajo
de tesis (J.M.M) y por uno de los directores del mismo (C.M).

La valoracion de la inmunotincion ha sido realizada en el Servicio de Anatomia
Patoldgica del Hospital Clinico Universitario de Valencia utilizando un microscopio
Olympus ® multicabezal. De cada lesién se estudiaron entre 2 y 3 cilindros tumorales, y
los datos obtenidos fueron pasados a una base de datos.

El nimero de células tumorales con reactividad positiva para CD4, CD8, CD25,
Granzima B y FoxP3 fue estimado considerando el nimero méximo de células positivas
que se apreciaba por campo, utilizando el objetivo de 40 aumentos.

El nimero de células tumorales inmunoreactivas para L-Fas fue estimado como
minoritario si se expresaba en <50% de los linfocitos, o mayoritario si lo hacia en >
50% de los mismos.

Al realizar el estudio inmunohistoquimico se excluyeron los casos en los que el tejido
tumoral incluido en la matriz tisular (TMA) fue insuficiente para la evaluacion de la

poblacion linfocitaria.
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Figura 2.12. A: Inmunotincion positiva en la membrana citoplasmatica de las células con granzima B. B:

Inmunotincion positiva nuclear para FoxP3. Inmunoperoxidasa, x 400.
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2.2.1.3.6. Marcadores inmunohistoguimicos empleados:

Los marcadores inmunohistoquimicos (anticuerpos) que hemos empleado han sido los

siguientes (figura 2.13):

CD4

El CD4 o cluster of differentiation 4 es una molécula que se expresa en la superficie de
algunas celulas T y en las células dendriticas. Es una glucoproteina monomerica de
59 kDa que contiene cuatro dominios (D1, D2, D3, D4) de tipo inmunoglobulina.
Participa en la adhesion de las células T a las células diana, y esta implicado también en
la maduracion timica y en la transmision de sefiales intracelulares durante la activacion
del HLA Il.  El anticuerpo monoclonal anti-CD4 es uno de los marcadores mas
frecuentemente utilizados en el estudio de infiltrados de linfocitos T, y confiere a la
célula un papel colaborador o helper.

Por otro lado, en respuesta a antigenos solubles o células autélogas no T, provoca la
proliferacion de células T, lo que genera la sefial adecuada para la proliferacion y

diferenciacion de las células B en células secretoras de inmunoglobulinas 2.

CD8

El CD8 o cluster of differentation 8 es una molécula que se expresa en la superficie de
algunas celulas T. Es una glucoproteina dimérica de 65-70 kDa que cruza la membrana
y participa como coreceptor en la estabilizacion de la adhesion del receptor de linfocitos
T a moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad tipo | (MHC I). También esta
implicado en la maduracion timica de linfocitos T y en la transmision de sefiales
intracelulares durante la activacion del HLA I.

El anticuerpo monoclonal anti-CD8 es, al igual que el CD4, uno de los marcadores mas
frecuentemente utilizados en el estudio de infiltrados de linfocitos T. En este caso, se
trata de un marcador de células citotoxicas y de algunas asesinas naturales o “natural

killer” 2.
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CD25

El CD25 es un marcador de la subunidad o del receptor de la interleucina 2 (IL-2). El
antigeno CD25 es una glucoproteina transmembrana de cadena simple, con una masa
molecular de 55kD, que estd presente en los linfocitos T y B activados, algunos
timocitos, células precursoras mieloides y en oligodendrocitos.

El CD25, que es crucial en la regulacion de la proliferacion de células T, se considera
un marcador de estimulacién reciente antigénica ya que se sintetiza y secreta con
rapidez.

Las células CD4+ CD25+ son células T reguladoras, conocidas también como Treg,
entre cuyas funciones se encuentran la supresion de la activacion de células T

autoreactivas y prevenir la autoinmunidad %%,

FOXP3

FoxP3 pertenece a la subfamilia FoxP, y se trata de un gen regulador clave, fundamental
para la generacion y funcion de las células T reguladoras (Treg), las cuales expresan
marcadores CD4 y CD25, y como se ha comentado con anterioridad constituyen una
subpoblacion de células T con efectos sobre la inhibicion o activacion de algunos genes
con importancia en la regulacion inmune. Por tanto, estan especializadas en mantener el
equilibrio entre la inmunidad y la tolerancia. FoxP3 se considera el marcador mas
especifico de la poblacién Treg.

El gen FoxP3 humano esté localizado en la region cromosomica Xp11.23. Esta formado
por 11 exones que codifican una proteina de 431 aminoacidos. Ademas de en las células
CD4+ CD25+, el gen también se expresa en tejidos linfoides como el timo, el bazo y los
ganglios linfaticos.

Bajo la estimulacion del receptor de células T, las células Treg suprimen tanto la
proliferacion como la activacion de otros linfocitos CD4 y CD8.

En algunas neoplasias sélidas las células Treg también suprimen la respuesta de los
linfocitos citotoxicos frente a los antigenos tumorales, por lo que al frenar la respuesta

inmune pueden inducir la progresién de la neoplasia 2*.
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GRANZIMA B

Las granzimas son una familia de serinproteasas que se localizan en los granulos
citoplasmaticos de los linfocitos T citotoxicos. Se liberan en respuesta a la interaccién
de éstos con las células diana.

La granzima es un mediador inmunoldgico de apoptosis que, una vez se ha sintetizado y
liberado por linfocitos citotoxicos activados, entra en la célula diana e inicia los
mecanismos apoptoticos implicados en diferentes niveles de las vias apoptéticas.
Existen varios tipos de granzimas (A, B, H, Ky M), que tienen actividad serina esterasa
y que se encuentran especificamente en los granulos de los linfocitos citotdxicos. Las
granzimas penetran en la célula diana a través de los poros generados por las perforinas,
y activan la procaspasa 3 y 8 en la célula diana.

El papel de las granzimas en los procesos de citotoxicidad y otras respuestas inmunes
no esta completamente esclarecido, pero sus efectos parecen mediarse por la hidrdlisis
de sustratos localizados tanto extra como intracelularmente. De este modo, algunas
granzimas son capaces de hidrolizar determinados receptores y desencadenar sus
cascadas metabdlicas, mientras que otras, una vez internalizadas a través de los poros
originados por la perforina, pueden hidrolizar sustratos nucleares.

La granzima B constituye el tipo de granzima mas estudiada e induce apoptosis a traves
de la activacién secuencial de las caspasas 3 y 9, implicando a la via mitocondrial. Por
otro lado también induce apoptosis a través de la generacién de radicales libres,
implicando también a la mitocondria, pero sin activacion de caspasas. Finalmente activa
mecanismos alternativos de induccion de muerte celular que no dependen de las vias

descritas hasta el momento 2%,

L-FAS

El ligando de Fas (L-Fas o CD95L) es una proteina transmembrana de tipo Il que
pertenece a la familia del factor de necrosis tumoral (TNF). Se trata de una
glicoproteina con un peso aproximado de 40 kDa. Es capaz de activar el programa de
apoptosis en células que expresan el receptor Fas y que poseen la maquinaria genética
necesaria. Asi mismo, las interacciones entre el L-Fas y su receptor juegan un

importante papel en la regulacion del sistema inmune y en la progresién del cancer.

95



En contraste con el receptor Fas, que se expresa constitutivamente en un gran nidmero
de tipos celulares, la expresion de su ligando esta restringida °®°. L-Fas se expresa en
linfocitos T activados, en células NK, en neuronas y en astrocitos, y es la molécula
efectora mas importante de los linfocitos T citotoxicos.

Tras la activacion del receptor Fas por su ligando soluble o asociado a la célula, la
proteina transmembrana Fas trimeriza formando microagregados, e interactia con un
factor intermedio denominado FADD (factor associated death domain), que pone en
marcha el complejo cisteinil-aspartato proteasas (caspasas), y que culmina con el
fraccionamiento del ADN y la muerte celular por apoptosis.

La apoptosis desencadenada por la union de Fas a su ligando L-Fas juega un papel

fundamental en la regulacion del sistema inmune. Sus funciones incluyen:

- Homeostasis de células T: la activacion de células T conduce a la expresion del
ligando de Fas. Las células T son inicialmente resistentes a la apoptosis mediada
por Fas durante la expansion clonal, pero se vuelven progresivamente mas
sensibles a medida que son activadas, resultando en ultima instancia en la
activacion de la muerte celular inducida. EI proceso es necesario para prevenir
una respuesta inmune excesiva y eliminar células T autoreactivas. Los humanos
con mutaciones de Fas o ligando de Fas desarrollan una acumulacién de células
T aberrantes, que pueden conducir al desarrollo de adenopatias, esplenomegalia

0 lupus eritematoso.

- Actividad citotoxica T: La apoptosis inducida por Fas y la via de las perforinas
son los dos principales mecanismos por los cuales los linfocitos T citotoxicos
inducen la muerte celular en células que expresan antigenos que se reconocen

como extrafos.

- Privilegio inmune: las células en areas de privilegio inmune como la cérnea o
los testiculos expresan ligando de Fas e inducen la apoptosis de linfocitos
infiltrantes. Este es uno de los principales mecanismos que el organismo emplea

en establecer y mantener el privilegio inmune.
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Contraataque tumoral: Ciertos tumores pueden sobreexpresar ligando de Fas e

inducir la apoptosis de los linfocitos que los infiltran, permitiendo al tumor
escapar de los efectos de la respuesta immune %%, La sobreregulacion de
ligando de Fas ocurre a menudo tras quimioterapia, y €s un mecanismo por el

cual los tumores pueden adquirir resistencia a la quimioterapia.

Figura 2.13. Ejemplos de tincion de los linfocitos con los distintos marcadores inmunohistoquimicos
97

empleados. Inmunoperoxidasa.



2.2.2. Estudio molecular:

2.2.2.1. Introduccion a la técnica de FISH.

Se trata de una técnica citogenética basada en las técnicas de hibridacion “in situ”.
Consiste en la deteccion de secuencias concretas de acidos nucleicos (ADN o ARN)
mediante el empleo de sondas especificas marcadas por un fluorocromo, lo que permite
que se puedan visualizar con un microscopio de fluorescencia.

Los dos componentes principales de la técnica de FISH convencional son la sonda de
ADN marcada con fluorescencia y la secuencia diana en la muestra tumoral.

La FISH permite detectar secuencias especificas de acidos nucleicos en cromosomas,
bien sea en la metafase cromosémica o en el nicleo en interfase. Permite trabajar en
tejido en fresco, muestras congeladas, o tejidos incluidos en parafina, o que hace que
esta técnica sea muy util en estudios retrospectivos de tumores sélidos. Tiene alta
sensibilidad y especificidad, es una técnica rapida ya que pueden ser analizadas un gran
namero de células en poco tiempo, y también tiene la ventaja de que se obtienen

resultados fiables cuando la cantidad de tejido disponible es escasa.

La clave del éxito de la FISH radica en usar un protocolo eficiente que exponga la
secuencia diana de los genes y permita la penetracion de la sonda, pero que mantenga

simultadneamente la morfologia y la estabilidad de la célula.

Los pasos fundamentales en la realizacion de la técnica son 2%

Realizacidn del corte: Las secciones se deben realizar a 3 micras. ES necesario que el

corte sea homogéneo para gue la técnica funcione de forma correcta.

Fijacion: Se realiza a través de fijadores y permite detener el metabolismo celular e
inactivar enzimas lisosdbmicas como ARNasas enddgenas, para conservar la morfologia
y la integridad de los acidos nucleicos. Fijadores como el formol actian formando
puentes de metileno entre los grupos amino del ADN o de las proteinas. Esto ayuda a
preservar la integridad de los tejidos pero reduce la penetracion de las sondas. El tiempo

de fijacion afecta directamente a la hibridacién y a la eficacia de la fluorescencia.
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Pretratamiento: EIl objetivo de los pretratamientos es permitir la accesibilidad de la
sonda al &cido nucleico diana. La asociacién del ADN con las proteinas, reforzada por
la fijacion, dificulta el acceso de la sonda por lo que es necesario un pretratamiento que
desenmascare el ADN. Mediante un agente quimico y el calor se destruyen estos
puentes. Posteriormente, deben eliminarse las proteinas y los restos citoplasmaticos
mediante una enzima proteolitica, que posibilita de este modo la accesibilidad de la
sonda al ADN.

Desnaturalizacion: Consiste en la separacion de las dos hebras del ADN. EI aumento
de temperatura debilita y rompe los enlaces covalentes (puentes de hidrdgeno). La
temperatura de desnaturalizacion variara dependiendo fundamentalmente del contenido
de bases G-C, que son las que confieren una mayor estabilidad. La temperatura es
condicionante de la técnica FISH. Las sefiales de hibridacion mas nitidas se obtienen a
una temperatura de 99°C durante 10 minutos, seguido de enfriamiento durante 15

minutos a temperatura ambiente.

Hibridacion: Es el paso en el que la sonda se une al ADN en base al grado de
complementariedad que presente con la secuencia diana. Se produce una

renaturalizacion del ADN con su secuencia diana a una temperatura entre 37-45°C.

Lavados: Tienen como finalidad eliminar la hibridacion inespecifica que produce fondo
y enmascara la hibridacion especifica. Permite controlar la especificidad con la que se
va a llevar a cabo una reaccion. El rigor con el que se realiza la hibridacion determina la
fidelidad de la misma, o sea, el porcentaje de nucle6tidos correctamente apareados. Para
ello es preciso tener en cuenta la temperatura y la concentracion ibnica. La
concentracion de sal es inversamente proporcional a la estabilidad de los hibridos. Los
lavados en concentraciones decrecientes de Na+ provocan la disociacion de los hibridos
segun su estabilidad: los menos estables serdn desnaturalizados antes que los mas
estables. Al aumentar la temperatura progresivamente sélo permaneceran unidos los

hibridos con mayor estabilidad.
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Deteccidn: Segun el marcador empleado, en este caso un fluorocromo, se produce una

deteccion directa al microscopio optico con los filtros afiadidos.

Sondas: Una sonda es una cadena de nucle6tidos cuyo contenido (secuencia de bases
nitrogenadas) es conocido y complementario de la secuencia que se quiere detectar,
denominada “secuencia diana”. La sonda reconoce y se une a través de las bases
nucleicas a la secuencia complementaria de ADN (diana) presente en la muestra. Es
decir, se dispone de sondas especificas tanto para cromosomas individuales como para
regiones cromosomicas, que permiten identificar reordenamientos particulares, obtener
un diagnostico de la existencia de un numero anormal de cromosomas, o estudiar la
longitud de los teldmeros como sucede en este caso.

Las sondas FISH pueden estar directamente marcadas con fluorocromos que no
necesitan anticuerpos para su deteccion (sondas directas), o con moléculas marcadoras
que si necesitan anticuerpos para su deteccion (sondas indirectas). Se obtienen a partir
de ADN clonado de las regiones cromosdmicas que se quieren examinar 0 mediante
PCR, y reciben el nombre de sondas convencionales. Si se desarrollan por medio de una
sintesis quimica de nucle6tidos se denominan sondas sintéticas, y son en general mas
cortas que las anteriores. En nuestro caso se ha utilizado una sonda sintética de PNA
(péptido de acido nucleico). Las secuencias de bases de las pruebas de PNA dictan la
especificidad de la union a las secuencias complementarias de ADN o ARN, por lo que
se pueden unir a regiones distintas del cromosoma en funcion de su disefio. Desde que
se descubrieron sus capacidades de union, los PNA se han empleado en una amplia
variedad de aplicaciones biomédicas, incluyendo la investigacion genética, el

diagnostico y la terapéutica experimental 2°%%%3,
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2.2.2.2. Técnica empleada

Para la realizacién de la técnica FISH se usé la sonda comercializada por Dako
“Telomere PNA FISH Kit/ Code K5326”. Estos Kits se utilizan para la deteccién de
secuencias teloméricas de humanos (u otros vertebrados) por hibridacion “in situ” con
fluorescencia, usando como sonda una prueba PNA (péptido de acido nucleico)
fluorocromo Cy3 conjugada que aporta el kit. Cada kit contiene reactivos para 20
pruebas y permite la deteccion rapida de las secuencias de telomeros en cromosomas en
metafase y en ndcleos en interfase, ya que emplean sondas complementarias a las
mismas.

La prueba no reconoce secuencias subteloméricas permitiendo la medicion exacta de la
longitud del telomero. EI método es Optimo para cuantificar, mediante intensidades de
fluorescencia, las longitudes teloméricas promedio de los extremos cromosémicos en
células individuales 4, ya que la intensidad fluorescente de las manchas se relaciona
directamente con la longitud de las secuencias teloméricas, constituidas por ADN

altamente repetitivo, que estan localizadas en las terminaciones de cada cromosoma 2.

Protocolo empleado en la preparacion de las muestras para FISH:

Desparafinar durante 30 minutos en estufa a 65°C.
Lavar con xilol para eliminar los restos de parafina.
Deshidratar con alcohol a 99°C durante 3 minutos.

Lavar en buffer o TBS durante 2 minutos.

o ~ w N e

Desenmascaramiento enzimatico o recuperacion antigénica a temperatura de
99°C con una solucion de acido etanosulfonico.

Lavar con buffer.

Introducir en TBS o buffer durante 1 minuto.

Introducir en formaldehido al 3,7% durante 2 minutos.

© © N o

Realizar 2 lavados de 5 minutos con TBS.
10. Digestion enzimatica o pretratamiento durante 10 minutos a temperatura

ambiente, utilizando pepsina (proteinasa K) a 37°C.
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11.
12.

13.
14.
15.

16.

17.

18.

19.

Realizar 2 lavados de 5 minutos con TBS.

Deshidratar en alcoholes a concentracion creciente (70°C, 85°C y 96°C) durante
2 minutos en cada uno.

Dejar secar al aire.

Desnaturalizacién a 80°C durante 5 minutos con Hibridizer® de Dako.
Hibridacién usando 10 ul de sonda PNA a temperatura ambiente durante 120
minutos.

Lavar con RINSE solution a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Lavado de astringencia con Wash solution durante 5 minutos a 65°C.

Deshidratar en alcoholes a concentracion creciente (70°C, 85°C y 96°C) durante
2 minutos en cada uno.

Secar al aire 5 minutos.

20. Aplicar 15pl de DAPI (4',6-diamino-2-fenilindol), que es un marcador

fluorescente que se une fuertemente a regiones enriquecidas en adenina y timina,
y sirve de referencia ya que tifie el nucleo de azul. Se aplico sobre el
portaobjetos con una pipeta y se colocd encima un cubreobjetos para que se

esparciera bien, ya que se trata de un medio muy espeso.

21. Guardar en la nevera, aunque se pueden congelar si es preciso.

2.2.2.3. Metodologia utilizada para cuantificar la longitud de los telémeros.

La cuantificacion de la sefial fluorescente de los telomeros fue realizada utilizando un

algoritmo semiautomatico de un paquete de software de analisis de imagen Image-Pro

Plus 7.0 (Media Cybernetics, Inc. Rockville, USA). En cada caso, se analizaron entre 6

y 8 campos de 91802,620 p®. De cada campo disponiamos de una foto para la sefial

fluorescente de los telomeros y de otra foto con la sefial de los nucleos tefiidos con

DAPI. Inicialmente se captaba y se calibraba la imagen, y posteriormente seguiamos los

siguientes pasos (figura 2.14):

1.- Transformacion de la imagen a escala de grises, extrayendo los colores rojo y azul y

utilizando Unicamente el verde.
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2.- Procesamiento de la imagen donde eliminabamos el fondo y utilizdbamos el filtro

de Lo Pass, que suaviza los bordes de las sefiales y permite captarlas mejor.

3.- Segmentacion manual de la imagen: para ello utilizamos una escala de grises donde
el zoom en el histograma estaba comprendido entre 102 y 254, aunque en algunos

casos, para ajustarse a los objetos, era necesario modificar estos limites.

4.- Analisis automatico de la imagen: cuantificAbamos por un lado las sefales
fluorescentes de los telomeros existentes en todo el campo, determinando en cada caso
el nimero de sefales, el area y la intensidad media de cada sefial. Para eliminar el ruido
de fondo y evitar que hubiera varias sefiales agrupadas utilizabamos el filtro del area,
dejando el limite inferior en 0,27 y el superior en 4 u®. Asi mismo, se contaron el
namero de nucleos existentes en ese mismo campo. En este caso el filtro del &rea estaba
comprendido entre 360 y 100.000 p?. Estos datos se trasladaron a una tabla de Excel,
dividiéndose la intensidad de las sefiales fluorescentes teloméricas entre el numero de
sefiales DAPI, y determinando de este modo la intensidad de las sefiales que tenia cada

célula por término medio.

En cuanto a las sefales fluorescentes de los telomeros, Unicamente se midieron los
puntos que aparecian nitidos, descartandose los difusos. No se midieron los puntos que,
aunque nitidos, no coincidian con la presencia de una célula identificable con el DAPI.
Si dos puntos estaban pegados, s6lo se contaba uno.

Respecto a los ndcleos marcados con DAPI, se descartaron los ndcleos y sus telomeros
que sélo mostraron una pequefia parte. Por otro lado, solo se cuantificaron los nucleos
con sefial fluorescente para telomeros, excluyéndose los que no tenian.

Se ha realizado un recuento de la intensidad de las sefiales en un minimo de 30 células
neoplasicas y de 30 células epidérmicas adyacentes al tejido tumoral, que han servido

como control interno en cada caso.
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2.2.2.4. Variables evaluadas en el estudio molecular:

La intensidad de la sefial fluorecente se relaciona directamente con la longitud de los
telomeros de cada cromosoma. Dado que la prueba no reconoce secuencias
subteloméricas permite la medicion exacta de la longitud del telémero.

Se determind la intenidad de las sefiales teloméricas en células tumorales, en células
epidérmicas adyacentes, el cociente entre ambas, y el coeficiente de variacion de la

longitud de los telomeros, reflejo de la heterogeneidad de los mismos.

- Intensidad media de las sefiales teloméricas:
o Enlas células tumorales (en un minimo de 30 células).
o Enlas células epidérmicas (en un minimo de 30 células).
o Cociente entre la intensidad media de las sefiales en las células tumorales
y en las epidérmicas: se realizd para corregir la variabilidad de la
hibridacion, ya que las células epidérmicas sirvieron como control
interno en cada caso.

- Coeficiente de variacion de las sefiales teloméricas:

o Se ha utilizado el coeficiente de variacion para medir la dispersion de las
intensidades de las sefiales de los teldémeros respecto a la media.

o La férmula matematica que define el coeficiente de variacion es el
cociente entre la desviacion tipica y la media.

o Un coeficiente de variacion elevado se relacionaria con una mayor
heterogeneidad de la variable, en este caso la longitud de los telémeros,
mientras que un coeficiente de variacion reducido, con la homogenidad
de los mismos.

o Se realiz6 exclusivamente en las células tumorales.
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2.2.2.5. Visualizacion de los resultados con el microscopio

Los resultados son visibles con un microscopio de fluorescencia. En nuestro caso se
empleo:

- Un microscopio de fluorescencia Olympus ® U-25ND6.

- Los filtros de excitacion/emision de fluorescencia usados fueron: (Chroma
Technology Co ®: Cy3 excitation, 546nm/10nm BP; emission, 580 nm LP and
DAPI excitation, 330 nm; emission, 400 nm).

- En cada caso estudiado se observd, en primer lugar, una seccion tefiida con
hematoxilina-eosina, para localizar con mas facilidad la zona a visualizar.
Posteriormente se colocé en el microscopio la laminilla preparada para el FISH,
y una vez seleccionados los campos, se fotografiaron con el objetivo de 100 X
de inmersién. Se realizaron un minimo de 3 fotografias para cada componente:

tumor y epidermis adyacente.

Figura 2.14. A: Tinci6n con Dapi de los nucleos. B: Los puntos verdes representan las sefiales

teloméricas, con una intensidad distinta en funcidn de la longitud de los mismos. C: Imagen de
superposicion en la que se aprecian los telomeros (puntos verdes) de forma mas nitida sobre el contorno
nuclear tefiido con el dapi (azul). D y E: El software de analisis de imagen otorga un valor numérico a las

distintas sefiales en funcion de su intensidad (que es equiparable a la longitud de los telomeros).
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2.2.3. EVALUACION DEL PRONOSTICO

Para establecer la asociacion entre la presencia o0 ausencia de regresion en los
melanomas y el prondstico de los mismos, el numero total de melanomas estudiados fue
de 61, 47 con regresion (todos los melanomas con regresion del estudio clinico-
patolégico) y 14 sin regresion (los 14 melanomas sin regresion que se incluyeron de
forma aleatoria en el estudio molecular).

A efectos de la evaluacion del prondstico, el periodo de seguimiento de los pacientes
incluidos en este estudio concluy6 el 31 de diciembre de 2013. El tiempo medio de
seguimiento de los 61 pacientes con melanoma fue de 6,2 afios (rango de 4 a 10 afos).
Se considerd que el paciente estaba libre de enfermedad cuando en la ultima revision
efectuada (la més proxima a la fecha del 31 de diciembre de 2013) no se constato la
existencia de diseminacion del melanoma.

Se considerd que el paciente presentaba metéstasis si el melanoma se habia diseminado,
tanto por la demostracion de afectacion ganglionar como visceral.

En el estudio molecular también se han establecido las asociaciones entre el pronostico
y diversas variables como el cociente entre la intensidad media de las sefiales de las
células tumorales y el de las epidérmicas, o el coeficiente de variacion de las sefiales
teloméricas. Para ello se han usado los 33 melanomas que se emplearon para estudiar la

longitud de los telémeros (19 con regresion y 14 sin regresion).
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2.3. LIMITACIONES:

De la regresion clinica:

La ausencia de un estudio previo, clinico o dermatoscopico, de las lesiones con
anterioridad a que se desarrolle el proceso de regresion.

Al haberse obtenido las lesiones utilizando una base de datos del Servicio de
Anatomia Patologica, no se dispone de la imagen clinica de las mismas en el

momento en que se realizo la extirpacion.

Del estudio histologico:

En los casos con regresion tardia no se pueden evaluar de forma fiable los
melanocitos que ya han sido destruidos, que posiblemente son los que podrian
aportar una informacion mas fidedigna, y las poblaciones linfocitarias son
residuales y poco activas.

A pesar de que todos los melanomas incluidos en el estudio son melanomas

primarios, no hemos hecho énfasis en el estadio en el momento del diagnostico.

Del estudio inmunohistoquimico:

Aunque el muestreo que se obtiene con los TMA es limitado, en este estudio se
seleccionaron previamente las &reas con mayor infiltrado linfocitario para
obtener los cilindros tisulares.

La existencia de un marcaje inespecifico. Se han descartado para el estudio
aquellos casos en los que no existia inmunotincion apropiada en los controles
internos o externos.

El empleo de la expresion de FoxP3 como unico marcador de las células T
reguladoras CD4+CD25+. La expresion de FoxP3 no es especifica de este
particular subgrupo de células T ya que FoxP3 también se induce durante la
estimulacion de células T. Por tanto, aunque se considera el marcador mas
especifico de las Tregs, también se puede expresar de forma transitoria en

células T activadas.
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Del estudio molecular:
- Laimposibilidad de delimitar, en caso de superposicion, los limites nucleares.
- Al tratarse de cortes parafinados se depende del plano que haya sido cortado y
del grosor del mismo, por lo que en ocasiones no abarca la totalidad de la célula.
- No se pueden evaluar los telémeros de las células que ya han sido eliminadas, al

igual que sucede con el estudio histoldgico e inmunohistoquimico.

2.4. EVALUACION DE LOS ASPECTOS ETICOS:

Este protocolo fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica (CEIC) del
Hospital Clinico Universitario de Valencia para el proyecto de investigacion en
biomedicina de la Conselleria de Sanidad de la Generalitat Valenciana titulado
“Determinacion de parametros clinico-patoldgicos y moleculares implicados en la
regresion espontanea de las neoplasias melanociticas cutaneas” (AP-032/10), concedido

y financiado en el afio 2010.
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2.5. DESCRIPCION DE LAS PRUEBAS Y MODELOS ESTADISTICOS

Las variables cuantitativas se expresaron como media +/- desviacion estandar, y las
cualitativas como valores absolutos y porcentajes.

Para analizar la relacién entre dos variables cualitativas se ha utilizado la prueba de Chi
cuadrado, aplicando el test exacto de Fisher cuando el 20% de los valores esperados era
inferior a cinco. La asociacion lineal entre dos variables cuantitativas se analizo
mediante el coeficiente de correlacion lineal de Pearson. Si las variables no cumplian
criterios de normalidad se aplicé el coeficiente de correlacion ordinal de Spearman.

Para comparar las medias de una variable cuantitativa en los dos grupos independientes
de una variable cualitativa binaria hemos utilizado la prueba t de Student-Fisher, y el
analisis de la varianza (ANOVA) si la variable cualitativa incluye tres 0 més categorias.
Si las variables no cumplian criterios de normalidad se utilizaron las pruebas no
paramétricas U de Mann-Whitney si la variable cualitativa incluia dos categorias, o la
prueba de Kruskal-Wallis si la variable cualitativa incluia méas de 2 categorias.

También se ha realizado un andlisis de regresion logistica univariante analizando la
variable melanoma con todas las demas variables estudiadas, y posteriormente para la
obtencion del modelo final de regresion logistica multivariante se han utilizado los
métodos de inclusion por pasos hacia delante y hacia atras, combinados con la inclusion
y/o exclusién manual de variables. Los criterios de inclusion y exclusion por pasos de
las variables en los modelos, se realizaban con la prueba de razén de verosimilitud, con
el criterio de inclusion p< 0,05 y de exclusion p> 0,10. Se ha fijado el modelo final, con
aquellas variables que quedaban incluidas en el ultimo paso y que no obedecian
exclusivamente a criterios de significacion estadistica, sino que permanecian en el
modelo si producian un cambio importante en el resto de coeficientes. EI modelo final
seleccionado se calibré con la prueba de Hosmer y Lemeshow, y se exponen las
variables que lo componen, los coeficientes B, la odds ratio, su intervalo de confianza y
el grado de significacion. Se calculd la curva ROC (receiver operating characteristic),
exponiendo las areas bajo la curva y sus intervalos de confianza, para valorar la
discriminacion del modelo en distinguir las lesiones que son melanomas de los nevos

melanociticos.
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Para todos los contrastes de hipdtesis realizados, se considerd significativa toda
diferencia que mostrase un valor de p < 0,05. Para el andlisis de los datos se utilizé el
paquete estadistico SPSS para Windows®, versién 19 (SPSS Inc., Chicago, IL; EE.UU).

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 cuantitativas, que se expresaron en la mayoria de ocasiones como media +/-
desviacion estandar y rango, y de las cualitativas, que se expresaron como valores

absolutos y porcentajes.

Estadistica de inferencia:

Permite extrapolar los resultados de la muestra a la poblacion que se esté estudiando.
Comprende las denominadas “pruebas paramétricas” (tabla 2.3), en las que la poblacion
estudiada sigue una distribucion normal, y las “pruebas no paramétricas” (tabla 2.4).
Estas Ultimas son pruebas que, por no depender de la distribucion de la variable, no
precisan la condicion previa de normalidad de las poblaciones, y no manejan los valores
cuantitativos que toma la variable en cuestion sino Unicamente sus rangos. Son pruebas
de menor precision que las paramétricas por lo que s6lo demostraran como
significativas diferencias mayores. El uso de los test no paramétricos se limita a
estudios con tamafios muestrales menores de 30 en las que las poblaciones no puedan
ser consideradas como normales, o bien, cuando la variable represente solamente una
medida aproximada del caracter, sin una valoracién exacta.

En funcion de las variables estudiadas y del tamafio de la muestra se han empleado los

siguientes test de hipotesis:
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Asociacion estadistica entre dos variables

Tabla 2.3. Test paramétricos.

VARIABLE 1 VARIABLE 2 TEST DE HIPOTESIS
Dicotdmica Dicotdmica Chi-cuadrado

Test exacto de Fisher
Cualitativa Cualitativa Chi-cuadrado

(> 2 categorias)

(= 2 categorias

Dicotodmica

Cuantitativa

t de Student

Cualitativa
(> 2 categorias)

Cuantitativa

Analisis de la varianza

Cuantitativa

Cuantitativa

Coeficiente de correlacion de Pearson

Tabla 2.4. Test no paramétricos.

VARIABLE 1

VARIABLE 2

TEST DE HIPOTESIS

Dicotdmica
independiente

Cuantitativa (n<30) u
ordinal

U de Mann-Whitney.
Test de Wilcoxon

Dicotdémica pareada o
dependiente

Cuantitativa (n<30) u
ordinal

Test de Wilcoxon

Cualitativa
(> 2 categorias)

Cuantitativa (n<30) u
ordinal

Kruskal-Wallis

Cualitativa pareada
(> 2 categorias)

Cuantitativa (n<30) u
ordinal

Test de Friedman

Ordinal

Ordinal

Rho de Spearman
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Pruebas estadisticas empleadas en este trabajo %!’

Prueba U de Mann-Whitney para dos muestras independientes: Se utiliza para

contrastar si la distribucién de un pardmetro, cuando menos ordinal, es 0 no la misma en
dos muestras independientes. Por tanto, se ha empleado para contrastar la
homogeneidad de la distribucion de una variable, cuando menos ordinal, en dos

muestras independientes.

Prueba de Kruskal-Wallis para varias muestras independientes: Se utiliza para

contrastar si la distribucién de un parametro, cuando menos ordinal, es 0 no la misma en
mas de dos muestras independientes. Se trata, por tanto, de un método no paramétrico

para probar si un grupo de datos proviene de la misma poblacion.

Prueba Chi-cuadrado (2 de Pearson): Se ha utilizado como prueba de asociacion o

dependencia entre dos variables cualitativas (categoricas), siempre que la frecuencia
esperada de las celdas en la tabla de contingencia ha sido superior a 5 casos. En caso
contrario, y, sélo para variables dicotdmicas, se ha empleado el test exacto de Fisher

(cuando el valor esperado de una 0 mas celdas era inferior a 5).

Coeficiente de correlacion de Pearson:

Se ha empleado como una medida de la relacion lineal entre dos variables aleatorias

cuantitativas. El valor del indice de correlacion (r) varia en el intervalo [-1,1]:

- Sir= 1, existe una correlacion positiva perfecta. El indice establece una
dependencia total entre las dos variables denominada relacion directa: cuando
una de ellas aumenta, la otra también lo hace en proporcién constante.

- Si0<r<1, existe una correlacién positiva (cuando una de ellas aumenta, la otra
también lo hace).

- Sir=0, no existe relacion lineal. Pero esto no necesariamente implica que las
variables son independientes, ya que pueden existir todavia relaciones no
lineales entre las dos variables.
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- Si-1<r<0, existe una correlacion negativa (cuando una de ellas disminuye, la
otra tambien lo hace).

- Sir= -1, existe una correlacion negativa perfecta. El indice indica una
dependencia total entre las dos variables llamada relacion inversa: cuando una

de ellas aumenta, la otra disminuye en proporcion constante.

Curva ROC:

La curva ROC surgida del analisis de regresion logistica representa la sensibilidad y
especificidad en funcidén de distintos puntos de corte, que se corresponden con los
valores proporcionados por los propios test.

Se estima el area bajo la curva como un indicador de la bondad de ajuste de la
clasificacion, y se interpreta como la probabilidad de acertar en el diagnostico de
melanoma. Se proporciona, asi mismo, el resultado de un contraste asint6tico para
valorar si el area es 0,5, es decir, si los resultados de clasificacion obtenidos por el test
son similares a los que se hubieran obtenido por azar. La informacién se completa con

la estimacion de un intervalo de confianza al 95% para el valor del area.

Regresion logistica:

El modelo multivariante logistico expresa la probabilidad de que nos hallemos ante un
melanoma en funcion de una serie de variables independientes.

El modelo logistico expresa el odds (o razén entre la probabilidad de padecer un
melanoma y la probabilidad de no tenerlo) como funcién exponencial de las variables
independientes.

La ecuacion resultante con las variables obtenidas en el analisis de esta muestra, que
predice la probabilidad de que la lesion con regresion sea un melanoma seria la
siguiente: Probabilidad melanoma = 1 / 1 + e® * 2P XD " donde X; son las variables
independientes (edad, fibrosis laminar, densidad de vasos, de melanofagos y de células
granzima B+), y los B; son los coeficientes de regresion, que al igual que Bo, Se estiman
en el analisis. Si el resultado de esta ecuacion matematica fuera igual o mayor de 0,5 la

lesion melanocitica con regresion seria clasificada como melanoma.

113






I11- RESULTADOS Y
DESARROLLO ARGUMENTAL






3.1. ESTUDIO CLINICO-PATOLOGICO






3.1.1. RESULTADOS DE LAS VARIABLES CLINICAS

3.1.1.1. ASOCIACIONES DE LOS PARAMETROS CLINICOS CON EL RESTO
DE VARIABLES ESTUDIADAS:

3.11.1.1. EDAD

La edad media de los pacientes es de 47,09 + 20,10 afios, y el rango de edad de 3 a 87
afios. La edad media de las mujeres es de 44,00 + 19,63 afios, y la de los hombres de

49,48 + 20,25 afios. Estas diferencias no son estadisticamente significativas.

Asociacion entre la edad del paciente y el tipo de lesibn melanocitica.

En los 39 pacientes con nevos melanociticos no displasicos, la edad media es de 37,72
19,93 afios. La edad media de los 77 pacientes con nevos melanociticos displasicos es
de 43,99 £ 18,88 afios, y la de los 47 pacientes con melanomas de 60,26 + 15,52 afos
(figura 3.1).

Se demuestra que existe una asociacion estadisticamente significativa entre la edad y el
tipo de lesion melanocitica (p<0,0001).

En funcion de estos resultados, la edad media de los pacientes con melanoma es 23 afios
superior a la de aquellos con nevos sin displasia, y 17 afios mayor respecto a la de los
pacientes con nevos displasicos. En relacion a los diferentes subtipos histolégicos de
melanoma, la edad media de los pacientes también es superior a la de los individuos a
los que se les extirparon nevos melanociticos. En los pacientes con melanomas de
extension superficial es de 56,74 + 16,02 afios, en aquellos con léntigo maligno
melanoma de 64,18 + 11,29 afios, en los que tienen melanomas nodulares 76,63 + 9,19
afos, y en aquellos con melanomas lentiginosos acrales 81,85 + 2,82 afios.

Desglosando la edad media de los individuos con nevos displasicos, en los 52 pacientes
en los que la displasia no era severa es de 43,98 + 19,88 afios, mientras que la de los 25
pacientes que tuvieron nevos con displasia severa es de 43,48 + 16,76 afios. Por tanto,

no se evidencian diferencias de edad en funcion del grado de displasia de los nevos
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melanociticos, pero las diferencias de edad si son muy marcadas al comparar los nevos

displasicos con los melanomas.

Figura 3.1. Edad media de los pacientes con los distintos tipos de lesiones melanociticas:

Edad media Desviacion tipica
Nevus sin displasia 37,72 19,93
Nevus displdsicos 43,99 18,88
Melanomas 60,26 15,52

OEDAD

Nevus sin displasia Nevus displasicos Melanomas

P<0,0001
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Asociacion entre la edad v el resto de parametros histolégicos

Las asociaciones entre la edad del paciente y el resto de parametros histolégicos
evaluados estan resumidas en la tabla 3.1.

EDAD
Numero Media Desv.tipica Coef.correl p

FIBROSIS

Intensidad NS

Leve 60 42,15 19,57

Moderada 74 50,09 19,84

Extensa 29 49,69 20,55

Tipo

Laminar Si 118 45,36 19,93 NS
NO 45 51,64 20,07

Compacta Si 38 51,29 20,21 NS
NO 125 45,82 19,98

Indeterminada Si 7 53,57 20,75 NS
NO 156 46,81 20,09

Delicada Si 3 57,67 14,15 NS
NO 160 46,90 20,18

Esclerosis Si 11 40,18 18,25 NS
NO 152 47,60 20,19

Localizacion

Superficial Si 41 51,17 18,90 NS
NO 122 45,73 20,38

INFILTRADO INFLAMATORIO

Densidad 163 -0,004 NS

Tipo

Parcheado Si 134 48,37 20,55 NS
NO 29 41,24 17,00

Difuso Si 29 41,24 17,00 NS
NO 134 48,37 20,55

Localizacion

Intratumoral Si 88 46,05 20,41 NS
NO 75 48,33 19,80

Peritumoral Si 154 48,36 19,91 0,001
NO 9 25,56 7,23

MELANOFAGIA

Densidad 163 0,03 NS

PROLIFERACION VASCULAR

Densidad 163 0,29 <0,0001

PERDIDA DE MELANOCITOS NS

Leve 61 42,07 19,88

Moderada 52 51,13 20,73

Intensa 48 49,17 18,70

Total 2 46,00 28,28

APOPTOSIS NS

Ausente 94 45,51 20,81

Escasa 50 48,60 28,43

Intensa 19 51,00 20,98

ATROFIA <0,0001

Ausente 93 41,66 18,82

Presente 70 54,33 19,59
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Asociacion entre la edad vy la fibrosis:

Asociacion entre la edad vy la intensidad de la fibrosis

Como se aprecia en la tabla, la edad media de los pacientes en los que se aprecia fibrosis
leve es de 42,15 afios, mientras que la de aquellos con fibrosis moderada y extensa es de
50,09 y 49,69 afios respectivamente. El estudio estadistico demuestra que no hay

diferencias significativas entre la edad y la intensidad de la fibrosis (p=0,057).

Asociacion entre la edad vy los diferentes tipos de fibrosis

La fibrosis de tipo laminar se aprecia en pacientes con una edad media de 45,36 afios,
mientras que la fibrosis que no es laminar en pacientes con una edad media de 51,64
afios. No hay diferencias estadisticamente significativas entre el sexo y la fibrosis de

tipo laminar.

La fibrosis de tipo compacta se aprecia en pacientes con una edad media de 51,29 afios,
mientras que la fibrosis que no es compacta en pacientes con una edad media de 45,82
afios. No hay diferencias estadisticamente significativas entre el sexo y la fibrosis de

tipo compacto.

La fibrosis de tipo indeterminada se aprecia en pacientes con una edad media de 53,57
afios, mientras que la fibrosis que no es indeterminada en pacientes con una edad media
de 46,81 afios. No hay diferencias estadisticamente significativas entre el sexo y la

fibrosis de tipo indeterminada.

La fibrosis delicada se aprecia en pacientes con una edad media de 57,67 afios, mientras
que la fibrosis que no es delicada en pacientes con una edad media de 46,90 afios. No

hay diferencias estadisticamente significativas entre el sexo y la fibrosis delicada.

La fibrosis de tipo esclerosis se aprecia en pacientes con una edad media de 40,18 afios,
mientras que la fibrosis que no es de tipo esclerosis en pacientes con una edad media de
47,60 afios. No hay diferencias estadisticamente significativas entre el sexo y la fibrosis

de tipo esclerosis.
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Asociacion entre la edad vy la localizacion de la fibrosis

La acentuacion superficial o subepidérmica de la fibrosis se aprecia en pacientes con
una edad media de 51,17 afios, mientras que la ausencia de ésta se aprecia en pacientes
con una edad media de 45,73 afios. No hay diferencias estadisticamente significativas

entre el sexo y la fibrosis subepidérmica.

Asociacion entre la edad v el infiltrado inflamatorio

No existe practicamente correlacion entre la densidad media del infiltrado inflamatorio
y la edad del paciente (coeficiente de correlacion=-0,004). No hay diferencias

estadisticamente significativas entre la edad y la intensidad del infiltrado inflamatorio.

El infiltrado inflamatorio parcheado se aprecia en pacientes con una edad media de
48,37 afos, mientras que el infiltrado inflamatorio que no es parcheado en pacientes con
una edad media de 41,24 afos. No hay diferencias estadisticamente significativas entre

la edad y el infiltrado inflamatorio parcheado.

El infiltrado inflamatorio difuso se aprecia en pacientes con una edad media de 41,24
afnos, mientras que el infiltrado inflamatorio que no es difuso en pacientes con una edad
media de 48,37 afios. No hay diferencias estadisticamente significativas entre la edad y
el infiltrado inflamatorio difuso.

El infiltrado inflamatorio intratumoral se aprecia en pacientes con una edad media de
46,05 afos, mientras que el infiltrado inflamatorio que no es intratumoral en pacientes
con una edad media de 48,33 afios. No hay diferencias estadisticamente significativas

entre la edad y el infiltrado inflamatorio intratumoral.

El infiltrado inflamatorio peritumoral se aprecia en pacientes con una edad media de
48,36 afos, mientras que el infiltrado inflamatorio que no es peritumoral en pacientes
con una edad media de 25,56 afios. Si hay diferencias estadisticamente significativas

entre la edad y el infiltrado inflamatorio peritumoral (p=0,001).
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Asociacion entre la edad y la pérdida de melanocitos.

Los pacientes con pérdida leve de melanocitos tienen una edad media de 42,07 afios, los
que tienen una pérdida moderada 51,13 afios, los que tienen una pérdida intensa 49,17
afios, y aquellos en los que la pérdida es total 46 afios. No hay diferencias
estadisticamente significativas entre la edad del paciente y la pérdida de melanocitos.

Asociacion entre la edad y la apoptosis.

Los pacientes con ausencia de apoptosis en sus lesiones melanociticas tienen una edad
media de 45,51 afios, los que tienen una apoptosis escasa 48,60 afos, y aquellos en los
que la apoptosis es intensa 51 afios. No hay diferencias estadisticamente significativas

entre la edad del paciente y la apoptosis de melanocitos.

Asociacion entre la edad vy la atrofia.

La edad media de los pacientes con lesiones en las que se aprecia atrofia epidérmica es
de 54,33 afios, mientras que la de aquellos en los que no se observa atrofia epidérmica

es de 41,66 afos. Estas diferencias son estadisticamente significativas (p<0,0001).

Asociacion entre la edad y la melanofagia.

