VNIVERSITAT
DGVALENCIA

UNIVERSITAT DE VALENCIA
FACULTAD DE MEDICINA Y ODONTOLOGIA
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA

PROGRAMA: PATOLOGIA DE LOS TUMORES HUMANOS (CODIGO: 285B)

ESTADO MUTACIONAL DEL ONCOGEN N-RAS EN
MELANOMA CUTANEO COMO FACTOR
PRONOSTICO. ESTUDIO CLINICO-PATOLOGICO.

PRESENTADA POR: PAOLA FERNANDA LARA VALENCIA

DIRIGIDA POR EL DOCTOR: CARLOS MONTEAGUDO CASTRO

VALENCIA, 2015






VNIVERSITAT
DGVALENCIA

El trabajo titulado:

“ESTADO MUTACIONAL DEL ONCOGEN N-RAS EN MELANOMA
CUTANEO COMO FACTOR PRONOSTICO. ESTUDIO CLINICO-
PATOLOGICO?”,

que se presenta en esta memoria, ha sido realizado por la licenciada en Medicina y
Cirugia Dha. Paola Fernanda Lara Valencia bajo mi direccion.

Dicho trabajo retne todos los requisitos necesarios para su presentacion y defensa
como TESIS DOCTORAL.

Y para que asi conste a los efectos oportunos, realizo esta declaracion en Valencia a
27 de octubre de 2015.

Fdo: Carlos Monteagudo Castro
Catedratico de Anatomia Patologica,
Universitat de Valencia






«Todo hombre puede ser, si
se lo propone, escultor de su
propio cerebro».

Santiago Ramén y Cajal
(1852-1934)






A mis padres
A mi esposo






AGRADECIMIENTOS

Son muchas las personas que de una u otra forma han ayudado a que esta tesis sea

concluida, y es el momento de agradecerles.

En primer lugar, mi méas profundo y sincero agradecimiento a mi director de tesis,
Dr. Carlos Monteagudo. Carlos, muchas gracias por darme la oportunidad de
trabajar contigo, por creer y confiar en mi, por hacer parte y ayudar a cumplir una

de mis metas. Para ti mi mayor admiracion y respeto.

Al Dr. Ramdn Gonzélez Manzano, por poner la primera piedra en mi aprendizaje
en la realizacion de técnicas de biologia molecular. Gracias Ramon por ensefiarme

a hacer la extraccion del ADN.

A Lara Navarro. Muchas gracias por “sumergirme intensivamente” en el mundo de
la biologia molecular. Gracias por tu inmensa generosidad a la hora de dedicarme

tanto tiempo.

A mi compafiero de trabajo José Fernandez, quien ha apoyado mi proyecto desde el
primer dia que se lo comenté. Gracias José por permitir organizar mis horarios y

adaptarte a ellos, han sido muchos meses “pidiéndote cambios de horario”.

A Laura Martinez. Por las tantas tardes trabajando conmigo las técnicas de

inmunohistoquimica.

A lvan Arribas, por el analisis estadistico de todos los casos del estudio.

No podia dejar de agradecer a Estela Carrasco y Merce Escolano. Chicas, es un
gusto trabajar con vosotras, gracias por estar pendientes de mi durante todo este
periodo y gracias por siempre decirme, jSi! cuando os pedia “un corte mas del

caso”.



A mi gran amiga Adriana Aristizabal. Nanita, muchas gracias por escucharme,
apoyarme, por tener siempre una palabra de animo en el momentos que me hacia
falta.

A mi familia, en especial a mis padres y hermano. Gracias a vosotros estoy aqui.
Muchas gracias por estar siempre conmigo, por Vvivir mis proyectos como si fueran
vuestros, por animarme siempre a seguir adelante. Aunque estamos muy lejos
fisicamente, os siento conmigo en cada momento. Vosotros sois el motor de mi

vida.