No existe practicamente correlacion entre la densidad media de melanofagos y la edad
del paciente (coeficiente de correlacién=0,03). No hay diferencias estadisticamente

significativas entre la edad y la melanofagia.

Asociacion entre la edad vy la proliferacion vascular.

Existe una correlacion positiva entre la densidad media de vasos y la edad del paciente
(coeficiente de correlacion=0,29). Estas diferencias son estadisticamente significativas
(p<0,0001). Por tanto, a medida que aumenta la edad del paciente aumenta la densidad
de vasos en las lesiones melanociticas. Este hecho esta en concordancia con que la edad
de los pacientes también se asocia de forma estadisticamente al diagnostico de
melanoma, ya que la neovascularizacion también es un hallazgo asociado al diagnostico

de melanoma, como también demuestran los resultados histoldgicos.
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3.1.1.1.2. SEXO

En nuestra serie de 163 lesiones melanociticas con regresion, el 56,4% (92 casos)
pertenen a hombres y el 43,6% (71 casos) a mujeres.

Asociacion entre el sexo del paciente y el tipo de lesién melanocitica:

La distribucion por sexos de los diferentes tipos de lesiones melanociticas estudiadas

(nevos sin displasia, nevos displasicos y melanomas) es de (figura 3.2):

SEXO FEMENINO MASCULINO Total

Ndmero % Ndmero % Ndmero %
Nevus sin displasia 20 51,3 19 48,7 39 100
Nevus displdsicos 32 41,6 45 58,4 77 100
Melanomas 19 40,4 28 59,6 47 100

Melanomas ﬁ_\

Nevus displasicos

B Mujeres

O Hombres

Nevus sin displasia

0% 20% 40% 60% 80%

A pesar de que la presencia de nevos melanociticos displasicos y melanomas es mas
frecuente en varones (practicamente un 20% superior), y que por el contrario los nevos
sin displasia muestran una distribuciéon equitativa por sexos, no se demuestra una
asociacion estadisticamente significativa entre el sexo y el tipo de lesion melanocitica
(p=0,53; Chi-cuadrado).
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Asociacion entre el sexo del paciente y los paradmetros histoldgicos estudiados:

La siguiente tabla 3.2 resume las asociaciones entre el sexo del paciente y el resto de

parametros histologicos evaluados.

SEXO MASCULINO FEMENINO
Numero % Media Nuamero % Media p

FIBROSIS

Intensidad

Leve 34 37 26 36,6 NS

Moderada 40 43,5 34 47,9

Extensa 18 19,6 11 15,5

Tipo

Laminar Si 68 73,9 50 70,4 NS
NO 24 26,1 21 29,6

Compacta Si 18 19,6 20 28,2 NS
NO 74 80,4 51 71,8

Indeterminada Si 6 6,5 1 1,4 NS
NO 86 93,5 70 98,6

Delicada si 1 1,1 2 2,8 NS
NO 91 98,9 69 97,2

Esclerosis Si 5 5,4 6 8,5 NS
NO 87 94,6 65 91,5

Localizacion

Superficial Si 19 20,7 22 31 NS
NO 73 79,3 49 69

Profunda Si 92 100 71 100 NA
NO 0 0 0 0

INFILTRADO INFLAMATORIO

Presente 92 169,23 71 143,32 NS

Tipo

Parcheado Si 76 82,6 58 81,7 NS
NO 16 17,4 13 18,3

Difuso Si 15 16,3 14 19,7 NS
NO 77 83,7 57 80,3

Localizacion

Intratumoral Si 47 51,1 41 57,7 NS
NO 45 48,9 30 42,3

Peritumoral Si 85 92,4 69 97,2 NS
NO 7 7,6 2 2,8

MELANOFAGIA

Presente 92 41,79 71 40,69 NS

PROLIFERACION VASCULAR

Presente 92 14,45 71 13,53 NS

PERDIDA DE MELANOCITOS

Leve 32 34,8 19 40,8 NS

Moderada 33 35,9 19 26,8

Intensa 27 29,3 23 32,4

APOPTOSIS

Ausente 56 60,9 38 53,5 NS

Escasa 27 29,3 23 32,4

Intensa 9 9,8 10 14,1

ATROFIA

Ausente 49 53,3 44 62 NS

Presente 43 46,7 27 38
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Asociacion entre el sexo v la fibrosis:

Asociacion entre el sexo v la intensidad de la fibrosis

Como se aprecia en la tabla, las diferentes intensidades de la fibrosis no muestran
practicamente diferencias por sexos. El estudio estadistico demuestra que no hay

diferencias significativas entre el sexo y la intensidad de la fibrosis.

Asociacion entre el sexo v los diferentes tipos de fibrosis

La fibrosis de tipo laminar no muestra practicamente diferencias por sexos, y no hay

diferencias estadisticamente significativas entre el sexo y la fibrosis de tipo laminar.

La fibrosis de tipo compacto es un 8,6% mas frecuente en el sexo femenino, aungque no
hay diferencias estadisticamente significativas entre el sexo y la fibrosis de tipo

compacta.

La fibrosis indeterminada es un 5,1% mas frecuente en el sexo masculino, aunque no
hay diferencias estadisticamente significativas entre el sexo y la fibrosis de tipo

indeterminado.

La fibrosis delicada no muestra practicamente diferencias por sexos, y no hay

diferencias estadisticamente significativas entre el sexo y la fibrosis de tipo delicada.

La fibrosis de tipo esclerosis no muestra practicamente diferencias por sexos, y no hay

diferencias estadisticamente significativas entre el sexo y la fibrosis de tipo esclerosis.

Asociacion entre el sexo v la localizacion de la fibrosis

La acentuacion subepidérmica de la fibrosis es un 10,3% mas frecuente en las mujeres,
aunque no hay diferencias estadisticamente significativas entre el sexo y la fibrosis de

localizacion superficial.

127



Asociacion entre el sexo v el infiltrado inflamatorio

La densidad media del infiltrado inflamatorio es superior en el sexo masculino. En las
mujeres es de 143,32 + 129,73 linfocitos por campo usando el objetivo de 40 aumentos
y en los hombres de 169,23 + 163,18. A pesar de ello, no hay diferencias

estadisticamente significativas entre el sexo y la intensidad del infiltrado inflamatorio.

El infiltrado inflamatorio parcheado no muestra practicamente diferencias por sexos.
No hay diferencias estadisticamente significativas entre el sexo y el infiltrado
inflamatorio parcheado.

El infiltrado inflamatorio difuso no muestra practicamente diferencias por sexos. No
hay diferencias estadisticamente significativas entre el sexo y el infiltrado inflamatorio

difuso.

El infiltrado inflamatorio intratumoral es un 6,6% mas frecuente en el sexo femenino,

aunque esta diferencia no es estadisticamente significativa.

El infiltrado inflamatorio peritumoral es un 4,8% mas frecuente en el sexo femenino,

aunque esta diferencia no es estadisticamente significativa.

Asociacion entre el sexo v la pérdida de melanocitos

La pérdida leve de melanocitos es un 6% mas frecuente en el sexo femenino, la pérdida
moderada es un 9,1% maés frecuente en varones, y la pérdida intensa practicamente no
muestra diferencias por sexos. No hay diferencias estadisticamente significativas entre

el sexo del paciente y la pérdida de melanocitos.

Asociacion entre el sexo vy la atrofia

La presencia de atrofia epidérmica es un 8,7% mas frecuente en el sexo femenino,
aunque no hay diferencias estadisticamente significativas entre el sexo y la atrofia

epidérmica.
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Asociacion entre el sexo v la apoptosis

La ausencia de apoptosis es un 7,4% mas frecuente en varones, mientras que la
presencia de apoptosis es mas frecuente en mujeres, siendo la apoptosis intensa un 4,3%
mayor que en los varones. A pesar de estos hallazgos, no hay diferencias

estadisticamente significativas entre el sexo y la apoptosis.

Asociacion entre el sexo v la melanofagia

La densidad media de melan6fagos no muestra practicamente diferencias por sexos. En
las mujeres es de 40,69 + 35,25 y en los hombres de 41,79 + 43,70. No hay diferencias

estadisticamente significativas entre el sexo y la melanofagia.

Asociacion entre el sexo v la proliferacién vascular

La densidad media de vasos practicamente no muestra diferencias por sexos. En las
mujeres es de 13,53 £ 5,98 vasos por campo de 40 aumentos y en los hombres de 14,45
* 6,12. No hay diferencias estadisticamente significativas entre el sexo y el nimero de

vasos.
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3.1.1.1.3. LOCALIZACION

Localizacion de las lesiones:

La localizacién mas frecuente de las lesiones es el tronco, predominando la espalda (78
casos; 47,85%), y seguida por el torax (26 casos; 15,95%). El 10,42% restante (17
casos) se hallan en la cabeza, el 10,42% en las extremidades inferiores (17 casos), el
7,97% en las extremidades superiores (13 casos), y el 7,36% en el abdomen (12 casos)
(figura 3.3).

Abdomen

Piernas

I

I
Brazos | |

I

Cabeza
Térax _:l
Espalda | |
0 20 40 60 80 100

Figura 3.3. Numero de lesiones melanociticas con regresion en las distintas localizaciones de la
superficie corporal.

La distribucion de los diferentes tipos de lesiones melanociticas estudiadas (nevos sin
displasia, nevos displasicos y melanomas) en las distintas localizaciones es la siguiente
(tabla 3.3):

TIPO DE LESION MELANOCITICA Abdomen | Brazo |Cabeza |Espalda |Pierna |Térax |Total
Nevus sin displasia N 0 4 4 20 3 8 39
% 0%| 30,8%| 23,5%| 25,6%| 17,6%| 30,8%| 24,3%
Nevus displdsicos N 9 3 4 41 8 12 77
% 75% | 23,1%| 23,5%| 52,5%| 47,1%| 46,2%| 47,0%
Melanomas N 3 6 9 17 6 6 47
% 25% | 46,2%| 52,9%| 21,8%| 353%| 23,1%| 28,7%
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Asociacion entre la localizacion v el tipo de lesion melanocitica:

El porcentaje de los diferentes tipos de lesiones melanociticas en las distintas

localizaciones es (tabla 3.4):

TIPO DE LESION MELANOCITICA | |Abdomen |Brazo |Cabeza |Espalda |Pierna |Térax |Total
Nevus sin displasia N 0/39| 4/39| 4/39| 20/39| 3/39| 8/39 39
% 0%| 10,2%| 10,2%| 51,2%| 7,6%| 20,5%| 100%
Nevus displasicos N 9/77 3/77 4/77 | 41/77 8/77| 12/77 77
% 11,6%| 3,8%| 51%| 53,2%| 10,3%| 155%| 100%
Melanomas N 3/47| 6/47| 9/47| 17/47| 6/47| 6/47 47
% 6,3% | 12,7%| 19,1%| 36,1%| 12,7%| 12,7%| 100%

Como se aprecia en la tabla 3.4, practicamente la mitad de los nevos melanociticos

(tanto displasicos como no displasicos) se localiza en la espalda, porcentaje que se

reduce a un 36% en los melanomas. El estudio estadistico demuestra que estas

diferencias son estadisticamente significativas (p=0,027).
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Asociaciones entre la localizacién de la lesidon vy el resto de pardmetros histoldgicos

analizados.

La siguiente tabla 3.5 resume las asociaciones entre la localizacion de la lesion y el

resto de parametros histologicos evaluados:

LOCALIZACION

FIBROSIS
Intensidad
Leve
Moderada
Extensa
Tipo
Laminar

Compacta

Indeterminada

Delicada

Esclerosis

Localizacién
Superficial

Profunda

INFILTRADO INFLAMATORIO
Presente

Tipo

Parcheado

Difuso

Localizacion
Intratumoral

Peritumoral

MELANOFAGIA

Presente

PROLIFERACION VASCULAR
Presente

PERDIDA DE MELANOCITOS
Leve

Moderada

Intensa

APOPTOSIS

Ausente

Escasa

Intensa

ATROFIA

Ausente

Presente

Si
NO
Si
NO
Si
NO
Si
NO
Si
NO

si
NO
si
NO

st
NO
st
NO

Si
NO
Si
NO

Abdomen
N

10

11

12

11

11
12

12

12

12

11

12

12

10

%

50
33,3
16,7

75
25
16,7
83,3
8,3
91,7

100
83
91,7

83
91,7
100

100

100

25
75
91,7
8,3

58,3
16,7
25

50

50

83,2
16,7

Media

117,08

57,11

11,42

Brazo
N

13

13

%

46,2
46,2
77

84,6
15,4
15,4
84,6

100
7,7
92,3

100
30,8

69,2
100

100

100

30,8
69,2
100

61,5
23,1
15,4

53,8

46,2

53,8
46,2

Media

129,62

42

15,85

Cabeza
N

17

17

12

%

23,5
47,1
29,4

41,2
58,8
52,9
47,1
5,9
94,1

100
5,9
94,1

23,5
76,5
100

94,1
59
5.9

94,1

70,6
29,4
100

29,4
29,4
41,2

52,9
35,3
11,8

29,4
70,6

Media

138,65

34,65

12,94

Espalda
N

29
34
15

58
20
17
61

75
78
70
20
58
78
78
59
19
18
60
47
31
74
78
78
29
25
24
42
24

12

41
37

%

37,2
43,6
19,2

74,4
25,6
21,8
78,2
3,8
96,2

100
10,3
89,7

25,6
74,4
100

75,6
24,4
231
76,9

60,3
39,7
94,9
51

37,2
32,1
30,8

53,8
30,8
15,4

52,6
47,4

Media

179,99

40,37

14,08

Pierna
N

10

13

13

17

15

17

13
17

17

16

15

15

17

17

12

12

%

29,4
58,8
11,8

76,5
23,5
23,5
76,5

100
11,8
88,2

100

23,5
76,5
100

94,1
5,9
11,8
88,2

59,2
47,1
88,2
11,8

23,5
41,2
35,3

70,6
17,6
11,8

70,6
29,4

Media

78,24

53,47

16,35

Torax
N

10
12

20

22

24

26

25

18

26

26

18

18

13

13
24

26

26

10

18

18

%

38,5
46,2
15,4

76,9
23,1
15,4
84,6
7,7
92,3

100
3,8
96,2

30,8
69,2
100

69,2
30,8
30,8
69,2

50
50
92,3
7,7

30,8
38,5
30,8

69,2
19,2
11,5

69,2
30,8

Media

189,62

32,88

13,54

NS

NS

NS

NS

0,014

NS

NS

NA

NS

0,016

0,035

NS

NS

NS

NS

NS

NS

0,032
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Asociacion entre la localizacion de la lesion v la fibrosis:

Asociacion entre la localizacion de la lesidon v la intensidad de la fibrosis

La fibrosis leve predomina en la abdomen y en los brazos. La fibrosis moderada es la
predominante en el resto de localizaciones. La fibrosis intensa no predomina respecto a
las demas en ninguna localizacion, pero el lugar donde se aprecia con mayor frecuencia

es en la cabeza.

No hay diferencias estadisticamente significativas entre la localizacion y la intensidad

de la fibrosis.

Asociacion entre la localizacion de la lesidon vy los diferentes tipos de fibrosis

La fibrosis laminar predomina en todas las localizaciones, excepto en la cabeza. Esta
presente en un 84,6% de las lesiones localizadas en los brazos, y aproximadamente en el
75% de los casos en el resto de las localizaciones, salvo en la cabeza (41,2%).

No hay diferencias estadisticamente significativas entre la localizacion y la fibrosis de

tipo laminar.

La fibrosis compacta predomina exclusivamente en la cabeza (52,9%). En el resto de
localizaciones la presencia de fibrosis compacta oscila entre un 15% y un 23% de las

lesiones.

No hay diferencias estadisticamente significativas entre la localizacion y la fibrosis de

tipo compacta.

Las localizaciones donde porcentualmente se han detectado méas casos de fibrosis

indeterminada son el abdomen (8,3%) y el torax (7,7%).

No hay diferencias estadisticamente significativas entre la localizacion y la fibrosis de
tipo indeterminado.
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Las Unicas zonas en las que se ha apreciado fibrosis de tipo delicada han sido las
extremidades. El porcentaje de lesiones localizas en las piernas con fibrosis delicada ha
sido del 11,8%, y el de las localizadas en los brazos del 7,7%. Por el contrario, ninguna
lesion localizada en el resto de &reas de la superficie corporal presentaba fibrosis

delicada.

Si hay diferencias estadisticamente significativas entre la localizacién de la lesién y la
fibrosis de tipo delicada (p=0,014; Chi-cuadrado).

La espalda es el lugar donde se localizan la mayoria de casos con fibroplasia florida o

fibrosis de tipo esclerosis (72,7%).

Al comparar el porcentaje de lesiones con fibroplasia florida presentes en las distintas
localizaciones, ésta se hallo en un 10,3% de las lesiones localizadas en la espalda, en un

8,3% de las localizadas en el abdomen y en un 5,9% de las localizadas en la cabeza.

No hay diferencias estadisticamente significativas entre la localizacion y la fibrosis de

tipo esclerosis.

Asociacion entre la localizacion de la lesion v la localizacion de la fibrosis

Las dos localizaciones donde porcentualmente se aprecian mas casos de fibrosis con
acentuacion subepidérmica son los brazos y el térax (30,8%), mientras que el abdomen

es donde hemos hallado menos casos (8,3%).

No hay diferencias estadisticamente significativas entre la localizacién de la lesiéon y la

localizacién de la fibrosis.

Asociacion entre la localizacion de la lesién vy el infiltrado inflamatorio:

La densidad media de linfocitos oscila entre 189,6 en las lesiones localizadas en el térax

y 78,2 en las localizadas en las piernas.
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No hay diferencias estadisticamente significativas entre la localizacién de la lesiéon y la

densidad del infiltrado inflamatorio.

En el abdomen, la cabeza y las extremidades se aprecia infiltrado parcheado entre un
94,1% y un 100% de los casos. En las lesiones localizadas en el tronco el porcentaje se

reduce hasta un 75,6% (espalda) y un 69,2% (t6rax).

Si hay diferencias estadisticamente significativas entre la localizacion de la lesion y el

infiltrado inflamatorio parcheado (p=0,016; Chi-cuadrado).

Por tanto, el infiltrado parcheado es mucho menos frecuente en las lesiones que se

localizan en el tronco.

El torax y la espalda muestran porcentualmente la mayoria de casos en los que
predominaba el infiltrado inflamatorio difuso (30,8% y 23,1% respectivamente).
Estos porcentajes contrastan con los que se aprecian en el resto de localizaciones.

Si hay diferencias estadisticamente significativas entre la localizacion de la lesion y el

infiltrado inflamatorio difuso (p=0,035; Chi-cuadrado).

La presencia de infiltrado difuso es mucho mas frecuente en las lesiones localizadas en

el tronco.

Las localizaciones donde porcentualmente se aprecian mas y menos casos de infiltrado

intratumoral son la cabeza (70,6%) y el abdomen (25%) respectivamente.

No hay diferencias estadisticamente significativas entre la localizacion de la lesion y el

infiltrado inflamatorio intratumoral.

El infiltrado peritumoral no muestra diferencias especialmente llamativas al asociarse
con las diferentes localizaciones, ya que porcentualmente oscila entre un 88,2% de

casos en las piernas y el 100% que se observa en la cabeza o en los brazos.
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No hay diferencias estadisticamente significativas entre la localizacién de la lesion y el

infiltrado inflamatorio peritumoral.

Asociacion entre la localizacion de la lesion y la pérdida de melanocitos

La pérdida leve de melanocitos predomina en los brazos (61,5%), seguida del abdomen
(58,3%) vy la espalda (37,2%); la pérdida moderada en las piernas (41,2%) seguida del
torax (38,5%), y la pérdida intensa en la cabeza (41,2%) seguida de las piernas (35,3%).

No hay diferencias estadisticamente significativas entre la localizacion de la lesion y la

pérdida de melanocitos.

Asociacion entre la localizacion de la lesion vy la atrofia

En la cabeza es mucho mas frecuente encontrar atrofia que en el resto de localizaciones
(70,6%). En el resto de localizaciones oscila entre un 16,7% del abdomen y un 47,4%
de la espalda. EI motivo probablemente se deba a que la cara es la zona en la que se
aprecia mas elastosis, debido a que en la mayoria de personas es la region corporal con

mas dafio actinico por la exposicion solar acumulada a lo largo de toda la vida.

Si hay diferencias estadisticamente significativas entre la localizacién de la lesion y la
atrofia (p=0,032; Chi-cuadrado).

Asociacion entre la localizacion de la lesidon v la apoptosis

Las localizaciones donde porcentualmente hay mas ausencia de apoptosis son las
piernas (70,6%) y el térax (69,2%). ElI abdomen y los brazos son las localizaciones
donde porcentualmente la apoptosis es escasa (50% y 46,2% respectivamente), y la
apoptosis intensa se distribuye de forma similar en casi todas las localizaciones, con

excepcion del abdomen y los brazos, donde no se aprecia ningtn caso.

No hay diferencias estadisticamente significativas entre la localizacion de la lesion y la

apoptosis.
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Asociacion entre la localizacion de la lesidén y la melanofagia

La densidad media de melanéfagos por campo usando el objetivo de 40 aumentos oscila
entre 57,1 en las lesiones localizadas en el abdomen y 32,8 en las localizadas en el

torax.

No hay diferencias estadisticamente significativas entre la localizacion de la lesion y la

melanofagia.

Asociacion entre la localizacion de la lesién v la proliferacion vascular

La densidad media de vasos por campo usando el objetivo de 40 aumentos oscila entre

16,3 en las lesiones localizadas en las piernas y 11,4 en las localizadas en el abdomen.

No hay diferencias estadisticamente significativas entre la localizacion de la lesion y la

proliferacion vascular.

3.1.2. DISCUSION DE LOS RESULTADOS DE LAS VARIABLE CLINICAS.

Asociaciones entre las variables clinicas y el tipo de lesion melanocitica.

En cuanto a la regresion en el melanoma, nuestros resultados estan en concordancia con
los de varios estudios previos, que han demostrado que la regresion se asocia de forma
significativa con el sexo masculino, la edad avanzada, y la localizacion en el tronco o en
la region de la cabeza y el cuello ®3%8%%,

En esta serie, la edad media de los pacientes con regresion en los melanomas es de 60,2
afios, considerablemente superior a la de los pacientes con regresion en los nevos
melanociticos, que es de 44 afios en los pacientes con nevos displasicos y 37,7 en
aquellos con nevos melanociticos comunes (p<0,0001). La justificacion se deberia a que
a medida que aumenta la edad de las personas hay mas probabilidad de acumular
mutaciones somaticas que puedan conducir al desarrollo de un melanoma.

Por otro lado, los melanomas han sido mucho mas frecuentes en varones (59,6%; IC

95%: 45,5-73,6%) que en mujeres (40,4%; IC 95%: 26,4-54,5%), y también se

137



localizaban preferentemente en el tronco (48,9%; I1C 95%: 34,6-63,2%). Algunas series
han cifrado diferencias incluso superiores, con afectacién de un 65% de varones %9%%°,
circunstancia que sugiere que, aunque los melanomas son mas frecuentes en el sexo
femenino, los que muestran regresion son méas habituales en varones.

La regresion en los nevos melanociticos también parece mostrar una predileccion por el
sexo masculino y por las lesiones localizadas en la espalda. En un estudio de Cesinaro
et al ® de 203 pacientes con nevos melanociticos con fibrosis, 135 pacientes eran
hombres (66,5%) y 68 mujeres (33,5%). Casi la mitad de las lesiones pertenecian a
pacientes con edades comprendidas entre los 11 y los 40 afos, y la mayor parte de las
lesiones estaban localizadas en la espalda (52%).

En nuestros casos, los nevos melanociticos sin displasia con regresion muestran una
distribucion por sexos que es practicamente equitativa. Por el contrario, los nevos
displasicos con regresion son mucho mas frecuentes en varones (58,4%; 1C 95%: 47,4-
69,4%) que en mujeres (41,6%; IC 95%: 30,6-52,6%), al igual que sucedia con los
melanomas. La edad media de los pacientes a los que se les extirparon nevos displasicos
fue 6 afios superior a la de aquellos a los que se les extirparon nevos sin displasia (43,9
y 37,7 afios respectivamente). En cuanto a la localizacién, la mayor parte de los nevos
melanociticos extirpados que mostraron regresion se localizaron en la espalda; un
51,2% (IC 95%: 35,6-67,0%) de los nevos sin displasia y un 53,2% (IC 95%: 42,1-

64,4%) de los nevos displasicos.

Asociaciones entre las variables clinicas y los parametros histologicos
Los resultados méas destacados (por demostrar significacion estadistica) que se han
obtenido tras estudiar las asociaciones entre las variables clinicas y los distintos

parametros histoldgicos han sido los siguientes:

Edad:

A pesar de gque la edad no muestra ninguna asociacion con el infiltrado inflamatorio
intratumoral, si se observa una asociacion estadisticamente significativa (p=0,001) con
el infiltrado peritumoral, ya que los pacientes en los que se aprecia un infiltrado
peritumoral en sus lesiones tienen una edad media 22,8 afios superior a la de aquellos en

los que el infiltrado no es peritumoral.
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La edad media de los pacientes con lesiones melanociticas con regresion en las que se
aprecia atrofia epidérmica es 12,67 afios mayor que la de aquellos en los que no se
observa atrofia (p<0,0001). Estos hallazgos pueden justificarse dado que la atrofia es un
hallazgo fisioldgico con el envejecimiento cutaneo.

Existe una correlacion positiva entre la densidad media de vasos y la edad del paciente
(p=<0,0001). Por tanto, a medida que aumenta la edad del paciente aumenta la densidad
de vasos en las lesiones melanociticas. Este hecho esta en concordancia con que la edad
de los pacientes también se asocia de forma estadisticamente al diagnostico de
melanoma, ya que la neovascularizacion también es un hallazgo asociado al diagnostico
de melanoma, como demuestran los resultados de los pardmetros histoldgicos

evaluados.

Sexo:
No se demuestra ninguna asociacion estadisticamente significativa entre el sexo y los

distintos parametros histologicos.

Localizacion:

La fibrosis delicada tan solo se ha evidenciado en lesiones localizadas en las
extremidades. En concreto, en un 11,8% de las lesiones localizadas en las piernas y en
un 7,7% de las localizadas en los brazos (p=0,014). A pesar de estos hallazgos, la
presencia de fibrosis delicada también se ha descrito en la literatura en el torax, en la
espalda y en la region palmoplantar, fundamentalmente en lesiones melanociticas con
morfologia clinica y dermatoscopica propias de benignidad que experimentaron una
regresion completa .

La presencia de infiltrado inflamatorio parcheado es mucho mas frecuente en las
lesiones localizadas en abdomen, cabeza y extremidades (p=0,016). Por el contrario, el
infiltrado inflamatorio difuso es mucho més frecuente en las lesiones localizadas en el
tronco (p=0,035).

La atrofia epidérmica se objetiva con mucha mas frecuencia en la cabeza que en el resto
de localizaciones anatomicas (p=0,032), probablemente porque es la region anatomica

mas expuesta de forma cronica al sol a lo largo de la vida.
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3.1.3. RESULTADOS DE LAS VARIABLES HISTOLOGICAS

El nimero total de lesiones melanociticas extirpadas y analizadas histolégicamente en el
Servicio de Anatomia Patolégica del Hospital Clinico Universitario de Valencia en el
periodo entre el 1 de enero de 2002 y el 31 de diciembre de 2009 fue el siguiente

(Tabla 3.6):

% del total de % del total de
Numero total lesiones Casos con lesiones con
de casos extirpadas regresion regresion
Nevus melanociticos 8898 95,33% 116 71,16%
Melanomas 433 4,64% 47 28,83%
Total 9331 100% 163 100%

Casos con regresion

Casos totales

% con regresion

Nevus melanociticos

116

8898

1,30%

Melanomas

47

433

10,85%

Se extirparon un total de 9331 lesiones melanociticas, de las cuales 8898
correspondieron a nevos melanociticos y 433 a melanomas. Se identificaron un total de
163 lesiones melanociticas con regresion empleando los criterios de busqueda descritos
en el apartado de material y métodos, de las que 116 fueron nevos melanociticos y 47
melanomas.

El 71,1% del total de lesiones melanociticas con signos histoldgicos de regresion son
nevos melanociticos, aunque tan sélo el 1,3% del total de nevos melanociticos
extirpados en ese periodo de tiempo tienen regresion histoldgica (IC 95%:1,1-1,5%).
Por otro lado, un 28,8% del total de lesiones melanociticas con regresion histoldgica son
melanomas, aunque solo un 10,8% del total de melanomas extirpados tienen signos
histoldgicos de regresion (IC 95%:7,9-13,8%), hallazgo que concuerda con la mayoria
de estudios con series de melanomas, que cifran entre un 10 y un 35% el porcentaje de

los mismos que presentan regresion histolégica #’ (figura 3.3).

140



Por tanto, la regresion histoldgica en nuestra serie es 8,3 veces méas frecuente en los
melanomas que en los nevos melanociticos, y como demuestran los intervalos de
confianza, estas diferencias son claramente significativas. Aunque se objetivan muchos
maés casos de regresion en lesiones melanociticas benignas que en melanomas, esto se
debe a que el nimero de extirpaciones de nevos melanociticos ha sido 20,5 veces mayor

que el de melanomas.

Figura 3.3. Proporcion de lesiones melanociticas con regresién del total de melanomas y nevus
melanociticos extirpados en el periodo 2002-20009.

Proporcion de melanomas con y sin regresion:

O SIN REGRESION
B CON REGRESION

Proporcion de nevos melanociticos con y sin regresion:

O SIN REGRESION
B CON REGRESION
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3.1.3.1. DIAGNOSTICO HISTOLOGICO DE LAS LESIONES MELANOCITICAS

Los diagndsticos histoldgicos de las 163 lesiones analizadas estan reflejados en la

siguiente tabla 3.7.

NEVUS MELANOCITICOS 116
Nevus melanocitico 101
Nevus de Spitz 2
Halo nevus 10
Regresion completa 3
Unién 30
Compuesto 78
Intradérmico 5
Sin displasia 39
Displasia 52
Displasia severa 25
MELANOMAS 47
Extension superficial 31
Léntigo maligno 11
Lentiginoso acral 2
Nodular 2
No tipificable 1

Tabla 3.7. Relacion de las distintas lesiones melanociticas con regresion incluidas en el estudio.
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3.1.3.2. ASOCIACIONES ENTRE EL TIPO DE LESION MELANOCITICA Y

EL RESTO DE PARAMETROS HISTOLOGICOS.

Del estudio de los diferentes parametros histologicos evaluados en los distintos tipos de

lesiones melanociticas se obtuvieron los siguientes valores de frecuencia (tabla 3.8):

NEVUS NEVUS MELANOMAS
Sin displasia Displasia p
Numero % Media  Numero % Media Niumero % Media

FIBROSIS
Intensidad NS
Leve 17/39 43,6 29/77 37,7 14/47 29,8
Moderada 15/39 38,5 36/77 46,8 23/47 48,9
Extensa 7/39 17,9 12/77 15,6 10/47 21,3
Tipo
Laminar 33/39 84,6 63/77 81,8 22/47 46,8 <0,0001
Compacta 6/39 15,4 13/77 16,9 19/47 40,4 0,004
Indeterminada 0/39 0 1/77 1,3 6/47 12,8 0,003
Delicada 3/39 7,7 0/77 0 0/47 0 0,008
Esclerosis 6/39 15,4 3/77 3,9 2/47 4,3 0,048
Localizacién
Superficial 6/39 15,4 24/77 31,2 11/47 23,4 NS
INFILTRADO INFLAMATORIO
Densidad 39 159,0 77 141,1 47 184,5 0,027
Tipo
Parcheado 29/39 74,4 64/77 83,1 41/47 87,2 NS
Difuso 10/39 25,6 14/77 18,2 5/47 10,6 NS
Localizacién
Intratumoral 22/39 56,4 42/77 54,5 24/47 51,1 NS
Peritumoral 36/39 92,3 72/77 93,5 46/47 97,9 NS
MELANOFAGIA
Densidad 39 35,9 77 37,4 47 52,0 NS
PROLIFERACION VASCULAR
Densidad 39 12,4 77 13,1 47 16,8 0,004
PERDIDA DE MELANOCITOS NS
Leve 11/39 28,2 35/77 45,5 15/47 31,9
Moderada 15/39 38,5 20/77 26 17/47 36,2
Intensa 11/39 28,2 22/77 28,6 15/47 31,9
Total 2/39 51 0/77 0 0/47 0
APOPTOSIS 0,048
Ausente 26/39 66,7 48/77 62,3 20/47 42,6
Escasa 7/39 17,9 24/77 31,2 19/47 40,4
Intensa 6/39 15,4 5/77 6,5 8/47 17
ATROFIA NS
Ausente 24/39 61,5 48/77 62,3 21/47 44,7
Presente 15/39 38,5 29/77 37,7 26/47 55,3

143



Asociaciones entre el tipo de lesién melanocitica y la fibrosis

Tipo de lesibn melanocitica e intensidad de la fibrosis

En cuanto a los nevos comunes (sin displasia), un 43,6% de los mismos presentan
fibrosis leve, un 38,5% moderada, y un 17,9% extensa. Los nevos displasicos muestran
fibrosis leve en un 37,7% de los casos, moderada en un 46,8%, y extensa en un 15,6%.
En un 29,8% de los melanomas la fibrosis es leve, en un 48,9% moderada y en un
21,3% extensa.

La prueba de chi cuadrado demuesta que esas diferencias no son estadisticamente
significativas (p=0,692).

Tipo de lesion melanocitica vy tipo de fibrosis

La fibrosis laminar esta presente en un 72,4% de las lesiones con regresion.

Se aprecia en el 84,6% de los nevos sin displasia, en el 81,8% de los nevos con displasia

y en un 46,8% de los melanomas.

La prueba de chi cuadrado demuestra que esas diferencias son estadisticamente
significativas (p<0,0001).

La fibrosis de tipo laminar es mucho menos frecuente en los melanomas que en los
nevos melanociticos, aunque también es la variedad mas frecuente de fibrosis en los

melanomas (46,8% de los mismos).

La fibrosis compacta esta presente en un 23,3% de las lesiones con regresion.

Se aprecia en el 15,4% de los nevos sin displasia, en el 16,9% de los nevos con displasia

y en un 40,4% de los melanomas.

La prueba de chi cuadrado demuestra que esas diferencias son estadisticamente

significativas (p=0,004).
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La fibrosis de tipo compacta es mas frecuente en los melanomas que en los nevus
melanociticos, y es la segunda forma mas frecuente de fibrosis en los melanomas

(40,4% de los mismos).

La fibrosis indeterminada esta presente en un 4,3% de las lesiones con regresion.

No se observa en ninguno de los nevos melanociticos sin displasia, se aprecia en el

1,3% de los nevos con displasia y en un 12,8% de los melanomas.

La prueba de chi cuadrado demuestra que esas diferencias son estadisticamente

significativas (p=0,003).

La fibrosis de tipo indeterminada es un hallazgo que se observa casi de forma exclusiva
en los melanomas (en un 12,8% de los mismos). Cinco de los seis melanomas con
fibrosis indeterminada eran melanomas de extensién superficial. El caso restante era un

melanoma sobre léntigo maligno.

La fibrosis delicada esté presente en un 1,8% de las lesiones con regresion.

La fibrosis de tipo delicada es un hallazgo exclusivo de los nevos melanociticos sin
displasia, que se aprecia en un 7,7% de los mismos. No se ha observado en ningun

melanoma ni en ningun nevo melanocitico displasico.

La prueba de Chi cuadrado demuestra que esas diferencias son estadisticamente

significativas (p=0,008).

La fibroplasia florida (fibrosis de tipo esclerosis) estad presente en un 6,7% de las

lesiones con regresion.

Se aprecia en el 15,4% de los nevos sin displasia, en el 3,9% de los nevos con displasia

y en un 4,3% de los melanomas.

La prueba de chi cuadrado demuestra que esas diferencias son estadisticamente

significativas (p=0,048).
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La fibrosis de tipo esclerosis se ha observado fundamentalmente en nevos melanociticos
sin displasia (15,4%), siendo su presencia en estas lesiones mucho mas frecuente que en

los melanomas y en nevos melanociticos displasicos.

Tipo de lesion melanocitica vy localizacién de la fibrosis

La fibrosis con acentuacidn subepidérmica (fibrosis superficial) estd presente en un

25,2% de las lesiones con regresion.

Se aprecia en el 15,4% de los nevos sin displasia, en el 31,2% de los nevos con displasia

y en un 23,4% de los melanomas.

La prueba de chi cuadrado demuestra que estas diferencias no son estadisticamente

significativas (p=0,171).
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Asociaciones entre el tipo de lesién melanocitica y el infiltrado inflamatorio

Tipo de lesibn melanocitica y densidad del infiltrado linfocitario

En los nevos no displésicos la densidad media de linfocitos es de 159,03+£186,08, en los
nevos displasicos de 141,15+144,36, y en los melanomas de 184,57+121,00.

La prueba de Kruskal-Wallis demuestra que esas diferencias son estadisticamente

significativas (p=0,027).

Los melanomas presentan un infiltrado inflamatorio més denso que los nevos
melanociticos (13,8% superior a los nevos melanociticos sin displasia y 23,5% superior
al de los nevos displasicos) (figura 3.4). Llama la atencion que el infiltrado inflamatorio
es superior en los nevos sin displasia que en los nevus displasicos, ya que la presencia
de infiltrado inflamatorio es un hallazgo habitual en estos ultimos, que incluso se

encuentra entre los criterios diagnésticos de los nevos displasicos.

200+

1504

100¢ |

O Infiltrado inflamatorio

sov| |

Nevus sin displasia Nevus displasicos Melanomas

P=0,027

Figura 3.4. Reprentacion de la densidad linfocitaria maxima por campo, usando el objetivo de 40

aumentos, en los distintos tipos de lesiones melanociticas estudiadas.
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Tipo de lesion melanocitica vy tipo infiltrado linfocitario

El infiltrado inflamatorio parcheado esta presente en un 82,3% de las lesiones con

regresion.

Se aprecia en el 74,4% de los nevos sin displasia, en el 83,1% de los nevos con displasia

y en un 87,2% de los melanomas.

La prueba de chi cuadrado no demuestra diferencias estadisticamente significativas
(p=0,287).

El infiltrado inflamatorio difuso estd presente en un 17,8% de las lesiones con

regresion.

Se aprecia en el 25,6% de los nevos sin displasia, en el 18,2% de los nevos con displasia

y en un 10,6% de los melanomas.

La prueba de chi cuadrado no demuestra diferencias estadisticamente significativas
(p=0,193)

Tipo de lesion melanocitica y localizaciéon del infiltrado linfocitario

El infiltrado inflamatorio intratumoral esta presente en un 54% de las lesiones con

regresion.

Se aprecia en el 56,4% de los nevos sin displasia, en el 54,5% de los nevos con displasia

y en un 51,1% de los melanomas.

La prueba de chi cuadrado no demuestra diferencias estadisticamente significativas
(p=0,877).

El infiltrado inflamatorio peritumoral estd presente en un 94,5% de las lesiones con

regresion.
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Se aprecia en el 92,3% de los nevos sin displasia, en el 93,5% de los nevos con displasia

(incluidos aquellos con displasia severa) y en un 97,9% de los melanomas.

La prueba de chi cuadrado no demuestra diferencias estadisticamente significativas
(p=0,465).

Asociaciones entre el tipo de lesion melanocitica vy la densidad de melandfagos.

En los nevos no displésicos la densidad media de melan6fagos es de 35,95+35,16, en

los nevos displasicos de 37,49+29,22, y en los melanomas de 52,02+55,44.

La prueba de Kruskal-Wallis demuestra que esas diferencias no son estadisticamente

significativas (p=0,126).

Los melanomas presentan una densidad de melan6fagos mucho mayor que los nevos
melanociticos (30,8% superior a los nevus melanociticos sin displasia y 27,9% superior
a los nevus melanociticos displasicos) (figura 3.5). Los nevos melanociticos displésicos
presentan una densidad de melan6fagos practicamente similar a la de los nevos
melanociticos sin displasia. A pesar de estos hallazgos, estas diferencias no son

estadisticamente significativas.
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Nevus sin displasia Nevus displasicos Melanomas

Figura 3.5. Reprentacion de la densidad de melanéfagos méxima por campo, usando el objetivo de 40

aumentos, en los distintos tipos de lesiones melanociticas estudiadas.
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Asociaciones entre el tipo de lesién melanocitica y la proliferacion vascular.

En los nevos no displasicos la densidad media de vasos es de 12,44+5,32, en los nevos
displasicos de 13,18+5,33, y en los melanomas de 16,82+6,91.

La prueba de Kruskal-Wallis demuestra que esas diferencias son estadisticamente

significativas (p=0,004).

Los melanomas presentan una densidad de vasos mayor que los nevos melanociticos
(un 26% superior a la de los nevus melanociticos sin displasia y un 21,6% superior a la
de los nevos melanociticos displasicos) (figura 3.6). Los nevos melanociticos
displasicos presentan una densidad de vasos ligeramente superior a la de los nevos

melanociticos sin displasia.
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Nevus sin displasia Nevus displasicos Melanomas

P=0,004

Figura 3.6. Reprentacion de la densidad de vasos méaxima por campo, usando el objetivo de 40

aumentos, en los distintos tipos de lesiones melanociticas estudiadas.
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Asociaciones entre el tipo de lesién melanocitica y la pérdida de melanocitos.

Del total de casos incluidos en el estudio se obtuvieron los siguientes datos: pérdida
leve: 61 (37,4%); pérdida moderada: 52 (31,9%); pérdida intensa: 48 (29,4%); pérdida
total: 2 (1,2%).

En cuanto a los nevos comunes (sin displasia), un 28,2% de los mismos presentan una
minima pérdida (leve), un 38,5% pérdida moderada, un 28,2% pérdida intensa, y en un
5,1% la pérdida fue total.

Los nevos displasicos muestran pérdida leve en un 45,5% de casos, moderada en un
26%, intensa en un 28,6%, y no hay pérdida total en ningln caso.

Los melanomas muestran pérdida leve en un 31,9% de los casos, moderada en un

36,2%, intensa en un 31,9%, y no se observa pérdida total en ningun caso (figura 3.7).

La prueba de chi cuadrado demuestra que no hay diferencias estadisticamente
significativas al asociar la pérdida de melanocitos con el tipo de lesion melanocitica
(p=0,097).
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40
30- OlLeve
B Moderada
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Nevus sin displasia  Nevus displasicos Melanomas

Figura 3.7. Representacion de los distintos grados de pérdida de melanocitos en los distintos tipos de
lesiones melanociticas estudiadas.
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Asociaciones entre el tipo de lesién melanocitica y la apoptosis de melanocitos.

Del total de casos incluidos en este estudio, la apoptosis fue nula en 94 casos (57,7%),
escasa en 50 (30,7%), e intensa en 19 casos (11,7%).

En cuanto a los nevos comunes (sin displasia), un 66,7% de los mismos no presentan

apoptosis, un 17,9% presentan apoptosis escasa, y un 15,4% intensa.

Los nevos displasicos no muestran apoptosis en un 62,3% de los casos, aunque se

evidencia apoptosis escasa en un 31,2% e intensa en un 6,5%.

En un 42,6% de los melanomas no hay apoptosis, en un 40,4% la apoptosis es escasa y

en un 17% la apoptosis es severa (figura 3.8).

La prueba de chi cuadrado demuestra que hay diferencias estadisticamente significativas

entre la apoptosis y el tipo de lesion melanocitica (p=0,048).

La presencia de apoptosis es un hallazgo mas frecuente en los melanomas que en los
nevos melanociticos. Llama la atencién la presencia de apoptosis intensa en los nevos
sin displasia, en un porcentaje practicamente similar al de los melanomas y muy
superior al de los nevos displasicos, de forma similar a lo que sucedia con la densidad

del infiltrado linfocitario.

La ausencia de apoptosis es mucho mas frecuente en los nevus melanociticos que en los

melanomas.
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Figura 3.8. Representacion de los distintos grados de apoptosis de melanocitos en los distintos tipos de

lesiones melanociticas estudiadas.
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Asociaciones entre el tipo de lesién melanocitica y la atrofia epidérmica.

La atrofia epidérmica estd presente en un 42,9% de las lesiones melanociticas con

regresion incluidas en este estudio.

Se aprecia en el 38,5% de los nevos sin displasia, en el 37,7% de los nevos con displasia

y en un 55,3% de los melanomas (figura 3.9).

A pesar de esas diferencias, la prueba de chi cuadrado no permite demostrar que sean

estadisticamente significativas (p=0,127).
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Figura 3.9. Presencia de atrofia epidérmica en los distintos tipos de lesiones melanociticas estudiadas.
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Asociaciones entre el tipo de lesion melanocitica (distinguiendo entre nevos con

displasia “convencional” v nevos con displasia “severa”) v el resto de pardmetros

histoldégicos (tabla 3.9).

Nevus melanociticos Melanomas
Sin displasia Displasia convencional Displasia severa
Numero % Media Nimero % Media Nimero % Media Nimero % Media
FIBROSIS
Intensidad
Leve 17/39 435 21/52 403 8/25 32,0 14/47 29,7
Moderada 15/39 384 25/52 48,0 11/25 44,0 23/47 489
Extensa 7/39 17,9 6/52 115 6/25 24,0 10/47 21,2
Tipo
Laminar 33/39 84,6 44/52 84,6 19/25 76,0 2/47 46,8
Compacta 6/39 153 8/52 153 5/25 20,0 19/47 40,4
Indeterminada 0/39 0 0/52 0 1/25 40 6/47 12,7
Delicada 3/39 76 0/52 0 0/25 0 0/47 0
Esclerosis 6/39 153 2/52 38 1/25 4,0 2/47 42
Localizacion
Superficial 6/39 153 21/58 36,2 3/25 51 11/47 234
INFILTRADO INFLAMATORIO
Densidad 39 159,0£186,0 77 117,5¢110,5 25 190,3+190,4 47 184,5:121,0
Tipo
Parcheado 29/39 743 46/52 88,4 18/25 72,0 41/47 87,2
Difuso 10/39 25,6 6/52 115 8/25 32,0 5/47 10,6
Localizacion
Intratumoral 22/39 56,4 25/52 48,0 17/25 68,0 24/47 51,0
Peritumoral 36/39 923 49/52 94,2 23/25 92,0 46/47 97,8
MELANOFAGIA
Densidad 39 35,935,1 77 36,9127,7 25 38,7132,6 47 52,0155,4
PROLIFERACION VASCULAR
Densidad 39 12,4453 77 12,6152 25 14,3154 47 16,8169
PERDIDA DE MELANOCITOS
Leve 10/39 25,6 21/52 51,9 8/25 32,0 15/47 31,9
Moderada 15/39 384 10/52 19,2 10/25 40,0 17/47 36,1
Intensa 11/39 282 15/52 288 7/25 280 15/47 31,9
Total 3/39 16 0/52 0 0/25 0 0/47 0
APOPTOSIS DE MELANOCITOS
Ausente 26/39 66,6 36/52 69,2 12/25 48,0 20/47 42,5
Escasa 7/39 17,9 14/52 26,9 10/25 40,0 19/47 404
Intensa 6/39 153 2/52 38 3/25 12,0 8/47 17,0
ATROFIA EPIDERMICA
Ausente 24/39 61,5 38/52 73,0 10/25 40,0 21/47 44,6
Presente 15/39 384 14/52 26,9 15/25 60,0 26/47 489

Las diferencias fundamentales que se observan tras diferenciar los nevos con displasia
severa y los nevos con displasia convencional de las que se apreciaban considerando de

forma conjunta todos los nevos displasicos son las siguientes (tabla 3.9):

- Esclerosis: La fibroplasia florida se aprecia en un 15,3% de los nevos
melanociticos sin displasia, mientras que los porcentajes del resto de lesiones en
las que se observa este tipo de fibrosis son muy similares (en un 3,8% de los
nevos con displasia convencional, en un 4% de los nevos con displasia severa y
en un 4,2% de los melanomas). Las diferencias no son estadisticamente
significativas, a diferencia de lo que sucedia al no diferenciar entre nevos con

displasia convencional y nevos con displasia severa.
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Fibrosis subepidérmica: Se aprecia en un 15,3% de los nevos melanociticos sin
displasia, en un 36,2% de los nevos con displasia convencional, en un 5,1% de
los nevos con displasia severa, y en un 23,4% de los melanomas. Las

diferencias son estadisticamente significativas (p=0,013).

Infiltrado inflamatorio difuso: Se aprecia en un 256% de los nevos
melanociticos sin displasia, en un 11,5% de los nevos con displasia
convencional, en un 32% de los nevos con displasia severa, y en un 10,6% de

los melanomas. Las diferencias son estadisticamente significativas (p=0,043).

Pérdida de melanocitos: Las diferencias méas llamativas se observan en la
pérdida total de melanocitos, que s6lo se constata en nevos melanociticos sin
displasia (en un 7,6% de los mismos), y en la pérdida leve de melanocitos, que
se aprecia en un 51,9% de nevos con displasia convencional y en menos de un
32% del resto de lesiones. Las diferencias son estadisticamente significativas
(p=0,029).

Atrofia epidérmica: La presencia de atrofia epidérmica es maxima en los nevos
con displasia severa (en un 60% de los mismos), seguidos de los melanomas
(48,9%). Los porcentajes son inferiores en los nevos melanociticos sin displasia
(38,4%) y en los nevos con displasia convencional (26,9%). Las diferencias son

estadisticamente significativas (p=0,009).

El resto de pardmetros estudiados no muestra cambios relevantes en relacion a
las asociaciones realizadas sin separar los nevos displasicos en nevos con

displasia convencional y nevos con displasia severa.

155



3.1.3.3. ASOCIACIONES ENTRE LOS DIFERENTES TIPOS DE LESIONES
MELANOCITICAS.

Asociaciones entre todos los nevos displasicos v los melanomas (tabla 3.10).

Nevus Melanomas

Displasia p

Numero % Media Numero % Media
FIBROSIS
Intensidad NS
Leve 29/77 37,7 14/47 29,8
Moderada 36/77 46,8 23/47 48,9
Extensa 12/77 15,6 10/47 21,3
Tipo
Laminar 63/77 81,8 22/47 46,8 <0,0001
Compacta 13/77 16,9 19/47 40,4 0,004
Indeterminada 1/77 1,3 6/47 12,8 0,012
Delicada 0/77 0 0/47 0 NA
Esclerosis 3/77 3,9 2/47 43 NS
Localizacion
Superficial 24/77 31,2 11/47 23,4 NS
INFILTRADO INFLAMATORIO
Densidad 77 141,1+190,4 47 184,5+121,0 0,01
Tipo
Parcheado 64/77 83,1 41/47 87,2 NS
Difuso 14/77 18,2 5/47 10,6 NS
Localizacion
Intratumoral 42/77 54,5 24/47 51,1 NS
Peritumoral 72/77 93,5 46/47 97,9 NS
MELANOFAGIA
Densidad 77 37,4+32,6 47 52,0£55,4 NS
PROLIFERACION VASCULAR
Densidad 77 13,1+4,40 47 16,8+6,91 0,006
PERDIDA DE MELANOCITOS NS
Leve 35/77 45,5 15/47 31,9
Moderada 20/77 26 17/47 36,2
Intensa 22/77 28,6 15/47 31,9
Total 0/77 0 0/47 0
APOPTOSIS NS
Ausente 48/77 62,3 20/47 42,6
Escasa 24/77 31,2 19/47 40,4
Intensa 5/77 6,5 8/47 17
ATROFIA NS
Ausente 48/77 62,3 21/47 44,7
Presente 29/77 37,7 26/47 55,3
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Asociaciones entre todos los nevos displasicos y los melanomas (tabla 3.10).

Fibrosis: No hay diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la
intensidad de la fibrosis. La fibrosis laminar es mucho mas frecuente en los
nevos displasicos que en los melanomas. Se aprecia en un 81,8% de los nevos
displasicos y en un 46,8% de los melanomas, y se demuestra que estas
diferencias son estadisticamente significativas (p<0,0001). La fibrosis compacta
es mas frecuente en los melanomas (40,4%) que en los nevos displasicos
(16,9%), y se demuestra que estas diferencias son estadisticamente significativas
(p=0,004). La fibrosis de tipo indeterminado es un hallazgo casi exclusivo de
melanomas (12,8%), aunque se aprecia también en un 1,3% de nevos
displésicos, y se demuestra que estas diferencias son estadisticamente
significativas (p=0,012). No hay casos de fibrosis delicada en nevos displasicos
ni en melanomas. No hay diferencias estadisticamente significativas en cuanto a
la fibrosis de tipo esclerosis, ya que se aprecia en un 4,3% de los melanomas y
en un 3,9% de nevos displasicos. Tampoco hay diferencias estadisticamente

significativas en cuanto a la localizacién superficial de la fibrosis.

Infiltrado inflamatorio: En relacion a la densidad del infiltrado inflamatorio, la
densidad media en el grupo de melanomas fue muy superior a la de los nevos
displasicos (184,5 y 141,1 linfocitos respectivamente), y se demuestra que estas
diferencias son estadisticamente significativas (p=0,01). En cuanto a la
localizacion del infiltrado (intratumoral o peritumoral) y a la distribucion del
mismo (parcheado o difuso), no se aprecian diferencias estadisticamente

significativas.

Proliferacion vascular: La densidad media de vasos es superior en los
melanomas que en los nevos displasicos (16,8 y 13,1 respectivamente),

diferencias que son estadisticamente significativas (p=0,006).

El resto de variables analizadas (melanofagia, pérdida de melanocitos, apoptosis
y atrofia), no mostraron diferencias estadisticamente significativas al

compararlas entre nevos displasicos y melanomas.
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Asociaciones entre todos los nevos displasicos y los tipos histolégicos mas

frecuentes de melanoma en esta serie.

- Asociaciones entre todos los nevus displésicos y los melanomas de extension

superficial.

o La fibrosis laminar es un hallazgo mas frecuente en los nevos displasicos
(81,8%) que en los melanomas de extension superficial (51,6%). Estas

diferencias son estadisticamente significativas (p=0,001).

o La fibrosis indeterminada es un hallazgo casi exclusivo de los
melanomas de extensién superficial (16,1%), aunque también se aprecia
en un melanoma sobre léntigo maligno y en un nevo melanocitico
compuesto con displasia severa (1,3%). Estas diferencias son

estadisticamente significativas (p=0,002).

o En cuanto al infiltrado inflamatorio se evidencian diferencias
estadisticamente significativas (p=0,006) entre los melanomas de
extension superficial (densidad media de 198,5 linfocitos) y los nevos
displasicos (densidad media de 141,1 de linfocitos). No se aprecian

diferencias en relacion a la distribucién ni a la localizacion del mismo.

o Se observaron més melandfagos y vasos en los melanomas de extension
superficial que en los nevos displasicos. La densidad media de
melanofagos en los melanomas fue de 62,2, y la de los nevos displasicos
de 37,4. Estas diferencias son estadisticamente significativas (p=0,02).
La densidad media de vasos en los melanomas fue de 16,3 y la de los
nevos displasicos de 13,1. Estas diferencias también son estadisticamente

significativas (p= 0,011).

o La apoptosis, la atrofia y la pérdida de melanocitos no mostraron

diferencias estadisticamente significativas.
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- Asociaciones entre todos los nevos displasicos y los melanomas sobre l1éntigo

maligno.

o La fibrosis laminar es més frecuente en los nevos diplésicos (81,8%) que
en el grupo de melanomas sobre léntigo maligno (45,5%). Estas

diferencias son estadisticamente significativas (p=0,007).

o La fibrosis compacta es mas frecuente en los melanomas sobre Iéntigo
maligno (45,5%) que en los nevos displasicos (16,9%). Estas diferencias
son estadisticamente significativas (p=0,028).

o La atrofia es mucho mas frecuente en el grupo de melanomas sobre
Iéntigo maligno (90,9%) que en los nevos displasicos (37,7%). Estas

diferencias son estadisticamente significativas (p=0,001).

No hemos realizado asociaciones con los melanomas nodulares ni con los melanomas
lentiginosos acrales, ya que sélo se objetivaron dos casos de cada tipo con regresion. El
hecho de que sblo se constatara regresién en un nimero tan reducido de melanomas
nodulares tiene trascendencia, ya que en todas las series es el segundo tipo de
melanomas mas frecuente, por detrads de los melanomas de extension superficial. Esta
circunstancia probablemente sea debida a que la regresién se asocia sobre todo a la fase

de crecimiento radial, que no se produce en los melanomas nodulares.
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Asociaciones entre los nevos con displasia severa vy los melanomas (tabla 3.11).

Nevus Melanomas
Displasia severa p
Numero % Media Numero % Media

FIBROSIS
Intensidad NS
Leve 8/25 32 14/47 29,8
Moderada 11/25 44 23/47 48,9
Extensa 6/25 24 10/47 21,3
Tipo
Laminar 19/25 76 22/47 46,8 00 17
Compacta 5/25 20 19/47 40,4 NS
Indeterminada 1/25 4 6/47 12,8 0,012
Delicada 0/25 0 0/47 0 NA
Esclerosis 1/25 4 2/47 4,3 NS
Localizacién
Superficial 3/25 12 11/47 23,4 NS
INFILTRADO INFLAMATORIO
Densidad 25 190,3+190,4 47 184,5+121,0 NS
Tipo
Parcheado 18/25 72 41/47 87,2 NS
Difuso 8/25 32 5/47 10,6 0,029
Localizacion
Intratumoral 17/25 68 24/47 51,1 NS
Peritumoral 23/25 92 46/47 97,9 NS
MELANOFAGIA
Densidad 25 38,7+32,6 47 52,0+55,4 NS
PROLIFERACION VASCULAR
Densidad 25 14,3+5,40 47 16,816,91 NS
PERDIDA DE MELANOCITOS NS
Leve 8/25 32 15/47 31,9
Moderada 10/25 40 17/47 36,2
Intensa 7/25 28 15/47 31,9
Total 0/25 0 0/47 0
APOPTOSIS NS
Ausente 12/25 48 20/47 42,6
Escasa 10/25 40 19/47 40,4
Intensa 3/25 12 8/47 17
ATROFIA NS
Ausente 10/25 40 21/47 44,7
Presente 15/25 60 26/47 55,3
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Asociaciones entre los nevos con displasia severa y los melanomas (tabla 3.11).

- Fibrosis: No hay diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la

intensidad de la fibrosis. La fibrosis laminar es mucho maés frecuente en los

nevos melanociticos con displasia severa (76%) que en los melanomas (46,8%);

p=0,017). A diferencia de lo que sucedia con las asociaciones entre todos los

nevos displasicos y los melanomas, al comparar sélo aquellos nevos

melanociticos con displasia severa y los melanomas, aunque la fibrosis

compacta es mas frecuente en los melanomas, las diferencias no son

estadisticamente significativas. No hay casos de fibrosis delicada en nevos con

displasia severa ni en melanomas. Tampoco hay diferencias estadisticamente

significativas en relacion a la fibrosis de tipo esclerosis, ni en cuanto a la

localizacion superficial de la misma.

- Infiltrado inflamatorio: El infiltrado inflamatorio difuso es mas frecuente en

los nevos con displasia severa (32%) que en los melanomas (10,6%; p=0,029).

En cuanto a su localizacion (intratumoral o peritumoral) y a su distribucion

(parcheado o difuso), no hay diferencias estadisticamente significativas.

- El resto de variables histoldgicas estudiadas (melanofagia, proliferacion

vascular, apoptosis, atrofia o pérdida de melanocitos) no mostraron diferencias

estadisticamente significativas al comparar los melanomas con los nevos

melanociticos con displasia severa.

Asociaciones entre los nevos con displasia severa vy los tipos histolégicos mas

frecuentes de melanoma en esta serie.

- Asociaciones entre los nevos con displasia severa y los melanomas de

extension superficial.

o Los hallazgos més relevantes de las asociaciones que se establecieron al

comparar los melanomas de extension superficial y los nevos

melanociticos con displasia severa fueron la ausencia de diferencias
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O

significativas en cuanto a la presencia de fibrosis de tipo laminar o

compacta en ambos tipos de lesiones.

No hay diferencias en cuanto a la densidad ni a las caracteristicas del
infiltrado linfocitario, y tampoco se aprecian diferencias relativas a la

pérdida de melanocitos, la apoptosis o la atrofia.

En funcion de los resultados de este estudio seria muy dificil hallar

pardmetros diferenciales entre la regresion de melanomas de extension

superficial y de nevos con displasia severa, ya que el estudio estadistico

reveld una ausencia de diferencias estadisticamente significativas al evaluar

todas las variables histologicas. Tan s6lo la edad permitié establecer

diferencias significativas entre los dos tipos de lesiones (p=0,009). En los

melanomas de extension superficial la edad media de los pacientes fue de

64,1 afios, mientras que la de aquellos con nevos con displasia severa fue de
43,4.

- Asociaciones entre los nevos con displasia severa y los melanomas sobre

léntigo maligno.

o Al igual que sucedia al comparar los nevos melanociticos con displasia

o

o

severa y los melanomas de extension superficial no hay diferencias en
relacion a la fibrosis laminar y compacta. Por el contrario, la fibrosis
superficial es mas frecuente en los pacientes con melanomas sobre
Iéntigo maligno (45,5%) que en los pacientes con nevos con displasia
severa (12%; p=0,026).

La presencia de infiltrado difuso es mas frecuente en los nevos con
displasia severa (32%), ya que que no se aprecié en ningun caso de
melanoma sobre léntigo maligno (p=0,033).

No se objetivaron diferencias al evaluar la pérdida de melanocitos, la

apoptosis o la proliferacion vascular.
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o A pesar de que la atrofia es un 30,9% mas frecuente en los melanomas
sobre léntigo maligno (90,9%) que en los nevos con displasia severa
(60%), estas diferencias no son estadisticamente significativas (p=0,067).
Este hecho es muy importante ya que, al tratarse de melanomas sobre
léntigo maligno, seria de esperar que la atrofia fuera una de los
parametros que mostrara diferencias relevantes. De hecho, al comparar
los melanomas sobre Iéntigo maligno con todos los nevos displasicos
(incluyendo aquellos con displasia convencional), el porcentaje de atrofia

era muy superior en los melanomas (53,3% mas).
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Asociaciones entre los nevos con displasia “severa” y los nevos con displasia

“convencional” (tabla 3.12).

FIBROSIS
Intensidad
Leve
Moderada
Extensa

Tipo

Laminar
Compacta
Indeterminada
Delicada
Esclerosis
Localizacion
Superficial
INFILTRADO INFLAMATORIO
Densidad

Tipo
Parcheado
Difuso
Localizacion
Intratumoral
Peritumoral
MELANOFAGIA
Densidad
PROLIFERACION VASCULAR
Densidad
PERDIDA DE MELANOCITOS
Leve
Moderada
Intensa

Total
APOPTOSIS
Ausente

Escasa

Intensa
ATROFIA
Ausente

Presente

Nevus

Displasia severa

Numero

8/25
11/25
6/25

19/25
5/25
1/25
0/25
1/25

3/25

25

18/25
8/25

17/25
23/25

25

25

8/25
10/25
7/25
0/25

12/25
10/25
3/25

10/25
15/25

%

32
44
24

76
20

12

72
32

68
92

32
40
28

48
40
12

40
60

Media

190,3+190,4

38,7+32,6

14,3+5,4
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Nevus

Displasia convencional

Numero

21/52
25/52
6/52

44/52
8/52
0/52
0/52
2/52

21/52

52

46/52
6/52

25/52
49/52

52

47

27/52
10/52
15/52
0/52

36/52
14/52
2/52

38/52
14/52

%

40,4
48,1
11,5

84,6

15,4

3,8

40,4

88,5
11,5

51,9
94,2

51,9
19,2
28,8

69,2
26,9
3,8

73,1
26,9

Media

117,5+110,5

36,9+27,7

12,6+5,2

NS

NS
NS
NS
NA
NS
0,012

NS

NS
0,029

NS
NS

NS

NS
NS

NS

NS
0,005



Asociaciones entre los nevos con displasia convencional y los nevos con displasia
severa (tabla 3.12).

Los hallazgos mas relevantes al comparar los nevos melanociticos con displasia severa

con los nevos con displasia convencional son los siguientes:

- La fibrosis superficial es mas frecuente en los nevos con displasia convencional

(40,4%) que en los nevos con displasia severa (12%; p=0,012).

- El infiltrado inflamatorio difuso es mas frecuente en los nevos con displasia

severa (32%) que en los nevos con displasia convencional (11,5%; p=0,029).

- La atrofia también es un hallazgo més frecuente en los nevos con displasia

severa (60%) que en los nevos con displasia convencional (26,9%; p=0,005).
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3.1.3.4. ASOCIACIONES ENTRE EL INDICE DE BRESLOW Y LA FASE DE
CRECIMIENTO DE LOS MELANOMAS Y EL RESTO DE VARIABLES.

Asociaciones entre el indice de Breslow de los melanomas con regresion vy el resto

de parametros histoldgicos evaluados (tabla 3.13).

iNDICE DE BRESLOW Breslow Breslow
Numero % Media (mm) Desv.tipica  Coef.correl p

FIBROSIS

Intensidad

Leve 14 29,78 0,53 0,38 NS

Moderada 23 48,93 1,09 1,29

Extensa 10 21,27 0,88 1,67

Tipo

Laminar si 22 46,8 0,58 0,84 NS
NO 25 53,19 1,13 1,41

Compacta si 19 40,42 1,17 1,57 NS
NO 28 59,57 0,68 0,84

Indeterminada si 6 12,76 1,03 0,8 NS
NO 41 87,23 0,85 1,25

Delicada si 0 0 NA
NO 47 100 0,87 1,2

Esclerosis si 2 4,25 1,15 0,14 NS
NO 45 95,74 0,86 1,23

Localizacién

Superficial Si 11 23,4 0,37 0,28 NS
NO 36 76,59 1,03 1,33

Profunda Si 47 100 0,87 1,2 NA
NO 0 0

INFILTRADO INFLAMATORIO

Densidad 0,208 NS

Tipo

Parcheado Si 41 87,23 0,92 1,27 NS
NO 6 12,76 0,57 0,4

Difuso Si 5 10,63 0,43 0,25 NS
NO 42 89,36 0,93 1,26

Localizacién

Intratumoral Si 24 51,06 1,17 1,54 NS
NO 23 48,93 0,56 0,59

Peritumoral Si 46 97,87 0,87 1,21 NS
NO 1 2,12 1,25 NA

MELANOFAGIA

Densidad 0,323 0,027
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PROLIFERACION VASCULAR
Densidad 0,090 NS
PERDIDA DE MELANOCITOS

Leve 15 31,91 0,32 0,33 0,007
Moderada 17 36,17 1,47 1,58

Intensa 15 31,91 0,76 1,01

APOPTOSIS

Ausente 20 42,55 0,35 0,41 0,004
Escasa 19 40,42 0,83 0,72

Intensa 8 17,02 2,3 2,14

ATROFIA

Ausente 21 44,68 0,87 0,81 NS
Presente 26 55,31 0,88 1,46

Asociacion entre el indice de Breslow vy la fibrosis.

Intensidad de la fibrosis: La media del indice de Breslow en los melanomas en los que
la intensidad de la fibrosis es leve es 0,53, la de los casos en los que es moderada es

1,09, y la de los casos en los que es extensa es 0,88.

A pesar de esas diferencias, no hay asociacién estadisticamente significativa entre el

indice de Breslow y la intensidad de la fibrosis

Tipo de fibrosis

Fibrosis laminar: La media del indice de Breslow en los melanomas con fibrosis

laminar es de 0,58, mientras que la de los casos sin fibrosis laminar es de 1,13.

No hay asociacién estadisticamente significativa entre el indice de Breslow y la fibrosis

de tipo laminar.

Fibrosis compacta: La media del indice de Breslow en los melanomas con fibrosis

compacta es de 1,17, mientras que la de los casos sin fibrosis compacta es de 0,68.

No hay asociacion estadisticamente significativa entre el indice de Breslow y la fibrosis
de tipo compacta.
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Aunque los resultados no son estadisticamente significativos, la presencia de fibrosis de
tipo compacto en los melanomas muestra una tendencia de asociacion a un mayor indice

de Breslow.

Fibrosis indeterminada: La media del indice de Breslow en los melanomas con fibrosis
indeterminada es de 1,03, mientras que la de los casos sin fibrosis indeterminada es de
0,85.

No hay asociacion estadisticamente significativa entre el indice de Breslow y la fibrosis
de tipo indeterminada.

Fibrosis delicada: No se puede realizar la asociacion entre el indice de Breslow y la
fibrosis de tipo delicada (no hay ningun caso).

Fibrosis de tipo esclerosis: La media del indice de Breslow en los melanomas con
fibrosis de tipo esclerosis es de 1,15, mientras que la de los casos sin fibrosis de tipo

esclerosis es de 0,86.

No hay asociacién estadisticamente significativa entre el indice de Breslow y la fibrosis

de tipo esclerosis.

Localizacién de la fibrosis

Fibrosis superficial: La media del indice de Breslow en los melanomas con fibrosis

superficial es de 0,37, mientras que la de los casos sin fibrosis superficial es de 1,13.

A pesar de lo llamativas que son las diferencias, no hay asociacion estadisticamente

significativa entre el indice de Breslow y la fibrosis superficial.
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Asociacion entre el indice de Breslow vy el infiltrado inflamatorio.

Densidad del infiltrado: El coeficiente de correlacion entre el indice de Breslow y la
densidad de linfocitos es de 0,208.

No hay asociacién estadisticamente significativa entre el indice de Breslow y la

densidad del infiltrado inflamatorio.

Tipo de infiltrado

Infiltrado parcheado: La media del indice de Breslow en los melanomas con infiltrado

parcheado es de 0,92, mientras que la de los casos sin infiltrado parcheado es de 0,57.

No hay asociacion estadisticamente significativa entre el indice de Breslow y el

infiltrado inflamatorio parcheado.

Infiltrado difuso: La media del indice de Breslow en los melanomas con infiltrado

difuso es de 0,43, mientras que la de los casos sin infiltrado difuso es de 0,93.

No hay asociacion estadisticamente significativa entre el indice de Breslow y el

infiltrado inflamatorio difuso.

Localizacién del infiltrado

Infiltrado intratumoral: La media del indice de Breslow en los melanomas con
infiltrado intratumoral es de 1,17, mientras que la de los casos sin infiltrado intratumoral
es de 0,56.

No hay asociacion estadisticamente significativa entre el indice de Breslow y el

infiltrado inflamatorio intratumoral.
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Infiltrado peritumoral: La media del indice de Breslow en los melanomas con
infiltrado peritumoral es de 0,87, mientras que la de los casos sin infiltrado peritumoral
es de 1,25.

No hay asociacion estadisticamente significativa entre el indice de Breslow y el

infiltrado inflamatorio peritumoral.

Asociacion entre el indice de Breslow y la melanofagia.

El coeficiente de correlacion entre el Breslow y la densidad de melandfagos es de 0,323.

Si hay asociacion estadisticamente significativa entre el indice de Breslow y la
melanofagia (p=0,027), de modo que a medida que aumenta el indice de Breslow

también lo hace la densidad de melanéfagos.

Este hallazgo corroboraria el hecho de que el indice de Breslow también muestra una
relacion directa con la apoptosis, ya que a mayor destruccion de melanocitos, es de

esperar que el nimero de melandfagos en la dermis sea también mayor.

Asociacion entre el indice de Breslow y la proliferacion vascular.

El coeficiente de correlacion entre el Breslow y la densidad de vasos es de 0,090.

No hay asociacion estadisticamente significativa entre el indice de Breslow y el nimero

de vasos.

Asociacion entre el Breslow vy la pérdida de melanocitos.

La media del indice de Breslow en los melanomas en los que la pérdida de melanocitos
es leve es 0,32, la de los casos en los que es moderada es 1,47, y la de los casos en los

que es severa es 0,76.

Si hay correlacion estadisticamente significativa entre el indice de Breslow y la pérdida

de melanocitos (p=0,007).
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Asociacion entre el Breslow y la apoptosis.

La media del indice de Breslow en los melanomas en los que no hay apoptosis es 0,35,
la de los casos en los que la apoptosis es escasa es 0,83, y la de los casos en los que es

intensa es 2,30.

Si hay correlacion estadisticamente significativa entre el indice de Breslow y la

apoptosis (p=0,004).

Este seria el hallazgo mas relevante de las asociaciones entre el indice de Breslow y los
distintos paradmetros histolégicos evaluados, ya que se observa un incremento

progresivo del indice de Breslow a medida que aumenta la intensidad de la apoptosis.

La media del indice de Breslow en los melanomas con apoptosis intensa es 1,95mm
mayor que la de los melanomas en los que no se aprecia apoptosis, y 1,45mm mayor

que aquellos melanomas en los que se observa apoptosis leve.

Dado que en la actualidad se considera el indice de Breslow como el principal factor
prondstico en el melanoma, la apoptosis intensa probablemente también podria

asociarse a un peor pronostico en los melanomas.

Asociacion entre el indice de Breslow vy la atrofia.

La media del indice de Breslow en los melanomas con atrofia epidérmica es de 0,88,

mientras que la de los casos sin atrofia epidérmica es de 0,87.

No hay asociacion estadisticamente significativa entre el indice de Breslow y la atrofia.
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Asociaciones entre la fase de crecimiento en el melanoma vy el resto de pardmetros

histoldgicos evaluados (tabla 3.14)

TIPO DE CRECIMIENTO

RADIAL VERTICAL p
Namero % Media Numero % Media
FIBROSIS
Intensidad NS
Leve 12/31 38,7 2/16 12,5
Moderada 12/31 38,7 11/16 68,8
Extensa 7/31 22,6 3/16 18,8
Tipo
Laminar 18/31 58,1 4/16 25 0,031
Compacta 11/31 35,5 8/16 50 NS
Indeterminada 2/31 6,5 4/16 25 NS
Delicada 0/31 0 0/16 0 NA
Esclerosis 1/31 3,2 1/16 6,3 NS
Localizacion
Superficial 10/31 32,3 1/16 6,3 0,046
INFILTRADO INFLAMATORIO
Densidad 31 180,5+134,3 16 188,4+98,5 NS
Tipo
Parcheado 27/31 87,1 14/16 87,5 NS
Difuso 4/31 12,9 1/16 6,3 NS
Localizacion
Intratumoral 13/31 41,9 11/16 68,8 NS
Peritumoral 31/31 100 15/16 93,8 NS
MELANOFAGIA
Densidad 31 45,1+34,8 16 65,6+73,5 NS
PROLIFERACION VASCULAR
Densidad 31 15,8+6,0 16 18,8+8,2 NS
PERDIDA DE MELANOCITOS NS
Leve 13/31 41,9 2/16 12,5
Moderada 8/31 25,8 9/16 56,3
Intensa 10/31 32,3 5/16 31,3
Total 0/31 0 0/16 0
APOPTOSIS 0,036
Ausente 17/31 54,8 3/16 18,8
Escasa 11/31 35,5 8/16 50
Intensa 3/31 9,7 5/16 31,3
ATROFIA NS
Ausente 13/31 41,9 8/16 50 NS
Presente 18/31 58,1 8/16 50
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Asociacion entre la fase de crecimiento en los melanomas con regresion y la

fibrosis.

Intensidad de la fibrosis

No hay diferencias estadisticamente significativas entre el crecimiento radial o vertical

y la intensidad de la fibrosis.

Se aprecia crecimiento vertical en un 12,5% de los melanomas con fibrosis leve, y

crecimiento radial en un 38,7% de los melanomas con fibrosis leve.

Se aprecia crecimiento vertical en un 68,8% de los melanomas con fibrosis moderada, y

crecimiento radial en un 38,7% de los melanomas con fibrosis moderada.

Se aprecia crecimiento vertical en un 18,8% de los melanomas con fibrosis extensa, y

crecimiento radial en un 22,6% de los melanomas con fibrosis extensa.

Tipo de fibrosis
Fibrosis laminar

Si hay diferencias estadisticamente significativas entre el crecimiento radial o vertical y

la fibrosis de tipo laminar (p=0,031).

Se aprecia crecimiento vertical en s6lo un 25% de los melanomas con fibrosis de tipo
laminar, y crecimiento radial en un 58,1% de los melanomas con fibrosis de tipo

laminar.

Se aprecia crecimiento vertical en un 75% de los melanomas que no presentan fibrosis
de tipo laminar, y crecimiento radial en un 41,9% de los melanomas que no presentan

fibrosis de tipo laminar
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Fibrosis compacta

No hay diferencias estadisticamente significativas entre el crecimiento radial o vertical
y la fibrosis de tipo compacta.

Se aprecia crecimiento vertical en un 50% de los melanomas con fibrosis de tipo
compacta, y crecimiento radial en un 35,5% de los melanomas con fibrosis de tipo

compacta.

Se aprecia crecimiento vertical en un 50% de los melanomas que no presentan fibrosis
de tipo compacta, y crecimiento radial en un 64,5% de los melanomas que no presentan
fibrosis de tipo compacta.

Fibrosis indeterminada

No hay diferencias estadisticamente significativas entre el crecimiento radial o vertical
y la fibrosis de tipo indeterminada.

Se aprecia crecimiento vertical en un 25% de los melanomas con fibrosis de tipo
indeterminada, y crecimiento radial en un 6,5% de los melanomas con fibrosis de tipo

indeterminada.

Se aprecia crecimiento vertical en un 75% de los melanomas que no presentan fibrosis
de tipo indeterminada, y crecimiento radial en un 93,5% de los melanomas que no

presentan fibrosis de tipo indeterminada.

Fibrosis delicada

No hay ningun melanoma con regresion con fibrosis de tipo delicada.

Fibrosis de tipo esclerosis

No hay diferencias estadisticamente significativas entre el crecimiento radial o vertical

y la fibrosis de tipo esclerosis.
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Se aprecia crecimiento vertical en un 6,3% de los melanomas con fibrosis de tipo
esclerosis, y crecimiento radial en un 3,2% de los melanomas con fibrosis de tipo

esclerosis.

Se aprecia crecimiento vertical en un 93,8% de los melanomas que no presentan fibrosis
de tipo esclerosis, y crecimiento radial en un 96,8% de los melanomas que no presentan

fibrosis de tipo esclerosis.

Localizacion de la fibrosis
Fibrosis superficial

Si hay diferencias estadisticamente significativas entre el crecimiento radial o vertical y

la fibrosis de tipo superficial (p=0,046).

Se aprecia crecimiento vertical en s6lo un 6,3% de los melanomas con fibrosis de
localizacion superficial, y crecimiento radial en un 32,3% de los melanomas con fibrosis

de localizacion superficial.

Se aprecia crecimiento vertical en un 93,8% de los melanomas que no presentan fibrosis
de localizacion superficial, y crecimiento radial en un 67,7% de los melanomas que no

presentan fibrosis de localizacion superficial.

Asociacion entre la fase de crecimiento en los melanomas con regresiéon y el

infiltrado inflamatorio.

No hay diferencias estadisticamente significativas entre el crecimiento radial o vertical

y la intensidad del infiltrado inflamatorio.

La densidad media de linfocitos en los melanomas con crecimiento radial es de
180,5+134,3. La densidad media de linfocitos en los melanomas con crecimiento
vertical es de 188,4+98,5.
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Tipo de infiltrado
Infiltrado parcheado

No hay diferencias estadisticamente significativas entre el crecimiento radial o vertical
y el infiltrado inflamatorio parcheado.

Se aprecia crecimiento vertical en un 87,5% de los melanomas con infiltrado
inflamatorio parcheado, y crecimiento radial en un 87,1% de los melanomas con

infiltrado inflamatorio parcheado.

Se aprecia crecimiento vertical en un 12,5% de los melanomas que no presentan
infiltrado inflamatorio parcheado, y crecimiento radial en un 12,9% de los melanomas

que no presentan infiltrado inflamatorio parcheado.

Infiltrado difuso

No hay diferencias estadisticamente significativas entre el crecimiento radial o vertical

y el infiltrado inflamatorio difuso.

Se aprecia crecimiento vertical en un 6,3% de los melanomas con infiltrado inflamatorio
difuso, y crecimiento radial en un 12,9%% de los melanomas con infiltrado inflamatorio

difuso.

Se aprecia crecimiento vertical en un 93,8% de los melanomas que no presentan
infiltrado inflamatorio difuso, y crecimiento radial en un 87,1% de los melanomas que

no presentan infiltrado inflamatorio difuso.

Localizacién del infiltrado
Infiltrado intratumoral

No hay diferencias estadisticamente significativas entre el crecimiento radial o vertical

y el infiltrado inflamatorio intratumoral.
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Se aprecia crecimiento vertical en un 68,8% de los melanomas con infiltrado
inflamatorio intratumoral, y crecimiento radial en un 41,9% de los melanomas con

infiltrado inflamatorio intratumoral.

Se aprecia crecimiento vertical en un 31,3% de los melanomas que no presentan
infiltrado inflamatorio intratumoral, y crecimiento radial en un 58,1% de los melanomas

que no presentan infiltrado inflamatorio intratumoral.

Infiltrado peritumoral

No hay diferencias estadisticamente significativas entre el crecimiento radial o vertical

y el infiltrado inflamatorio peritumoral.

Se aprecia crecimiento vertical en un 93,8% de los melanomas con infiltrado
inflamatorio peritumoral, y crecimiento radial en un 100% de los melanomas con

infiltrado inflamatorio peritumoral.

Se aprecia crecimiento vertical en un 6,3% de los melanomas que no presentan
infiltrado inflamatorio peritumoral, y crecimiento radial en un 0% de los melanomas

que no presentan infiltrado inflamatorio peritumoral.

Asociacion entre el tipo de crecimiento en los melanomas con regresion vy la

pérdida de melanocitos

No hay diferencias estadisticamente significativas entre el crecimiento radial o vertical

y la pérdida de melanocitos.

Un 12,5% de los melanomas en fase de crecimiento vertical presentan una pérdida leve
de melanocitos, un 56,3% una perdida moderada y un 31,3% una pérdida intensa.

Un 41,9% de los melanomas en fase de crecimiento radial presentan una pérdida leve de
melanocitos, un 25,8% una pérdida moderada y un 32,3% una pérdida intensa.
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Asociacion entre el tipo de crecimiento en los melanomas con regresion y la

apoptosis.

Si hay diferencias estadisticamente significativas entre el crecimiento radial o vertical y
la apoptosis (p=0,036).

En los melanomas con crecimiento vertical no hay apoptosis en un 18,8% de los

mismos, hay apotosis escasa en un 50% e intensa en un 31,3%.

En los melanomas con crecimiento radial no hay apoptosis en un 54,8% de los mismos,

hay apotosis escasa en un 35,5% e intensa en un 9,7%.

Estos resultados también corroborarian los que se han obtenido al valorar las
asociaciones entre el indice de Breslow y la apoptosis, que mostraban un incremento

progresivo del grado de apoptosis a medida que aumentaba el espesor del melanoma.

Asociacion entre el tipo de crecimiento en los melanomas con regresion y la atrofia.

No hay diferencias estadisticamente significativas entre el crecimiento radial o vertical
y la atrofia epidérmica.

Un 50% de los melanomas en fase de crecimiento vertical muestran atrofia epidérmica,

mientras que la otra mitad no.

Un 58,1% de los melanomas en fase de crecimiento radial presentan atrofia epidéermica,

mientras que no se observa en un 41,9%.

Asociacion entre el tipo de crecimiento en los melanomas con regresion y la

melanofagia.

No hay diferencias estadisticamente significativas entre el crecimiento radial o vertical

y la melanofagia.

La densidad media de melan6fagos en los melanomas con crecimiento radial es de
45,1+43,8. La densidad media de melanéfagos en los melanomas con crecimiento

vertical es de 65,6+73,5.
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Asociacion entre el tipo de crecimiento en los melanomas con regresion y la

proliferacion vascular.

No hay diferencias estadisticamente significativas entre el crecimiento radial o vertical
y la proliferacion vascular.

La densidad media de vasos en los melanomas con crecimiento radial es de 15,8+6,0.

La densidad media de linfocitos en los melanomas con crecimiento vertical es de
18,8+8,2.
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3.1.4. DISCUSION DE LOS RESULTADOS DE LAS
VARIABLES HISTOLOGICAS.

3.1.4.1. MELANOMA
En esta serie hemos hallado 47 melanomas con regresion sobre un total de 433

melanomas que se extirparon en un periodo de 8 afios. Por tanto, la incidencia de
melanomas con regresiéon ha sido de un 10,8% (IC 95%:7,9-13,8%) (tabla 3.6), cifra
que concuerda con la de otros estudios, que estiman entre un 10 y un 35% los
melanomas cutdneos primarios que muestran una regresion parcial en el examen
histoldgico, sobre todo en la fase de crecimiento radial »*?’.

La regresion en el melanoma se definiria por la sustitucion de la lesion neoplasica por
un estroma fibroso, con escasos 0 ningin melanocito residual, pero con melandfagos,
linfocitos, y vasos neoformados. En las fases iniciales de la regresion predomina la
inflamacién, con presencia de numerosos linfocitos que infiltran los melanocitos
neoplasicos y que también se localizan en la periferia del tumor, que lo fragmentan en
pequefios nidos, con apoptosis de células tumorales. Inicialmente, la presencia de
fibrosis no suele ser evidente, pero si pueden aparecer ya melanofagos en cantidad
variable. En las fases tardias, la dermis papilar se encuentra ocupada por una fibrosis
evidente, fundamentalmente de tipo compacta, con distintos grados de edema, y se
observa una proliferacion de vasos sanguineos perpendiculares a la superficie, y
melanofagos. Por otro lado, se suele apreciar una epidermis atrofica suprayacente al
area de regresion, que ha perdido su red de crestas y que contiene ocasionalmente
algunos melanocitos supervivientes 2",

A pesar de que la regresion parcial es relativamente frecuente en el melanoma, por el
contrario, la regresion completa es muy rara, y tan solo existen documentados menos de
50 casos “**. En los melanomas con regresion completa descritos en la literatura, existe
un claro predominio de varones (el doble que mujeres), con una edad media de 48 afos.
Las lesiones tenian tamafios que oscilaban entre 0,4 y 3 cm, y la mitad de los pacientes
tenian supervivencias superiores a los 5 afios. A pesar de que la regresion completa en el
melanoma se ha considerado un factor de mal pronostico, hay que tener en cuenta que
casi todos los casos de melanomas con regresion completa descritos en la literatura

corresponden a melanomas metastasicos, en los que el examen fisico detallado del
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paciente permitié descubrir con posterioridad el remanente de la lesion sospechosa.
Cabe la posibilidad de que haya melanomas que regresen espontaneamente sin provocar
metastasis, hecho que es casi imposible poder documentar. Existe un caso descrito en la
literatura de un paciente con un melanoma con un indice de Breslow de 0,7 mm, que
rechazd la extirpacion completa del mismo, que sufrié una regresion espontanea sin
evidencia de metastasis tras 4 afios de seguimiento 2. Nosotros también extirpamos una
lesion melanocitica que mostraba en la dermatoscopia caracteristicas propias de una
lesion benigna, pero que experimentd una involucion progresiva y homogénea, cuyo
diagnéstico fue de melanoma “in situ” asociado a un nevo displasico . Podria tratarse
de melanomas que el sistema inmune consigue destruir de forma muy répida, sin dar
tiempo a que la neoplasia tenga capacidad de producir metastasis, o bien de melanomas
con un comportamiento bioldgico poco agresivo.

Desde un punto de vista exclusivamente histologico, cuando la regresion es completa,
es muy dificil determinar la naturaleza bioldgica de la lesion previa, y en la mayoria de
ocasiones, tan solo el desarrollo de metéastasis en el seguimiento posterior del paciente
permite establecer dicha distincion. A pesar de ello, en la literatura se han descrito
algunas caracteristicas diferenciales entre la regresion de melanomas y la de lesiones
melanociticas benignas.

En el melanoma en regresion el infiltrado linfocitario es habitualmente asimétrico y
parcheado, y esta constituido preferentemente por linfocitos T, con un predominio de
células T CD4+ sobre CD8+ %22 aunque también se aprecia un nimero significativo
de macrofagos y células de Langerhans. Se ha descrito también la presencia de células
dendriticas plasmocitoides productoras de interferon tipo I, de células CXCR3+ y
granzima B+, y sobreexpresion de IP10/CXCL10 inducido por interferon %7, |os
linfocitos B y las celulas “natural killer” estan ausentes o sélo presentes de forma
infrecuente.

El incremento gradual en los linfocitos infiltrantes del tumor durante la génesis del
melanoma también puede reflejar un aumento en la antigenicidad de las células
tumorales. Algunas de estas células son células T reguladoras (Tregs), que expresan el
factor de transcripcion FoxP3. Si ejecutan sus capacidades reguladoras pueden ser
responsables de la induccion de inmunotolerancia, favoreciendo la progresion del

melanoma 2%,
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Aunque existe cierta controversia en relacion a la implicacion prondstica del infiltrado
linfocitario en el melanoma, su presencia constituye para algunos autores un factor de
buen prondstico, particularmente cuando los infiltrados son muy densos y estan
presentes en la fase de crecimiento vertical del melanoma %.

Por otro lado, la regresion en el melanoma suele asociarse a melanofagia intensa. De
hecho, muchos autores consideran la melanosis nodular (deposito extenso de
melanofagos) como un hallazgo fundamental en la regresion histolégica de un
melanoma °.

En cuanto a la fibrosis, en el melanoma generalmente es mas compacta, difusa y
eosinofilica que la que se observa en los nevos melanociticos 2.

El hallazgo de una vascularizacién prominente en areas de regresion de melanomas se
ha descrito ampliamente en la literatura. Para algunos autores la vascularizacion tumoral
se asocia de forma muy consistente con la regresion. Barnhill et al ?° demostraron que
los melanomas en fase de crecimiento radial que no tenian regresiébn mostraron de
forma significativa menos densidad de vasos que los melanomas con regresion en la

misma fase de crecimiento.

3.1.4.2. NEVOS MELANOCITICOS

En esta serie hemos hallado 116 nevos melanociticos con regresion sobre un total de

8898 nevos melanociticos que se extirparon en el periodo 2002-2009. Por tanto, la
incidencia de nevos con regresion ha sido de un 1,3% (IC 95%:1,1-1,5%) (tabla 3.6).

A diferencia de lo que sucede con la regresion parcial, la regresion completa de nevos
melanociticos es mucho mas frecuente que la de los melanomas. Clasicamente, el halo
nevo se ha considerado el paradigma de nevo melanocitico que sufre una regresion,
aunque la introduccion de la dermatoscopia digitalizada ha permitido identificar
patrones de involucién distintos al halo nevo clésico 223232

Las caracteristicas histopatolégicas esenciales de un nevo melanocitico que ha sufrido
un proceso de regresion espontanea son la sustitucion de las células tumorales por un
estroma fibroso, con cantidades variables de melan6fagos, inflamacion vy
neovascularizacién, de forma analoga a lo que sucede en el melanoma *?’.

En cuanto a las neoplasias melanociticas benignas que no son halo nevos, la regresion

se ha descrito méas en nevos displasicos que en nevos comunes. Habitualmente no existe
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aplanamiento de crestas interpapilares, o bien es minimo. Se observa minima fibrosis
colagena en la dermis papilar, preferentemente de tipo laminar, y la pérdida de
melanocitos se produce fundamentalmente en la region periférica, mas que en la central
233 Si se observa regresion extensa con atrofia epidérmica y fibrosis grosera no laminar,
circunstancia que es posible aunque mucho menos frecuente en los nevos melanociticos,
debe descartarse un melanoma, donde estos cambios son habituales en la fase tardia.