A Enrique. Gracias por ser parte de mi vida, por compartir cada una de mis
aventuras y como no podia ser menos, esta tesis. Gracias por no dejarme abatir por
las dificultades que se han presentado durante este periodo, por las muchas risas,
por las largas noches de tablas y gréficos, por tu incondicionalidad y sobre todo, por

cuidarme y amarme.

iA todos eternamente agradecida!l



INDICE

INDICE ..ottt 11
INDICE DE TABLAS ...ttt tes e tes st nae sttt st sesssnae st st es s sansanenes 15
INDICE DE FIGURAS........ooveiieeeeeeee e tes sttt enae st ssn s aanensansnnenes 17
ABREVIATURAS . bbbttt b e b bt s bt e sbe e e bt e be e b e eabesaee e 19

L. INTRODUGCCION. .ttt et ettt et ettt e e et e e e eeaaananns 21
1.1. EVOLUCION HISTORICA DEL ESTUDIO DEL MELANOMA........ccccoovvevivernirnenee 23
1.2. EPIDEMIOLOGIA DEL MELANOMA .......cooviieiieeeeteeeee e 26

1.2.1. Incidenciay Mortalidad ...........ccoeieriiieiiiie e 26
1.3. FACTORES DE RIESGO ...ttt 27
1.3.1. Factores de rieSg0 INTIINSECOS .....cuviviieierieiesie st se et e e reste e sre e e e sbesresresre e eneas 28
I T 0 o - T YT (o S ST 28

I 20 o] (0 ] oo [N o ] SRR 28

1.3 1.3  INBVUS. ettt h e bbbt R e R e R R e Rt e r e nrennn e 30
1.3.1.4. Historia familiar de melanoma ............cccoiiinineie e 30
1.3.2. Factores de rieSg0 EXEMNSECOS. ... .cvivirieiiitirieiesie ettt st 31
1.3.2.1 HiIStOFIa@ SOCIAL......c.ccviieiiiiiiieic e 31
1.3.2.2. Exposicion a la [uz Ultravioleta ..o 31
1.3.2.3. FAIMACOS ...ttt bbbt bbb 33
1.3.2.4. EXPOSICION @ QUIMICOS. ...c.veueitiiinieiisteieicsie ettt bbb 33
1.3.2.5. Factores NOrMONGAIES ..ot 33

1.4, PATOGENESIS ..ottt 34
1.5. CLASIFICACION CLINICO-PATOLOGICA ......ooooeeeeeeeeeeeeeeevee e 34
1.6. FACTORES PRONOSTICOS DEL MELANOMA CUTANEO PRIMARIO............... 37
1.6.1. INAICE 08 BIESIOW ......ooveieieiicice s 38
1.6.2. INAICE MILOLICO. .......cvovevieci e 38
1.6.3. UICRIACION ...ttt bbbttt et 38
1.6.4. LinfoCitos iNtratUMOTAlES ..........coveviirieiiiieee st 39
1.6.5. Fase de CreCimiento tUMOTAL ...........ccoriiiireiie et 39
1.B8.6. REGIESION ....ecviiveieiiite ettt sttt sttt ettt e st e b st e e ebe st e e ebesbe e etesbe e erennes 40
1.6.7. SUDLIPO NISLOIOGICO ...vveieiiciecie et 40
1.6.8. INVaSioON lINFOVASCUIAN ..........covrviriireiiee e 41
1.6.9. INVASION PEIINEUIAL.........ciiiiiieie ettt e st e eesresresneeneas 41
1.6.10. IMBLASTASIS. ... vveverceeeerecre sttt 41
1.7. GENES, MUTACIONES Y MECANISMOS MOLECULARES. ... 42

11



1.7.0. GENCDKINZA. ..o 42

1.7.2. GEN CDKAA/CCNDL ..ottt sttt sttt st sttt bt nre b e 44
1.7.3. GEN MCR L. e e 45
1.7.4. Mutaciones somaticas en melanoma: Via MAP Kinasas..........ccccovverneienneienneiennans 46
1.7.4.1. Mutaciones activadoras de 105 genes RAS ... i se e 47