La presencia de infiltrado inflamatorio también es un hallazgo habitual en los nevos
displasicos. Estos infiltrados varian desde escasos linfocitos y de localizacion
perivascular a infiltrados densos, distribuidos a modo de banda, que ocupan la totalidad
de la dermis papilar. La presencia de infiltrado difuso es més frecuente en los nevos con
displasia severa que en los melanomas **, circunstancia que también se corrobora en

esta serie.

3.1.4.2.1. Regresion en los halo nevos

Se trata de un fendbmeno que afecta al 1% de la poblacion general, especialmente a nifios
y jovenes. El halo nevo se caracteriza histolégicamente por una progresiva degeneracion
de los melanocitos, que son destruidos por un infiltrado inflamatorio que inicialmente es
muy prominente y va disminuyendo gradualmente. En el estadio final no se aprecian
células névicas, y sélo hay un moderado nimero de células inflamatorias 2%,
Algunos autores dividen la regresion en el halo nevo en cuatro fases histoldgicas, que

pueden coexistir:

- Pre-regresion: se aprecian nidos de melanocitos rodeados por una cantidad
moderada de linfocitos.

- Regresién precoz: se observan melanocitos en contacto estrecho con
abundantes linfocitos y presencia de apoptosis de los primeros. Se ha
descrito un predominio de los linfocitos T CD8 sobre los T CD4, y no se
observan practicamente células B, macréfagos o células de Langerhans.

- Regresion tardia: se aprecian melanocitos aislados con discreta atipia en el
seno del infiltrado linfocitario.

- Regresion completa: no se observan melanocitos y existe una moderada

cantidad de células inflamatorias, y minima o nula fibrosis.
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En el halo nevo se genera un halo hipopigmentado alrededor de la lesién, que puede
presentar un diametro variable, lo que sugiere que la despigmentacion también afecta a
las células de alrededor del nevo. Al igual que sucede en el vitiligo, el halo se formaria

porgue existe una destruccién de melanocitos epidérmicos normales 242’ (figura 3.10).

Figura 3.10. Se ilustran varios ejemplos de halo nevos, en los que llama la atencion la variabilidad del

didmetro del halo perilesional.

En el halo nevo, la lesiébn névica central se suele asociar con un componente
inflamatorio denso de células mononucleares, mientras que el halo hipopigmentado
periférico se caracteriza por un leve infiltrado o incluso por la ausencia del mismo. Este
infiltrado inflamatorio se compone casi exclusivamente por linfocitos, que son
predominantemente TCD8+ e histiocitos, a diferencia de lo que sucede en el melanoma,
que contiene un predominio de linfocitos TCD4+ 27%2%2%238  Adicionalmente las
citoquinas presentes en el halo nevo también son diferentes de las presentes en los
melanomas ??2. Dichas células se encuentran ocupando la dermis papilar y se puede
observar cémo infiltran los nidos de células névicas provocando la degeneracion de las
mismas. El infiltrado es en ocasiones tan prominente que puede dificultar la distincion

de las células névicas de los linfocitos que los rodean.
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La evolucion bioldgica del halo nevo se caracteriza por la desaparicion de las células
névicas sin desarrollo de tejido fibroso, a diferencia de los que sucede en la regresion
del melanoma, en el que la desaparicion de las células se acompafia de fibroplasia de la
dermis papilar en la Gltima fase ??#%*. Algunos autores han intentado esclarecer los
motivos por los cuales se induce fibrosis en la regresion del melanoma y no en la de
halo nevo. De este modo, se ha objetivado que determinadas citoquinas fibrogénicas se
expresan mas frecuentemente en el melanoma que en el halo nevo, mientras que la
expresion de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), citoquina inhibidora de la fibrosis,
se expresa de forma mucho mas elevada en el halo nevo. Aunque el microentorno de
citoguinas parece no justificar completamente la evolucién fibrética en el melanoma en
regresion (intervienen también interacciones entre el tumor, el estroma, y el infiltrado
inflamatorio), la elevada expresion de TNF-o en el halo nevo sugiere que si
desempefiaria un papel importante en la evolucion no fibrética de la lesion 22223241,
Aunque la etiopatogenia de los halo nevos ain no ha sido plenamente esclarecida,
parece que el infiltrado inflamatorio sirve como precursor de la regresion, que se
produce probablemente por un mecanismo de citotoxicidad celular mediada por
linfocitos T CD8. Los linfocitos T activados, al igual que anticuerpos contra
componentes citoplasmaticos de melanocitos, serian los responsables de la progresiva
destruccion de las células névicas, y esta respuesta inmune se mantendria hasta eliminar
totalmente el estimulo antigénico que la generd %*°.

El halo nevo sin halo clinico es otra variedad de nevo melanocitico que se ha descrito de
forma mucho menos frecuente en la literatura. La histologia de esta variedad de nevo
muestra unas caracteristicas que son similares a las del halo nevo convencional %, con
un denso infiltrado linfocitario en banda en la dermis y nidos de células névicas
localizados en la porcién central.

Nosotros hemos podido observar en un estudio previo que a pesar de la ausencia de halo
clinico, en una minoria de casos se puede apreciar un sutil halo dermatoscépico. Este
hecho, unido a que las caracteristicas observadas con la dermatoscopia durante la
regresion de estas lesiones son similares a las que ya se han descrito en los halo nevos
242 'y también a que el tiempo en que tarda en producirse la regresién es parecido,
sugiere un mecanismo de involucion similar al halo nevo clésico. La diferencia
fundamental estaria en el grado de afectacion de los melanocitos adyacentes a las

células tumorales.
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A diferencia de lo que sucede con los halo nevos, en los que se produce una
despigmentacion del nevo y de la piel perilesional, en el halo nevo sin halo no se
produciria una afectacion de la piel que rodea al nevo. Es de esperar, por tanto, que los
antigenos que inducen el proceso de regresion se encuentren tan solo en las células
tumorales. Al igual que sucede con los halo nevos, parece que en su patogenia también
estan fuertemente involucrados mecanismos mediados por la inmunidad celular y
humoral 2%,

Los casos en los que tan solo se aprecia halo dermatoscépico constituirian una situacion
intermedia, en la que si se produciria afectacion de los melanocitos epidérmicos
situados alrededor del nevo, aunque de forma menos marcada de lo que sucede en los
halo nevos convencionales.

Los patrones mencionados anteriormente constituirian un espectro de lesiones
melanociticas benignas que ampliaria el concepto que se tiene en la actualidad del
denominado halo nevo, en las que la regresion se produciria porque el sistema inmune
se dirigiria contra modificaciones antigénicas presentes en los melanocitos tumorales,
con una afectacion variable de los melanocitos de la piel sana adyacente al nevo °. Las
diferencias fundamentales radicarian en el grado de afectacion de los melanocitos
peritumorales. Hipotéticamente, cuanto mas estimulo antigénico similar al que inicia la
respuesta inmune haya en la piel perilesional, mas halo se deberia generar (figura 3.11).
Del mismo modo, también habria que considerar la posibilidad de que también existan
respuestas diferentes del estroma, debidas a variaciones propias de cada individuo, que

podrian actuar en algunos casos frenando la intensidad de la respuesta inmune 2724,
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Figura 3.11. Representacion esquematica de los distintos tipos de halo nevos, en los que el diametro del

halo perilesional se justificaria por el grado de afectacion de los melanocitos que rodean el nevo.
Izquierda: ejemplo de halo nevo sin halo clinico ni dermatoscdpico, en el que no se produciria afectacion
de los melanocitos peritumorales. Centro: la presencia de halo nevo dermatoscépico se justificaria por la
afectacion de escasos melanocitos peritumorales. Derecha: en el halo nevo convencional se produciria

una gran destruccion de los melanocitos que rodean al nevo.

3.1.4.2.2. Patrones de regresion de nevos melanociticos distintos del halo nevo.

Regresion completa de nevos melanociticos

En cuanto a las caracteristicas clinicas y dermatoscopicas de los nevos melanociticos
que han sufrido una regresion completa, hemos podido identificar en un estudio previo
un peculiar patron de regresion caracterizado clinicamente por la rapida involucion de
los mismos, e histolégicamente por una particular variedad de fibrosis, constituida por
haces extraordinariamente finos de colageno, que denominamos delicada por sus
caracteristicas **. En todos los casos se confirmé la ausencia completa de células
névicas tras realizar multiples cortes y técnicas inmunohistoquimicas, y se produjo una
involucion completa del nevo al observarlo con la dermatoscopia en un periodo de
tiempo muy corto (unos 6 meses). La principal caracteristica dermatoscopica fue la
pérdida del patron estructural previo, junto con la presencia de numerosos granulos
semejantes a los de pimienta, que se correlacionan histolégicamente con melanofagia

(figura 3.12). La lesion residual adopté en la mayoria de los casos una morfologia
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similar a la que se aprecia en las queratosis liquenoides. En ningun caso se evidencio el
desarrollo de metéastasis en el seguimiento posterior de los pacientes (minimo de 5
anos).

Determinadas caracteristicas sugerian que estos casos no eran halo nevos
convencionales. Del mismo modo, la regresion se produjo de forma distinta a la que se
observa en el melanoma. Por un lado, en ninguno de esos nevos se aprecio clinicamente
el desarrollo de un halo blangquecino perilesional. A diferencia de lo que sucede con los
halo nevos, en los que es frecuente que los pacientes presenten varias lesiones similares,
en ninguno de esos sujetos se afectaron otros nevos, y la regresion se produjo de forma
muy rapida, comparado con el tiempo que tardan en despigmentar los halo nevos.

Desde un punto de vista histoldgico, se evidenciaron grados variables de melanofagia,
infiltrado inflamatorio (moderado o leve en la mayoria de casos) y proliferacion
vascular, y una particular variedad de fibrosis, en muchos casos de localizacion
subepidérmica, constituida por haces muy finos de colageno, que no es propio de halo
nevos ni melanomas. En el melanoma lo habitual es que se produzca una fibrosis de tipo
compacto, y en el halo nevo no se desarrolla fibrosis en la fase final. En los nevos
convencionales que sufren regresion espontanea, la fibrosis prominente no es un
hallazgo tan significativo como en el melanoma en regresion, salvo en la entidad
recientemente descrita como nevo esclerosante con cambios tipo pseudomelanoma, o
nevo con fibroplasia florida 2°°%*°?*8 Estas lesiones se caracterizan porque presentan un
patron trizonal, que esta constituido por una proliferaciéon melanocitica atipica con
crecimiento pagetoide, un area significativa de esclerosis dérmica conteniendo nidos
irregulares de melanocitos, y tejido residual del nevo alrededor y por debajo del area
cicatricial. Las alteraciones arquitecturales de esas neoplasias melanociticas son
habitualmente tan Ilamativas que en algunos casos inducen al diagndstico de melanoma
con regresion o melanoma con regresion sobre un nevo. A pesar de ello, no se cumplen
las alteraciones citoldgicas esenciales para el diagnostico de melanoma.

En relacion al resto de caracteristicas histopatologicas estudiadas, el infiltrado
inflamatorio en estos casos fue menos intenso que el que suele apreciarse en los halo
nevos, y mostré un fenotipo con un claro predominio de linfocitos T CD8, similar al que
se observa en el halo nevo, y distinto al del melanoma (existe un predominio de
linfocitos T CD4).
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La etiopatogenia mas plausible de esta variedad de regresion seria un origen inmune
contra determinados antigenos que se expresarian exclusivamente por los melanocitos
que constituyen el nevo afectado, y no por los de la piel adyacente ni por los de otros
nevos del paciente, que inducirian una destruccién masiva y muy rapida de los mismos.
El marcado predominio de linfocitos T CD8 sugeriria un mecanismo citotéxico, que
seria originado por un infiltrado inflamatorio que actuaria de forma muy rapida y
desapareceria también precozmente. Los melanocitos expresan de forma muy Illamativa
moléculas de histocompatibilidad (MHC) de clase I, lo que las hace susceptibles a ser
atacadas y destruidas por linfocitos citotoxicos. Probablemente las dianas que inducen
el proceso de destruccion son antigenos frente a los que el sistema inmune es
normalmente tolerante, que se expresarian en la membrana de los melanocitos, y que
sufririan algin tipo de modificacion que desencadenaria la respuesta inmune. Los
linfocitos citotoxicos reconocerian los antigenos extrafios y ejercerian sus efectos
apoptéticos. El dafio de la célula diana podria amplificar la respuesta inmune via
liberacion de antigenos citoplasmaticos que serian normalmente inaccesibles para el

sistema inmune 30223

. La fibrosis delicada podria explicarse por la rapida evolucion del
proceso de regresion y por el caracter superficial de la reparacion.

Se ha sugerido que en caso de regresion completa de una lesiébn melanocitica, la
presencia de fibrosis constituida por haces extraordinariamente finos de colageno, unida

a un infiltrado inflamatorio con predominio de linfocitos citotoxicos, apoyaria una

naturaleza biolégica benigna de la lesion involucionada *.

Figura 3.12. Se ilustran varios ejemplos de nevos melanociticos que experimentaron una regresion

completa.
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Regresion parcial de nevos melanociticos

También se ha descrito otro grupo de lesiones en los que tan s6lo existié una regresion
parcial, ya fuera de forma homogénea o heterogénea. En los casos en que se produjo
una despigmentacion heterogénea (figura 3.13), el fendmeno se podria justificar por la
existencia de modificaciones antigénicas que solo afectarian a un clon o clones
determinados de melanocitos, que serian los destruidos por el sistema inmune, pero no a
todas las células integrantes de la lesién %. En los casos en que se produjo una
despigmentacion parcial homogénea (figura 3.14), el proceso se inicio a expensas de las
células situadas en la periferia, tal y como demuestra la dermatoscopia en la mayoria de
casos. Quizas los melanocitos localizados en la periferia son mas vulnerables al ataque
del sistema inmune, los localizados en la porcién central son capaces de desarrollar

mecanismos de escape frente al sistema inmune, o simplemente el proceso de regresion

es mucho més lento que en los demés casos %.

Figura 3.14. Ejemplos de regresion parcial homogénea, en los que el proceso se inici6 a expensas de las

células situadas en la periferia.
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Regresién en los nevos de Spitz
A pesar de que la presencia de infiltrado inflamatorio es un hallazgo frecuente en los
nevos de Spitz, ya que se ha descrito hasta en un 70% de casos, la regresion se produce

249,250

tan solo en contadas ocasiones , como sucede en esta serie, en la que solo se ha

constatado regresion en dos nevos de Spitz.

A modo de resumen, la figura 3.15 ilustra de forma gréfica todos los tipos de regresion

mencionados con anterioridad.

Figura 3.15. A. En esta variedad de regresion determinados antigenos de los melanocitos constituirian la
diana contra la que actuaria el sistema inmune, provocando una destruccion masiva y muy rapida de los
mismos. B. En el halo nevo el sistema inmune se dirigiria contra modificaciones antigénicas presentes en
los melanocitos tumorales, con una afectacion variable de los melanocitos y queratinocitos de la piel
adyacente al nevo. C. En la regresién parcial homogénea el proceso se inicia probablemente a expensas
de las células situadas en la periferia. D. En las regresiones parciales heterogéneas el fendmeno se podria
justificar por la existencia de modificaciones antigénicas que sélo afectarian a un clon o clones
determinados de melanocitos, que serian los destruidos por el sistema inmune. Los circulos negros
pequefios indicarian las células atacadas por el sistema inmune.
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3.1.4.3. DIFERENTES PARAMETROS HISTOLOGICOS EVALUADOS.

En funcion de los resultados obtenidos en esta serie, se han objetivado diversos
parametros diferenciales en la regresién de melanomas y nevos melanociticos.

En las lesiones melanociticas en regresion, pueden observarse cambios histoldgicos
relacionados con el ataque inmunitario, que corresponderian a la “fase activa o
destructiva”, como seria la respuesta linfocitaria, la apoptosis o la melanofagia, y
cambios relacionados con la reparacion del dafio tisular, propias de la “fase tardia o

reparativa”, como la proliferacion vascular, la fibrosis, o la atrofia epidérmica 2"%°%2.

3.1.4.3.1. FIBROSIS

Se trata de una respuesta estromal mediante la cual se induce un aumento en la sintesis

de colageno por los fibroblastos. Se cree que se desarrolla como consecuencia de la
interaccion de algunos factores de crecimiento secretados por los melanocitos,
queratinocitos adyacentes y fibroblastos, que tienen un efecto autocrino o paracrino .

Las lesiones melanociticas con regresion muestran alteraciones en el coldgeno que se
pueden producir como consecuencia de la respuesta que genera el estroma del huésped
ante las mismas, y/o por la reparacion del dafo tisular inducido tras la destruccién del
tejido tumoral por el sistema inmune. Como se aprecia en este estudio, en la regresién
pueden apreciarse diversos tipos de cambio colédgeno, y no es raro que éstos se mezclen.
A pesar de que la extension de la fibrosis no muestra diferencias relevantes entre las
distintas lesiones estudiadas, las caracteristicas de la misma si han permitido establecer

distinciones.

Asociaciones entre la intensidad de la fibrosis v el grado de atipia melanocitaria.

Aungue la presencia de fibrosis se considera para algunos autores un factor de mal

pronéstico en el melanoma “*°

, existen muy pocos estudios en lesiones melanociticas
no displésicas, y no se conocen de forma exacta las implicaciones prondsticas que la
fibrosis tiene en las mismas. Ademaés, la existencia de fibrosis también se encuentra
entre los criterios diagndsticos de los nevos displasicos sin regresion, en los que se
puede observar a nivel de la dermis papilar fundamentalmente dos tipos de patrones de
respuesta del estroma. Por un lado, la denominada fibrosis eosinofilica concéntrica, que
se produce por una condensacién de un colageno acelular, que se localiza alrededor de
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las crestas epidérmicas. Por otro lado, también puede observarse la denominada
fibroplasia lamelar o laminar. Se trata de otro tipo de cambio coldgeno que consiste en
un colageno fino, dispuesto en capas o ldminas, subyacente a las puntas de las crestas, y
con fibroblastos distribuidos a lo largo de dichas ldminas segin un patrén lineal. Se
trataria por tanto de fibras colagenas delgadas y horizontales.

Diversos estudios han establecido una relacion entre el grado de fibrosis y un
incremento de la atipia arquitectural y citoldgica en lesiones melanociticas 2°%%4%%2,

A pesar de ello, no se ha constatado que la existencia de fibrosis implique un aumento

en el riesgo de desarrollar melanoma. Cesinaro et al %%

realizaron un estudio en el que
evaluaban una serie de caracteristicas clinico-patologicas en 209 nevos melanociticos
con fibrosis, y la asociacion de la misma con el riesgo de desarrollar melanoma. Los
nevos con fibrosis fueron mas frecuentes en varones con edades muy variadas, y la
mayor parte de las lesiones estaban localizadas en la espalda (52%). Histolégicamente
habia infiltrado inflamatorio en un 67,8% de casos, parcheado en practicamente todos,
melanofagos en un 56,4%, y un patron lentiginoso en un 31,1%. La fibrosis era tanto
compacta como laminar, y en unos pocos casos se apreciaban los dos tipos.

Los nevos melanociticos con fibrosis constituyeron un 4,2% del total de sus lesiones
melanociticas. Estos autores sugieren que aunque existe una relacion estrecha entre la
presencia de fibrosis en un nevo melanocitico y su atipia histoldgica, ésta no
representaria un incremento en el riesgo de desarrollar un melanoma, aunque un 11,3%
de sus pacientes tenian antecedente personal de melanoma. Por otro lado, tampoco
parece estar en relacién con un proceso de senescencia, ya que se observo en nevos

melanociticos pertenecientes a pacientes de todos los rangos de edad.
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Asociaciones entre la intensidad vy los distintos tipos de fibrosis v el grado de atipia

melanocitaria.

Asociaciones de la fibrosis entre melanomas y todos los nevos displasicos.

En esta serie, no se evidencian diferencias relativas a la intensidad de la fibrosis al
compararla entre melanomas y nevos displasicos. En cuanto a las caracteristicas de la
misma, la fibrosis laminar es mucho més frecuente en los nevos displasicos que en los
melanomas (35% mas; p<0,0001). Por otro lado, la fibrosis compacta es mas frecuente
en melanomas que en nevos displasicos, al igual que la fibrosis indeterminada (23,9%
mas; p=0,004 y 8,9% mas; p=0,012 respectivamente). En relacion a la fibrosis delicada
no hemos encontrado ningdn caso en nevos displasicos ni en melanomas. Este hecho
corroboraria las conclusiones que obtuvimos estudiando una serie de nevos
melanociticos que experimentaron una regresion completa en un periodo de tiempo muy
corto, en las que la principal caracteristica histoldgica fue la presencia de esta variedad
de fibrosis *. Por tanto, la presencia de fibrosis delicada parece constituir un marcador
cuya presencia orientaria a que nos hallamos ante una lesion melanocitica con un
comportamiento biolégico benigno. Tampoco hay diferencias en la fibrosis de tipo
esclerosis (fibroplasia florida), ni en la localizacion subepidérmica de la misma.

Al comparar los nevos displasicos con los melanomas de extension superficial y con los
melanomas sobre Iéntigo maligno, la fibrosis laminar es mucho mas frecuente en los
nevos displasicos. Se aprecia en un 81,8% de los nevos displasicos frente a un 51,6% en
los melanomas de extensién superficial (p=0,001) y un 45,5% en los melanomas de tipo
Iéntigo maligno (p=0,007), mientras que la fibrosis indeterminada es un hallazgo casi
exclusivo de los melanomas, y en particular de los melanomas de extension superficial
(16,1% frente a un 1,3%; p=0,013), y la fibrosis compacta es méas frecuente en los

pacientes con Iéntigo maligno (45,5% frente a un 16,9%; p=0,043).

Asociaciones de la fibrosis entre melanomas y nevos con displasia severa.

No se evidenciaron diferencias en cuanto a la intensidad de la fibrosis al compararla
entre melanomas y nevos con displasia severa. En cuanto a las caracteristicas de la
misma, la fibrosis laminar es mucho mas frecuente en los nevos con displasia severa
que en los melanomas (29,2% mas; p=0,017). Por otro lado, la fibrosis compacta no

muestra diferencias estadisticamente significativas al comparar los melanomas con los
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nevos con displasia severa. Estos resultados sugieren que la fibrosis compacta no
permitiria distinguir con garantias un melanoma de un nevo con displasia severa, a
diferencia de lo que sucede con la fibrosis laminar, que sigue predominando de forma
clara en los nevos con displasia severa. La fibrosis de tipo indeterminado es un 8,8%
mas frecuente en melanomas que en nevos con displasia severa (p=0,012), y no hemos
encontrado ningun caso con fibrosis delicada en nevos con displasia severa ni en
melanomas. Tampoco hay diferencias entre los nevos con displasia severa y los
melanomas en la fibrosis de tipo esclerosis, ni en la localizacion superficial de la misma.
Un hallazgo muy relevante ha sido que no se ha podido establecer diferencias
significativas relativas a los dos tipos principales de fibrosis (laminar o compacta) al
compararlas entre los nevos con displasia severa y los melanomas de extensién
superficial. Por tanto, en el caso de que se trate de un melanoma de extension
superficial, la fibrosis laminar tampoco permitiria discriminar entre estos dos tipos de
lesiones.

Comparando exclusivamente el grupo de nevos con displasia severa con el de
melanomas sobre léntigo maligno, tampoco se evidencian diferencias significativas en
cuanto a los principales tipos de fibrosis (laminar y compacta). Por el contrario, la
localizacion superficial de la fibrosis es un hallazgo propio del léntigo maligno
melanoma (45,5% frente a un 12%; p=0,04).

Asociaciones entre los nevos con displasia “convencional” y 10s nevos con displasia
“severa’.

Los hallazgos mas relevantes al comparar los nevos con displasia convencional y los
nevos con displasia severa fueron que la fibrosis superficial era mucho mas frecuente en
los nevos con displasia convencional (40,4%) que en aquellos con displasia severa
(12%; p=0,012). Los estudios de asociacion entre el resto de variables relacionadas con
la fibrosis no permitieron establecer diferencias que resultaran estadisticamente

significativas.
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Distintos tipos de fibrosis:

Fibrosis laminar

La fibrosis de tipo laminar es mucho menos frecuente en los melanomas que en los
nevos melanociticos, a pesar de que también es la forma més frecuente de fibrosis en los
melanomas. Se aprecia en el 84,6% de los nevos sin displasia y de los nevos con
displasia convencional, en el 76% de los nevos con displasia severa, y tan sélo en un
46,8% de los melanomas (p<0,0001).

Considerando de forma conjunta todos los nevos displasicos, la fibrosis laminar es
mucho mas frecuente (81,8% de casos) que la compacta (16,9%).

Como se describe posteriormente, la fibrosis laminar es la variedad de fibrosis que el
analisis multivariante considera mas Util para poder establecer diferencias entre nevos y
melanomas. De hecho, la ausencia de fibrosis laminar seria muy orientativa de
melanoma, ya que la fibrosis en el melanoma generalmente es mas compacta y
eosinofilica que la que se observa en los nevos melanociticos.

En otros trabajos, la fibrosis laminar también es el patron de respuesta estromal mas
frecuente, y aunque se puede ver en melanomas invasores, para algunos autores indica
el punto final de la progresién de lesiones melanociticas preculsoras **2. Estos cambios
se ven de forma mas marcada en las lesiones que estdn en el umbral entre un nevo

displasico y un melanoma precoz %2,

Fibrosis compacta

La fibrosis compacta prevalece de forma clara en los melanomas, ya que se aprecia en
un 40,4% de los mismos, mientras que solo en un 15,3% de los nevos sin displasia o
con displasia convencional, y en un 20% de los nevos con displasia severa, diferencias
qgue son estadisticamente significativas (p=0,011). A pesar de ello, es la segunda
variedad de fibrosis més frecuente en el melanoma, superada por la fibrosis de tipo

laminar, presente en un 46,8% de los mismos.

Fibrosis delicada

La fibrosis delicada es una peculiar variedad de fibroplasia constituida por haces
extremadamente finos de colageno, no ordenados, con minima celularidad y sin signos

de actividad significativa que se disponen esencialmente en la dermis papilar. Esta

196



forma de fibrosis no se ha descrito en el melanoma, y podria explicarse por una rapida
evolucion del proceso de regresion y por el caracter superficial de la reparacion.

La fibrosis delicada esta presente en un 1,8% de las lesiones de nuestra serie, y es un
hallazgo exclusivo de los nevos melanociticos sin displasia, que se aprecia en un 7,7%
de los mismos, ya que no se ha observado en ningun melanoma ni en ningin nevo

melanocitico displasico (p=0,008).

Fibrosis indeterminada

La fibrosis de tipo indeterminado es un hallazgo que se observa de forma casi exclusiva
en los melanomas (en un 12,7% de los mismos; p=0,006). Cinco de los seis melanomas
con fibrosis indeterminada eran melanomas de extension superficial, y el restante era
uno de tipo Iéntigo maligno. En cuanto a los nevos melanociticos, tan s6lo se ha

documentado en un nevo con displasia severa.

Fibroplasia florida/Fibrosis de tipo esclerosis

La fibroplasia florida es una forma muy peculiar de fibrosis, poco frecuente, que se ha
descrito hasta la fecha fundamentalmente en melanomas y en nevos melanociticos
atipicos. Esta variedad de fibrosis recuerda a la que se observa en los nevos recidivados
o0 traumatizados al visualizarla con el microscopio a pequefio aumento, pero se objetiva
en lesiones sobre las que no se ha realizado ninguna manipulacién quirdrgica ni se
conocen antecedentes traumaticos Ilamativos.

La fibroplasia florida o fibrosis de tipo esclerosis estd presente en un 6,7% de las
lesiones con regresion en esta serie. Esta variedad de fibrosis se ha observado
fundamentalmente en nevos melanociticos sin displasia (15,4%), aunque también en un
4,3% de melanomas y en un 3,9% de nevos melanociticos displasicos. Estas diferencias
son estadisticamente significativas (p=0,048).

En el caso de los nevos melanociticos la terminologia con la que se hace mencion a esta
variedad de lesiones es variada e incluso confusa (nevo esclerosante con cambios tipo

247 246

pseudomelanoma (NECP) “*', nevo con fibrosis similar a una regresion “, nevo

traumatizado no quirdrgicamente, o nevo con fibroplasia florida 2%.
A pesar de que se trata de lesiones que se pueden confundir con un melanoma, la

ausencia de rasgos de atipia citolégica melanocitica como nucleos hipercromaticos,
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distribucion irregular de la cromatina, grosor irregular de la membrana nuclear,
nucléolos prominentes, actividad mitotica significativa, necrosis celular o nddulos
expansivos, permite establecer el diagnostico de lesion benigna.

Las 19 lesiones en las que se describi6 inicialmente esta entidad eran casos en los que el
componente névico residual era profundo. Ante la ausencia de rasgos de atipia
citologica melanocitica, en ningln caso se establecio el diagnostico de melanoma a
pesar de que los rasgos arquitecturales simulaban malignidad en varios de ellos. Los
autores concluian el manuscrito afirmando que se trataba de lesiones con buen
pronostico, y que deberian ser consideradas nevos melanociticos o en el peor de los
casos, nevos displasicos.

Posteriormente, otros autores han recomendado una mayor cautela en la interpretacion
de estas lesiones, sobre todo en los casos en los que el nevo residual se limita a la
porcién superficial de la lesion, o en aquellos en los que la proliferacion melanocitica
atipica con crecimiento pagetoide sea extensa ***%** De este modo, Ferrara et al 2%
diagnosticaron un 30% de melanomas en un grupo de lesiones que cumplian de forma
estricta los criterios establecidos por Fabrizi como diagndsticos de esta entidad. Estos
autores consideran que esos melanomas deberian denominarse como melanoma en
regresion con rasgos nevoides. Los siguientes criterios conducirian a un diagnostico
morfolégico de malignidad: arquitectura irregular de los nidos de union, demasiados
melanocitos aislados en la union dermoepidérmica, atrofia epidérmica extensa, y

crecimiento pagetoide prominente *%1%425%2%,

245 tan sélo

Por tanto, los criterios diagnosticos propuestos por Fabrizi y colaboradores
permiten diferenciar esta variedad de nevo de los melanomas gruesos en regresion con
rasgos nevoides. Como sucede en otros tipos de neoplasias cutdneas melanociticas, el
diagnostico diferencial entre un nevo con fibrosis y un melanoma en regresion con
rasgos nevoides es mucho mas complejo en los casos en que la proliferacion atipica de
unién asociada al crecimiento pagetoide es extensa, y el umbral de malignidad puede
estar sujeto a cierta variabilidad interobservador, al estar condicionada a la
interpretacion del patlogo .

En cuanto a las diferencias arquitecturales entre los nevos con fibrosis prominente y el
melanoma desmoplasico, el melanoma tiene una silueta infiltrativa asimétrica, y

257 por el contrario, el

frecuentemente se extiende al tejido celular subcutaneo
componente de unién en estos nevos, si esta presente, muestra una configuracion bien
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delimitada, y el componente dérmico también esta bien circunscrito y limitado a la
dermis 200,254,258.

Inmunofenotipicamente, las células tumorales del melanoma desmopléasico son
fuertemente positivas para proteina S100 y tienen un indice de proliferacion Ki-67 méas
elevado que el NECP, pero tienden a perder la expresién de varios antigenos de
diferenciacion melanocitaria, como Melan-A, tirosinasa o gpl100, mientras que el nevo
esclerosante usualmente presenta minima o nula inmunotincion para Ki-67, y es
positivo para Melan-A. Asi mismo, la mayoria de melanomas desmopléasicos muestran
una pérdida de tincién para p16 °%%°.

Por otro lado, en un estudio reciente se empleo la técnica de hibridacion “in situ” con
fluorescencia (FISH) para intentar discernir si ésta resultaba de utilidad para diferenciar
melanomas desmoplésicos de este tipo de nevos. Ninguno de los nevos con fibroplasia
prominente a los que se realiz6 FISH mostro aberraciones cromosémicas en un rango
suficiente para considerar el diagnéstico de melanoma. Por el contrario,
aproximadamente un 50% de los melanomas desmoplasicos si mostraron aberraciones
cromosémicas por encima de ese rango *®°.

La mayoria de NECP descritos en la literatura se localizan en la parte convexa de la

espalda, como sucede en nuestros casos 200246248

No hay ninguna caracteristica
especifica ni clinica ni dermatoscopica que sugiera el diagnostico de nevo esclerosante.
Dermatoscopicamente suelen ser lesiones en las que coexisten areas blanquecinas y
areas azuladas, pero indistinguibles de un nevo melanocitico con regresion
convencional. La extension dermatoscopica de la regresion tampoco se ha relacionado
con la profundidad del componente névico residual 246,

Respecto a las caracteristicas de las fases precoces de la regresion, en los casos de esta
serie que presentan esta forma de fibrosis tan sélo se apreci6 apoptosis en un 18,1% de
los casos, y el infiltrado inflamatorio tampoco fue Ilamativo en ningun caso. Por el
contrario, predominan las caracteristicas propias de una fase tardia de regresion, ya que
ademas de la fibrosis, la atrofia epidérmica se observa en un 72,7% de casos.

El origen de estas lesiones no ha sido claramente establecido. La mayoria de autores
coinciden en que el principal mecanismo etiopatogénico seria la existencia de
traumatismos repetidos que inducirian tanto fibrosis como hiperplasia atipica
regenerativa 2*°?*. Esto se podria justificar porque la proliferacion de células aisladas
que se observa en la union dermoepidérmica es similar a los cambios observados en
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nevos recurrentes tras traumatismos 2°2. La marcada predileccién que tienen estos nevos
por el area convexa de la espalda apoyaria también la hipétesis de que se deberia a
traumatismos por la friccién repetida. Por otro lado, una fibrosis tan extensa y profunda
se podria explicar dificilmente por un dafio provocado por exposicion solar intermitente.
Aunque la fibrosis prominente y la disposicion en tres fases son un hallazgo frecuente
en lesiones névicas que han sido traumatizadas, en ninguna de las lesiones incluidas en
este estudio se documento la existencia de antecedentes de traumatismos, reacciones
inflamatorias o infecciosas, ni tratamientos previos que pudieran justificar el desarrollo
de la fibrosis. Ademas, en la mitad de los casos la fibrosis era de tipo laminar, diferente
a la que se aprecia en las cicatrices traumaticas, donde los haces de colageno son densos
y paralelos a la epidermis y se mezclan con fibroblastos. Por otro lado, el hecho de que
la proliferacion melanocitica rebase la fibrosis cicatricial es un signo de sospecha de
melanoma ante la recidiva de una lesion melanocitica, pero ninguno de nuestros casos
corresponde a esta situacién de recidiva (ni quirdrgica ni traumatica).

Parece que otros mecanismos también pueden estar implicados en el proceso de génesis
de esta variedad de fibroplasia. Dado que todas las lesiones de esta serie presentan
regresion, con infiltrado inflamatorio, aunque escaso, y melanofagia en el examen
histologico de la mayoria de las lesiones, y como este fendmeno de fibroplasia florida
también se ha descrito en nevos congénitos gigantes, en los que el factor traumatico
justificaria con menor consistencia el desarrollo de la fibrosis, habria que contemplar
también la hip6tesis de una regresion mediada por un fenémeno inmunolégico ®*+>%%,

Los nevos melanociticos congénitos gigantes con esclerosis se caracterizan clinicamente
por tener una consistencia muy indurada, y presentan una elevada tendencia a la
involucion espontanea, por lo que parece que el mecanismo que genera la fibrosis
podria representar un fendmeno protector. Se ha considerado que la regresion
espontanea de estos nevos se produciria por un mecanismo inmunologico que se
originaria intrautero contra un clon aberrante de melanocitos, y que se prolongaria hasta
la desaparicion del estimulo antigénico que la generd. Del mismo modo, se considera
que diferentes factores relacionados con el estroma podrian ser responsables de la
intensa reaccion fibrotica que se produce durante la regresion. Parece que las claves
para el desarrollo de la reaccion fibroblastica pueden ser una diferenciacion

multidireccional de melanocitos en fibroblastos adaptativos, o interacciones entre la
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matriz extracelular con el tumor, que conducirian a la liberacion de citocinas
profibréticas que inducirfan la sintesis de colageno por los fibroblastos 222240263264

Por otro lado, parece que la fibroplasia florida no confiere a los melanomas un peor
pronostico, ya que en la mayoria de casos presentan un indice de Breslow inferior a
0,75mm ¥ En este sentido, los melanomas descritos en esta serie tenian indices de
Breslow de 1,04 y 1,25mm, y no se han evidenciado metéstasis tras 4 afios de
seguimiento. En el resto de lesiones se han realizado seguimientos entre 4 y 9 afios sin
que tampoco se hayan evidenciado incidencias.

Para algunos autores, la presencia de fibroplasia florida podria comportar un factor de
riesgo adicional para desarrollar melanoma, dado que este fendbmeno lo estudiaron
exclusivamente en nevos displasicos 2%,

Otros, en cambio, sugieren que la presencia de fibroplasia florida no estaria determinada
por factores genéticos, ni por un mayor o menor riesgo del paciente de padecer un
melanoma, sino mas bien parece una respuesta exagerada del estroma desencadenada
por otros factores, ya que la objetivaron mayoritariamente en nevos sin displasia y en
pacientes sin antecedentes de nevos displasicos ni melanoma *. Por otro lado, el
examen del resto de nevos extirpados a esos pacientes constatd la ausencia de esa
variedad de fibrosis. Este hecho apoyaria la idea de que el hallazgo aislado de
fibroplasia florida no deberia considerarse como un marcador de mayor riesgo de
agresividad de la lesién (si no se dan otras caracteristicas que sugieran malignidad), y
que deberia valorarse en el contexto del resto de caracteristicas clinicopatologicas del
paciente, hecho que apuntaban otros estudios, pero que no habian tenido en cuenta el
resto de nevos de los pacientes.

Como conclusién, la fibroplasia florida consistiria en una respuesta exagerada del
estroma, en cuya génesis parece desempefiar un papel importante la respuesta inmune
del huésped, que no implicaria en base a nuestros resultados y a los que ya estan
publicados, un comportamiento bioldgico mas agresivo de la lesion en la que esta

presente .
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Localizaciéon subepidérmica de la fibrosis

La fibrosis con acentuacion subepidérmica (fibrosis superficial) esta presente en un
25,2% de las lesiones con regresion. Se aprecia en el 15,4% de los nevos sin displasia,
en el 31,2% de los nevos con displasia y en un 23,4% de los melanomas, aunque estas
diferencias no son estadisticamente significativas.

Al desglosar los nevos displasicos en nevos con displasia convencional y nevos con
displasia severa, un 14,6% de los casos en los que se aprecia fibrosis superficial en el
estudio histolégico corresponden a nevos melanociticos sin displasia, un 51,2% a nevos
con displasia convencional, un 7,3% a nevos con displasia severa, y un 26,8% a
melanomas. Las diferencias son estadisticamente significativas (p=0,013).

Por otro lado, la localizacidon subepidérmica de la fibrosis podria utilizarse como una
ayuda diagnostica adicional en el diagndstico diferencial entre un melanoma con
regresion y un nevo con displasia severa y regresion, puesto que se observa en un 23,4%
de melanomas y tan sdlo en un 5,1% de los nevos con displasia severa.

La acentuacion superficial de la fibrosis es un hallazgo muy poco frecuente (6,3%) en
los melanomas que estan en fase de crecimiento vertical, por lo que su presencia quizas

pueda relacionarse con un mejor pronostico de los melanomas en los que esta presente.

3.1.4.3.2. INFILTRADO INFLAMATORIO

Muchas observaciones clinicas e histolégicas sugieren una clara interaccién entre el

sistema inmune del huésped y el melanoma, que pueden favorecer tanto la progresion y
la capacidad metastasica de esta neoplasia, como la regresion parcial o incluso completa

de la misma 3284265266

. La regresion en el melanoma se inicia con un infiltrado
inflamatorio acompafiante, y su presencia es indicativa de que se ha producido una
respuesta inmunoldgica frente al tumor por parte del huésped, por lo que se considera el
principal mecanismo implicado en la destruccion de tejido tumoral en el melanoma.

En este trabajo de tesis, los melanomas presentan un infiltrado inflamatorio méas denso
que los nevos melanociticos (13,8% superior a los nevos melanociticos sin displasia y
23,5% superior al de los nevos displasicos). También llama la atencion que el infiltrado
inflamatorio estd constituido por un mayor numero de linfocitos en los nevos sin

displasia que en los nevos displasicos (p=0,027).
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La localizacion intratumoral o peritumoral del infiltrado inflamatorio en esta serie es
muy similar en todos los tipos de lesiones, y la disposicion parcheada del mismo es la
predominante en todos ellos. La presencia de infiltrado inflamatorio difuso muestra una
correlacion inversa con el grado de displasia de la lesion estudiada, mientras que la
correlacion seria directa en caso de que el infiltrado linfocitario sea parcheado.

El infiltrado inflamatorio intratumoral estd presente en un 54% de las lesiones con
regresion. Se aprecia en el 56,4% de los nevos sin displasia, en el 54,5% de los nevos
con displasia y en un 51,1% de los melanomas, diferencias que no son estadisticamente
significativas.

El infiltrado peritumoral esta presente en un 94,5% de las lesiones con regresion. Se
aprecia en el 92,3% de los nevos sin displasia, en el 93,5% de los nevos displasicos y en
un 97,9% de los melanomas, diferencias que no son estadisticamente significativas.

Por tanto, la disposicion del infiltrado linfocitario no permititia discriminar entre
melanomas, nevos displasicos y nevos sin displasia.

El infiltrado inflamatorio parcheado esta presente en un 82,3% de las lesiones con
regresion, y es mas frecuente a medida que aumenta el grado de atipia, ya que se aprecia
en el 74,4% de los nevos sin displasia, en el 83,1% de los nevos con displasia y en un
87,2% de los melanomas, diferencias que no son estadisticamente significativas.

El infiltrado inflamatorio difuso esta presente en un 17,8% de las lesiones con regresion,
y es menos frecuente a medida que aumenta el grado de atipia de la lesion melanocitica
estudiada, ya que se aprecia en el 25,6% de los nevos sin displasia, en el 18,2% de los
nevos con displasia y en un 10,6% de los melanomas, diferencias que tampoco alcanzan
la significacion estadistica.

Por tanto, aunque el estudio estadistico no permite corroborar estas diferencias, existe
una tendencia que sugiere que la presencia de infiltrado inflamatorio parcheado es mas
frecuente en los melanomas que en los nevos melanociticos, mientras que el infiltrado
inflamatorio difuso es mas frecuente en los nevos melanociticos que en los melanomas.
En el caso del infiltrado inflamatorio difuso, esas diferencias si son significativas si se
desglosan los nevos displasicos en nevos con displasia convencional y nevos con
displasia severa. De este modo, el infiltrado inflamatorio de tipo difuso es un 20,5%
mas frecuente en los nevos melanociticos con displasia severa (p=0,029), por lo que el
infiltrado difuso permitiria establecer diferencias entre los nevos con displasia severa y
los nevos con displasia convencional.
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Al comparar exclusivamente el grupo de nevos con displasia severa con el de
melanomas sobre léntigo maligno, también se aprecia que el infiltrado inflamatorio
difuso es un hallazgo propio de los nevos con displasia severa (32% frente a un 0%;
p=0,036).

Como ya se ha mencionado, la respuesta inmune frente al melanoma, espontanea o
inducida por los nuevos farmacos disponibles actualmente, tiene importantes
implicaciones bioldgicas, y puede ser crucial en su evolucion.

Los linfocitos que infiltran los tumores pueden presentar varios fenotipos.
Generalmente, en el melanoma existe una respuesta de células T, y la mayoria de
autores coinciden en que existe un predominio CD4 %’. Por otro lado, también se
aprecian células citotoxicas CD8+, que estan relacionadas con una evolucion clinica

268,269

favorable , 'y Células T reguladoras FoxP3+, cuya presencia se asocia con una

menor supervivencia de los pacientes 20%"2,

Aunque existe cierta controversia en relacion a la implicacion pronéstica del infiltrado
linfocitario en el melanoma cutaneo primario, su presencia constituye para muchos
autores un factor de buen pronostico, particularmente cuando estos infiltrados estan
constituidos por células T, son muy densos y estan presentes en la fase de crecimiento
vertical del melanoma, ya que se han correlacionado con una supervivencia prolongada
y una reduccién de la incidencia de enfermedad metastasica “®°+%#2"32"> sjn embargo,
no existe ningln consenso objetivo en la literatura médica.

Del mismo modo, las reacciones prominentes de células T en los melanomas que
metastatizan en los ganglios linfaticos son predictores de una mayor supervivencia
cuando se comparan con las lesiones que no presentan infiltrados inflamatorios .

Al igual que sucede en el melanoma, se han objetivado correlaciones entre la presencia
de infiltrados de células T y un aumento de la supervivencia en distintos canceres, como
el de ovario, colon, renal, pulmonar, vejiga, mama y linfomas foliculares %7,

Por el contrario, se ha constatado que la presencia de linfocitos fuera de la fase de
crecimiento vertical del melanoma, tanto si estan por debajo o de forma lateral a ella, o
en el contexto de la fase de crecimiento radial adyacente, no tiene significado pronéstico
27" Se trata de melanomas en los cuales no importa lo densos o agrupados que estén los
linfocitos alrededor de la fase de crecimiento vertical si no existe una infiltracion por

parte de los mismos de las células tumorales. Lo mismo sucederia con los agregados de
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linfocitos alrededor de los vasos, incluso si se localizan en la fase de crecimiento
vertical, si no existe infiltracion fuera de la region perivascular.
Los autores que analizan los infiltrados linfocitarios en el melanoma de acuerdo a los

criterios propuestos por Clark et al *®

, encuentran de forma persistente una relacion con
el pronostico en el caso de que los infiltrados sean abundantes. Segun estos criterios, los

infiltrados linfocitarios presentes en el melanoma pueden dividirse en tres categorias:

- Abundante o “brisk”:. cuando los linfocitos estan dispuestos de forma
difusa entre las células tumorales, rodeandolas y separandolas. Se trata de un
infiltrado difuso que abarca la totalidad de la base en la fase de crecimiento

vertical.

- No abundante o “non-brisk”: los infiltrados estan compuestos por uno o
mas focos de linfocitos, que pueden ocupar hasta dos tercios de la fase de
crecimiento vertical. Pueden estar dispersos o situarse focalmente en la
periferia del tumor. Por tanto, infiltran sélo parcialmente y no abarcan toda

la base de la fase de crecimiento vertical.

- Ausente: si no hay linfocitos, o bien, aunque estén presentes, si no infiltran
el melanoma.

Posteriormente, Busam et al 2"

sugirieron facilitar la terminologia por otra mas intuitiva
y que expresara un patron morfolégico, simplificandola en términos como difuso o
focal.

Los estudios que han analizado los infiltrados linfocitarios en el melanoma sugieren que
en practicamente la mitad de los casos se constata una ausencia de infiltrado
inflamatorio, y en tan s6lo una minoria éste es prominente (aproximadamente en un
10%). Lo més frecuente es que exista infiltrado pero que no sea abundante *™. En esta
serie el infiltrado es mas abundante en los melanomas que en los nevos melanociticos.
Por otro lado, el infiltrado parcheado predomina en todos los tipos de lesiones, y tan
solo es difuso en un 10% de los melanomas, porcentaje menor que el que se aprecia en

los nevos sin displasia (25% de casos).
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En el estudio de Tuthill et al >* se objetivé que los pacientes con una respuesta
linfocitaria abundante tienen una supervivencia del 100% a los 5 afios y del 93% a los
10 afos. La supervivencia a los 10 afios fue de un 58% en los casos con infiltrado no
abundante y de un 55% en aquellos con ausencia de infiltrado.

Del mismo modo, Clemente et al * revisaron 285 melanomas cutaneos primarios con
un indice de Breslow < 2 mm, y constataron una supervivencia del 77% y del 55% a los
5 y 10 afos respectivamente en sus melanomas con infiltrado linfocitario abundante,
comparada con una supervivencia del 53% y 45% si el infiltrado no era abundante, y un
37% y 27% en los casos en los que se constataba una ausencia de infiltrado, por lo que
los linfocitos que infiltran el tumor constituyen un importante factor prondstico
independiente del tamafio o el grosor de la lesion.

En otro estudio, Clark et al %

analizaron 386 pacientes, de los cuales 264 tenian un
melanoma en fase de crecimiento vertical, y hallaron una supervivencia a los 8 afios de
un 88,5% en los casos con infiltrado abundante, de un 75% en los que el infiltrado no

era abundante, y de un 59,3% en los que el infiltrado estaba ausente.

3.1.4.3.3. MELANOFAGIA

La regresion en el melanoma suele asociarse a melanofagia intensa. De hecho, muchos

autores consideran la melanosis nodular (deposito extenso de melanofagos) como un

hallazgo fundamental en la regresion histolégica de un melanoma "%

, aunque no es un
patrén exclusivo del melanoma, ya que también se aprecia en la regresion de lentigos
solares y lesiones epiteliales como el carcinoma basocelular pigmentado *"*?*. Para
algunos autores la presencia de melandfagos se ha asociado con un mejor prondéstico en
el melanoma 2>,

En esta serie, la densidad de melanéfagos ha sido mucho mayor en los melanomas que
en los nevos melanociticos y, a pesar de que el estudio univariante no permite demostrar
que esas diferencias sean significativas, la melanofagia si es una de las variables que el
analisis multivariante ha incluido entre las mas “potentes” para discriminar entre nevo y
melanoma.

En los melanomas se aprecia una densidad de melandéfagos un 30,8% superior a la de

los nevos melanociticos sin displasia y un 27,9% superior a la de los nevos
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melanociticos displéasicos. Los nevos melanociticos displasicos presentan una densidad
de melandfagos practicamente similar a la de los nevos melanociticos sin displasia.

Al desglosar los nevos displasicos en nevos con displasia “convencional” y nevos con
displasia “severa”, también se obtiene una densidad media de melandfagos muy
superior en los melanomas (52,0) que en el resto de lesiones melanociticas. En los
nevos muestra un incremento progresivo a medida que aumenta el grado de displasia de
los mismos, ya que la densidad media de melan6fagos en los nevos sin displasia es 35,9,
en los nevos con displasia convencional 36,9, y en los nevos con displasia severa de
38,7. La presencia de melandfagos si se asocia con significacion estadistica al grupo de

melanomas de extension superficial al comparlo con los nevos displasicos (p=0,02).

3.1.4.3.4. PROLIFERACION VASCULAR

En esta serie, los melanomas presentan una densidad de vasos mayor que los nevos

melanociticos, un 26% superior a la de los nevos melanociticos sin displasia y un 21,6%
superior a la de los nevos melanociticos displasicos (p=0,004). Los nevos melanociticos
displasicos presentan una densidad de vasos ligeramente superior a la de los nevos
melanociticos sin displasia.

Al desglosar los nevos displasicos en nevos con displasia “convencional” y nevos con
displasia “severa”, la densidad de vasos también muestra una correlacion directa con el
grado de atipia de la lesion estudiada, siendo también méxima en los melanomas
(p=0,005), al igual que sucedia con la melanofagia. Los melanomas tienen una densidad
media de 16,8 vasos, los nevos con displasia severa de 14,3, los nevos con displasia
convencional de 12,6, y los nevus sin displasia de 12,4.

La presencia de vasos también se asocia significativamente al grupo de melanomas de
extension superficial al compararlos con los nevos displasicos (p=0,011).

La angiogénesis es un fendmeno esencial para el crecimiento tumoral y se correlaciona
con el desarrollo de metéastasis. Este proceso consiste en la capacidad de un tejido para
formar una red vascular propia mediante el desarrollo de nuevos vasos sanguineos.
Durante su progresion, las células tumorales adquieren la capacidad de secretar factores
angiogenicos entre los que se encuentran el VEGF y el bFGF, que acttan sobre células

endoteliales vecinas para dar lugar a la formacion de una nueva red de venas, arterias y
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capilares. Ello permite que el tumor crezca, al asegurar la llegada de oxigeno y
nutrientes.

El hallazgo de una vascularizacién prominente en areas de regresion de melanomas se
ha descrito ampliamente en la literatura. Para algunos autores la vascularizacion tumoral
se asocia de forma muy consistente con la regresién. Barnhill et al 2 demostraron que
los melanomas en la fase de crecimiento radial que no tenian regresion mostraban de
forma significativa menos densidad de vasos que los melanomas con regresion en la
misma fase de crecimiento. Estos hallazgos han sugerido que la regresion puede
desencadenar o estar asociada con el desarrollo de nuevos vasos, y por este motivo se ha
especulado con que un incremento en el nimero de estructuras vasculares puede ser
predictora de metastasis en los melanomas microinvasores que presentan regresion
histoldgica.

La linfangiogénesis se considera importante para la diseminacion metastésica y el

| 283 estudiaron si existia un aumento en

pronostico en tumores malignos. Da Costa et a
la densidad de vasos linfaticos en melanomas de extension superficial con un indice de
Breslow < 1 mm, comparando melanomas con y sin regresion, areas con y sin regresion
del mismo tumor, y estadios precoces y tardios de regresion en un mismo tumor.
Encontraron un aumento de la densidad microvascular linfatica en zonas de regresion en
fase tardia, al compararlas con areas del mismo tumor en las que la regresion no era
evidente. Su estudio sugiere que la fase tardia de la regresion espontanea de melanomas
delgados se podria relacionar con un peor prondstico, al mostrar una densidad
microvascular linfatica aumentada.

Estudios experimentales sugieren que la linfangiogénesis intratumoral también ocurre
en presencia de factores de crecimiento endoteliales vasculares (VEGF)-C y D. Estos
factores de crecimiento pueden aumentar el desarrollo de metéstasis linfaticas,

probablemente debido a sus efectos en los vasos linfaticos #42%°,

La participacion de
las quimiocinas en la angiogénesis es asi mismo compleja. En general, son angiogénicas
las quimiocinas CXC con dominios “glu-leu-arg” (ERL), concretamente CXCLI,
CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL7 y CXCLS8 (todas ellas ligandos de
CXCR?2), asi como CXCL12 (que no tiene dominios ERL). Es particularmente potente
como angiogénico CXCLS8, cuyos receptores CXCR1 y CXCR2 se expresan en células
endoteliales. CXCL8 ejerce en buena medida su accién induciendo la produccion de
metaloproteinasas MMP2 y MMP9, y también del VEGF, activando este Gltimo de
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forma autocrina a su receptor en las mismas células endoteliales. Por el contrario, son
anti-angiogénicas CXCL4, CXCL9, CXCL10y CXCL11 %

Por otro lado, las vénulas de células endoteliales altas (HEV) son vasos especializados
presentes en ganglios linfaticos y érganos linfoides terciarios. CCL19, CCL21 y CCR7
regulan la migracion de linfocitos a través de las HEV. En un estudio previo
correlacionamos la densidad de HEV en melanomas primarios y metastaticos con
parametros clinicopatoldgicos y con la expresion de las quimiocinas CCL19y CCL21, y
su receptor CCRY7. Estudiando la densidad de HEV mediante inmunohistoquimica con
un anticuerpo especifico, MECA-79, y la expresion de quimiocinas mediante RT-PCR,
se observé HEV MECA-79+ en un 55% de los melanomas, siendo la densidad mayor
en los primarios que en los metastaticos. Destacaba la morfologia variable de los HEV,
ya que se apreciaron HEV con endotelio cubico (C-HEV) y con endotelio aplanado (F-
HEV). Se observd una correlacion positiva entre la densidad de C-HEV vy el infiltrado
linfocitario, asi como entre la densidad de F-HEV y la regresiéon tumoral. Mas aln, los
casos con predominio de C-HEV sobre F-HEV tenian niveles mayores de expresion de
CCL19, CCL21 y CCRY. Los resultados apoyarian un papel protagonista de C-HEV en
el reclutamiento de linfocitos en los melanomas cutaneos, mediado por las quimiocinas
CCL19 y CCL21, mientras que la densidad de F-HEV mostrd una fuerte correlacion
con la regresion tumoral. Por tanto, C-HEV y F-HEV podrian servir como indicadores
en el melanoma cutaneo de regresién tumoral en fase activa o tardia respectivamente 2.
En algunos estudios, la vascularizacion tumoral ha demostrado ser el determinante mas
importante de la supervivencia global en el analisis multivariante, superando al espesor
del tumor %,

También se ha constatado un aumento de la densidad vascular en la regresion de nevos
melanociticos. De este modo, en otro estudio previo relacionado con este trabajo de
tesis evidenciamos que la proliferacion vascular fue la Unica variable que demostro una
asociacion estadisticamente significativa con la despigmentacion completa de los nevos

melanociticos °.
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3.1.4.3.5. PERDIDA DE MELANOCITOS

En esta serie no hemos evidenciado diferencias estadisticamente significativas al asociar

los distintos grados de pérdida de melanocitos con el tipo de lesion estudiada.

En cuanto a los nevos comunes (sin displasia), un 28,2% de los mismos presentan una
pérdida leve, un 38,5% una pérdida moderada, un 28,2% una pérdida intensa, y en un
5,1% la pérdida es total. Los nevos displasicos muestran pérdida leve en un 45,5% de
casos, moderada en un 26%, intensa en un 28,6%, y no hay pérdida total en ningun
caso. Los melanomas muestran pérdida leve en un 31,9% de los casos, moderada en un
36,2%, intensa en un 31,9%, y no se observa pérdida total en ningln caso.

Al desglosar los nevos displasicos en nevos con displasia convencional y nevos con
displasia severa la pérdida de melanocitos revela diferencias significativas al comparar
las distintas lesiones (p=0,029). La pérdida leve de melanocitos permite establecer
diferencias entre los nevos con displasia convencional, ya que se objetiva en el 51,9%
de los mismos, y el resto de lesiones, en las que oscila entre un 25,6% y un 32%. La
pérdida intensa practicamente no muestra diferencias entre los distintos subgrupos, y la
pérdida total es un hallazgo exclusivo de los nevos melanociticos sin displasia. Esta
ultima tan sélo se ha objetivado en 3 casos, todos ellos nevos melanociticos sin
displasia. Los hemos clasificado como nevos sin displasia porque la imagen
dermatoscépica de esas lesiones era claramente sugestiva de benignidad y no se han
objetivado metastasis tras un minimo de 4 afios de seguimiento.

En el melanoma hay mas activacion de la respuesta inmune, con méas densidad de
linfocitos y més apoptosis, pero solo excepcionalmente se consigue una regresion
completa del mismo . Eso se podria justificar porque, ademas de los antigenos mas
comunes, que son los que tienen mas capacidad de inducir una respuesta inmune,
también se pueden generar clones de células con antigenos propios de cada melanoma
concreto, que no activarian la respuesta inmune, o que desarrollarian mecanismos de
evasion frente a la presion a la que son sometidas por el sistema inmunitario 292,
Existen diferentes tipos de antigenos que se expresan en los melanomas y que pueden
ser reconocidos por linfocitos T citotéxicos **'°*% Como ya se ha mencionado, el
grupo de antigenos que se detecta con mas frecuencia en pacientes con melanoma, y que
también es el mas inmunogénico, estd constituido por los denominados antigenos de
diferenciacion melanocitaria. A esta categoria pertenecen los antigenos melanosémicos
MART-1/Melan-A (el més frecuente), gp100 y tirosinasa **. Los genes que codifican
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estos antigenos, no se expresan sélo en los melanomas, sino que también estan presentes
en melanocitos normales ‘. Por otro lado, se ha demostrado que no existe un origen
clonal en melanomas primarios multiples pertenecientes a los mismos pacientes >, lo
que sugiere que, ademas de los antigenos asociados a tumor comunes en la mayoria de
melanomas y también en los nevus melanociticos, como el MART-1 ", otros antigenos
asociados a tumores son unicos para cada tipo de melanoma primario, que son los que
podrian no contribuir a un efecto inmunizante 2#%%%,

En el caso de los nevos melanociticos, al tratarse de células mas homogéneas y sin la
misma capacidad de generar mecanismos de escape, si el sistema inmune consigue
destruirlas lo hace con mas facilidad.

Quizas por este motivo, el tejido que repara el melanoma estd constituido por un
coldgeno méas compacto, mas grosero, y la cantidad de vasos que se produce también es
mayor, como consecuencia de que tanto la destruccion de las células neoplésicas como
la reparacion tisular son mas dificultosas. Por el contrario, en los nevos predomina la
fibrosis laminar o la delicada, que son mucho mas sutiles, probablemente porque el
organismo tiene mas facilidad para destruir el tumor, y al ser menor el dafio tisular es

mas facil reparar el tejido dafiado, por lo que también hay menos vasos.

3.1.4.3.6. APOPTQOSIS

La apoptosis de células tumorales es un hallazgo propio de las fases iniciales o activas

de la regresion. El porcentaje de casos en los que se objetiva un mayor grado de
apoptosis es maximo en los melanomas, aungue sélo un 5,4% mayor que en los nevos
con displasia severa. La densidad del infiltrado inflamatorio también es muy elevada en
el melanoma, lo que justificaria esa mayor apoptosis. Por otro lado, los cuerpos
apoptoticos son un excelente estimulo para el sistema inmunitario.

En cuanto a los nevos sin displasia, un 66,7% de los mismos no presentan apoptosis, un
17,9% presentan apoptosis escasa, y un 15,4% intensa. Los nevos displasicos no
muestran apoptosis en un 62,3% de los casos, aunque se evidencia apoptosis escasa en
un 31,2% e intensa en un 6,5%. En un 42,6% de los melanomas no hay apoptosis, en un
40,4% la apoptosis es escasa y en un 17% la apoptosis es intensa. Estas diferencias son

estadisticamente significativas (p=0,048).
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Desglosando los nevos displasicos en nevos con displasia convencional y nevos con
displasia severa, se objetivd apoptosis en un 57,4% de los melanomas, en un 52% de los
nevos con displasia severa, en un 30,7% de los nevos con displasia convencional y en
un 33,2% de los nevos sin displasia (p=0,046).

Por tanto, la existencia de apoptosis es un hallazgo més frecuente en los melanomas que
en los nevos melanociticos, mientras que la ausencia de apoptosis es mucho mas
frecuente en los nevos melanociticos que en los melanomas. Un hallazgo Ilamativo de
nuestros resultados es la presencia de apoptosis intensa en los nevos sin displasia, en un
porcentaje practicamente similar al de los melanomas y muy superior al de los nevos
displasicos, probablemente por la inclusion de diez halo nevos.

Por otro lado, la apoptosis en los melanomas de esta serie se ha relacionado de forma
directa con pardmetros histopatol6gicos que se asocian con un peor pronostico, como
son el indice de Breslow (p=0,004) y la fase de crecimiento vertical (p=0,036).

3.1.4.3.7. ATROFIA
La atrofia es un hallazgo propio de las fases tardias de la regresion y suele apreciarse en

la epidermis suprayacente al area de regresion, que esta adelgazada y ha perdido su red
de crestas. En este estudio, la presencia de atrofia se asocia a melanomas y nevos con
displasia severa, y en las lesiones con regresion parece una herramienta muy util para
diferenciar los nevos con displasia severa (se observa en un 60% de los mismos), de los
nevos con displasia convencional, en los que se aprecia en un 26,9%.

La atrofia epidérmica esta presente en un 42,9% de las lesiones melanociticas con
regresion incluidas en este estudio. Se ha apreciado en el 38,5% de los nevos sin
displasia, en el 37,7% de los nevos con displasia y en un 55,3% de los melanomas,
aunque estas diferencias no alcanzan la significacion estadistica.

Al desglosar los nevos displasicos en nevos con displasia “convencional” y nevos con
displasia “severa” llama la atencion que el porcentaje de atrofia epidérmica es superior
en los nevos con displasia severa que en los melanomas (60% y 48,9%
respectivamente). Por el contrario, solo se observa en un 38,4% de nevos sin displasia y
en un 26,9% de nevos con displasia convencional (p=0,009). La atrofia se ha

considerado para muchos autores un criterio clave para el diagnéstico de melanoma %,
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pero en funcién de estos resultados, no permititia discriminar entre un melanoma con
regresion y un nevo con displasia severa y regresion.

Al comparar de forma exclusiva los nevos con displasia convencional con nevos con
displasia severa, la diferencia mas remarcable se hall6 en la atrofia epidérmica,
caracteristica histolégica que demostré una asociacion muy fuerte con los nevos con
displasia severa (p=0,005), ya que se apreciaba en un 60% de los mismos por un 26,9%
en los que la displasia no era severa. Por tanto, la presencia de este hallazgo histologico
apoyaria el diagndéstico de nevo con displasia severa en caso de duda diagnéstica.

En cuanto al Iéntigo maligno, la atrofia seria la variable que con mas claridad diferencia
los melanomas sobre Iéntigo maligno de los nevos displasicos, ya que esta presente en
un 90,9% de los melanomas sobre léntigo maligno y en un 37,7% de los nevos
displéasicos (p=0,001).

Por el contrario, al comparar los melanomas sobre léntigo maligno s6lo con los nevos
con displasia severa no se han evidenciado diferencias estadisticamente significativas en
relacion a la atrofia, hallazgo muy importante, dado que tratdndose de melanomas sobre
Iéntigo maligno seria de esperar que si hubiera diferencias.

El adelgazamiento epidérmico o consuncion es un hallazgo histologico que puede
observarse en algunos melanomas ***%®®, Consiste en un adelgazamiento extremo o en
la desaparicion de estratos celulares epidérmicos en la zona suprayacente al melanoma,
con atenuacion de las capas basales y suprabasales y pérdida de las redes de crestas
adyacentes a las colecciones de melanocitos ?*°.

También se pueden apreciar hendiduras que separan la epidermis de la dermis, edema y
telangiectasias en grado variable, aunque estos hallazgos no son imprescindibles para el
diagnéstico de consuncion 2%°,

La frecuencia de consuncion epidérmica es variable, aunque parece un hallazgo
frecuente en los melanomas ya que se ha cifrado entre un 43% y 86% % Sin
embargo, existen muy pocos estudios al respecto.

Hantschke et al ** hallaron adelgazamiento epidérmico en 88 de 102 melanomas (86%)
y en 12 de 125 nevos de Spitz (9,6%). Por otro lado, Walters el al ** evidenciaron
consuncion en 92 de 213 melanomas (43%), en sélo 4 de 94 melanomas “in situ”/nevos
con displasia severa, y en ninguno de 146 nevos benignos (114 nevos con displasia leve,

8 nevos congeénitos y 24 nevos comunes).
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Ohata et al **° también estudiaron si la consuncién se correlacionaba con otras variables
clinicopatoldgicas de melanomas lentiginosos acrales, entre las que se encontraba la
regresion, sin que hallaran diferencias estadisticamente significativas. Objetivaron
consuncion en 39 de 52 melanomas lentiginosos acrales invasores (75%) pero, por el
contrario, no encontraron consuncién en ninguno de los 130 nevos melanociticos
acrales con los que compararon los melanomas.

Por este motivo, algunos autores consideran que se podria utilizar el adelgazamiento
epidérmico, con cierta prudencia, como un criterio adicional que apoyaria el diagnostico
de melanoma cuando se realiza diagnostico diferencial entre melanoma y nevo de Spitz
y/o nevo con displasia 2%

Respecto a la etiopatogenia del adelgazamiento epidérmico, se ha postulado que puede
ser consecuencia de un proceso autoinmune o inmunoldgico, ya que también se ha
observado en algunos halo nevos (pseudoadelgazamiento epidérmico) 2. Walters et
al *® no encontraron relacién entre el adelgazamiento epidérmico y fendmenos de
regresion y/o infiltrado inflamatorio, por lo que descartaron un origen inmunoldgico.
Otros autores también consideran que podria tratarse de un fendmeno fisico, debido a la

compresion producida por el crecimiento del tumor >

, Si bien esto no explicaria por
qué aparece consuncion en algunos melanomas delgados o por qué no aparece en casi
todos los melanomas gruesos.

Posiblemente el adelgazamiento epidérmico esté causado por la accion de
metaloproteasas o se deba a la alteracion de determinadas moléculas de adhesion, como
la cadherina-E 296297300301

Para algunos autores la frecuencia de consuncién aumenta a medida que el grosor del
melanoma también lo hace *®°. Se ha observado un predominio de este adelgazamiento

296,299 asi como

epidérmico en la zona adyacente a areas de ulceracion del melanoma
asociado a grietas, hendiduras y areas de despegamiento epidérmico. Por este motivo, se
ha sugerido que la consuncién seria un hallazgo histolégico previo a la ulceracién 2*
298.

El adelgazamiento epidérmico en el melanoma se asocia ademas de a ulceracion, a otros
factores que tambien implican un peor pronéstico (mayor indice de Breslow, mayor
nimero de mitosis por campo y crecimiento vertical). En otras neoplasias se ha
demostrado que la presencia de elastosis solar puede representar un estroma permisivo
para la progresién tumoral 3%,
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3.1.4.4. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL HISTOLOGICO DE LAS LESIONES
CON REGRESION.

El principal diagndstico diferencial de una lesion melanocitica con regresion habria que
establecerlo con la recurrencia de un nevo melanocitico tras un tratamiento incompleto,
ya que los haces de coldgeno también son densos y paralelos a la epidermis y se
mezclan con fibroblastos.

El término pseudomelanoma se emplea para describir la recurrencia de un nevo
melanocitico. Se trata de lesiones que simulan histologicamente un melanoma de
extension superficial y que se ven clinicamente como areas de repigmentacion, y
ocurren tipicamente tras tratamientos incompletos de nevos melanociticos ya sea con
cirugfa, dermabrasion o laser 3%,

La recurrencia de un nevo melanocitico caracteriza histolégicamente por 3*:

- Un distintivo patron trizonal que estd constituido por una proliferacion
melanocitica lentiginosa o juntural, un area significativa de fibrosis de
aspecto cicatricial en la zona intermedia, y células névicas residuales por

debajo del area cicatricial.

- Hiperpigmentacion e hiperplasia melanocitica, con tecas adoptando un
patrén lentiginoso o juntural. A menudo, la proliferacion localizada en la

unién dermoepidérmica es mayor que la que se apreciaba en el nevo original.

- Generalmente se observa un patron citologico uniforme de células névicas,
sin ninguna o con ligera atipia melanocitica, y sin figuras mit6ticas o bien

excepcionales en los melanocitos.

- Restriccion en el area de la cicatriz del pigmento recurrente y de la

proliferacion melanocitica, respetando los limites del nevus original.

La inflamacién también es frecuente en el area de la cicatriz (78%) ***

, Y la mayoria de
las lesiones presentan atrofia epidérmica (85%) **°. En las cicatrices traumaticas, los
haces de colageno son densos y paralelos a la epidermis y se mezclan con fibroblastos.
La inmensa mayoria de los nevos recurrentes se identifican con facilidad por la

presencia de la totalidad de la proliferacion melanocitica confinada a los limites de la
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cicatriz. El hecho de que la proliferacion melanocitica rebase la fibrosis cicatricial es un
signo de sospecha de melanoma ante la recidiva de una lesidn melanocitica, pero
ninguno de nuestros casos corresponde a esta situacion de recidiva, ni quirdrgica ni
traumatica.

Aunque la fibrosis también forma parte de los criterios diagnésticos de los nevos
displasicos, en esos casos no existe sustitucion de las células tumorales por la misma.
Ademas, los dos tipos de fibrosis mas frecuentes en los nevos displasicos, la fibrosis
laminar y la fibrosis eosinofilica concéntrica, son diferentes al aspecto del coladgeno

grueso, muy denso e hialinizado, propios de la fibrosis de aspecto cicatricial %2*.
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3.1.5. RESULTADOS DE LAS VARIABLES INMUNOHISTOQUIMICAS.

3.1.5.1. ASOCIACIONES DE LOS MARCADORES INMUNOHISTOQUIMICOS
CON LOS PARAMETROS CLINICOS.

Asociacion entre la edad y los marcadores inmunohistoquimicos

La tabla 3.15 resume las asociaciones entre la edad y los distintos marcadores
inmunohistoquimicos (CD4, CD8, FOXP3, CD25, granzima B y L-FAS).

Numero Coef. Correl Media p test

cDh4 150 0,25 NS  Rho de Spearman
CD8 150 -0,22 NS Rho de Spearman
FOXP3 152 0,06 NS  Rho de Spearman
CD25 152 0,15 NS Rho de Spearman
GRANZIMA 152 0,12 NS  Rho de Spearman
L-FAS minoritario 28 46,50+18,08 NS U de Mann-Whitney
L-FAS mayoritario 122 46,59+20,65

No hay diferencias estadisticamente significativas entre la edad y ninguno de los

marcadores inmunohistoquimicos estudiados.

Asociacion entre el sexo y los marcadores inmunohistoguimicos

La tabla 3.16 resume las asociaciones entre el sexo y los distintos marcadores
inmunohistoquimicos (CD4, CD8, FOXP3, CD25, granzima B y L-FAS).

FEMENINO MASCULINO
Numero Media Desv.tip % Numero Media Desv.tip %

CD4 66 62,97 20,03 84 59,17 20,38

CD8 66 32,18 20,09 84 35,83 20,38

FOXP3 68 6,19 5,5 84 7,45 5,82

CD25 68 6,36 5,17 84 8,05 5,75

GRANZIMA 68 3,62 4,03 84 3,86 4,03

L-FAS minoritario 13 18,8% 15 18,5%
L-FAS mayoritario 56 81,2% 66 81,5%

NS
NS
NS
NS
NS
NS

No hay diferencias estadisticamente significativas entre el sexo y ninguno de los

marcadores inmunohistoquimicos estudiados.

217



Asociacion entre la localizacion de la lesién vy los marcadores inmunohistoguimicos

La tabla 3.17 muestra las asociaciones entre la localizacion de la lesién y los diferentes

marcadores inmunohistoquimicos empleados (CD4, CD8, FOXP3, CD25, granzima B,

L-FAS).

No hay diferencias estadisticamente significativas entre la localizacion de la lesion y

ninguno de los marcadores inmunohistoquimicos evaluados.

L-Fas L-Fas

Localizacion CD4 CD8 FOXP3 | CD25 | GRANZIMA | minoritario mayoritario

Abdomen Media/% | 57,50 | 37,50 7,75 8,33 5,00 33,3% 66,7%
N 12 12 12 12 12 4 8
Desv.tip. | 18,52 | 18,52 5,37 4,07 4,11

Brazo Media/% | 61,67 | 34,17 7,17 8,58 5,08 15,4% 84,6%
N 12 12 12 12 12 2 11
Desv.tip. | 17,10 | 17,43 6,97 4,77 6,78

Cabeza Media/% | 62,06 | 32,94 8,50 7,50 5,18 23,5% 76,5%
N 17 17 17 17 17 4 13
Desv.tip.| 15,71 | 15,71 4,99 6,43 4,87

Espalda Media/% | 59,20 | 35,80 6,92 7,74 3,47 14,7% 85,3%
N 71 71 72 72 72 10 58
Desv.tip. | 22,22 | 22,22 5,36 5,38 3,76

Pierna Media/% | 66,07 | 28,93 5,20 4,80 1,80 12,5% 87,5%
N 14 14 15 15 15 2 14
Desv.tip. | 19,62 | 19,62 6,83 6,73 1,69

Torax Media/% | 63,04 | 31,96 6,13 6,21 3,50 25% 75%
N 24 24 24 24 24 6 18
Desv.tip. | 20,57 | 20,57 6,05 5,47 2,85

p NS NS NS NS NS NS
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3.15.2. ASOCIACIONES ENTRE LOS MARCADORES
INMUNOHISTOQUIMICOS Y EL TIPO DE LESION MELANOCITICA.

Asociaciones entre los marcadores inmunohistoquimicos vy los nevos melanociticos.

1. Grado de displasia

Asociaciones entre los marcadores inmunohistoquimicos y todos los tipos de nevos

melanociticos (comunes y displasicos) (tabla 3.18).

L-Fas L-Fas

Nevus melanociticos |CD4 |CD8 |FOXP3|CD25 |Granzima |minoritario | mayoritario
No Media-% 58,77 |36,23 |8,81 7,88 |5,30 28,6% 38,5%

N 57 57 57 57 57 8 47

Desv. tip. 20,09 (20,09 |5,69 5,70 |5,50
Si Media-% 62,11 |33,00 |5,74 6,94 |2,83 71,4% 61,5%

N 93 93 95 95 95 20 75

Desv. tip. 20,35 120,38 |5/41 5,44 |2,50
p NS NS 0,000 |NS 0,007 NS

Se demuestra una asociacion estadisticamente significativa entre el diagndstico de nevo
melanocitico y el namero de linfocitos marcados con FoxP3 (p<0,0001; U de Mann-
Whitney) y granzima B (p=0,007; U de Mann-Whitney).

Los nevos melanociticos muestran un 34,8% menos linfocitos marcados con FoxP3 que
las lesiones que no son nevos melanociticos (fundamentalmente melanomas).

Por otro lado, los nevos melanociticos muestran un 46,6% menos positividad para
granzima B en el infiltrado inflamatorio que las lesiones que no son nevos

melanociticos.
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Asociaciones entre los marcadores inmunohistoquimicos y los nevos melanociticos

no displasicos (tabla 3.19).

L-Fas L-Fas

Nevus sin displasia |[CD4 |CD8 |FOXP3|CD25 | Granzima |minoritario [ mayoritario
No Media-% [59,56 |33,53 |7,25 7,52 4,09 20,2% 79,8%

N 117 117 118 118 |118 23 91

Desv. tip. (18,87 |18,89 |5,91 5,43 |4,31
Si Media-% [65,39 |29,61 |5,63 6,50 |2,56 13,9% 86,1%

N 33 33 34 34 34 5 31

Desv. tip. (24,31 |24,31 |4,74 593 (2,51
p NS NS NS NS |0,048 NS

Se demuestra una asociacion estadisticamente significativa entre el diagndstico de nevo

melanocitico sin displasia y el nimero de linfocitos marcados con granzima B (p=0,048;
U de Mann-Whitney).

Los nevos melanociticos no displasicos muestran un 37,4% menos linfocitos marcados

con granzima B que las lesiones que no son nevos melanociticos no displasicos.

Asociaciones entre los marcadores inmunohistoquimicos y los nevos melanociticos

con displasia convencional (tabla 3.20).

L-Fas L-Fas

Nevus displasicos |CD4 |CD8 |FOXP3|CD25 |Granzima|minoritario | mayoritario
No Media-% |60,84 |34,26 |7,04 7,17 4,20 53,6% 69,7%

N 99 99 101 101 |101 15 85

Desv. tip. |21,53 |21,56 |5,54 5,49 |4,49
Si Media-% |60,84 |34,16 |6,59 7,54 |2,86 46,4% 30,3%

N 51 51 51 51 51 13 37

Desv. tip. |17,70 |17,70 |6,03 570 2,70
p NS NS NS NS NS NS

No se observa ninguna asociacion estadisticamente significativa.
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Asociaciones entre los marcadores inmunohistoquimicos y los nevus melanociticos

con displasia severa (tabla 3.21).

Nevus con displasia L-Fas L-Fas
severa CD4 |CD8 |FOXP3|CD25 |Granzima|minoritario | mayoritario
No Media-% 61,57 (33,43 |7,00 7,34 |3,75 85,7% 85,2%

N 128 128 129 129 |129 24 104

Desuv. tip. 20,18 (20,18 |5,80 5,64 |4,26
Si Media-% 56,59 (38,86 |6,24 7,00 (3,74 14,3% 14,8%

N 22 22 23 23 23 4 18

Desuv. tip. 20,60 |20,64 |5,12 5,09 [2,30
p NS NS NS NS NS NS

No se observa ninguna asociacion estadisticamente significativa.

2. Localizacion del componente celular

Asociaciones entre los marcadores inmunohistoquimicos y los nevos melanociticos
de union (tabla 3.22).

L-Fas L-Fas

Nevus de unién CD4 |CD8 |FOXP3|CD25 |Granzima|minoritario | mayoritario
No Media-% |60,09 |34,91 |7,01 7,31 | 4,04 78,6% 82,8%

N 125 125 126 126 |126 22 101

Desv. tip. |20,31 |20,31 |5,64 5,62 |4,27
Si Media-% |64,60 |30,80 |6,31 7,21 |2,35 21,4% 17,2%

N 25 25 26 26 26 6 21

Desv. tip. 19,89 |20,08 |6,03 527 [1,95
p NS NS NS NS NS NS

No se observa ninguna asociacion estadisticamente significativa.
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Asociaciones entre los marcadores inmunohistoquimicos y los nevos melanociticos

compuestos (tabla 3.23).

L-Fas L-Fas

Nevus compuesto CD4 |CD8 |FOXP3|CD25 |Granzima|minoritario mayoritario
No Media-% (60,45 |34,68 |7,62 7,60 |4,36 46,4% 52,5%

N 77 77 78 78 78 13 64

Desv. tip. (20,44 |20,47 |5,93 540 |4,89
Si Media-% (61,25 |33,75 |6,11 6,97 |3,11 53,6% 47,5%

N 73 73 74 74 74 15 58

Desv. tip. |20,18 |20,18 |5,37 571 |2,72
p NS NS NS NS NS NS

No se observa ninguna asociacion estadisticamente significativa.

Asociaciones entre los marcadores inmunohistoquimicos y los nevos melanociticos

intradérmicos (tabla 3.24).

L-Fas L-Fas

Nevus intradérmico |CD4 |CD8 |FOXP3|CD25 |Granzima |minoritario [ mayoritario
No Media-% 61,11 |33,96 |6,89 7,26 (3,73 96,4% 96,7%

N 145 145 147 147 | 147 27 118

Desv. tip. 19,86 |19,88 |5,72 5,50 (4,05
Si Media-% |53,00 |42,00 |6,70 8,20 (4,40 3,6% 3,3%

N 5 5 5 5 5 1 4

Desv. tip. 31,54 |31,54 |5,33 7,39 (3,20
p NS NS NS NS NS NS

No se observa ninguna asociacion estadisticamente significativa.

222




Asociaciones entre los marcadores inmunohistoguimicos vy los melanomas.

1. Tipo histolégico de melanoma

Asociaciones entre los marcadores inmunohistoquimicos y todos los melanomas
(tabla 3.25).

L-Fas L-Fas

Melanomas CD4 |CD8 |FOXP3|CD25|Granzima|minoritario | mayoritario
No Media-% |61,38 |33,72 |6,21 7,10 |2,95 78,6% 70,5%

N 106 106 108 108 |108 22 86

Desv. tip. |20,60 |20,63 |5,43 562 |2,57
Si Media-% |59,55 |35,45 |8,55 7,77 |5,70 21,4% 29,5%

N 44 44 44 44 44 6 36

Desv. tip. 119,55 |19,55 |6,05 5,39 |5,90
p NS NS 0,018 |NS |0,019 NS

Se aprecia una asociacion estadisticamente significativa entre el diagndstico de
melanoma y el ndmero de linfocitos marcados con FoxP3 (p=0,018; U de Mann-
Whitney) y granzima B (p=0,019; U de Mann-Whitney).

Los melanomas muestran un 27,3% y un 48,2% mas positividad para FoxP3 y granzima

B en el infiltrado linfocitario que las lesiones que no son melanomas.

Asociaciones entre los marcadores inmunohistoquimicos y los tipos histologicos
mas frecuentes en esta serie.

- Melanomas de extension superficial (MES) (tabla 3.26).

L-Fas L-Fas

MES CD4 |CD8 |FOXP3|CD25|Granzima|minoritario | mayoritario
No Media-% |61,62 |33,46 |6,48 7,02 |3,07 82,1% 82,0%

N 121 121 123 123 |123 23 100

Desv. tip. 119,67 |19,70 |5,85 5,64 2,78
Si Media-% |57,59 |37,41 |8,62 8,45 |6,62 17,9% 18,0%

N 29 29 29 29 29 5 22

Desv. tip. 122,58 |22,58 |4,70 5,03 [6,55
p NS NS 0,012 |NS 0,012 NS
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Se demuestra una asociacion estadisticamente significativa entre el diagnostico de
melanoma de extension superficial y el nimero de linfocitos marcados con FoxP3
(p=0,012; U de Mann-Whitney) y granzima B (p=0,012; U de Mann-Whitney).

Los melanomas de extension superficial muestran un 24,8% mas positividad para
FoxP3 en el infiltrado linfocitario respecto a las lesiones que no son melanomas de
extension superficial.

Los melanomas de extension superficial muestran un 53,6% mas positividad para
granzima B en el infiltrado linfocitario respecto a las lesiones que no son melanomas de

extension superficial.

- Melanomas sobre Iéntigo maligno (LMM) (tabla 3.27).

L-Fas L-Fas

LMM CD4 |CD8 |FOXP3|CD25 |Granzima | minoritario | mayoritario
No Media-% |60,65 |34,42 |6,88 7,34 | 3,76 96,4% 91,8%

N 139 139 141 141 141 27 112

Desv. tip. 120,86 |20,88 |5,54 5,565 |4,02
Si Media-% |63,18 |31,82 |7,00 6,73 |3,64 3,6% 8,2%

N 11 11 11 11 11 1 10

Desv. tip. 19,81 [9,81 |7,74 5,64 |4,17
p NS NS NS NS NS NS

No se observa ninguna asociacion estadisticamente significativa.

Dado que en esta serie, tras confeccionar las matrices tisulares sélo disponiamos de
dos melanomas lentiginosos acrales y un melanoma nodular para realizar estudios

inmunohistoquimicos, no se han realizado estudios de asociaciones.
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2. Tipo de crecimiento en el melanoma

Asociaciones entre los marcadores inmunohistoquimicos y el tipo de crecimiento

en el melanoma (tabla 3.28).

Tipo de crecimiento L-Fas L-Fas
melanoma CD4 |CD8 |FOXP3|CD25 |Granzima|minoritario | mayoritario
Radial Media-% 57,83 37,17 |8,90 8,20 |4,70 10,7% 20,5%

N 30 30 30 30 30 3 25

Desv. tip. 19,05 |19,05 |5,76 5,38 |4,66
Vertical Media-% 61,92 (33,08 |7,62 6,92 |6,54 10,7% 8,2%

N 13 13 13 13 13 3 10

Desv. tip. 21,06 |21,06 |7,04 572 |6,15
p NS NS NS NS NS NS

No se observa ninguna asociacion estadisticamente significativa.

3. Indice de Breslow

Asociaciones entre los marcadores inmunohistoquimicos y el indice de Breslow en

los melanomas.

No existe una correlacion estadisticamente significativa entre el indice de Breslow y

ninguno de los marcadores inmunohistoquimicos evaluados (tabla 3.29).

BRESLOW Numero | Coeficiente de correlacion p test
CD4 44 0,083 NS Rho de Spearman
CD8 44 -0,083 NS Rho de Spearman
FOXP3 44 0,024 NS Rho de Spearman
CD25 44 -0,128 NS Rho de Spearman
GRANZIMA 44 0,192 NS Rho de Spearman
BRESLOW Numero Media Desviacion tipica p test
L-Fas minoritario 6 0,45 mm + 0,40 mm NS | Ude Mann-Whitney
L-Fas mayoritario 32 1,03 mm +1,74 mm
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La siguiente tabla 3.30 resume el analisis descriptivo de las densidades medias o los

porcentajes de células inmunomarcadas en los distintos tipos de lesiones

melanociticas estudiadas.

n CcDh4 CD8 FOXP3 CD25 GRANZIMA B L-FAS minoritario L-FAS mayoritario

NEVUS MELANOCITICOS

No displasicos y displasicos 93 62,11 33,00 5,74 6,94 2,83 71,4% 61,5%
No displasicos 33 65,39 29,61 5,63 6,50 2,56 13,9% 86,1%
Displasia convencional 51 60,84 34,16 6,59 7,54 2,86 46,4% 30,3%
Displasia severa 22 56,59 38,86 6,24 7,00 3,74 14,3% 14,8%
Halo nevus 9 53,33 41,67 9,78 8,33 4,89 7,1% 5,7%
Nevus de Spitz 2 85,00 10,00 12,50 9,00 1,00 0% 1,6%
Regresion completa 2 40,00 55,00 6,50 7,00 2,50 0% 1,6%
Unién 25 64,60 30,80 6,31 7,21 2,35 21,4% 17,2%
Compuesto 73 61,25 33,75 6,11 6,97 3,11 53,6% 47,5%
Intradérmico 5 53,00 42,00 6,70 8,20 4,40 3,6% 3,3%
MELANOMAS

Todos los melanomas 44 59,55 35,45 8,55 7,77 5,70 21,4% 29,5%
MES 29 57,59 37,41 8,62 8,45 6,62 17,9% 18,0%
LMM 11 63,18 31,82 7,00 6,73 3,64 3,6% 8,2%
MLA 2 72,50 22,50 13,5 0,50 3,00 0% 1,6%
MN 1 70,00 25,00 12,00 5,00 10,00 0% 0,8%
Crecimiento radial 30 57,83 37,17 8,90 8,20 4,70 10,7% 20,5%
Crecimiento vertical 13 61,92 33,08 7,62 6,92 6,54 10,7% 8,2%

Al caracterizar inmunofenotipicamente las células que constituyen los infiltrados

inflamatorios existe un predominio de linfocitos TCD4+ sobre TCD8+ en todos los

tipos de lesiones melanociticas excepto en los casos con regresion completa, aunque la

magnitud de las diferencias no permitiria establecer diferencias entre nevos y

melanomas. A pesar de ello, se aprecia un aumento progresivo de la densidad de

linfocitos TCD8+ a medida que aumenta la atipia histologica de los nevos

melanociticos, de forma opuesta a lo que sucede con el CD4, cuya expresion es menor a

medida que aumenta el grado de displasia de los mismos.

Los resultados que se han obtenido en los melanomas estan acorde a los de otros

autores, ya que en el melanoma en regresion el infiltrado linfocitario estd constituido
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preferentemente por linfocitos T, con un predominio de células T CD4+ sobre CD8+
27'222_225.

El incremento gradual en los linfocitos infiltrantes del tumor durante la génesis del
melanoma también puede reflejar un aumento en la antigenicidad de las celulas
tumorales, ya que, en esta serie, la densidad del infiltrado linfocitario es méxima en los
nevos con displasia severa y en los melanomas.

Por otro lado, se observa que la inmunotincion con granzima B, proteasa que se libera
por los linfocitos citotdxicos y que provoca apoptosis de la célula diana, muestra un
incremento progresivo a medida que aumenta la atipia de la lesién estudiada, hallazgo
que coincide con los resultados histolégicos, que también relacionaban de forma directa
la atipia con el grado de apoptosis.

Algunos de los leucocitos infiltrantes pueden ser células T reguladoras (Tregs), ya que
expresan el factor de transcripcion FoxP3. Si ejecutan sus capacidades reguladoras
pueden ser responsables de la induccion de inmunotolerancia, favoreciendo la
progresion del melanoma. En nuestra serie se evidencia que los melanomas son las
lesiones en las que la densidad de linfocitos FoxP3+ es mayor. Por otro lado, también es
mas abundante en los nevos displasicos que en los nevos sin displasia.

El CD25 y el L-Fas son los marcadores que muestran menos diferencias entre los

distintos tipos de lesiones melanociticas.
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3.1.5.3. ASOCIACIONES DE LOS MARCADORES INMUNOHISTOQUIMICOS
CON LOS PARAMETROS HISTOLOGICOS.

Asociacion entre los marcadores inmunohistoqguimicos v la fibrosis.

Asociacion entre los marcadores inmunohistoquimicos y la intensidad de la fibrosis
(tabla 3.31).