L8 PD-L/PD Ll e bbb bbbttt b et 50

@ o] 1 ()Y oL =T ToT = PP 57
2.2 ODJEtiVOS ESPECITICOS ..c.vviieiieiiiiitiiesiite sttt bbbttt 57
3. MATERIALES Y METODOS...ccuuuuietttieeereneeereneerrsneeerssneeesssneeesssneeesssneeesssnn 59
3.1. ESTUDIO CLINICO-PATOLOGICO.....ccoriiriirireiiciineissiesiesissseesssssssasesssssssesssesesenns 61
3. L1 ESEUAIO CHINICO. ..viitieeiietie ettt 61
3.1.2. EStUAIO NISTOIOQICO. .......cuieiiiiiiiieiciee bbb 62
3.1.3. Estudio INMUNONIStOQUIMICO .....c.voviiiiiiiiiicicrieeese s 64
3.1.3.1 N-RAS (QBLR) ..o seeesse s essse e 68
303 2. POl ettt r e re e 68
TR TG T D I TP PO PT PP URPRTPRPTN 68

3.2. BIOLOGIA MOLECULAR: ESTADO MUTACIONAL DE N-RAS.......cccccoverernnnn. 69
3.2.1. Protocolo extraccion de DNA a partir de tejido fijado en formol e incluido en parafina69
3.2.2. PCR Y SecuenciaCion N-RAS ...ttt st 73

A RESULTADOS ...ttt bbbt b bt bt bt ab e eb e b e bt et e e s 85
4.1 ANALISIS DESCRIPTIVO DE LOS CASOS INCLUIDOS EN EL ESTUDIO ............ 87
4.2 ESTUDIO DE BIOLOGIA MOLECULAR .......oooieieiieeeeeee e, 97
4.2.1. Andlisis del estado mutacional del oncogén N-RAS.........cccciiiiiiininni e, 97
4.2.1.1. Descripcion de las caracteristicas clinico-patoldgicas de los melanomas que
presentaron MULACION N-RAS ..o 102
4.2.1.2. Correlacion del estado mutacional de N-RAS con los parametros clinico-
S0 0T T oo SRS 104
4.2.1.3. Estudio estadistico de la asociacion del estado mutacional de N-RAS con las
distintas variables clinico-patologicas y de evolucion clinica. .........ccccoeviiieiereieneneenen, 108
4.2.2.4. Estudio estadistico de la asociacion del estado mutacional de NRAS con la
supervivencia y los intervalos libres de enfermedad local, regional y a distancia.............. 115
4.3.1 N-RAS (QBLR): ittt sttt a e e bbb 116
I T o I RS 118
4.3.2.1 Correlacion de la inmunotincion para PD-L1 con la evolucion clinica .................. 121
4.3.2.2. Estudio de la asociaciéon de la inmunotincion para PD-L1 con el tiempo de
supervivencia y los intervalos libres de enfermedad local, regional y a distancia.............. 123
4.3.3. Pt b bRt n e r e r e e er s 125
4.3.3.1. Correlacion de la inmunotincién para PD-1 con la evolucion clinica ................... 125

12



4.3.3.2. Estudio de la asociacion de la inmunotincion para PD-1 con el tiempo de
supervivencia y los intervalos libres de enfermedad local, regional y a distancia............... 129

4.3.4. Estudio de la asociacién de la inmunotincién para PD-L1 y PD-1 con el estado
MUEACIONAL A8 N-RAS ... ..o et e et e et ae s e s te e saeesbeenas 130