L-Fas L-Fas

FIBROSIS CD4 |CD8 |FOXP3|CD25 |Granzima|minoritario | mayoritario

Leve Media-% |60,55 |34,64 |7,89 8,93 |3,48 35,7% 36,9%
N 55 55 56 56 56 10 45
Desv. tip. |21,00 |21,05 |6,04 5,88 |3,36

Moderada Media-% |60,68 |34,32 |6,42 6,38 |3,80 46,4% 45,1%
N 68 68 69 69 69 13 55
Desv. tip. 119,48 |19,48 |5,88 528 |4,14

Extensa Media-% (61,85 |33,15 |6,00 6,22 (4,19 17,9% 18,0%
N 27 27 27 27 27 5 22
Desv. tip. 21,31 |21,31 |4,16 4,84 (4,97

p NS NS NS 0,031 |NS NS

Se demuestra una asociacion estadisticamente significativa entre la intensidad de la
fibrosis y la inmunotincion con CD25 (p=0,031; Kruskal-Wallis).

Se observan diferencias llamativas en la distribucion del nimero de células CD25+ en
los casos en los que la fibrosis era leve, con un porcentaje 28,7% superior que los casos
con fibrosis moderada y 30,3% superior comparado con los casos con fibrosis extensa.
El resto de marcadores inmunohistoquimicos se distribuyé de forma casi equitativa en

las tres intensidades de fibrosis.
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Asociacion entre los marcadores inmunohistoquimicos y los tipos de fibrosis.

Asociacion entre los marcadores inmunohistoquimicos y la fibrosis laminar

L-Fas L-Fas

FIBROSIS LAMINAR |CD4 |CDS8 FOXP3 | CD25 | Granzima [ minoritario | mayoritario
No Media-% 62,88 (32,13 |6,79 534 (4,70 42,9% 22,1%

N 40 40 40 40 40 12 27

Desuv. tip. 16,63 | 16,63 |5,46 4,79 4,41
Si Media-% 60,10 (34,99 |6,92 7,99 (341 57,1% 77,9%

N 110 110 112 112 | 112 16 95

Desv. tip. 21,43 |21,45 |5,80 5,65 |3,83
p NS NS NS 0,009 NS 0,024

Se demuestra una asociacion estadisticamente significativa entre la fibrosis laminar y la
inmunotincion con CD25 (p=0,009; U de Mann-Whitney), y con L-Fas (p=0,024; Chi-

cuadrado).

Se observan un 24,7% mas linfocitos CD25+ en las lesiones con fibrosis laminar

respecto a las que no tienen dicho tipo de fibrosis.

El porcentaje de casos con fibrosis laminar en los que la inmunotincion con L-Fas es

mayoritaria es un 20,8% superior a la de aquellos en los que los linfocitos tefiidos con

L-Fas son minoritarios (tabla 3.32).

Asociacion entre los marcadores inmunohistoquimicos y la fibrosis compacta

FIBROSIS L-Fas L-Fas
COMPACTA CD4 CD8 FOXP3 | CD25 | Granzima | minoritario | mayoritario
No Media-% 59,41 |35,68 |6,80 7,72 |3,53 60,7% 82,0%

N 116 116 118 118 |118 17 100

Desv. tip. 21,45 (21,47 |5,72 5,64 |3,97
Si Media-% 65,74 29,26 (7,19 581 |4,50 39,3% 18,0%

N 34 34 34 34 34 11 22

Desv. tip. 14,67 | 14,67 |5,68 4,99 (4,15
p NS NS NS NS NS 0,014
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Se observa una asociacion estadisticamente significativa entre la fibrosis compacta y la

inmunotincion con L-Fas (p=0,014; Chi-cuadrado).

Los casos con fibrosis compacta e inmunotincién minoritaria para L-Fas son un 21,3%

mas frecuentes que aquellos con inmunotincién mayoritaria para L-Fas (tabla 3.33).

Asociacion entre los marcadores inmunohistoquimicos y la fibrosis indeterminada

FIBROSIS L-Fas L-Fas
INDETERMINADA CD4 |CD8 |FOXP3|CD25 |Granzima|minoritario | mayoritario
No Media-% 61,43 |33,64 |6,99 7,48 |3,66 96,4% 95,9%

N 144 144 | 146 146 |146 27 117

Desuv. tip. 20,14 | 20,16 |5,76 5,56 |3,92
Si Media-% 46,67 |48,33 |4,50 2,67 [5,83 3,6% 4,1%

N 6 6 6 6 6 1 5

Desuv. tip. 19,14 (19,14 (3,45 |2,16 |6,04
p NS NS NS 0,026 | NS NS
Se demuestra una asociacién estadisticamente significativa entre la fibrosis

indeterminada y la inmunotincion con CD25 (p=0,026; U de Mann-Whitney).

Se observan un 64,3% menos linfocitos CD25+ en

las

lesiones con fibrosis

indeterminada respecto a las que no tienen fibrosis indeterminada (tabla 3.34).

Asociacién entre los marcadores inmunohistoquimicos y la fibrosis delicada

L-Fas L-Fas

FIBROSIS DELICADA | CD4 CD8 FOXP3 | CD25 | Granzima | minoritario | mayoritario
No Media-% 60,61 |34,45 |6,95 7,35 |3,77 100% 97,5%

N 148 148 150 150 |[150 28 119

Desv. tip. 20,27 | 20,29 |5,71 555 |4,04
Si Media-% 77,50 |17,50 |2,50 3,00 |2,00 0% 2,5%

N 2 2 2 2 2 0 3

Desuv. tip. 10,60 |10,60 |0,70 282 (1,41
p NS NS NS NS NS NS

No se observa ninguna asociacion estadisticamente significativa (tabla 3.35).
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Asociacion entre los marcadores inmunohistoquimicos y la fibrosis de tipo esclerosis.

FIBROSIS L-Fas L-Fas
ESCLEROSIS CD4 |CD8 |FOXP3|CD25 |Granzima|minoritario | mayoritario
No Media-% 60,72 |34,35 |6,90 7,22 |3,82 92,9% 93,4%

N 140 140 142 142 | 142 26 114

Desv. tip. 20,25 |20,27 |5,71 555 |4,11
Si Media-% 62,50 |32,50 |6,70 8,30 |2,70 7,1% 6,6%

N 10 10 10 10 10 2 8

Desuv. tip. 21,24 |21,24 |5,85 5,63 [2,16
p NS NS NS NS NS NS

No se observa ninguna asociacion estadisticamente significativa (tabla 3.36).

Asociacion entre los marcadores inmunohistoquimicos y la localizacion de la

fibrosis.

Asociacion entre los marcadores inmunohistoquimicos y la fibrosis de localizacion

superficial.
FIBROSIS L-Fas L-Fas
SUBEPIDERMICA CD4 CD8 FOXP3 | CD25 | Granzima | minoritario | mayoritario
No Media-% 59,89 |35,20 (7,19 7,24 4,09 64,3% 77,0%

N 111 111 113 113 |113 18 94

Desv. tip. 20,73 | 20,75 |5,46 5,37 |4,36
Si Media-% 63,54 31,46 (6,01 7,45 |2,77 35,7% 23,0%

N 39 39 39 39 39 10 28

Desv. tip. 18,81 |18,81 |6,31 6,07 |2,64
p NS NS NS NS NS NS

No se observa ninguna asociacion estadisticamente significativa (tabla 3.37).
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Asociacion entre los marcadores inmunohistoquimicos y el infiltrado inflamatorio.

Asociacion entre los marcadores inmunohistoquimicos y el infiltrado inflamatorio
parcheado (tabla 3.38).

INFILTRADO L-Fas L-Fas
PARCHEADO CD4 |CD8 |FOXP3|CD25 |Granzima|minaoritario | mayoritario
No Media-% 56,82 |38,18 |7,68 5,68 [4,50 17,9% 18,9%

N 28 28 28 28 28 5 23

Desuv. tip. 21,65 | 21,65 |5,39 5,44 3,27
Si Media-% 61,76 |33,32 |6,71 7,66 |3,58 82,1% 81,1%

N 122 122 124 124 (124 23 99

Desuv. tip. 19,89 |19,92 |5,77 552 (4,16
p NS NS NS NS |0,031 NS
Se demuestra una asociacion estadisticamente significativa entre el infiltrado

inflamatorio parcheado y la inmunotincién con granzima B (p=0,031; U de Mann-

Whitney).

Hay un 20,4% menos linfocitos granzima B+ en las lesiones con infiltrado inflamatorio

parcheado respecto a aquellas que no tienen este tipo de infiltrado.

Asociacion entre los
difuso (tabla 3.39).

marcadores inmunohistoquimicos y el

infiltrado inflamatorio

L-Fas L-Fas

INFILTRADO DIFUSO |CD4 |CD8 |FOXP3|CD25 |Granzima |minoritario | mayoritario
No Media-% 62,05 (33,03 |6,73 7,72 |3,60 82,1% 81,1%

N 122 122 124 124 |124 23 99

Desuv. tip. 19,90 |19,93 |5,75 5,48 |4,15
Si Media-% 55,57 (39,43 |7,57 539 (4,43 17,9% 18,9%

N 28 28 28 28 28 5 23

Desv. tip. 21,27 | 21,27 |5,52 5,52 [3,34
p NS NS NS 0,033 NS NS
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Se demuestra una asociacion estadisticamente significativa entre el infiltrado
inflamatorio difuso y la inmunotinciéon con CD25 (p=0,033; U de Mann-Whitney).
Se observan un 30,1% menos linfocitos CD25+ en las lesiones con infiltrado

inflamatorio difuso respecto a las que no tienen infiltrado inflamatorio difuso.

Asociacion entre los marcadores inmunohistoquimicos y el infiltrado inflamatorio

intratumoral (tabla 3.40).

INFILTRADO L-Fas L-Fas
INTRATUMORAL CD4 |CD8 |FOXP3|CD25 |Granzima|minaoritario | mayoritario
No Media-% 59,77 |35,23 |6,51 8,06 |3,18 42,9% 46,7%

N 66 66 68 68 68 12 57

Desv. tip. 20,37 | 20,37 |5,61 5,73 [3,25
Si Media-% 61,68 |33,44 |7,19 6,67 |4,21 57,1% 53,3%

N 84 84 84 84 84 16 65

Desuv. tip. 20,24 |20,28 |5,78 5,34 [4,52
p NS NS NS NS NS NS

No se observa ninguna asociacion estadisticamente significativa.

Asociacion entre los marcadores inmunohistoquimicos y el infiltrado inflamatorio

peritumoral (tabla 3.41).

INFILTRADO L-Fas L-Fas
PERITUMORAL CD4 |CD8 |FOXP3|CD25 |Granzima|minoritario | mayoritario
No Media-% 70,56 (24,44 |6,11 6,89 (2,11 10,7% 4,9%

N 9 9 9 9 9 3 6

Desuv. tip. 16,66 |16,66 |6,25 6,77 |1,26
Si Media-% 60,22 (34,85 |6,94 7,32 |3,85 89,3% 95,1%

N 141 141 143 143 | 143 25 116

Desuv. tip. 20,35 (20,37 |5,68 548 (4,11
p NS NS NS NS NS NS

No se observa ninguna asociacion estadisticamente significativa.
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Asociacion entre los marcadores inmunohistoquimicos y la pérdida de melanocitos
(tabla 3.42).

PERDIDA DE L-Fas L-Fas

MELANOCITOS CD4 |CD8 |FOXP3|CD25 |Granzima | minoritario | mayoritario

Leve Media-% 58,92 (36,25 | 7,85 9,21 (3,49 35,7% 38,5%
N 56 56 55 57 57 10 47
Desv. tip. 20,06 |20,09 | 6,34 587 |3,37

Moderada Media-% 64,39 (30,62 | 6,38 595 3,21 21,4% 33,6%
N 46 46 47 47 47 6 41
Desv. Tip |17,96 (17,96 | 5,61 529 (3,54

Intensa Media-% 60,56 | 34,43 | 6,52 6,29 |4,67 42,9% 27,0%
N 46 46 46 46 46 12 33
Desv. Tip 22,48 (22,48 | 4,97 4,73 |5,09

Total Media-% | 40,00 | 55,00 | 6,50 7,00 |2,50 0% 0,8%
N 2 2 2 2 2 0 1
Desv. Tip (7,07 |7,07 |4,94 8,48 (2,12
p NS [NS NS 0,006 | NS NS

Se demuestra una asociacion estadisticamente significativa entre la pérdida de
melanocitos y la inmunotincién con CD25 (p=0,006; Kruskal-Wallis).

Se observan un 35,3% mas linfocitos CD25+ en las lesiones en las que la pérdida de
melanocitos es leve en relacion a los casos en los que es moderada, un 31,7% mas en

relacion a los que es intensa, y un 23,9% mas en relacion a los que la pérdida es total.

Asociacion entre los marcadores inmunohistoquimicos y la apoptosis (tabla 3.43).

L-Fas L-Fas

APOPTOSIS CD4 |CD8 |FOXP3|CD25 | Granzima | minoritario [ mayoritario

Nula Media-% (63,23 |31,77 |6,45 7,37 2,98 57,1% 57,4%
N 86 86 86 86 86 16 70
Desv. tip. (19,75 [19,75 |5,90 581 |3,67

Escasa  Media-% |[56,28 |38,94 |6,56 7,06 |4,47 39,3% 30,3%
N 47 47 49 49 49 11 37
Desv. tip. (20,46 |20,48 |5,07 519 (4,34

Intensa  Media-% |61,35 |33,65 10,06 |7,59 |5,59 3,6% 12,3%
N 17 17 17 17 17 1 15
Desv. tip. (21,18 |21,18 |5,65 543 |4,01

p NS NS 0,038 |NS |0,001 NS
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Se demuestra una asociacion estadisticamente significativa entre la apoptosis y la
inmunotincion con FoxP3 (p=0,038; Kruskal-Wallis), y con granzima B (p=0,001,;
Kruskal-Wallis).

Se observa un 35,8% maés celulas positivas para FoxP3 en las lesiones con apoptosis
intensa que en aquellas con apoptosis nula, y un 34,7% superior respecto a las que
tienen apoptosis escasa.

Se observa un 46,6% mas células positivas para granzima B en las lesiones con
apoptosis intensa en relacién a las lesiones sin apoptosis, y un 20% superior respecto a

las que tienen apoptosis escasa.

Asociacion entre los marcadores inmunohistoquimicos y la atrofia epidérmica
(tabla 3.44).

L-Fas L-Fas

ATROFIA CD4 CD8 FOXP3 | CD25 | Granzima | minoritario | mayoritario
No Media-% |63,39 |31,61 |6,42 7,15 [3,31 71,4% 54,1%

N 85 85 86 86 86 20 66

Desv. tip. |19,71 |19,71 |5,65 562 |3,26
Si Media-% |57,51 |37,65 |7,50 7,48 [4,32 28,6% 45,9%

N 65 65 66 66 66 8 56

Desv. tip. |20,60 |20,62 |5,74 548 |4,80
p NS NS NS NS NS NS

No se observa ninguna asociacion estadisticamente significativa.
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Correlaciones entre los marcadores inmunohistoquimicos y la densidad de

melanofagos, vasos y linfocitos (tabla 3.45).

MELANOFAGOS | VASOS | INFILTRADO
Rho de CDh4 Coeficiente de 0,038 -0,065 |-0,272
Spearman correlaciéon
p 0,644 0,428 0,001
N 150 150 150
CD8 Coeficiente de -0,038 0,069 |0,275
correlacion
p 0,641 0,403 |0,001
N 150 150 150
FOXP3 Coeficiente de -0,096 0,048 |0,284
correlacion
p 0,238 0,557 0,000
N 152 152 152
CD25 Coeficiente de -0,158 0,025 |-0,038
correlacion
p 0,052 0,761 |0,645
N 152 152 152
GRANZIMA  Coeficiente de -0,140 0,048 |0,451
correlacion
p 0,085 0,556 0,000
N 152 152 152
L-FAS MELANOFAGOS |VASOS INFILTRADO
Minoritario Media 58,32 137,46 12,32
N 28 28 28
Desv. tipica 42,02 137,85 5,25
Mayoritario Media 37,94 160,26 14,38
N 122 122 122
Desv. tipica 40,80 149,97 6,18
p 0,003 0,526 0,161
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Asociacion entre los marcadores inmunohistoquimicos y el numero de
melanofagos.

Se observa una asociacion estadisticamente significativa entre el aumento del nimero
de melandfagos y la inmunotincion minoritaria con L-Fas (p=0,003).

El nimero de melandfagos es un 34,9% superior en los casos en los que el infiltrado
linfocitario presenta una inmunotincién minoritaria por L-Fas. Por tanto, los casos en
los que los infiltrados linfocitarios presentan un menor numero de células L-Fas
positivas tienen un mayor numero de melandfagos respecto a aquellos casos en los que

mas de la mitad de las células del infiltrado presentan marcaje para L-Fas.

Asociacion entre los marcadores inmunohistoquimicos y el nimero de vasos.
No se observa ninguna asociacion estadisticamente significativa entre ninguna

inmunotincion y el nimero de vasos.

Asociacion entre los marcadores inmunohistoquimicos y el infiltrado inflamatorio.

Se observa una correlacion estadisticamente significativa entre las células marcadas con
CD4, CD8, FoxP3y granzima B con la densidad del infiltrado linfocitario.

Esta correlacion es negativa (-0,272) con el CD4 y positiva con el resto (0,275 con el
CD8, 0,284 con el FoxP3, y 0,451 con la granzima).

Por tanto, a medida que aumenta el numero de linfocitos en el infiltrado disminuye el
namero de los mismos que son positivos para CDA4.

Por el contrario, a medida que aumenta el nimero de linfocitos que constituyen el
infiltrado también se incrementa el nimero de los mismos que son positivos para CD8,
Fox P3, y granzima B. La correlacion es muy fuerte en el caso de la granzima B
(p<0,0001).

Las siguientes tablas resumen las asociaciones entre los marcadores

inmunohistoquimicos y los diferentes parametros histolégicos estudiados:
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CD4

N | Media | Desv.tipica | Correlacion p Estadistico de contraste

FIBROSIS

Intensidad

Leve 55| 60,55 21,009 NS Kruskal-Wallis

Moderada 68 | 60,68 19,485

Extensa 27| 61,85 21,31

Tipo

Laminar Si |110| 60,1 21,437 NS U de Mann-Whitney
NO | 40| 62,88 16,637

Compacta Si 34| 65,74 14,675 NS U de Mann-Whitney
NO |116] 59,41 21,458

Indeterminada Si 6 | 46,67 19,149 NS U de Mann-Whitney
NO |144| 61,43 20,143

Delicada si | 2] 775 10,607 NS U de Mann-Whitney
NO |148| 60,61 20,276

Esclerosis Si | 10] 62,5 21,246 NS U de Mann-Whitney
NO |140| 60,72 20,254

Localizacién

Superficial Si | 39] 63,54 18,81 NS U de Mann-Whitney
NO |111] 59,89 20,733

INFILTRADO INFLAMATORIO

Densidad -0,272 0,001 Rho de Spearman

Tipo

Parcheado Si |122] 61,76 19,896 NS U de Mann-Whitney
NO | 28 | 56,82 21,654

Difuso Si | 28| 55,57 21,273 NS U de Mann-Whitney
NO |122] 62,05 19,904

Localizacion

Intratumoral Si 84 | 61,68 20,241 NS U de Mann-Whitney
NO | 66 | 59,77 20,37

Peritumoral Si |141| 60,22 20,352 NS U de Mann-Whitney
NO| 9 | 70,56 16,667

MELANOFAGIA

Densidad 0,038 NS Rho de Spearman

PROLIFERACION VASCULAR

Densidad -0,065 NS Rho de Spearman

PERDIDA DE MELANOCITOS

Leve 56 | 58,92 20,061 NS Kruskal-Wallis

Moderada 46 | 64,39 17,963

Intensa 46 | 60,56 22,486

Total 2 40 7,071

APOPTOSIS

Ausente 86| 63,23 19,759 NS Kruskal-Wallis

Escasa 47 | 56,28 20,469

Intensa 17 | 61,35 21,181

ATROFIA

Ausente 85| 63,29 19,718 NS U de Mann-Whitney

Presente 65| 57,51 20,608

Tabla 3.46. Asociaciones de la inmunotincion con CD4 y los pardmetros histoldgicos evaluados.
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CD8

N | Media | Desv.tipica | Coef.correl. p Estadistico de contraste

FIBROSIS

Intensidad

Leve 55| 34,68 21,057 NS Kruskal-Wallis

Moderada 68| 34,32 19,485

Extensa 27| 33,15 21,31

Tipo

Laminar Si [110] 34,99 21,459 NS U de Mann-Whitney
NO | 40| 32,12 16,637

Compacta Si | 34] 29,26 14,675 NS U de Mann-Whitney
NO |116] 36,68 21,476

Indeterminada Si 6 | 48,33 19,149 NS U de Mann-Whitney
NO | 144] 33,64 20,166

Delicada Si 2 | 17,5 10,607 NS U de Mann-Whitney
NO | 148| 34,45 20,295

Esclerosis Si 10| 62,5 21,246 NS U de Mann-Whitney
NO | 140] 60,72 20,254

Localizacion

Superficial Si 39| 31,46 18,81 NS U de Mann-Whitney
NO [111] 35,2 20,754

INFILTRADO INFLAMATORIO

Densidad 0,275 0,001 Rho de Spearman

Tipo

Parcheado Si |122] 33,32 19,924 NS U de Mann-Whitney
NO | 28| 38,18 21,654

Difuso Si 28| 39,43 21,273 NS U de Mann-Whitney
NO |122] 33,03 19,933

Localizacion

Intratumoral Si 84| 33,44 20,281 NS U de Mann-Whitney
NO | 66 | 35,23 20,37

Peritumoral Si |141] 34,85 20,37 NS U de Mann-Whitney
NO | 9 | 24,44 16,667

MELANOFAGIA

Densidad -0,038 NS Rho de Spearman

PROLIFERACION VASCULAR

Densidad 0,069 NS Rho de Spearman

PERDIDA DE MELANOCITOS

Leve 56| 36,25 20,096 NS Kruskal-Wallis

Moderada 46 | 30,62 17,969

Intensa 46 | 34,43 22,486

Total 2 55 7,071

APOPTOSIS

Ausente 86 | 31,77 19,759 NS Kruskal-Wallis

Escasa 47| 38,94 20,482

Intensa 17 | 33,65 21,181

ATROFIA

Ausente 85| 31,77 19,718 NS U de Mann-Whitney

Presente 65| 37,65 20,626

Tabla 3.47. Asociaciones de la inmunotincion con CD8 y los pardmetros histolégicos evaluados.
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CD25

N | Media | Desv.tipica | Coef.correl. p Estadistico de contraste

FIBROSIS

Intensidad

Leve 56| 8,93 5,88 0,031 Kruskal-Wallis

Moderada 69| 6,38 5,28

Extensa 27| 6,22 4,846

Tipo

Laminar Si |112] 7,99 5,65 0,009 U de Mann-Whitney
NO | 40| 5,34 4,792

Compacta Si |[34] 581 4,991 NS U de Mann-Whitney
NO |118] 7,72 5,645

Indeterminada si | 6| 2,67 2,16 0,026 U de Mann-Whitney
NO |146| 7,48 5,564

Delicada si 2 3 2,828 NS U de Mann-Whitney
NO | 150] 7,35 5,557

Esclerosis si 10 8,3 5,638 NS U de Mann-Whitney
NO |142] 7,22 5,554

Localizacién

Superficial Si |39 7,45 6,079 NS U de Mann-Whitney
NO |113]| 7,24 5,379

INFILTRADO INFLAMATORIO

Densidad -0,038 NS Rho de Spearman

Tipo

Parcheado Si |124] 7,66 5,526 NS U de Mann-Whitney
NO | 28| 5,68 5,444

Difuso si 28| 5,39 5,527 0,033 U de Mann-Whitney
NO |124] 7,72 5,483

Localizacién

Intratumoral Si | 84| 6,67 5,344 NS U de Mann-Whitney
NO | 68| 8,06 5,735

Peritumoral Si |143] 7,32 5,489 NS U de Mann-Whitney
NO| 9| 6,89 6,772

MELANOFAGIA

Densidad -0,158 NS Rho de Spearman

PROLIFERACION VASCULAR

Densidad 0,025 NS Rho de Spearman

PERDIDA DE MELANOCITOS

Leve 571 9,21 5,875 0,006 Kruskal-Wallis

Moderada 47 | 5,95 5,299

Intensa 46 | 6,29 4,735

Total 2 7 8,485

APOPTOSIS

Ausente 86| 7,37 5,813 NS Kruskal-Wallis

Escasa 49| 7,06 5,198

Intensa 17| 7,59 5,432

ATROFIA

Ausente 86| 7,15 5,62 NS U de Mann-Whitney

Presente 66| 7,48 5,487

Tabla 3.48. Asociaciones de la inmunotincion con CD25 y los parametros histologicos evaluados.
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FOX P3

N | Media | Desv.tipica | Coef.correl. p Estadistico de contraste

FIBROSIS

Intensidad

Leve 56| 7,89 6,044 NS Kruskal-Wallis

Moderada 69| 6,42 5,882

Extensa 27 6 4,163

Tipo

Laminar si |112| 6,02 5,806 NS U de Mann-Whitney
NO | 40| 6,79 5,462

Compacta Si 34| 7,19 5,686 NS U de Mann-Whitney
NO |118]| 6,8 5,725

Indeterminada si | 6| 45 3,45 NS U de Mann-Whitney
NO | 146| 6,99 5,76

Delicada si [ 2] 25 0,707 NS U de Mann-Whitney
NO [150| 6,95 5,715

Esclerosis Si 10| 6,7 5,851 NS U de Mann-Whitney
NO |142| 6,9 5,71

Localizacion

Superficial si |39 6,01 6,317 NS U de Mann-Whitney
NO (113] 7,19 5,468

INFILTRADO INFLAMATORIO

Densidad 0,284 0,000 Rho de Spearman

Tipo

Parcheado si 124 6,71 5,772 NS U de Mann-Whitney
NO | 28| 7,68 5,396

Difuso Si | 28] 7,57 5,521 NS U de Mann-Whitney
NO (124] 6,73 5,75

Localizacion

Intratumoral Si 84| 7,19 5,782 NS U de Mann-Whitney
NO | 68| 6,51 5,616

Peritumoral si [143| 6,94 5,684 NS U de Mann-Whitney
NO| 9| 6,11 6,254

MELANOFAGIA

Densidad -0,096 NS Rho de Spearman

PROLIFERACION VASCULAR

Densidad 0,048 NS Rho de Spearman

PERDIDA DE MELANOCITOS

Leve 551 7,85 6,343 NS Kruskal-Wallis

Moderada 47 | 6,38 5,616

Intensa 46| 6,52 4,979

Total 2 6,5 4,949

APOPTOSIS

Ausente 86| 6,45 5,905 0,038 Kruskal-Wallis

Escasa 49 | 6,56 5,078

Intensa 17 | 10,06 5,651

ATROFIA

Ausente 86| 6,42 5,654 NS U de Mann-Whitney

Presente 66 7,5 5,745

Tabla 3.49. Asociaciones de la inmunotincion con FoxP3 y los parametros histolégicos evaluados.
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GRANZIMA B

N | Media | Desv.tipica | Coef.correl. P Estadistico de contraste

FIBROSIS

Intensidad

Leve 56| 3,48 3,368 NS Kruskal-Wallis

Moderada 69| 3,8 4,143

Extensa 27 | 4,19 4,977

Tipo

Laminar Si |112] 3,41 3,838 NS U de Mann-Whitney
NO | 40 4,7 4,416

Compacta Si 34| 4,5 4,151 NS U de Mann-Whitney
NO [(118] 3,53 3,978

Indeterminada Si 6 5,83 6,047 NS U de Mann-Whitney
NO [146| 3,66 3,926

Delicada Si | 2 2 1,414 NS U de Mann-Whitney
NO (150| 3,77 4,044

Esclerosis Si 10 2,7 2,163 NS U de Mann-Whitney
NO (142] 3,82 4,118

Localizacion

Superficial Si 39| 2,77 2,64 NS U de Mann-Whitney
NO [113] 4,09 4,36

INFILTRADO INFLAMATORIO

Densidad 0,415 0,000 Rho de Spearman

Tipo

Parcheado Si |124| 3,58 4,167 0,031 U de Mann-Whitney
NO | 28| 4,5 3,272

Difuso Si 28| 4,43 3,349 NS U de Mann-Whitney
NO (124 3,6 4,157

Localizacion

Intratumoral Si |84 4,21 4,521 NS U de Mann-Whitney
NO | 68 | 3,18 3,25

Peritumoral Si 1143] 3,85 4,116 NS U de Mann-Whitney
NO| 9| 2,11 1,269

MELANOFAGIA

Densidad -0,14 NS Rho de Spearman

PROLIFERACION VASCULAR

Densidad 0,048 NS Rho de Spearman

PERDIDA DE MELANOCITOS

Leve 57| 3,49 3,37 NS Kruskal-Wallis

Moderada 47 | 3,21 3,544

Intensa 46 | 4,67 5,09

Total 2 2,5 2,121

APOPTOSIS

Ausente 86| 2,98 3,675 0,001 Kruskal-Wallis

Escasa 49 | 4,47 4,34

Intensa 17| 5,59 4,017

ATROFIA

Ausente 86| 3,31 3,269 NS U de Mann-Whitney

Presente 66| 4,32 4,801

Tabla 3.50. Resumen de las asociaciones de la granzima B y los pardmetros histolégicos evaluados.
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L-FAS Total | Minoritario Mayoritario
N N % Media N % Media p Estadistico de contraste

FIBROSIS

Intensidad

Leve 55 10 35,7 45 36,9 NS Chi-cuadrado

Moderada 69 13 46,4 55 45,1

Extensa 27 6 17,9 22 18

Tipo

Laminar si 111 16 57,1 95 77,9 0,024 Chi-cuadrado
NO | 39 12 42,9 27 22,1

Compacta Si 33 11 39,3 22 18 0,014 Chi-cuadrado
NO | 117 17 60,7 100 82

Indeterminada Si 6 1 3,6 5 4,1 NS Chi-cuadrado
NO | 144 27 96,4 117 95,9

Delicada Si 3 0 0 3 2,5 NS Chi-cuadrado
NO | 147 28 100 119 97,5

Esclerosis Si 10 2 7,1 8 6,6 NS Chi-cuadrado
NO | 140 26 92,9 114 93,4

Localizacion

Superficial Si 38 10 35,7 28 23 NS Chi-cuadrado
NO | 112 18 64,3 94 77

INFILTRADO INFLAMATORIO

Densidad 150 28 137,46 122 160,26 NS U de Mann-Whitney

Tipo

Parcheado si 122 23 82,1 99 81,1 NS Chi-cuadrado
NO | 28 5 17,9 23 18,9

Difuso Si 28 5 17,9 23 18,9 NS Chi-cuadrado
NO | 122 23 82,1 99 81,1

Localizacion

Intratumoral Si 81 16 57,1 65 53,3 NS Chi-cuadrado
NO | 69 12 42,9 57 46,7

Peritumoral Si 141 25 89,3 116 95,1 NS Chi-cuadrado
NO| 9 3 10,7 6 4,9

MELANOFAGIA

Densidad 150 28 58,32 122 37,94 | 0,003 U de Mann-Whitney

PROLIFERACION VASCULAR

Densidad 150 28 12,32 122 14,38 NS U de Mann-Whitney

PERDIDA DE MELANOCITOS

Leve 57 10 35,7 47 38,5 NS Chi-cuadrado

Moderada a7 6 21,4 41 33,6

Intensa 45 12 42,9 33 27

Total 1 0 0 1 8

APOPTOSIS

Ausente 86 16 57,1 70 57,3 NS Chi-cuadrado

Escasa 48 11 39,3 37 30,3

Intensa 16 1 3,6 15 12,3

ATROFIA

Ausente 86 20 71,4 66 54,1 NS Chi-cuadrado

Presente 64 8 28,6 56 45,9

Tabla 3.51. Resumen de las asociaciones de la inmunotincién con ligando de Fas y los parametros

histologicos evaluados.
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3.1.5.4. RESUMEN DE LOS RESULTADOS INMUNOHISTOQUIMICOS

Tipo de lesibn melanocitica:

Hallazgos estadisticamente significativos:

Al analizar las asociaciones entre los marcadores inmunohistoquimicos CD4, CDS8,

CD25, FoxP3, granzima B y L-Fas, y el tipo de lesion melanocitica evaluada, se

evidenciaron las siguientes diferencias estadisticamente significativas:

El aumento del nimero de linfocitos marcados con FoxP3 y con granzima B se
asocia de forma estadisticamente significativa al diagndstico de melanoma
(p=0,018 y p=0,019 respectivamente), y de forma exclusiva, al tipo histologico
de extension superficial (p=0,012 ambas).

La disminucién del nimero de linfocitos marcados con FoxP3 y con granzima B
se asocia de forma estadisticamente significativa al diagnéstico de nevo

melanocitico (p<0,0001 y p=0,048 respectivamente).

Hallazgos relevantes estadisticamente no significativos

Por otro lado, también se objetivaron diversas asociaciones llamativas, a pesar de que

no resultaron estadisticamente significativas:

En los melanomas de esta serie existe un claro predominio de linfocitos CD4
respecto a los CD8 (59,55 frente a 35,45), hecho constante en todos los tipos
histolégicos de melanoma. Del mismo modo, la densidad de linfocitos CD4+
también es muy superior a la de CD8+ en los nevos melanociticos (62,11 frente
a 33,00). En los nevos melanociticos se observa un incremento progresivo de la
densidad de linfocitos CD4 a medida que disminuye el grado de displasia de las
lesiones estudiadas (56,59 en los nevos con displasia severa, 60,84 en los nevos
displasicos y 65,39 en los nevos sin displasia. En cuanto a los melanomas, la
densidad es méaxima en los melanomas lentiginosos acrales (72,50) y en los
melanomas nodulares (70,00), aunque el nimero de casos de estos dos tipos de
melanomas es muy reducido. Los nevos de Spitz son los que presentan una
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mayor densidad de linfocitos CD4 (85,00), claramente superior al resto de
lesiones melanociticas, aunque el escaso numero de casos también hace que los
resultados deban interpretarse con cautela.

De forma opuesta, en los nevos melanociticos también se observa un aumento
progresivo de la densidad de linfocitos CD8 a medida que aumenta el grado de
displasia de las lesiones estudiadas, siendo minimo en los nevos sin displasia
(29,61), intermedio en los nevos displasicos (34,16), y maximo en los nevos con
displasia severa (38,86). Los nevos con regresion completa son los que
presentan una mayor densidad de linfocitos CD8 (55,00), y de hecho, son los
unicos en los que existe un predominio de linfocitos CD8 respecto a los CD4. En
cuanto a los melanomas, la densidad de linfocitos CD8 es méxima en los

melanomas de extension superficial (37,41).

FoxP3 se expresa mucho méas en melanomas (8,55) que en nevos melanociticos
(5,74), y sobre todo en melanomas lentiginosos acrales (13,50) y melanomas
nodulares (12,00), que clasicamente son los que tienen un peor prondstico. Los
nevos melanociticos displésicos (6,59) y aquellos con displasia severa (6,24)
presentan una mayor densidad de linfocitos FoxP3+ que los nevos sin displasia
(5,63). Los nevos de Spitz son los que presentan una mayor densidad de

linfocitos FoxP3+ (12,50), aunque esta serie sélo incluye dos casos.

Los linfocitos CD25+ son mas abundantes en los melanomas (7,77) que en los
nevos melanociticos (6,94). Los nevos de Spitz son los que presentan una mayor
densidad de linfocitos CD25+ (9,00).

La densidad de células positivas para granzima B es muy superior en los
melanomas (5,70), en especial en los melanomas nodulares (10,00) y en los de
extension superficial (6,62), respecto a los nevos melanociticos (2,83), en los
que experimentd un aumento progresivo cuanto mayor era el grado de displasia
(2,56 en los nevos sin displasia, 2,86 en los nevus displasicos y 3,74 en los

nevos con displasia severa.
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El porcentaje de nevos en los que se aprecié inmunotincion con L-Fas en el
infiltrado inflamatorio es muy superior al de los melanomas. Existe un gradiente
decreciente de expresion de L-Fas a medida que aumenta el grado de displasia
de las lesiones estudiadas. Los halo nevos son los que presentan una mayor
densidad de linfocitos L-Fas positivos. Dentro de los melanomas, las células
marcadas con L-Fas prevalecen con claridad en los de extension superficial

respecto al resto de tipos histoldgicos.

Los parametros histolégicos que han demostrado asociaciones llamativas han sido

los siguientes:

Fibrosis:

El aumento del nimero de linfocitos marcados con CD25 se asocia de forma
estadisticamente significativa a la fibrosis leve y a la fibrosis laminar.

La fibrosis laminar se asocia de forma estadisticamente significativa a las
lesiones en las que los linfocitos se tifien de forma mayoritaria con L-Fas.

La fibrosis compacta se asocia de forma estadisticamente significativa a las

lesiones en las que los linfocitos se tifien minoritariamente con L-Fas.

Infiltrado inflamatorio:

Un menor numero de linfocitos marcados con granzima B se asocia de forma
estadisticamente significativa al infiltrado linfocitario parcheado. Este hallazgo
se ve corroborado con el hecho de que un mayor nimero de linfocitos marcados
con granzima B también mostré una tendencia de asociacion al infiltrado
linfocitario difuso, aunque no fue estadisticamente significativa (p=0,055).

La disminucién del numero de linfocitos marcados con CD25 se asocia de forma
estadisticamente significativa al infiltrado linfocitario difuso. Este hallazgo se ve
corroborado con el hecho de que el aumento del nimero de linfocitos marcados
con CD25 también mostré una tendencia de asociacion al infiltrado linfocitario

parcheado, aunque no fue estadisticamente significativa (p=0,075).
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Pérdida de melanocitos:
- El aumento del nimero de linfocitos marcados con CD25 se asocia de forma

estadisticamente significativa con la pérdida leve de melanocitos.

Apoptosis:
- El aumento del nimero de linfocitos marcados con FoxP3 se asocia de forma
estadisticamente significativa con la apoptosis intensa.
- El aumento de linfocitos marcados con granzima B se asocia de forma

estadisticamente significativa al aumento del grado de apoptosis.
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3.1.6. DISCUSION DE LOS PARAMETROS INMUNOHISTOQUIMICOS

3.1.6.1. CARACTERIZACION DE LOS INFILTRADOS LINFOCITARIOS EN
LAS LESIONES MELANOCITICAS.

Como se aprecia en los resultados histoldgicos de esta serie de lesiones melanociticas
con regresion, la densidad de linfocitos es maxima en los melanomas. En cuanto a su
caracterizacion fenotipica, se ha constatado que los principales componentes de los
infiltrados linfocitarios que infiltran el melanoma son los linfocitos T colaboradores
CD4+ vy los citotoxicos CD8+. Coincidiendo con la mayoria de estudios, en esta serie
también existe un predominio de linfocitos TCD4+ sobre TCD8+ 27222223238 Dy
mismo modo, también se aprecia un predominio de linfocitos TCD4+ en todos los tipos
de lesiones melanociticas que no son melanomas, que no permitiria discriminar entre
nevos y melanomas. Dentro de los nevos melanociticos existe un aumento progresivo de
la densidad de linfocitos TCD4+ a medida que disminuye su atipia histolégica, de forma
opuesta a lo que sucede con el CD8, ya que se observa un incremento progresivo de la
densidad de linfocitos TCD8+ a medida que aumenta su grado de displasia.
Por otro lado, se observa una correlacion negativa (-0,272), estadisticamente
significativa (p=0,001), entre un aumento en el ndmero de linfocitos CD4+ y la
densidad de linfocitos, de modo que cuanto mayor es el nimero de linfocitos que
constituyen el infiltrado inflamatorio, menor es el nimero de los mismos que son
positivos para CD4. También se constata una correlacion positiva (0,275),
estadisticamente significativa (p=0,001), entre un aumento en el nimero de linfocitos
CD8+ y la densidad de linfocitos, de modo que cuanto mayor es el nimero de linfocitos
que constituyen el infiltrado inflamatorio, mayor es el nimero de los mismos que son
CD8 positivos. Por tanto, a mayor numero de linfocitos, mas probabilidad de que ese
incremento sea para producir una respuesta citotoxica.
También se observa una correlacion positiva estadisticamente significativa entre las
células marcadas con FoxP3 (0,284) y granzima B (0,451) con la densidad del infiltrado
linfocitario. Por tanto, a medida que aumenta el nimero de linfocitos que constituyen el
infiltrado también se incrementa el numero de los mismos que son positivos para
FoxP3, y granzima B. La correlacion es muy fuerte en el caso de la granzima B
(p<0,0001).
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En cuanto a la asociacion de los marcadores inmunohistoquimicos con los distintos
tipos de lesiones melanociticas, un aumento del nimero de linfocitos marcados con
FoxP3 y con granzima B se asocia de forma estadisticamente significativa al
diagndstico de melanoma, mientras que la disminucion del ndmero de linfocitos
marcados con FoxP3 y con granzima B se asocia de forma estadisticamente significativa
al diagndstico de nevo melanocitico. Por tanto, se llega a la misma conclusion por dos

vias distintas.

Existen evidencias sustanciales que implican a la participacién del sistema inmune en la
patogénesis del cancer, ya que se ha constatado su contribucion tanto a la progresion
como a la inhibicién del crecimiento tumoral. La capacidad de las células tumorales
para evitar la vigilancia inmune representa un paso critico en la progresién tumoral *®.
Se ha sugerido que el impacto clinico de la respuesta inmune antitumoral se decide
esencialmente en el lugar donde asienta el tumor, donde las condiciones
microambientales dictan el estado funcional de las células T **. 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 *°73%.

La respuesta efectora principal se encuentra dirigida a la eliminacién de células
infectadas por virus o células cancerosas. Los linfocitos T citotdxicos reconocen
péptidos unidos a moléculas de histocompatibilidad de clase I, y tras su activacion, se
expanden gracias a la IL-2 secretada por los linfocitos Thl, aumentando de ésta manera
el numero de celulas efectoras contra el antigeno. Una vez activados, son capaces de
inducir apoptosis de la célula diana.

Como ya se ha mencionado anteriormente, existe evidencia acumulada que establece
una asociacion estrecha entre las células T citotoxicas CD8+ y una evolucién clinica
favorable en diversos tipos de canceres. De forma opuesta, la presencia en los tumores
de elementos reguladores inmunes negativos, como las células T FoxP3+ (Tregs) o las
moléculas coestimulatorias PD-1/PD-L1, se asocia con una supervivencia inferior de los
pacientes %%,

Como se constata en los resultados, la existencia de infiltrados linfocitarios tumorales es
una constante en todo el espectro de lesiones melanociticas con regresion, y se

encuentran ubicados tanto dentro del espesor del tumor como en su periferia.
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Algunos estudios que han tratado de caracterizar los infiltrados linfocitarios, ademés de
en melanomas, en nevos displasicos y nevos convencionales, demostraron que los
infiltrados linfocitarios fueron muy escasos o casi ausentes en los nevos benignos, y
elevados en nevos displasicos y en la mayoria de melanomas en fase de crecimiento
radial. En los melanomas en fase de crecimiento vertical y en las metastasis de

melanoma, los infiltrados linfocitarios también eran reducidos .

Estos hallazgos
sugeririan que se produciria una activacion precoz de la respuesta inmune, que
alcanzaria su apogeo en las fases iniciales del desarrollo del melanoma, con la finalidad
de intentar frenar la progresion del mismo.

Aunque la evaluacion de los infiltrados linfocitarios tumorales parece estar influida por
la variabilidad interobservador, algunos autores han sugerido que ademas de la
densidad, su patron de distribucion también constituye un pardmetro histoldgico con
valor prondstico en el melanoma.

La presencia de infiltrados intratumorales densos de células T en la fase de crecimiento
vertical de melanomas primarios se ha correlacionado de forma estrecha con una
reduccién de la incidencia de enfermedad metastasica, y por tanto con un aumento de la

supervivencia “*%.

En contraposicion, los infiltrados linfocitarios no tienen valor
prondstico en la fase de crecimiento radial.

Del mismo modo, se ha demostrado que los infiltrados prominentes de células T en los
melanomas que metastatizan en los ganglios linfaticos son predictores de una mayor
supervivencia, al compararlos con melanomas que no presentan infiltrados inflamatorios
310.

Debido a que las células tumorales son inherentemente células autdlogas y su
inmunogenicidad es muy débil cuando se compara con la de los patdgenos que invaden
al organismo, las células neoplasicas pueden evadir la inmunovigilancia y continuar
proliferando ***3'2, Ademas, es conocido que varios factores solubles secretados por las
células tumorales inducen fallos en la respuesta inmune del huésped **2.

Otro de los mecanismos adoptados por los tumores para destruir la vigilancia del
sistema inmune consiste en contraatacar a los infiltrados linfocitarios tumorales, ya que
las células tumorales también expresan ligandos especiales que inducen apoptosis de los
infiltrados linfocitarios tumorales en el microambiente tumoral.

Por otro lado, existen una serie de &reas denominadas de privilegio inmune en las cuales
las celulas tumorales no se reconocen como peligrosas y pueden continuar proliferando.
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También se ha demostrado que los infiltrados linfocitarios tumorales poseen defectos de

transduccion de sefial, que los hacen ineficientes o inducen su apoptosis 3.

3.1.6.1.1. LINFOCITOS T REGULADORES

Linfocitos T requladores (Tregs) CD4+CD25+FoxP3+

Dentro del maremagno de células encargadas de la regulacién del sistema inmune, las

que mas destacan, por ser las mas estudiadas, son una subpoblacion de linfocitos T
CD4+ que expresan de forma constitutiva altas concentraciones de la cadena o del
receptor de alta afinidad de la IL-2, el CD25, y que son denominadas genéricamente
como células T reguladoras (Tregs) (CD4+CD25""). La mayoria de los linfocitos T
CD4+ quiescentes son constitutivamente CD25 negativos, y solo expresan este
marcador (en concentracion muy baja y de forma transitoria) en cuanto se activan tras el
reconocimiento del antigeno (CD4+CD25"") 3¢, Por tanto, si bien es cierto que todos
los linfocitos T que se han activado recientemente expresan CD25, los linfocitos Treg
son los Unicos que lo hacen cuando son virgenes. Las células Tregs representan un
subtipo de células inmunes efectoras, descritas por primera vez por Sakaguchi et al **’
en 1995, que desempefian un papel esencial en la homeostasis inmune 382°, Su funcién
primaria consiste en regular la funcion y proliferacion de células T, por lo que son
esenciales para el control de las respuestas inmunes, ya que inhiben las células T
autoreactivas que pueden haber escapado del timo, y regulan por tanto el mantenimiento

de la inmunotolerancia 38326328

. El CD25es una molécula indispensable en la
generacion y mantenimiento de las células Tregs, y por este motivo, constituye un
excelente marcador funcional de la poblacion Treg.

En la actualidad, se han descrito distintos tipos de Tregs, que se subdividen en base a la
diferente expresion de marcadores en la superficie de las células, produccion de

citocinas y mecanismo de accion.

Células CD4+ reguladoras naturales e inducibles
Las Tregs constituyen entre el 5-10% del total de linfocitos T CD4+ que se encuentran

en la sangre periférica y en tejidos linfoides. Se trata de una subpoblacion de células T
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CD4+, que se desarrolla de forma natural en el timo o también en la periferia en

presencia del antigeno y de TGF-f

228,316,318,329,330

La mayoria de las células Treg se originan en el timo de forma natural, y se
conocen como células Treg naturales (nTregs). Estas células adquieren su
capacidad reguladora durante la timogénesis y fenotipicamente se caracterizan
por ser CD25+, y por la expresién constitutiva de marcadores como el factor de
transcripcion Forkhead box P3 (FoxP3), el cual controla su desarrollo y es
esencial en su funcién **>33332 FoxP3 se considera el marcador mas especifico
de esta subpoblacion de células T y ejerce unaregulacion transcripcional
positiva induciendo un aumento en la expresion de CD25, del antigeno 4
asociado al linfocito T citotoxico (CTLA-4), y del receptor del factor de necrosis
tumoral inducido por glucocorticoides (GITR).

Las células nTregs son potencialmente autoreactivas, expresan receptores de
células T a/B, y al parecer, son seleccionadas en el timo mediante una unién de
alta afinidad a complejos MHC que cargan péptidos propios. De esta forma,
estas células evaden la deleccion clonal timica y cuando son activadas por
autoantigenos no se diferencian en células capaces de generar una respuesta
autoinmunitaria, sino que lo hacen en potentes células supresoras capaces de
inhibir a otras células autoreactivas. Este proceso se conoce como tolerancia

reguladora o supresién inmunitaria dominante %,

Otro grupo de células Tregs CD4+CD25+ esté representado por las células Tregs
inducidas por antigeno o adaptativas (aTregs). Estas Tregs se sitdan en los
organos linfoides periféricos y parecen actuar de forma especifica frente al
antigeno, a traves de sefiales dependientes del contacto celular y de la secrecion
de determinadas interleucinas.

La funcion supresora de estas células Tregs inducidas estd mediada por la
produccion de las citocinas supresoras IL-10 y TGF-p 3,

Entre las celulas T reguladoras inducibles que se originan en tejidos periféricos,

las Tr1y las Th3 son las que mejor se conocen .

252



Se ha especulado mucho sobre los motivos por los cuales el sistema inmune es incapaz
de prevenir el desarrollo de tumores en algunas circunstancias.

Existen maltiples mecanismos que generan inmunosupresién en el microambiente
tumoral, que pueden restringir la intensidad y la magnitud de las reacciones citotoxicas
en el huésped. Entre ellas destaca esta pequefia poblacién de células T, que se carateriza
por la expresién de FoxP3 3%°3%,

El papel significativo de las células Tregs en suprimir la respuesta inmune antitumoral
esté bien establecido **. Diversos autores han demostrado que la progresion tumoral
puede estar asociada con un incremento en el numero de células Tregs, ya que un
aumento en el numero de estas células podria afectar a la respuesta inmune citotdxica
que se desencadena frente a determinados antigenos expresados por las células
tumorales. De este modo, el aumento intratumoral de células Tregs se ha correlacionado
con una reduccion en el nimero de células T CD8+, protegiendo a las células tumorales
de la citotoxicidad mediada por estas células, y también se ha demostrado que la
deplecion de las células Tregs aumenta la destruccion tumoral inducida por el sistema
inmunitario. Por otro lado, se ha especulado con que las células Tregs pueden ejercer un
efecto antitumoral por ellas mismas, especialmente en neoplasias de células T 343,

La relevancia clinica de la inmunosupresion mediada por Tregs es una disminucion de
la supervivencia de los pacientes que poseen una mayor cantidad de células
intratumorales FoxP3+ **2. Por otro lado, los infiltrados linfocitarios ricos en linfocitos
citotoxicos T CD8+ pero deficitarios en células Tregs FoxP3+ se correlacionan
estrechamente con un mejor pronostico de los pacientes, constituyendo el balance entre
las vias citotoxica y reguladora un indice que refleja la destruccion tumoral, y un
determinante critico de la inmunidad protectora (cociente entre células T CD8+ y
células T FoxP3+) 228:343:345

La pérdida de células Tregs puede facilitar la persistencia y propagacion en la piel de
células T reactivas *'%. De hecho, los sujetos que presentan mutaciones en el gen FoxP3
padecen el sindrome inmunodisregulacion, poliendocrinopatia y enteropatia ligada al
cromosoma X (IPEX), una enfermedad que se caracteriza por afectacion intestinal y
endocrina de origen autoinmune. Asi mismo, los ratones con esta alteracion genética
sufren un sindrome autoinmune letal *%%® Tanto los enfermos como los ratones
presentan concentraciones muy bajas de Tregs en la sangre, y las escasas células que
poseen tienen una funcionalidad muy deficiente. La funcion especifica de FoxP3 parece
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ser indirecta a través de amplificar y estabilizar la transcripcion de diversos genes
especificos de regulacion.

Por otro lado, se ha propuesto que una reduccion en el nimero de Tregs o un defecto en
su funcion podria provocar potencialmente una pérdida de la tolerancia inmune y el
desarrollo de autoinmunidad. Las Tregs pueden modular tanto la inmunidad innata
como la adquirida. Actuando a través de mdltiples modos de supresion, estan
implicadas en la respuesta inmune en un amplio espectro de trastornos incluyendo
enfermedades autoinmunes, transplante de érganos, enfermedades infecciosas, alergias
y cancer 3%,

De este modo, numerosas enfermedades autoinmunes o mediadas por el sistema inmune
presentan una deplecion en el numero o un defecto en la funcion de las Tregs como en
la gastritis, tiroiditis, diabetes tipo I, miastenia gravis, artritis reumatoide, esclerosis
mualtiples, penfigoide ampolloso, psoriasis, esclerodermia, dermatomiosistis, lupus y
enfermedad injerto contra huésped .

Los distintos mecanismos por los cuales las células T reguladoras permiten un control

de la actividad inmunitaria pueden resumirse en los siguientes puntos:

- Mecanismo de supresion directo: se lleva a cabo por contacto célula-célula, y
estd relacionado con el aumento de moléculas CTLA-4. Se ha implicado un
papel critico del CTLA-4 en atenuar la inmunidad antitumoral 3*. Las células T
reguladoras expresan de forma constitutiva CTLA-4, que es necesario para su

funcidn 343347

, Y proporciona sefiales inhibitorias que derivan en la inactivacion
de células efectoras **%*%, El principal mecanismo de accién del ipilimumab, un
anticuerpo monoclonal completamente humano IgGl que se ha aprobado
recientemente para su uso en pacientes con melanoma metastasico, es bloquear
el CTLA-4. De este modo, al potenciar la respuesta inmune evita que este
desempefie su papel fundamental en la supresion de la respuesta inmunologica

frente al cancer (figura 1.9).

- Mecanismo de supresion indirecto: por secrecion de citoquinas
inmunosupresoras **!, pero también por una regulacion transcripcional negativa
inhibiendo la produccion de IL-2, NFAT (factor nuclear de linfocitos T
activados) y NF-«p (factor nuclear Kappa Beta). El transcriptor FoxP3 interfiere

254



en la interaccion entre AP-1 (proteina activadora 1) y NFAT en el promotor de
la IL-2, lo cual impide la activacién transcripcional del gen de la IL-2, y en

consecuencia provoca una reduccién en la produccion de 1L-2 3%,

- Otros mecanismos: las Tregs pueden secretar perforinas y granzimas e inducir la
apoptosis de los linfocitos efectores. Ademas, los linfocitos Tregs liberan

galectina-1, la cual también tiene la capacidad de inducir apoptosis en linfocitos
T 331,333

Papel de los Tregs en el cancer
Diversos estudios han puesto de manifiesto un incremento en el nimero de células
Tregs en sangre periferica, ganglios linfaticos, y tejido tumoral en pacientes con

%132 La cantidad de estas células también esta

distintos tipos de canceres
significativamente aumentada en tejido tumoral cuando se compara con la que se
observa en la sangre periférica del mismo paciente o de donantes sanos.

En cuanto al prondstico, el aumento de las células Tregs se ha asociado con una menor

342’348_353, incluido en

supervivencia en pacientes con diferentes estirpes tumorales
neoplasias epiteliales malignas, donde la acumulacion de las mismas se ha asociado
tanto con progresion de la enfermedad como con un aumento del riesgo de recurrencia

local 354,355

Papel de los Tregs en el melanoma

Las Tregs también son capaces de inducir inmunotolerancia en el melanoma **°**’. Se
ha demostrado que estas células pueden inhibir “in vitro” la proliferacion de células T
CD8+ capaces de reconocer el antigeno tumoral Melan A/Mart 1. Por este motivo,
diversos autores sugieren que es posible que las células Tregs puedan provocar una
supresion de los infiltrados linfocitarios citotoxicos asociados al melanoma, atenuando
la inmunidad especifica de células T CD8+ frente a determinados antigenos del
melanoma y contribuyendo de este modo al crecimiento tumoral *°.

Mourmouras et al ** demostraron una prevalencia fuertemente aumentada de células
Tregs CD25+FoxP3+ tanto en nevos displasicos como en melanomas en fase de
crecimiento radial. Nuestros casos apuntan en esa misma direccion, ya que la expresién
de FoxP3 también ha sido superior (un 14,3% mayor) en melanomas en fase de
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crecimiento radial que en fase vertical, aunque esas diferencias carecen de significacion
estadistica.

Por otro lado, parece que la tolerancia al sistema inmunitario se produce durante las
fases iniciales del desarrollo del melanoma, lo que favorece el crecimiento del mismo
359-361.

En este sentido, los resultados de Mourmournas et al ** también evidenciaron un
reclutamiento precoz de células Tregs CD4+CD25+FoxP3+ en el lugar donde asienta el
tumor. Las Tregs pueden ser atraidas dentro del parénquima tumoral y en la vecindad
del estroma del mismo, y pueden mantenerse ahi debido a la presencia de diversos
antigenos tumorales y citocinas. EI mantenimiento y/o prevalencia de las células Tregs
en el lugar donde asienta el tumor podria contribuir a una inadecuada respuesta inmune,
originando un crecimiento incontrolado del melanoma *%,

Se ha podido demostrar que hay un incremento selectivo en la cantidad de células Tregs
en las areas intratumorales, comparado con aquellas localizadas en el estroma
peritumoral, lo que sugiere una migracion y su acumulacion selectiva entre las células
tumorales %, En esta serie, s6lo se observan un 3,4% mas linfocitos FoxP3+ en los
infiltrados intratumorales que en los peritumorales.

Por otro lado, las células Tregs también se expresan de forma mas intensa en nevos
displésicos, al compararlos con nevos no displasicos **°. Los casos de esta serie aportan
resultados similares, ya que se ha objetivado un porcentaje de células FoxP3+ en los
infiltrados linfocitarios un 27% mayor en melanomas que en nevos displasicos, y un
34,1% superior en melanomas respecto a nevos sin displasia. Por otro lado, los nevos
displasicos presentaron un 9,7% mas células FoxP3+ que los nevos sin displasia.

De forma opuesta, otros autores han observado un incremento de células FoxP3+ en
melanomas en fase de crecimiento vertical respecto a aquellos en fase radial en el
mismo estadio, y en estadios avanzados respecto a estadios precoces .

En nuestros casos, aunque la expresion de FoxP3 es mayor en los melanomas en fase de
crecimiento radial que en fase vertical, ni FoxP3 ni ninguno de los marcadores
inmunohistoquimicos ~ empleados  demostraron  diferencias  estadisticamente
significativas en funcion de la fase de crecimiento del melanoma.

Se ha observado una correlacion entre el aumento en la proporcién de Tregs y el

aumento del grosor de melanomas primarios **2. En esta serie tampoco se confirma que
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la inmunotinciéon con FoxP3 de los linfocitos se correlacione con un mayor espesor
tumoral.

Se ha objetivado que pacientes con melanoma metastasico tienen una mayor proporcion
de células Tregs comparado con controles normales *'#%%, Viguier et al *** encontraron
un aumento considerable de la expresion de células Tregs en ganglios linfaticos
invadidos por metastasis, al compararlos con los ganglios linfaticos satélites libres de
tumor. Ma et al ** también hallaron una elevacion de los Tregs en la sangre de

pacientes que padecieron metéstasis ganglionares.

En relacion a los resultados obtenidos de las asociaciones de FoxP3 con el resto de

variables estudiadas:

- La inmunotincién con FoxP3 de los linfocitos es mayor en los melanomas que
en los nevos melanociticos, y mas abundante también en los nevos displasicos
que en los nevos sin displasia, aunque esas diferencias no son estadisticamente
significativas.

- Un mayor niamero de células marcadas con FoxP3 se asocia con significacion
estadistica (p=0,038) a la apoptosis intensa.

- Se observa una correlacion positiva estadisticamente significativa (p<0,0001)
entre un aumento en el nimero de linfocitos FoxP3+ y la densidad de los
linfocitos que constituyen el infiltrado. De este modo, como sucedia con la
inmunotincion con CD8, cuanto mayor es el numero de linfocitos en el infiltrado

inflamatorio, mayor es el nUmero de los mismos que son FoxP3 positivos.

Por tanto, FoxP3 se asocia al diagnéstico de melanoma, a la apoptosis intensa y a un
aumento en el namero de los linfocitos que constituyen los infiltrados inflamatorios,
parametros histologicos que también se asocian a los melanomas.

Se considera que una mayor expresion de linfocitos FoxP3+ favorece la progresion
tumoral, ya que provoca un freno de la respuesta inmune, por lo que hipotéticamente
FoxP3 deberia evitar la apoptosis, que es el reflejo de que existe destruccion de células
tumorales. Se puede especular que dado que se trata de lesiones con regresion, un
determinado numero de estos linfocitos intentaria frenar la respuesta inmune, pero si no

lo consigue, es decir, si la regresion avanza, se produciria una respuesta en forma de un
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incremento en el nimero de linfocitos FoxP3+ con el objetivo de conseguir un freno
adicional més potente.

Otra hipotesis alternativa que podria teéricamente plantearse es que los linfocitos
FoxP3+ tuviesen la capacidad de eludir la apoptosis que provocan en algunos linfocitos
infiltrantes las propias células tumorales como un mecanismo de defensa, y aumentaran
asi su proporcion en relacion al resto de linfocitos constituyentes del infiltrado, que
probablemente si se vean afectadas por esa destruccion.

También es posible que algunos antigenos puedan estimular preferentemente células
Tregs, mientras que otras activen otros tipos linfocitarios, por mecanismos no del todo
esclarecidos. Una antigenicidad alterada de las células tumorales, con una expresion
preferente de antigenos capaces de atraer a células Tregs, quizas podria ser otro de los
mecanismos de escape al control inmune de las células de melanoma.

Dado que FoxP3 también se encuentra presente en células T activadas y no reguladoras
de humanos, algunos autores han puesto en duda que FoxP3 sea definitorio de las Tregs.
Como las células con mayor capacidad supresora que son FoxP3 positivas presentan en
su membrana concentraciones muy bajas del receptor de la IL-7 (CD127), se considera
que el fenotipo CD4+ CD25+ CD127— seria el mejor marcador de células Treg en

humanos ¢,

Otras células requladoras

Como se ha visto con anterioridad, aunque las células reguladoras mas conocidas sean
los linfocitos T CD4+CD25+FoxP3+, hay varios tipos celulares con capacidad
reguladora (los mas conocidos se recogen en la tabla 3.52). Su existencia se ha
deducido por datos funcionales, pero al igual que en el caso de las Trl o Th3, no se
conocen marcadores especificos que permitan distinguirlas de otras poblaciones

celulares con capacidad colaboradora o citotoxica **°.

e Los linfocitos T CD8+ reguladores desempefian un papel en procesos
fisiologicos, como el mantenimiento de la tolerancia de Organos
inmunoprivilegiados, la tolerancia oral, y en situaciones especiales como
procesos autoinmunes, trasplante de organos y control de la enfermedad del
injerto contra el huésped. Las células T CD8+ tolerogénicas que mejor se

conocen tienen el fenotipo CD8+CD28— y realizan su funcion a través del
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reconocimiento de antigenos en las células dendriticas, a las que convierten en
tolerogenas mediante el bloqueo de la expresion de moléculas coestimuladoras.
Las células NKT se definen por ser linfocitos T que expresan, ademas del CD3
como receptor de linfocito T-ap, receptores propios de células NK como
CD161. Reconocen glucolipidos presentados en el contexto de CD1d. Su
funcién tolerogénica no se conoce lo suficiente, si bien parece estar mediada por
interacciones con otras células reguladoras y la secrecion de citocinas
moduladoras de la respuesta, como IL-4, IL-10 y TGF-f.

Los linfocitos B reguladores han sido identificados en relacion con la pérdida de
la tolerancia en modelos experimentales de autoinmunidad, infecciones y cancer,
y son facilmente identificables debido a que son CD1d+y CD5+. Su actividad
reguladora parece estar mediada por un doble mecanismo: la produccion de
citocinas inmunomoduladoras como IL-10 y TGF-B, y la capacidad de
interactuar directamente con linfocitos T reactivos, a los que son capaces de
inhibir. La funcién reguladora de la respuesta inmune por parte de los linfocitos

B se atribuy0 a la capacidad de producir anticuerpos inhibitorios.

Tabla 3.52. Principales tipos de células reguladoras *'°.

Tipo celular  Fenotipo Efecto regulador que depende de:
Treg T CD4+ CD25+ FOXP3+, CD127— Contacto directo, 1L-35

Trl T CD4+ CD25— IL-10 y TGF-B

TH3 T CD4+ CD25— TGF-B

Ts T CD8+ CD28— IL-10, TGF-B, IDO

NKT CD3+ CD161+ IL-4, 1L-10, TGF-p

Br No definido Contacto directo, 1L-10, TGF-p

Br: linfocitos B reguladores; IDO: indolamina-2,3-dioxigenasa; IL: interleucina; NKT: linfocitos T

citotdxicos naturales; TGF-B: factor del crecimiento transformante B; TH: linfocito T helper; Treg:

linfocitos T reguladores; Trl: linfocitos T reguladores inducibles; Ts: linfocitos T supresores.
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3.1.6.1.2. MARCADORES DE ACTIVACION LINFOCITARIA (CD25)

Entre los diferentes factores de activacion, el CD25 (IL 2 Ra), expresado en una porcion
relativamente pequefia de los infiltrados linfocitarios de muchos tipos de tumores, se
considera un antigeno de estimulacién reciente antigénica, y al mismo tiempo, posee un
significado funcional, ya que desempefia un papel crucial en la regulacion de la
proliferacion de células T en pacientes con melanoma, carcinoma de cabeza y cuello o
carcinoma colorectal 3%,

Los pacientes con melanomas con un espesor superior a Imm y una elevada densidad
peritumoral de linfocitos CD25+, presentan una menor incidencia de enfermedad
metastasica, y en consecuencia una mayor supervivencia al compararlos con los que
poseen un menor nimero de este tipo de células **’. En cambio, en aquellos en los que
el CD25 se expresa a nivel intratumoral no se altera el pronostico. Los linfocitos CD25+
podrian ser considerados linfocitos CD4 efectores, que no necesitan el contacto directo

con las células tumorales 37,

En relacion a los resultados de la tincion con CD25 en esta serie:

- Se observa un aumento en el nimero de linfocitos CD25+, estadisticamente
significativo (p=0,031), en las lesiones con regresion que muestran fibrosis leve
respecto a las que presentan fibrosis moderada e intensa.

- Por otro lado, un aumento en el namero de linfocitos CD25+ también se asocia
de forma estadisticamente significativa a la fibrosis de tipo laminar (p=0,009) y
a la pérdida leve de melanocitos (p=0,006), y se correlaciona de forma inversa,
también con significacion estadistica, a la fibrosis indeterminada (p=0,026), y
cercana a la significacion estadistica (p=0,086), a la fibrosis de tipo compacto,
mas propias de melanomas que de nevos.

- Finalmente, un menor nimero de linfocitos CD25+ también presenta una
asociacion estadisticamente significativa (p=0,033) con el infiltrado de tipo

difuso.

Los datos obtenidos sugieren que un aumento en la expresion de CD25+ se podria
relacionar con la fase precoz de la regresion, ya que se asocia a una pérdida leve de

melanocitos y a fibrosis leve y de tipo laminar. Se podria considerar, por tanto, un
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marcador de la fase inicial de la regresion. Estos hallazgos estarian justificados por el
hecho de que el CD25 es un marcador de linfocitos que se han activado recientemente.

Por otro lado, aunque el CD25 es un marcador de activacion linfocitaria, parece
asociarse con un freno a la potencia de la respuesta inmune, ya que un menor nimero de
células CD25+ se asocian al infiltrado difuso, y un mayor nimero a una pérdida leve de

melanocitos.

3.1.6.1.3. MARCADORES DE APOPTOSIS ESTUDIADOS.

El porcentaje de nevos en los que se aprecié inmunotincion con L-Fas en el infiltrado
inflamatorio es muy superior al de los melanomas. En los nevos melanociticos, existe
un gradiente decreciente de expresion de L-Fas a medida que aumenta el grado de
displasia de las lesiones estudiadas.

Por otro lado, como cabria esperar, el aumento del nimero de linfocitos marcados con
granzima B se asocia de forma estadisticamente significativa al incremento del grado de
apoptosis, y como se apreciaba en los resultados histologicos, la apoptosis intensa
también se asocia de forma consistente al diagnoéstico de melanoma. Por tanto, se
aprecia que los dos marcadores de apoptosis funcionan de manera aparentemente

distinta:

o Granzima B: cuanto mayor es la displasia de la lesion, se observa un
mayor numero de linfocitos que son granzima B+, circunstancia que
también sucede entre los distintos subtipos histologicos de melanoma, ya
gue es maxima en los melanomas nodulares, que son los que asocian un

peor prondstico.
o L-Fas: pasaria lo contrario que con la granzima B, ya que cuanto mayor

es el grado de displasia, menor es la apoptosis de las células diana

mediada por L-Fas.
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L-FAS

Fas es una proteina transmembrana de tipo | de 43 kD que se expresa en varios tipos de
células. El ligando de Fas (L-Fas), también conocido como CD95L y Apol-L es una
proteina transmembrana de tipo I, de 40 kD, que se sintetiza y se expresa
fundamentalmente en linfocitos T citotoxicos activados y en células natural killer,
aunque se ha demostrado que un numero cada vez mayor de células neoplasicas
presentan este ligando **®. En condiciones normales sélo algunos tejidos como el ojo, el
testiculo o algunas partes del sistema nervioso central expresan de forma constitutiva
esta molécula. La via extrinseca 0 mediada por receptores de la apoptosis se
desencadena tras la unién de ligandos a receptores de muerte celular presentes en la

superficie de la célula diana.

Cuando se activan las células T CD8+ citotdxicas expresan en su superficie la molécula
L-Fas, en forma de homotrimero. L-Fas interactia con la molécula Fas (CD95),
expresada en la célula diana e induce su trimerizacion. La reaccion L-Fas-Fas provoca
un reclutamiento de proteinas adaptadoras al dominio de muerte de Fas (FADD), que
conducen a la activacion de la caspasa 8 y a la apoptosis de la célula diana. Por tanto,
Fas y su ligando desempefian importantes papeles en la relacion entre las neoplasias y
la inmunidad.

La expresion andmala de L-Fas se considera un privilegio inmune de algunas células
tumorales, y explica la falta de rechazo y la connivencia por parte del sistema de
defensa del huésped .

La expresion de Fas y de su ligando es un hallazgo practicamente constante en todo el
espectro de las lesiones melanociticas **, y se ha especulado respecto a su influencia en
la progresion del melanoma. Aungue los resultados de esta serie evidencian lo contrario,
diversos estudios coinciden en que la expresiéon de L-Fas es mayor en melanomas que
en lesiones melanociticas benignas **®*"!. Existen también diferencias significativas en
la expresion de L-Fas cuando se comparan nevos melanociticos y metéstasis cutaneas o
ganglionares de melanoma *®, siendo mayor en las metastasis.

Los datos acumulados en relacion a la expresién de Fas y L-Fas cuando se comparan
melanomas primarios con metastasicos generan controversia, ya que los resultados son
dispares. Algunos estudios encuentran una expresion de L-Fas mayor en los melanomas

primarios que en los metastésicos *%®3"233_ por el contrario, otros autores han hallado
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una expresion mayor de L-Fas en metéastasis que en tumores primarios ¥9%7437 | 3

expresion de moléculas de L-Fas por las células del melanoma se asocia a apoptosis de
los linfocitos citotdxicos que llegan al lecho tumoral, lo que provocaria una menor
capacidad de destruccion tumoral y por tanto un peor prondstico. También se ha
demostrado un incremento de L-Fas en el suero de pacientes con melanoma
metastasico. Este L-Fas soluble puede inducir apoptosis de linfocitos citotdxicos
circulantes que son Fas positivos. Por tanto, ademas de la apoptosis paradojica de los
linfocitos que infiltran el tumor, los pacientes con melanoma metastasico pueden
presentar inmunosupresion sistémica por esta via . Por Gltimo, en metastasis cutaneas
también se ha determinado una correlacion positiva entre la expresion de L-Fas y la
densidad de linfocitos.

Por tanto, existe una estrecha relacién entre la participacion del L-Fas y la citotoxicidad
mediada por los linfocitos T CD8+. La inactivacion de las sefiales via Fas debida a la
baja expresion de este antigeno en la membrana de la célula diana puede originar una
supervivencia anormal de la célula y contribuir al desarrollo y progresion de las células
tumorales.

En este estudio hemos medido la expresion de L-Fas en los linfocitos que atacan las
células de melanomas y de nevos melanociticos, que provocarian la apoptosis de la
célula diana. El porcentaje de nevos con regresion en los que se aprecié inmunotincién
con L-Fas en sus infiltrados linfocitarios es muy superior al de los melanomas. Existe
un gradiente decreciente de expresion de L-Fas, que es inversamente proporcional grado
de displasia de las lesiones estudiadas, de modo que a medida que aumenta la atipia de
las células, la expresion de L-Fas en los linfocitos es menor. En el grupo de los nevos
melanociticos, los halo nevos son los que presentan una mayor densidad de linfocitos L-
Fas positivos. Dentro de los melanomas, los linfocitos marcados con L-Fas prevalecen
con claridad en los de extension superficial respecto al resto de tipos histoldgicos (tabla
3.30).

En cuanto a la inmunotincién con ligando de Fas y su asociacion con los distintos
pardmetros histologicos evaluados, la tincion mayoritaria con L-Fas de los linfocitos
también se asocia de forma estadisticamente significativa, como sucedia con el CD25, a
la fibrosis laminar (p=0,024), que es la variedad de fibrosis que méas se asocia a los
nevos melanociticos, y una inmunotincién minoritaria con L-Fas de linfocitos a la
fibrosis compacta, mas propia de melanomas (p=0,014).
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Por otro lado, se observa una asociacion estadisticamente significativa (p=0,003) entre
la densidad de melanofagos y la inmunotincion minoritaria de linfocitos con L-Fas. Los
casos en los que los infiltrados linfocitarios presentan un menor nimero de células L-
Fas positivas se asocian a una mayor densidad de melan6fagos. Se podria especular que
quizas la apoptosis mediada por L-Fas no es tan destructiva como la mediada por
granzima B.

A pesar de estos hallazgos, en lo que parecen coincidir la mayoria de autores es que este

marcador tiene una aplicacion limitada en la préctica diaria.

GRANZIMA B

Las granzimas estan constituidas por componentes con actividad serina esterasa que se

encuentran especificamente en los granulos de los linfocitos T citotdxicos. Penetran en
la célula diana a través de los poros generados por las perforinas y activan las
procaspasas 3 y 8, induciendo asi la apoptosis. Existen cinco tipos de granzimas: A, B,
H, Ky M. Las granzimas A y B son las mas abundantes y las méas estudiadas. La de
mayor relevancia es la granzima B.

Los interferones de tipo | dirigen la inflamacion citotoxica, ya que inducen respuestas
inmunes de tipo Thl, con el reclutamiento de linfocitos T CD8+, que parecen ser las
células efectoras predominantes en la regresion tumoral.

La activacion de la célula T CD8+ citotdxica conduce a la movilizacion de sus granulos
hacia el sitio de contacto con la célula diana. Este movimiento es guiado por
microtUbulos que se polimerizan en respuesta a la activacion celular. En los granulos, la
granzima B forma un complejo con la perforina. Al desgranularse la célula T CD8+, el
complejo se libera a la zona de contacto y es endocitado por la célula diana. Merced a la
accion de las perforinas, que ejercen efectos desestabilizantes sobre la membrana de la
célula endocitica, la granzima B accede al citoplasma de la célula diana y activa el
sistema de caspasas, que son las verdaderas ejecutoras del proceso apototico.

Estudios recientes han sugerido que el reclutamiento de linfocitos via CXCR3, que
también es caracteristico para una respuesta inmune de tipo Thl, podria ser importante
para la inmunidad cutanea especifica contra antigenos.

En el melanoma, existe una sefializacion enddgena aumentada de interferon tipo I, con
reclutamiento de linfocitos positivos para el receptor de la citocina CXCR3+ y de
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linfocitos citotoxicos granzima B+. Por otro lado, se ha demostrado que el interferén
alfa es capaz de inducir la expresion lesional de las quimiocinas CXCL10/IP10 y
CXCL9/MIG, que se unen y atraen a las células T CXCR3 *®. De hecho, se ha
observado una inflamacion citotoxica similar en la regresion de metéstasis de melanoma
tras tratamiento topico con imiquimod, un agonista de los receptores toll-like (TLR)7.
Las quimiocinas son citocinas quimiotacticas de bajo peso molecular que permiten la
migracion celular, atrayendo a células que expresan sus receptores. Como algunas
quimiocinas son abundantes en dérganos que son asiento comdn de metastasis, y sus
receptores son expresados por las células tumorales, se ha sugerido que un gradiente de
estas quimiocinas facilitaria selectivamente las metastasis a esos organos. Por otro lado,
se ha constatado una produccion de estas quimiocinas por las propias células tumorales,
y su efecto autocrino. Ademas, muchas quimiocinas tienen efectos contrapuestos
dependiendo del tipo celular sobre el que actlan, su estado funcional y otras
interacciones moleculares. En el melanoma las células tumorales adquieren ventajas de
la expresion de quimiocinas y receptores alterando su microambiente, estimulando la
angiogeénesis y evadiendo la respuesta inmune, facilitando asi la progresiéon tumoral. Las
variaciones en la expresion de determinadas quimiocinas y sus correspondientes
receptores han sido propuestas como mecanismos moleculares que intervienen de forma
relevante, favoreciendo o dificultando la diseminacion metastasica del melanoma
Existen cada vez mas evidencias de que las quimiocinas presentes en los tumores
humanos contribuyen mas al crecimiento tumoral, progresion e inmunosupresion que a
producir una respuesta antitumoral efectiva. Pero lo cierto es que las interacciones
guimiocina-receptor en unos casos potencian y en otros dificultan la respuesta inmune.
La participacién de quimiocinas y sus receptores en la progresién del melanoma es
importante, compleja y dinamica, y depende tanto de caracteristicas de las células
tumorales como de aquellas otras presentes en el microambiente tumoral del huésped.
Estas interacciones celulares y moleculares determinan si predomina un efecto
potenciador que favorezca la progresion tumoral, o un efecto antitumoral, que permita la
regresion o al menos la estabilizacion del melanoma. En cuanto a los linfocitos se ha
propuesto que una respuesta Thl, que es mayor en melanomas en regresion, tiene un
efecto antitumoral, mientras que una Th2 facilita la progresién tumoral, pero la

situacion es méas compleja 3.
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Algunos estudios han revelado un elevado nimero de células granzima B+ en los
infiltrados linfocitarios de lesiones melanociticas cutaneas en regresion activa. Se
observaron cifras muy altas de linfocitos granzima B+ en los melanomas con regresién
precoz, y también se constatd una fuerte expresion de este marcador en halo nevos, en
nevos displasicos con infiltrado inflamatorio, y en melanomas en regresion en estadios
intermedios .

Estos mismos autores hallaron que la mayoria de linfocitos T infiltrantes también
expresaban la molécula CXCR3. Se apreciaron cifras significativamente elevadas de
linfocitos CXCR3 positivos en todos los tipos de melanomas en regresién, halo nevos y
nevos displasicos, al compararlos con muestras de individuos sanos que se usaron como
controles. Del mismo modo, también evidenciaron una fuerte expresion del ligando de
CXCR3 (IP10/CXCL10) en los melanomas en regresion **°.

Por todo ello, se ha hipotetizado que la estimulacion enddgena de la produccion de
interferon de tipo I, presumiblemente por células dendriticas, conduce al reclutamiento
de linfocitos positivos para CXCR3 y para granzima B.

Un estudio previo de nuestro grupo de trabajo mostré inmunoreactividad de CXCR3 en
las células tumorales de un 31,7% de los melanomas cutaneos primarios invasivos, y se
constatd una correlacion positiva de la inmunoreactividad tumoral de CXCR3 con un
indice de Breslow >1 mm y con la ausencia de infiltrado linfocitario intratumoral, lo
que apoyaria la implicacion biolégica de CXCR3 en la progresién tumoral del
melanoma cuténeo %,

Por otro lado, también se ha constatado que unos cocientes bajos de la expresion
intratumoral de ARNm de los ligandos de las quimiocinas y sus receptores
CCL27/CCR10 y CXCL12/CXCR4 se asocian a progresion del melanoma, y su
combinacién con el indice de Breslow mejora significativamente la capacidad para

predecir el desarrollo de metastasis a distancia en el melanoma primario cutaneo .

En relacion a los resultados de las asociaciones de la granzima B con el resto de

variables estudiadas:

- Al caracterizar inmunofenotipicamente las células que constituyen los infiltrados

inflamatorios se obtiene que la inmunotincion con granzima B muestra un
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incremento progresivo a medida que aumenta la atipia de la lesion estudiada, y
esas diferencias son estadisticamente significativas (p=0,013).

- Se observa una correlacion positiva estadisticamente significativa (p<0,0001)
entre un aumento en el ndmero de células granzima B+ y la densidad de
infiltrado linfocitario, de modo que a medida que aumenta el nimero de células
marcadas con la granzima B también lo hace la densidad de infiltrado
linfocitario, de forma similar a lo que sucedia con la inmunotincién con CD8.

- La granzima B ha mostrado una asociacion estadisticamente significativa
(p=0,031) con el infiltrado con distribucién parcheada, de forma que se aprecia
un menor numero de células marcadas con granzima B en las lesiones con
regresion e infiltrado linfocitario parcheado.

- Por otro lado, la inmunotincion con granzima B también se asocia de forma
estadisticamente significativa a la apoptosis intensa. La granzima B, que es un
marcador de apoptosis, muestra una correlacion como cabria esperar, ya que se
evidencia un incremento en el numero de linfocitos positivos para granzima B

de forma proporcional al aumento del grado de la apoptosis.

Como conclusion, la presencia de inmunotincion positiva para granzima B seria un
marcador de la fase precoz de la regresion, que se caracterizaria por indices elevados de
apoptosis mediada por linfocitos citotdxicos, y por consiguiente, por una fuerte
expresion de interferon de tipo | y por el reclutamiento de linfocitos CD8 positivos para
granzima B.

En funcion de nuestros resultados, analizando el numero de linfocitos citotoxicos
infiltrantes con expresion de granzima B, que esta presente en los granulos citotdxicos,
se ha constatado un elevado nimero de células granzima B+ en los melanomas con
regresion al compararlos con los nevos melanociticos. Como se vera posteriormente, la
granzima B es el marcador inmunohistoquimico que el estudio multivariante ha
demostrado que tiene mas utilidad para discriminar entre nevo melanocitico vy

melanoma en caso de regresion muy extensa o completa.
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3.1.7. ANALISIS MULTIVARIANTE

REGRESION LOGISTICA BINARIA MULTIVARIANTE

Se ha realizado un andlisis de regresion logistica univariante analizando la variable
melanoma con todas las demas variables estudiadas, y posteriormente para la obtencion
del modelo final de regresion logistica multivariante se han utilizado los métodos de
inclusion por pasos hacia delante y hacia atrds, combinados con la inclusion y/o
exclusion manual de variables. Los criterios de inclusion y exclusion por pasos de las
variables en los modelos se realizaron con la prueba de razén de verosimilitud, con el
criterio de inclusion p< 0,05 y de exclusion p> 0,10. Se ha fijado el modelo final con
aquellas variables que quedaban incluidas en el Gltimo paso y que no obedecian
exclusivamente a criterios de significacion estadistica, sino que permanecian en el
modelo si producian un cambio importante en el resto de coeficientes. EI modelo final
seleccionado se calibré con la prueba de Hosmer y Lemeshow, y se exponen las
variables que lo componen, los coeficientes B, la odds ratio, su intervalo de confianza y
el grado de significacion. Se calculé la curva ROC (receiver operating characteristic),
exponiendo las &reas bajo la curva y sus intervalos de confianza, para valorar la
discriminacion del modelo en distinguir las lesiones que son melanomas de los nevos

melanociticos.

Anélisis de regresion logistica

Gracias al analisis multivariante se obtuvo una ecuacién de prediccién de que la lesion
en la que se apreciaba regresion era un melanoma que incluia las variables edad, fibrosis
laminar, densidad de melandfagos, densidad de vasos e inmunotincion con granzima B.
Este modelo seria capaz de clasificar correctamente un 87% de las lesiones en las que la
regresion se habia producido en un melanoma (1C 95%: 81,1% a 92,9%) (figura 3.16).
La ecuacion resultante con las variables obtenidas en el analisis de esta muestra, que
predice la probabilidad de que la lesiobn con regresién sea un melanoma seria la
siguiente: Probabilidad melanoma = 1 / 1 + e® * 2P XD donde X; son las variables
independientes (edad, fibrosis laminar, densidad de vasos, de melandfagos y de células
granzima B+), y los Bi son los coeficientes de regresion, que al igual que Bo, Se estiman
en el analisis (figura 3.16). Si el resultado de esta ecuacion matematica fuera igual o

mayor de 0,5 la lesiébn melanocitica con regresion seria clasificada como melanoma.
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Figura 3.16. Analisis de regresion logistica y area bajo la curva (ROC): probabilidad de

detectar que la lesién es un melanoma.

Analisis de regresion logistica.

B OR 1C 95% P
Edad 0,048 1,049 1,023 - 1,075 <0,0001
Fibrosis laminar -1,505 0,222 0,086 - 0,572 0,002
Melanéfagos 0,012 1,012 0,999 - 1,024 0,062
Vasos 0,096 1,100 1,016 - 1,191 0,019
Granzima B 0,136 1,146 1,014 - 1,295 0,029

Constante del modelo p0: -4,719; R? Nagelkerke: 0,453; OR: odds ratio; IC: intervalo de confianza

Curva ROC
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a. Bajo el supuesto no paramétrico; b. Hipdtesis nula: &rea verdadera=0,5.
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3.2. ESTUDIO MOLECULAR






3.2.1. INTRODUCCION

Las alteraciones cromosdmicas representan la principal caracteristica de practicamente

todos los canceres sélidos. A nivel molecular, éstas constituyen la diferencia esencial

entre las neoplasias malignas y su contrapartida benigna .

Algunas de esas
aberraciones cromosdmicas son provocadas por una disfuncion telomérica durante el
proceso denominado “crisis” *. El término “crisis” se emplea para definir la muerte
celular masiva que ocurre cuando las células sobrepasan su periodo de vida replicativo.
La mayoria de células humanas diferenciadas dejan de dividirse tras un determinado
namero de divisiones, para entrar en un estado senescente en el cual se encuentran
metabolicamente activas, y se pueden mantener en medios de cultivo durante varios
afios **2. Los mecanismos moleculares que determinan el nimero de divisiones de las
células humanas parece que se controlan exclusivamente por el acortamiento de
telémeros *®. Los telémeros son secuencias repetitivas de ADN que estan unidas al
final de los cromosomas por un complejo de proteinas. Los telomeros se acortan un
poco con cada division celular hasta que alcanzan una longitud critica que conduce a
una detencion permanente del ciclo celular. La sefial de dafio que induce la detencion
permanente requiere entre otros de los genes p53 y Rb (Retinoblastoma) **3%. Esta
senescencia replicativa limita el nimero de divisiones celulares y se considera uno de
los principales mecanismos de supresion tumoral. Las células en las que esta sefial de
dafio estd desactivada contindan proliferando més alla de su limite replicativo, y tras
varias rondas adicionales de division celular, el desgaste del telomero es critico, lo que
provoca una apertura de la porcion final del ADN vy la fusion de las cromatidas por sus
extremos. Durante este estado, denominado crisis, las células contintan dividiéndose,
pero muestran unos altos indices de apoptosis, que estd desencadenada por anomalias
cromosOmicas severas, ya que se producen fusiones termino-terminales, cromosomas
dicéntricos y ganancia y pérdida de fragmentos cromosémicos en las sucesivas mitosis.
Estas anomalias cromosdmicas otorgan a la célula la posibilidad de desprenderse de
genes supresores de tumores 0 acumular copias extras de oncogenes *¢"334387.

Las crisis constituyen un periodo transitorio de reestructuracion y seleccion genetica,
que finalmente conduce a la aparicion de nuevos clones de células tumorales que tienen
un genoma alterado pero estabilizado. Se caracterizan por tratarse de un periodo en el

cual el indice de apoptosis es mayor que el de proliferacion, conduciendo a una
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reduccion temporal en el nimero de células. A pesar de ello, la reestructuracion
gendmica representa un periodo de rapida evolucion, que puede conducir en dltima
instancia a la creacion de un fenotipo potencialmente méas agresivo.

Posteriormente, para mantener cualquier constelacion genética que emerge de la crisis y
que resulte favorable para el tumor, las células cancerosas deben reestablecer sus
telomeros. Algunas células humanas, incluyendo las de melanoma, pueden estabilizar
sus telomeros gracias a la activacion de la telomerasa, que inserta los fragmentos de
ADN que se pierden tras cada division, lo que permite que la célula evite la senescencia
16416633 i Jas células pierden la telomerasa, la crisis se prolonga y la inestabilidad
gendmica se hace mas marcada **°.

Tanto la presencia de anomalias cromosomicas groseras como el acortamiento de los
telomeros y una mayor heterogeneidad de los mismos puede ser la evidencia de que un
cancer se dirige hacia una crisis *. Las células en senescencia presentan unos telémeros
muy cortos, pero si se produce una extension de la vida celular, por heterogeneidad en
el proceso de degradacion, se observa como la mayoria de las mismas contienen al
menos un cromosoma con telomeros criticamente acortados o ausentes, generando una
inestabilidad cariotipica caracteristica de las células en crisis **.

En animales de experimentacion se ha podido demostrar que la regresion en el
melanoma es directamente proporcional al acortamiento de los telomeros y a la
presencia de fusiones termino-terminales en los cromosomas, indicativas de crisis .
Por tanto, como ya se ha mencionado, la regresion espontanea del melanoma puede
inducir un remodelado del genoma, por el cual el tumor paga el tributo de una
aniquilacion temporal pero gana en ultima instancia la recompensa hacia la
inmortalidad.

Por otra parte, es posible que en el proceso de regresion puedan contribuir de forma
sinérgica otros mecanismos adicionales como la respuesta inmune, ya que los cuerpos
apoptoticos que se producen durante la crisis por el agotamiento de los teloméros son un
poderoso estimulo antigénico .

El objetivo de este apartado del trabajo de tesis es estudiar la posible asociacion entre la
longitud de los telomeros y la presencia de regresion en todo el espectro de neoplasias
melanociticas cutaneas, y evaluar también si existen diferencias entre las mismas y un

grupo de melanomas sin evidencia de regresion histologica.
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3.2.2. RESULTADOS DEL ESTUDIO MOLECULAR

3.2.2.1. COMPARACIONES ENTRE LAS CELULAS TUMORALES Y LAS
EPIDERMICAS EN TODAS LAS LESIONES.

A. Medicion de la intensidad media de las sefiales teloméricas.

La intensidad media de las sefiales en las células tumorales, en las células

epidérmicas, y el cociente entre ambas fue el siguiente (tabla 3.53):

n Tumor Epidermis Cociente
(intensidad/célula) (intensidad/célula) Tumor/Epidermis
Melanomas sin 14 9,30+3,81 13,34+10,72 0,69
regresion
Melanomas con 19 10,45+5,27 10,00+6,46 1,04
regresion
Nevus con displasia 10 11,95+7,81 15,56+3,74 0,76
severa y regresion
Nevus con displasia 10 9,8314,10 9,6313,74 1,02
convencional y regr.
Nevus sin displasia 15 12,0843,56 13,0246,10 0,92
y regresion
p=0,30 p=0,11 p=0,82

Tumor/Epidermis

Nevussin displasia

Nevus con displasia convencional
Nevus con displasia severa
Melanomas con regresion
Melanomas sin regresion

0 02 04 06 08 1 1,2

Figura 3.17. Las lesiones en las que el cociente entre la intensidad media de las sefiales en las células
tumorales y en las epidérmicas es <1 son aquellas en las que los telémeros de las células tumorales son
mas cortos que los de las células epidérmicas. Las lesiones en las que el cociente es >1 son aquellas en las
que los telémeros de las células tumorales son mas largos que los de las células epidérmicas.

275



El valor de la intensidad media fluorescente de las sefales se relaciona directamente con
la longitud de los telomeros. EI grupo de lesiones melanociticas en el que se constata un
mayor acortamiento en la longitud de los telémeros de las células tumorales son los
melanomas sin regresion, seguidos por los nevos con displasia convencional y
regresion. Por el contrario, las lesiones que mejor conservan la longitud de los
telomeros en sus células tumorales son los nevos sin displasia con regresion. En
relacion a la longitud de los telomeros de las células epidérmicas adyacentes, los nevos
con displasia convencional y regresion son los que tienen unos telomeros méas cortos
(intensidad de la sefial un 38,1% menor que la que se observa en aquellas lesiones que
mejor preservan los telomeros de las células epidérmicas, que son los nevos con
displasia severa).

Cuando se realiza el cociente entre la intensidad media de las sefiales de las células
tumorales y la de las epidérmicas para corregir la variabilidad de la hibridacion, como
se aprecia en la tabla 3.53 y en la figura 3.17, los melanomas sin regresion y los nevos
con displasia severa y regresion son las lesiones con un mayor acortamiento de los
telomeros en las células tumorales respecto a sus propias células epidérmicas.

Los melanomas con regresion y los nevos con displasia convencional y regresion son
las lesiones que muestran menos diferencias en la longitud de los telémeros de las
células tumorales y de las células epidérmicas adyacentes, aunque la longitud es
discretamente mayor en las células epidérmicas en ambos casos.

A pesar de estos hallazgos, la longitud de los telomeros de las células tumorales y de las
epidérmicas no muestra diferencias estadisticamente significativas en funcion del tipo

de lesion melanocitica evaluada (figura 3.18).
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B. Evaluacién del coeficiente de variacion de los teld6meros.

Coeficiente de variacion de los telomeros (tabla 3.54):

Coeficiente de variacion

n Media Rango

promedio
Melanomas sin regresion 14 0,44 45,50
Melanomas con regresion 19 0,28 30,79
Nevus displdsicos con regresion 20 0,29 31,35
Nevus sin displasia con regresion 15 0,37 33,13

p=0,13

El coeficiente de variacion mide la dispersion respecto a la media de las intensidades
fluorescentes de las sefiales de las células tumorales, reflejando la homogeneidad o
heterogeneidad de las mismas. Este coeficiente se ha calculado realizando el cociente
entre la desviacion tipica y la media.

Como muestra la tabla 3.54, los melanomas con regresion tienen una heterogeneidad de
sus telomeros que practicamente es analoga a la de las lesiones benignas con regresion
(nevos displasicos y no displasicos). Por el contrario, los melanomas sin regresion son
las lesiones que muestran una mayor heterogeneidad en la longitud de sus telémeros,
muy superior a la del resto de lesiones melanociticas con regresion. A pesar de estos
hallazgos, el estudio estadistico de los distintos tipos de lesiones por separado no

permite establecer que esas diferencias sean significativas (p=0,13).
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Al estudiar las asociaciones entre los melanomas sin regresion (n=14) y el resto de
lesiones con regresion agrupadas (n=54), se obtiene que los melanomas sin regresion
tienen un coeficiente de variacion medio de sus telomeros de 0,44 (IC 95%: 0,34-0,54),
superior al conjunto de lesiones melanociticas con regresion (0,31; IC 95%: 0,24-0,38),
diferencias que si son estadisticamente significativas (p=0,020). Por tanto, la longitud
de los telomeros de las células tumorales de los melanomas sin regresion es mas

heterogénea que la de las lesiones melanociticas con regresion (tabla 3.55).

Coeficiente de variacion de los teloémeros (tabla 3.55).

Coeficiente de variacion

n Media IC95% p
Melanomas sin regresion 14 0,44+0,046 0,34-0,57
Resto de lesiones con regresion 54 0,31+0,036 0,24-0,38
0,020

En base a estos resultados, se puede establecer que existe una asociacion que es
estadisticamente significativa entre la presencia de regresion en una lesién melanocitica
y una menor heterogeneidad en la longitud de los telomeros de las células tumorales que

la constituyen.
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3.2.2.2. COMPARACIONES ENTRE LOS MELANOMAS CON Y SIN REGRESION.

A. Medicion de la intensidad media de las sefales teloméricas.

La intensidad media de las sefales en las células tumorales, en las células

epidérmicas, y el cociente entre ambas fue el siguiente (tabla 3.56):

Tumor Epidermis Cociente
(sefiales/célula) (sefiales/célula) Tumor/Epidermis
Melanomas sin 14 9,30+3,81 13,34+10,72 0,69
regresion
Melanomas con 19 10,4545,27 10,0046,46 1,04
regresion
0] p=0,74 p=0,36 p=0,16

La intensidad media de las sefiales en las células tumorales de los melanomas sin
regresion fue de 9,30, considerablemente inferior a la de las células epidérmicas
adyacentes (13,34). Dado que el valor de la intensidad media de las sefiales se
correlaciona con la longitud de los telomeros, se puede aseverar que los telomeros de las
células neoplasicas de los melanomas sin regresion son mas cortos que los de las células
epidérmicas adyacentes (intensidad media un 30,2% menor).

La intensidad media de las sefiales en las células tumorales de los melanomas con
regresion fue de 10,45, ligeramente superior a la de las células epidérmicas adyacentes
(10,00). Por tanto, los telémeros de las células tumorales de los melanomas con
regresion son ligeramente mas largos que los de las células epidérmicas adyacentes
(intensidad media un 4,3% mayor).

El cociente entre la intensidad media de las sefiales en las células tumorales y la de las
células epidérmicas adyacentes fue <1 en los melanomas con regresion (0,69), y >1 en
aquellos sin regresion (1,04).

A pesar de la magnitud de alguna de las diferencias observadas, el estudio estadistico no

permitiria establecer que éstas sean significativas.
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B. Evaluacién del coeficiente de variacion de los teld6meros.

Coeficiente de variacion de los telomeros (tabla 3.57):

Coeficiente de variacion

n Media Desviacion tipica
Melanomas sin regresion 14 0,44 0,17
Melanomas con regresion 19 0,28 0,18

0,024

Las células tumorales de los melanomas sin regresion (n=14) tienen un coeficiente de

variacion medio de 0,44, mientras que el de los melanomas con regresion (n=19) es de

0,28. Por tanto, la longitud de los telémeros de las células tumorales de los melanomas

sin regresion es mas heterogénea que la de los melanomas con regresion.

El coeficiente de variacion de los teldmeros si muestra diferencias estadisticamente

significativas al comparar los melanomas con regresion y los melanomas sin regresion

(p=0,024), que se traducen en que a mayor heterogeneidad en la longitud de los

telomeros de las células neoplésicas que los constituyen, existe una menor probabilidad

de que nos hallemos ante un melanoma en regresion espontanea.
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3.2.2.3. COMPARACIONES EXCLUSIVAMENTE ENTRE LAS DISTINTAS
LESIONES MELANOCITICAS CON REGRESION.

A. Medicion de la intensidad media de las sefales teloméricas.

Diferencias en la intensidad media de las sefiales teloméricas en funcion del tipo de

lesion melanocitica con regresion estudiada (tabla 3.58):

Tumor Epidermis Cociente
Intensidad/célula Intensidad/célula Tumor/Epidermis

Melanomas con 19 10,4545,27 10,00%6,46 1,04
regresion
Nevus con displasia 10 11,95+7,81 15,56+3,74 0,76
severa y regresion
Nevus con displasia 10 9,83+4,10 9,63+3,74 1,02
convencional y regr.
Nevus sin displasia 15 12,08+3,56 13,02+6,10 0,92
y regresion

p=0,30 p=0,11 p=0,82

El grupo de lesiones melanociticas con regresién en el que se constata un mayor
acortamiento en la longitud de los telomeros de las células tumorales son los nevos con
displasia convencional, que presentan una intensidad media de las sefiales de los
telomeros un 18,6% mas corta que la de las lesiones que mejor conservan la longitud de
los telomeros en sus células tumorales, que son los nevos sin displasia. En relacion a la
longitud de los telémeros de las células epidérmicas adyacentes, los nevos con displasia
convencional son los que tienen unos teldémeros mas cortos, intensidad un 38,1% menor
que la que se observa en aquellas lesiones que mejor preservan los telomeros de las
células epidérmicas, que son los nevos melanociticos con displasia severa.

Los melanomas y los nevos con displasia convencional son las lesiones que muestran
menos diferencias en la longitud de los telomeros de las células tumorales y de las
células epidérmicas adyacentes, aunque la longitud es discretamente mayor en las
células epidérmicas en ambos casos.

Ninguna de las diferencias halladas alcanza la significacion estadistica, aunque en

algunos casos son sustanciales.
281



B. Evaluacién del coeficiente de variacion de los teld6meros.

Coeficiente de variacion de los telomeros (tabla 3.59):

Coeficiente de variacion p
n Media Rango
promedio
Melanomas con regresion 19 0,28 30,79
Nevus displdsicos con regresion 20 0,29 31,35
Nevus sin displasia con regresion 15 0,37 33,13
NS

Al evaluar si existen diferencias en el coeficiente de variacion de los telémeros de las
distintas lesiones melanociticas con regresion no se objetivan diferencias
estadisticamente significativas, ya que las medias y los rangos promedio que se obtienen

son muy similares.
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3.2.3. DISCUSION

La longitud de los telomeros se ha implicado como un regulador critico de la capacidad

de las células para dividirse, y constituye un instrumento muy valioso para estudiar la
relacion de éstos con el céancer, la senescencia, y otros eventos que influyen en la
longevidad genética. La determinacion de la longitud de los teldmeros se considera
actualmente el método més rapido y efectivo para cuantificar células senescentes 392°%,
La senescencia celular es el proceso iniciado como respuesta al estrés y dafio ocurrido
en una célula, y constituye una ruta alternativa de respuesta a la muerte celular
programada ***3%_ Es un proceso que se inicia por distintos estimulos, entre los que se
encuentran el estrés oxidativo y diversos oncogenes, que convergen en un acortamiento
de los telémeros, debido a la ausencia de telomerasa en la mayoria de células somaticas.
La disfuncién telomérica inicia la senescencia al activar una sefial de dafio genético
persistente, y es de vital importancia para suprimir la formacion de células cancerigenas,
pero también se asocia a la inflamacién y reparacién de tejidos, procesos que se
relacionan con el desarrollo de tumores. Por tanto, la senescencia celular influye tanto
en procesos de supresion como de promocién de tumores .

El acortamiento de los telémeros es una de las principales manifestaciones genéticas en
los canceres humanos, ya que se ha visto que el agotamiento telomérico desempefia un
rol fundamental en inducir inestabilidad cromosémica y en contribuir a la progresion
tumoral 1°°1683973% E| hallazgo de unos telémeros cortos es uno de los cambios
moleculares mas precoces en la carcinogénesis, por lo que la longitud del telomero se ha
usado como biomarcador para predecir el riesgo de desarrollar un cancer.

Por otro lado, también se ha propuesto que el acortamiento de los telébmeros ha
evolucionado como un mecanismo de supresion tumoral *"*“%. La senescencia celular
que se produce por el agotamiento de los telémeros constituye un mecanismo de
proteccion que impide la proliferacion de células potencialmente cancerigenas, y que
también actGa como un sistema de defensa frente a la progresion tumoral.

El acortamiento de los telémeros ocurre tras cada division celular en las celulas
somaticas normales debido a que las enzimas ADN polimerasas no son capaces de
replicar de forma completa los extremos de los cromosomas. La activacion de la via de
respuesta al dafio del ADN, que conduce a senescencia celular o apoptosis, ocurre si los

telémeros se acortan por debajo de una longitud critica *’°. En las células germinales,
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ciertas células madre, y células somaticas altamente proliferativas, la longitud de los
telomeros se mantiene larga como resultado de complejos mecanismos regulatorios,
entre los que destaca la sobreregulacién de telomerasa ***4?%%2 a integridad de la
telomerasa en esas células es esencial para soportar su extenso potencial replicativo. De
forma similar, la mayoria de los canceres humanos sobreregulan la expresiéon de la
telomerasa 1041516,

Las mutaciones en los genes p53, Rb (Retinoblastoma) o la adicidén de secuencias de
ADN virales puede conferir a la célula la capacidad de eludir las sefiales de dafio
celular. Las mutaciones producidas en genes que actlan detectando anomalias
cromosOmicas o regulando el ciclo celular pueden permitir a una poblacién clonal
escapar de la senescencia y continuar proliferando, causando pérdidas teloméricas
continuas, inestabilidad cromosémica y fusiones término-terminales, originando una
crisis. La mayor parte de las células que padecen una crisis mueren, mientras que una
pequefia subpoblacion de células con defectos cromosémicos sobreviviria a la misma y
renovaria la produccion de telomerasa, con la consiguiente estabilizacion de sus
telomeros, lo que originaria una proliferacion celular indefinida.

Ademas de la division celular, otro de los mecanismos que también conducen al
acortamiento de los telomeros es el estrés oxidativo que se produce como consecuencia

del dafio celular 392403,

Dado que el sistema inmunitario desempefia un papel
fundamental en la regresion, es posible que el ataque desencadenado por los infiltrados
linfocitarios sobre las células tumorales también provoque dafios colaterales en las
células epidérmicas colindantes, que podrian inducir un acortamiento de sus telémeros.
Al igual que sucede con las células tumorales, unos telémeros cortos también pueden
inducir una detencion del crecimiento celular y senescencia en las células epiteliales.
Por tanto, se puede especular con que dos mecanismos fundamentales provocarian el
acortamiento de los telémeros e inducirian senescencia en los melanocitos tumorales y
en las células epidérmicas de las lesiones melanociticas en las que se objetiva regresion;
por un lado, las sucesivas divisiones celulares y por el otro, el estrés oxidativo generado
por el ataque inmunitario. Estos mecanismos pueden coincidir de forma simultanea en
una misma lesion.

Hipotéticamente, cuanta mas capacidad de dividirse tenga la célula, mas cortos seran

sus telomeros. La excepcion a esta circunstancia se daria en algunos melanomas si
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tienen la capacidad de sobreregular telomerasa, circunstancia que suele producirse en
fases avanzadas de la evolucion de la neoplasia.

La respuesta del sistema inmunitario estaria condicionada por dos factores esenciales.
Por un lado, por la presencia de antigenos con capacidad inmunogénica. Cuantos mas
antigenos de este tipo tenga la lesion, mas capacidad tendra para originar una respuesta
inmune. Es de esperar que los melanomas y los nevos con displasia severa, que son las
lesiones que acumulan un mayor nimero de mutaciones, sean las que induzcan con mas
facilidad una respuesta linfocitaria, como de hecho confirmaban los resultados del
apartado histoldgico (son las lesiones con mas densidad de linfocitos). Por otro lado, por
la capacidad del huésped para desarrollar una respuesta inmunitaria eficaz. Cuanto mas
potente sea la respuesta inmune desarrollada por el huésped, mayor destruccion y mas
dafio oxidativo se originard, por lo que cabria esperar una mayor reduccion en la
longitud de los telomeros de las células afectadas. Esta circunstancia es mas dificil de
preveer, ya que existen notables variaciones interpersonales, que tienen que ver
fundamentalmente con el individuo méas que con la naturaleza de la lesién. La ausencia
de signos histologicos de regresion que se objetiva en méas del 70% de los melanomas, o
la existencia de una respuesta inmunitaria muy potente frente a lesiones no atipicas,
como sucede con los halo nevos, serian dos ejemplos representativos de esta
variabilidad.

En cuanto a las células epiteliales, la senescencia se puede inducir por mecanismos
relacionados con la edad del individuo (nimero de divisiones celulares), o por el estrés
oxidativo producido por factores como la exposicion a la radiacion ultravioleta o la
magnitud y proximidad de la respuesta citotoxica que se origina frente a las células
tumorales, que puede condicionar la existencia de dafios colaterales en las células
colindantes “**. En las lesiones melanociticas las células epiteliales estan, por lo general,
muy proximas a los melanocitos tumorales que expresan los antigenos que atraen a los
infiltrados linfocitarios. Corroborando esta idea, como se ha visto ampliamente, la
regresion en el melanoma es mucho mas frecuente en la fase de crecimiento radial que
en la vertical **,

La presencia de anomalias cromosémicas groseras puede ser la evidencia de que la
neoplasia se dirige hacia una crisis. Del mismo modo, el acortamiento de los telémeros
y un coeficiente de variacion elevado de los mismos, que implica una mayor

heterogeneidad, también puede ser la antesala de que el tumor se dirige hacia una crisis,
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que puede culminar con la destruccion de parte de sus células y una reestructuracion del

genoma de las células supervivientes.

Melanomas

Melanomas con regresion

En los melanomas con regresion existe una longitud telomérica acortada, practicamente
en la misma proporcién, tanto en las células del tumor como en las de la epidermis
(cociente=1,04). Se puede especular que la participacion del sistema inmune induciria
un dafo tanto en los melanocitos tumorales como en los queratinocitos adyacentes, que
provocaria un acortamiento de los telomeros en las dos poblaciones celulares.
Apoyando alguna de las ideas mencionadas anteriormente, en los melanomas con
regresion los telémeros son mas cortos en las células tumorales (sefial un 13,4% menor)
y en las epidérmicas (sefial un 23,1% menor) que en los nevos sin displasia con
regresion, probablemente porque el dafio debido a la respuesta inflamatoria es mucho
mayor en melanomas que en nevos, ya que el numero de antigenos capaces de inducir
una activacion de la respuesta inmunitaria es superior en el melanoma. Por otro lado, el
que la longitud de los telomeros de las células tumorales sea mas larga que la de las
epidérmicas (los melanomas con regresion tienen una intensidad media de la sefial de
los telomeros un 4,3% mayor en las células tumorales que en las epidérmicas) quizas
pueda deberse a la sobreexpresion de telomerasa por las células tumorales, circunstancia
que puede producirse en melanomas pero de forma infrecuente en nevos melanociticos
405.

En base a los resultados, se puede establecer que existe una asociacion estadisticamente
significativa entre la presencia de regresion en un melanoma y el coeficiente de
variacion de la longitud de los telomeros de sus células neoplésicas, de modo que
cuanto mas homogenea sea la longitud de los telomeros de las células tumorales, es mas
probable que exista evidencia histoldgica de regresion, y cuanto mas heterogénea sea
dicha longitud, serd mas probable que el melanoma no muestre signos histoldgicos de
regresion.

En los melanomas con regresion, las células neoplésicas que escapan de la destruccion

inmune presentan una homogeneidad de sus telémeros que practicamente es analoga a
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la de los nevos comunes y nevos displasicos. Como en los melanomas sin regresion el
coeficiente de variacion es superior, reflejo de unos telémeros mas heterogéneos, se
puede especular que las células tumorales eliminadas quizas son las que presentaban las
mayores anomalias cromosomicas y por tanto las mayores variaciones en la longitud
telomérica. Las células tumorales supervivientes constituirian una poblacion mas
homogénea, que podria restaurar los telomeros de manera uniforme mediante

sobreexpresion de telomerasa, 1o que permitiria adquirir un genoma mas estable.

Melanomas sin regresion

En los melanomas en los que no hay regresion, se aprecia la mayor diferencia entre la
intensidad media de las sefiales de las células tumorales y la de las células epidérmicas
(un 30,2% menor en las células tumorales que en las epidérmicas). Esta circunstancia
podria justificarse por la distinta capacidad de proliferacion de las dos poblaciones
celulares. Al tratarse de células de melanoma tienen una capacidad de proliferar muy
superior a la de los queratinocitos, que conllevaria un mayor desgaste de sus telomeros.
Aunque las células tumorales de los melanomas sin regresion presentan una marcada
reduccion de los telébmeros respecto a las células epidérmicas adyacentes
(cociente=0,69), y también respecto a las células tumorales de los melanomas con
regresion (intensidad media de las sefiales un 11% menor), el estudio estadistico no
permite corroborar esas diferencias, probablemente debido al tamafio de la muestra.

En este grupo de lesiones se podria plantear que el acortamiento de los telémeros se
produciria exclusivamente como consecuencia de las sucesivas divisiones celulares. Al
no haber participacion del sistema inmunitario, los queratinocitos epidérmicos
colindantes resultarian indemnes y conseguirian de este modo preservar sus telomeros,
con lo cual no presentarian un acortamiento telomérico equiparable al de las células
epidérmicas de los melanomas con regresion.

Los telémeros son mas cortos y mas heterogéneos (tienen un coeficiente de variacién
mayor) en las células tumorales de los melanomas sin regresion cuando se comparan
con los melanomas con regresion, sefial de que la regresion puede haber provocado un
reordenamiento del genoma de las células supervivientes, quizas desencadenado por una
“crisis” previa, en la que se pueden haber eliminado las células mas inestables y
seleccionado clones de células més estables.
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Nevos melanociticos

Nevos con displasia severa y regresion

Dentro de los nevos melanociticos, la mayor diferencia entre la longitud de los
telomeros de las células tumorales y la de las epidérmicas se constata en los nevos con
displasia severa y regresion. La intensidad media de las sefiales es un 23,2% menor en
las células tumorales que en las epidérmicas. Al compararlos con el resto de lesiones
con regresion, si se corrige la variabilidad de la hibridacion realizando el cociente entre
la intensidad media de las sefiales de las células tumorales y la de las epidérmicas, que
sirven como control interno en cada caso, solo los nevos con displasia severa y
regresion muestran una reduccion clara de la longitud telomérica de las células
neoplésicas respecto a las células controles (cociente=0,76).

En esta variedad de lesiones melanociticas, que son las lesiones benignas
potencialmente mas peligrosas, ademas de la respuesta inmune, que dafiaria tanto a las
células tumorales como a las epidérmicas, la reduccion adicional de la longitud de los
telomeros de las células tumorales quizds puede producirse para evitar su
transformacion en melanomas, al inducirse la senescencia de las células con potencial
riesgo de malignizacion.

La existencia de unos teldémeros muy cortos constituye una frecuente alteracion genética
en lesiones premalignas **"*%4%_Del mismo modo, la disfuncién telomérica también se
asocia a anomalfas genéticas severas y es un evento precoz en la carcinogénesis °".

El acortamiento de los telémeros en ausencia de otras alteraciones constituye un potente
mecanismo de supresion de tumores, ya que el proposito bioldgico de la senescencia
replicativa es bloquear la capacidad de dividirse de las células premalignas .

La senescencia celular impide la proliferacion de células potencialmente cancerigenas,
ya que cuando se encuentra en este estado la célula deja de dividirse, manteniéndose en
un estado premaligno *®*, pero también acttia como un mecanismo de defensa frente a la
progresion tumoral. Sin embargo, cuando este freno no funciona correctamente, por
ejemplo por mutaciones oncogénicas que afecten a las sefiales de dafio celular, se puede
producir la transformacién maligna o la progresién del tumor .

Por este motivo, es de esperar que los teldémeros de las células que integran los nevos

con displasia severa sean mucho mas cortos que los del resto de lesiones,
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independientemente de que el ataque generado por los linfocitos citotoxicos pueda
inducir un acortamiento adicional.

Las diferencias que se constatan con los melanomas con regresion, que son lesiones con
una capacidad similar de activar la respuesta inmune, se podrian deber a que en este
caso, las células displasicas son incapaces de restituir los teldmeros como sucede en las

del melanoma, ya que no disponen de la misma actividad de telomerasa “°%4%.

Nevos con displasia convencional y regresion

Los nevos con displasia convencional y regresion son el grupo de lesiones en las que la
longitud de los telomeros de las células tumorales muestra menos diferencias en
relacion a la de las células epidérmicas (cociente=1,02). Al no ser lesiones con tanto
riesgo de desarrollar un melanoma no se activaria una respuesta inmune tan intensa
como en los melanomas o en los nevos con displasia severa, ni se forzaria la
senescencia como en los nevos con displasia severa.

Como sucede con el resto de lesiones con regresion, el acortamiento que experimentan
los telémeros de las células epidérmicas se deberia a que sufririan los dafios colaterales

del ataque inducido por el sistema inmunitario.

Nevos sin displasia y regresion

En los nevos sin displasia, al igual que sucedia con los nevos con displasia
convencional, tampoco existen practicamente diferencias entre la longitud de los
telomeros de las células tumorales y la de las células epidérmicas (cociente=0,92). Al
tratarse de células sin displasia, es de esperar que la respuesta inmunitaria no sea tan
intensa como la que se desencadena frente a melanomas, y que se destruya de forma
casi equitativa a las células tumorales y a las epidérmicas.

El valor medio de la intensidad de las sefiales de las células tumorales es el mas elevado
de todos los tipos de tumores estudiados. Los nevos sin displasia son las lesiones que
mas largos tienen los teldémeros de sus melanocitos tumorales supervivientes, con una
intensidad media de las sefiales un 13,4% mayor que la de los melanomas con regresion
y un 23% superior que la de los melanomas sin regresion. Esta circunstancia podria
justificarse dado que al tratarse de nevos sin displasia estan constituidos por células que
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son tanto morfologica como molecularmente idénticas a los melanocitos normales, por
lo que son las que mejor preservarian sus teldémeros ya que no proliferarian del mismo
modo que las células displasicas o malignas.

En general, las células neoplasicas tienen unos telomeros mas cortos comparados con
los tejidos normales de los que derivan, probablemente porque la division celular activa
ocurre en la fase de iniciacion del tumor, antes de la sobreregulaciéon del gen de la
telomerasa *°. A medida que aumenta el tiempo de evolucion de la neoplasia las células
tumorales de muchos tipos de canceres tienen la capacidad de restaurar parcialmente la

longitud de sus telémeros gracias a la telomerasa %,

Principales diferencias entre los teldomeros de los melanomas con y sin regresion.

Los melanomas sin regresion tienen unos telomeros de sus células neoplasicas mas
cortos y heterogéneos que los melanomas con regresion. Dado que las “crisis” se
relacionan con unos teldmeros muy cortos y heterogéneos, se puede especular que
quizas los melanomas en los que no se constata regresion, al estar constituidos por
celulas genéticamente mas “inestables”, tienen mas probabilidades de dirigirse hacia
una “crisis”.

Por el contrario, los melanomas con regresion tienen los telémeros de sus celulas
neoplasicas mas largos y mas homogéneos que los de los melanomas sin regresion. Esta
circunstancia plantearia dos posibilidades; por un lado, que exista una menor
probabilidad de que el melanoma con regresion se dirija a una “crisis”, ya que
genéticamente se trata de una lesion relativamente estable, y por el otro, que nos
hallemos ante células supervivientes de una “crisis” previa.

La homogeneidad de la longitud de los teldémeros en los melanomas con regresion es
equiparable a la de los nevos melanociticos comunes y displasicos que también
presentan regresion, circunstancia que sugeriria que la regresion lleva implicita una
reestructuracion del genoma, originando la seleccion de clones de células supervivientes
con unos telémeros més estables.

Por tanto, la disminucion de la longitud de los telomeros y el aumento de su

heterogeneidad puede originar una crisis y favorecer la regresion de los melanomas.
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Vias moleculares gque inducen senescencia

Las sefiales de dafio mas conocidas que inician la senescencia en células humanas
involucrarian mecanismos moleculares comunes mediados por p53 y p21 (la mas
conocida), asi como también por la via del retinoblastoma y pl6, que induce
senescencia de forma més rapida %4,

El inhibidor de quinasa dependiente de ciclina CDKN2A, también denominado p16, es
una proteina supresora de tumores codificada por el gen CDKN2A, que desempefia un
papel importante en la regulacion del ciclo celular. Las mutaciones en p16 aumentan el
riesgo de desarrollar diversos canceres, especialmente melanomas, ya que se produce
una abolicién de la senescencia celular ***. La expresién de p16 se reduce gradualmente
a medida que aumenta el grado de atipia de los melanocitos, y su expresion también es
menor en melanomas metastasicos que en aquellos sin metastasis. Por tanto, los
melanomas que pierden p16 tienen mayor capacidad de producir metastasis y matar mas
rapidamente “%. La forma méas habitual de senesecencia en melanocitos humanos en
cultivo involucra a pl6, ya que se requiere tanto una disfuncion la de la via
retinoblastoma-p16 como la activacion de telomerasa para la inmortalizacién de las
celulas. Se ha constatado que las mutaciones oncogénicas de BRAF, presentes en
aproximadamente la mitad de todos los casos de melanoma y en un 80% de nevos
melanociticos pueden inducir en los melanocitos humanos la expresion de p16, pero no
de p21. En los nevos comunes la senescencia esta relacionada con la sobreexpresion de
pl6, y no requiere de una sobreregulacion de p53 o p21. Por el contrario, l10os nevos
displasicos y melanomas en fase de crecimiento radial muestran menos expresion de
pl6 vy, a diferencia de lo que sucedia con los nevos comunes, se aprecia expresion de
p53 y p21. Los melanomas en fase de crecimiento vertical pierden tanto p16 como p21,
lo que provocaria un mecanismo de escape a las dos formas de senescencia y seria una

de las justificaciones de su peor pronéstico “*°.
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Resumen

Como limitacion de este trabajo, no se puede saber cudl era el estado de los telomeros
en las células que ya han sido eliminadas. En funcion de los resultados, se podria
especular que las células que el sistema inmunitario tiene méas facilidad para eliminar
quizas son aquellas con los telémeros mas heterogéneos y cortos de los melanomas en
los que se objetiva regresion, que son genéticamente las mas inestables y las que se
dirigen a, o se encuentran en una “crisis”. Debido a la destruccion celular inducida por
el infiltrado linfocitario se generarian cuerpos apoptoticos, que constituyen un potente
estimulo que atraeria al sistema inmune, por lo que se potenciaria ain mas la respuesta
inmunitaria. El infiltrado linfocitario destruiria las células que expresan los antigenos
“diana”, pero los queratinocitos epidérmicos adyacentes sufririan los dafios colaterales
de ese ataque inmune y también verian como se acortan sus telémeros por mecanismos
como el estrés oxidativo.

El acortamiento de los telémeros si parece estar en relacion con la presencia o ausencia
de regresion en la lesion. Los melanomas sin regresion tienen los telémeros méas cortos
que los melanomas con regresion, tanto si se considera de forma exclusiva el valor de la
intensidad media de las sefiales en las células tumorales como cuando se corrige la
variabilidad de la hibridacion, realizando el cociente entre la intensidad media de las
sefiales de las células tumorales y la de las epidérmicas.

La heterogeneidad de la longitud de los telémeros, que estaria reflejada por el
coeficiente de variacion, también parece estar en relacion con la presencia o ausencia de
regresion en la lesion, pero no con el grado de atipia de la misma. El coeficiente de
variacion de los telomeros muestra diferencias que son estadisticamente significativas
entre los melanomas con y sin regresion. Por el contrario, el coeficiente de variacion de
los telomeros préacticamente no muestra diferencias al comparar las distintas lesiones
melanociticas con regresion entre si (melanomas, nevos displasicos y nevos sin
displasia).

La regresion inducida por un mecanismo de senescencia debido al acortamiento de los
telomeros complementaria a otros que también intentarian destruir el tumor, como la
respuesta inmune, que probablemente actien de forma sincronica. EIl desarrollo y

progresion del melanoma se veria favorecido por un fallo en estos mecanismos.
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Figura 3.18. Los puntos fluorescentes representan las sefiales teloméricas en el interior de los nucleos
teflidos con Dapi (color azul) de las células tumorales (A) y epidérmicas (B). Se ilustra un ejemplo de los

distintos tipos de lesiones melanociticas evaluadas.
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3.3. PRONOSTICO






Para establecer la asociacion entre la presencia 0 ausencia de regresion en los
melanomas y el pronostico de los mismos, el nimero total de melanomas estudiados fue
de 61, 47 con regresion (todos los melanomas con regresion del estudio clinico-
patoldgico) y 14 sin regresion (los 14 melanomas sin regresion que se incluyeron de
forma aleatoria en el estudio molecular).

En los 47 melanomas con regresion, la media del indice de Breslow fue de 0,82+1,20,
mientras que la de los 14 melanomas sin regresion fue de 1,09+1,47. Estas diferencias
no fueron estadisticamente significativas.

Como se menciona en la metodologia, a efectos de la evaluacion del prondstico, el
periodo de seguimiento de los pacientes incluidos en este estudio concluyo el 31 de
diciembre de 2013. El tiempo medio de seguimiento de los 61 pacientes con melanoma
fue de 6,2 afos (rango de 4 a 10 afios).

Nueve de los 61 pacientes con melanoma desarroll6 metéastasis (14,8% de los mismos).
Por el contrario, un 85,2% (52 casos) estaban libres de enfermedad en la Gltima revision
efectuada.

Del total de casos metastasicos, 6 fueron melanomas de extension superficial, que
corresponde a un 13,9% del total de melanomas de extension superficial (6/43), y 3
fueron melanomas nodulares, un 100% de los melanomas nodulares (3/3).

Las metastasis fueron viscerales en 7 pacientes, ganglionares en uno, y en un caso se
objetivaron tanto ganglionares como viscerales. Fallecieron un total de 6 pacientes por
metéstasis de melanoma. Otros 3 pacientes también fallecieron, pero por motivos ajenos
al melanoma.

En cuanto a los melanomas con regresion, 30/47 casos (63,8%) se hallaban en fase de
crecimiento radial, y 17/47 (36,2%) casos estaban en fase de crecimiento vertical. Estos
hallazgos sugeririan que la regresion se asocia en el melanoma de forma mucho mas
consistente a la fase de crecimiento radial, o lo que es lo mismo, a la fase de crecimiento
precoz y a la que tiene menor riesgo de diseminacidn. Estos resultados estan en
concordancia con lo que se ha descrito en la literatura hasta la fecha, y también
justificarian que se produzca una activacién precoz de la respuesta inmune.

De los 9 melanomas que originaron metastasis, uno estaba en fase de crecimiento radial,
que corresponde a un 2,9% de los melanomas en fase de crecimiento radial (1/34), y 8
en fase vertical. El Unico caso en que el melanoma estaba en fase de crecimiento radial
y origind metéastasis fue un melanoma de extension superficial con un indice de Breslow
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de 1,04 mm, que también es el Unico caso que de forma exclusiva presentdé metéstasis
ganglionares. Este es un hecho excepcional, dado que el melanoma en fase de
crecimiento radial s6lo produce metéastasis de forma muy rara.

Por el contrario, un 29,6% de los melanomas en fase de crecimiento vertical (8/27)
originG metastasis. Estas diferencias son estadisticamente significativas (p=0,004).
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3.3.1. Asociacion entre la presencia o ausencia de regresion en los melanomas v el

prondstico (tabla 3.60).

MELANOMAS
SIN REGRESION CON REGRESION
Numero % Numero % p
Metastasis 3/14 21,4 6/47 12,8
Libre de enfermedad 11/14 78,6 41/47 87,2

0,42

La incidencia de metastasis en los 47 pacientes con melanomas con regresion ha sido un
8,6% menor que la de los 14 pacientes con melanomas sin regresion. Por tanto, en
funcion de estos resultados parece que la regresion reduce ligeramente la probabilidad
de desarrollar metastasis, aunque las diferencias no son estadisticamente significativas
(p=0,42). También hay que considerar que el indice de Breslow medio de los 14
melanomas sin regresion es 0,29 mm mayor que el de los 47 melanomas con regresion,
lo que también podria justificar la existencia de un mayor numero de casos que
desarrollen metéstasis.

En cualquier caso, en base a estos resultados y como sugieren numerosos estudios

51-60

mencionados en la introduccién , parece que la regresion en el melanoma no

constituye un factor que condicione un empeoramiento del prondstico del paciente.
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3.3.2. Asociacién entre los marcadores inmunohistoguimicos vy el prongstico.

Los marcadores inmunohistoquimicos se hicieron sélo en los 47 melanomas del estudio

clinico-patoldgico, aunque se han perdido entre 3 y 5 casos por distintos problemas

técnicos (tabla 3.61).

Numero Rango promedio p
Granzima B Metastasis 5/44 22,0
Libre de enfermedad 39/44 22,5 0,92
Cch4 Metastasis 5/44 23,2
Libre de enfermedad 39/44 22,4 0,89
CDS8 Metastasis 5/44 21,8
Libre de enfermedad 39/44 22,5 0,91
FoxP3 Metastasis 5/44 25,4
Libre de enfermedad 39/44 22,1 0,61
CD25 Metastasis 5/44 28,1
Libre de enfermedad 39/44 21,7 0,31
L-Fas
Mayoritario Minoritario
Numero Numero % p
Metastasis 3/5 2/5 40
Libre de enfermedad 33/37 89,2 4/37 10,8
0,14
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Al analizar las asociaciones entre los distintos marcadores inmunohistoquimicos y el
prondstico no se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas.

Algunos estudios han evidenciado una reduccion de células CD8+ y granzima B+ con la
progresion tumoral, con valores significativamente méas elevados en los melanomas en
fase de crecimiento radial respecto a los melanomas en fase de crecimiento vertical y a
las metastasis de melanoma. De forma adicional, los infiltrados linfocitarios CD8+
granzima B+ mostraron un aumento progresivo a medida que aumentaba el grado de
atipia de la lesién 2’2, circunstancia que como se aprecia en los resultados del apartado
del estudio inmunohistoquimico, corrobora este trabajo.

También parece que algunos antigenos estimularian preferentemente los linfocitos
Tregs, mientras que otros activarian subtipos de linfocitos infiltrantes diferentes, por
mecanismos no del todo esclarecidos. Es un hecho contrastado que la presencia de
linfocitos Tregs en el tumor puede provocar una reduccion en el namero de celulas
efectoras y una alteracion de su funcionabilidad, contribuyendo a la progresion en
determinados melanomas. Una antigenicidad alterada de las células tumorales, con una
expresion preferente de antigenos capaces de atraer linfocitos Tregs, podria ser uno de
los mecanismos que permite escapar del sistema inmune a las células de melanoma. Se
ha sugerido que la tolerancia inmunologica a las células del melanoma podria ocurrir en

un momento muy precoz de la génesis del mismo “**4%°,

301



Asociacion entre distintos cocientes de los marcadores inmunohistoguimicos y el

pronostico.

Se han realizado varios cocientes entre los diferentes marcadores inmunohistoquimicos
con la finalidad de estudiar la relacion entre las distintas vias del sistema inmunitario y
el riesgo de desarrollar metastasis. Los marcadores inmunohistoquimicos se evaluaron
solo en los 47 melanomas del estudio clinico-patologico, aunque se excluyeron los
casos en los que el tejido tumoral incluido en la matriz tisular (TMA) fue insuficiente
para la evaluacion de la poblacién linfocitaria.

Se han realizado los cocientes CD4/CD8 y CD4/granzima B como indicadores de la
relacion entre las vias colaboradora y citotoxica, el cociente CD8/FoxP3 como indicador
de la relacion entre las vias citotoxica y reguladora, y los cocientes CD8/granzima B,
inmunomarcadores de citotoxicidad, y CD4/FoxP3 inmunomarcadores de regulacion
(tabla 3.62).

Cociente CD8/FoxP3

Numero Rango promedio p
Metastasis 5/40 19,9
Libre de enfermedad 35/40 20,5 0,90

Cociente CD8/Granzima B

Numero Rango promedio p
Metastasis 4/41 19,0

Libre de enfermedad 37/41 21,2 0,75
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Cociente CD4/FoxP3

Numero Rango promedio p

Metastasis 5/40 17,7

Libre de enfermedad 35/40 20,9 0,57

Cociente CD4/Granzima B

Numero Rango promedio p

Metastasis 4/41 15,7
Libre de enfermedad 37/41 21,5 0,38
Cociente CD4/CD8

Numero Rango promedio p
Metastasis 4/41 18,2

Libre de enfermedad 37/41 21,3 0,65

Al analizar las asociaciones entre el pronostico y los distintos cocientes entre
marcadores inmunohistoquimicos, no se evidenciaron diferencias estadisticamente
significativas, a diferencia de lo que han sugerido otros autores.

Algunos estudios han hallado una relacion inversa entre el pronéstico y el nimero de
células Tregs y de células efectoras. Un predominio de células Tregs CD25+FoxP3+ o
una disminucion en el cociente entre las células Tregs CD25+FoxP3+ y las células T

citotoxicas se ha asociado con progresién tumoral y un peor prondstico 233,
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3.3.3. Asociacién entre los teldomeros vy el pronoéstico.

En el estudio molecular también se han analizado las asociaciones entre el prondstico y
diversas variables como el cociente entre la intensidad media de las sefiales de las
células tumorales y el de las epidérmicas, y el coeficiente de variacion de las sefiales de
las células tumorales. Para ello se han usado los 33 melanomas que se emplearon para

estudiar la longitud de los telomeros (19 con regresion y 14 sin regresion).

Asociacion entre el cociente de la intensidad media de las sefiales teloméricas de las

células tumorales y la de las epidérmicas y el prondstico (tabla 3.63).

Cociente de las seiales

n Media
Melanomas (metastasis) 6 0,75%0,55
Melanomas (libre de enfermedad) 27 1,21+0,62
p 0,67

A pesar de que los melanomas con una evolucién clinica desfavorable tienen una
longitud media de sus telomeros menor en las células tumorales que en las epidérmicas
(cociente de la intensidad de las sefiales fluorescentes <1), y que en los melanomas que
no han originado metéstasis sucede lo contrario (cociente >1), estas diferencias no

serian estadisticamente significativas.
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Asociacion entre el coeficiente de variaciéon de las sefales teloméricas de los

melanomas incluidos en el estudio molecular y el prondstico (tabla 3.64).

Coeficiente de variacion de los telémeros

n Media
Melanomas (metastasis) 6 0,46+0,25
Melanomas (libre de enfermedad) 27 0,32+0,17
p 0,34

A pesar de que los melanomas con una evolucién clinica desfavorable tienen una
longitud de sus telémeros mas heterogénea que la de los melanomas que no han
producido metéstasis, estas diferencias no serian estadisticamente significativas.

El coeficiente de variacion de los telémeros puede reflejar la historia proliferativa
reciente de una linea celular determinada *°’. Una longitud telomérica uniforme entre las
células sugeriria un origen clonal de las mismas. Por el contrario, una longitud
heterogénea de los telémeros podria implicar la expansion de maltiples clones celulares,
que podria afectar de forma desfavorable al prondstico.

Aunque no existen estudios en melanomas, la hererogeneidad en la longitud de los
telomeros se ha relacionado con un peor prondstico en algunos tipos de canceres,

416-418. Los

fundamentalmente en sarcomas y en tumores de células germinales
melanomas que han originado metastasis en esta serie tienen los telémeros mas cortos y
mas heterogéneos que los que han tenido una evolucion clinica favorable. Estas dos
caracteristicas son propias de los melanomas sin regresion, que son las lesiones mas
inestables a nivel molecular, circunstancia que apoyaria la idea de que la regresion no
condicionaria un empeoramiento del prondstico en el melanoma.

La heterogeneidad de la longitud telomérica podria constituir un biomarcador de interés

en la evaluacion del prondstico en pacientes con melanoma.
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CONCLUSIONES
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Los cambios histologicos que se aprecian en la regresion de las lesiones
melanociticas constituyen un espectro continuo y dinamico, con hallazgos

diferentes e incluso solapados segun la fase en que se evallen.

La variable clinica més util para establecer diferencias entre melanomas y nevos
melanociticos con regresion ha sido la edad. Los pacientes con melanoma tienen
una edad mayor que aquellos con nevos melanociticos, tanto convencionales

como displasicos.

La regresion histologica es 8 veces mas frecuente en melanomas que en nevos

melanociticos.

La intensidad de los cambios histoldgicos propios de la regresidn se correlaciona
con el grado de atipia melanocitica, siendo maxima en los melanomas, tanto en
la fase destructiva (densidad linfocitaria, apoptosis y melandfagos), como en la

reparativa (densidad microvascular y atrofia epidérmica).

La fibrosis laminar es méas frecuente en los nevos melanociticos; la fibrosis
compacta prevalece de forma clara en los melanomas; y la fibrosis delicada es

un hallazgo exclusivo de los nevos melanociticos sin displasia.

Las caracteristicas histopatoldgicas diferenciales de la regresion en melanomas y
nevos melanociticos no son concluyentes en los casos de nevos con displasia

severa.

Existe un predominio de linfocitos T CD4+ en todos los tipos de lesiones
melanociticas en regresion. Aungue la magnitud de las diferencias no permite
distinguir nevos de melanomas, se aprecia una tendencia a una mayor densidad
de linfocitos T CD8+ a medida que aumenta la atipia histol6gica de los nevos

melanociticos.

El numero de linfocitos que expresan FoxP3 y granzima B es significativamente

mayor en los melanomas en comparacion con los nevos melanociticos.
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9- En caso de regresion completa de una lesién melanocitica, una avanzada edad
del paciente unida a la ausencia de fibrosis laminar y a una densidad elevada de
melanofagos, de vasos y de linfocitos granzima B+, apoyaria el diagnostico de

melanoma.

10-Empleando la ecuacion surgida del modelo final de regresién logistica, que
incluye las variables citadas en la conclusion nimero 9, la probabilidad de que
una lesion melanocitica que haya experimentado una regresion completa sea un

melanoma estaria entre un 81% y un 93%.

11-La longitud de los telémeros de los melanomas con regresion es mas homogenea
que la de los melanomas sin regresion, y analoga a la de los nevos melanociticos

con regresion.

12-Existe una tendencia a presentar telomeros mas cortos y heterogéneos entre los

melanomas que han desarrollado metéstasis.

13- La heterogeneidad de la longitud telomérica podria constituir un biomarcador de

interés en la evaluacion del prondstico en pacientes con melanoma.
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