4.3.5. Estudio del valor predictivo mediante regresion logistica para el desarrollo de metéstasis
W[ L (o T LSO 130

4.3.6. Estudio del valor predictivo mediante el area bajo la curva ROC para el desarrollo de

MELASTASIS @ QISTANCIA .....vveeieie ettt bbbttt 130
5. DESARROLLO ARGUMENTAL ..ottt 133
6. CONCLUSIONES ... oottt b et b et b e e e beesbe e 141
7. BIBLIOGRAFIA ..ottt s 145

13






INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Caracteristicas de los anticuerpos utilizados (NRAS Q61R, PD-L1, PD-1) ......cccccceeerunne. 66
Tabla 2. Mezcla de reaccion para una PCR d 25 L ....ccveiveiiieii s 75
Tabla 3. Condiciones para las amplificaciones de eXoneS 2 Y 3.....cccovvveveveriesesesieeie e 75
Tabla 4. Secuenciacidn de primers para amplificacion de N-RAS Codones 12 y 61.........cccceevvvenne. 76
Tabla 5. Componentes de Big Dye por cada reaccion de 10 PL .......ccocevveiererieienenieiesieniee e 77
Tabla 6. Temperaturas y tiempos empleados en la reaccidn de secuenciacion. ..........cccccecevevvvrennne. 78
Tabla 7. Datos CliNiCOS de 1a MUESTIA. ....ccveieieiiie i ens 89
Tabla 8. Caracteristicas hiStOIOGICAS L. ......c.coeviiiiiiicecee e e e re s 93
Tabla 9. Caracteristicas hiStOlOGICaSs 1. .......cccovveiiiiiiiiecee e 94
Tabla 10. Variables de evolucion clinica de 1a MUESEIa ........covvvreirieneisie e 96
Tabla 11. Tiempo de supervivencia especifica de tumor e intervalo libre de enfermedad ............... 97

Tabla 12. Localizacién de melanoma primario y caracteristicas histologicas de los casos que

presentan MUEACION N-RAS ..ot 104
Tabla 13. Mediana de edad por estado mutacional N-RAS...........cccoviiiiiniiie e 106
Tabla 14. Correlacién de la presencia o ausencia de la mutacion N-RAS con las variables
NISLOIOGICAS Y CHINMICAS......cveiee ettt e 109
Tabla 15. Correlacion de la inmunotincién PD-L1 con metastasis en transito...........ccoceeverrvnnene 121

Tabla 16. Correlacién de la inmunotincion PD-L1 con el desarrollo de metéstasis ganglionares... 121
Tabla 17. Correlacién de la inmunotincion de PD-L1 con la recaida tumoral ...........c.ccccocevveevennee, 122

Tabla 18. Correlacién de la inmunotincién de PD-L1 con el desarrollo de metastasis a distancia . 122

Tabla 19. Correlacion de la inmunotincion PD-L1 CON EXItUS ........ccoerrireniriniiinineeeseeies 123
Tabla 20. Correlacion de la inmunotincion de PD-1 con recaida tumoral...........cccoevvincninnnenn 127
Tabla 21. Correlacion de la inmunotincion de PD-1 con metéstasis en transito..........c.ccccveeevnnene. 127
Tabla 22. Correlacion de la inmunotincidn de PD-1 con metéstasis ganglionar .............ccoceeeenene. 128
Tabla 23. Correlacion de la inmunotincion de PD-1 con metastasis a distancia ...........c.ccocervevnene. 128
Tabla 24. Correlacion de la inmunotinCion PD-1 Y XITUS ......c.ccooveirerieiinininiseeesesie e 129
Tabla 25. Correlacion de la mutacién N-RAS con la inmunotincién para PD-L1 y PD-1............... 130

15






INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Tasa de incidencia y mortalidad por melanoma en Europa 2008. Globocan 2008.

.............................................................................................................................................. 27
Figura 2. Fototipos de piel de FItZPatriCK.........ccccveiiiiiiiiie e 29
Figura 3. Alteraciones genéticas debido a radiacion ultravioleta.............cccccevvvevevieiieninnnns 32
Figura 4. Imagen histolégica de melanoma de extension superficial.............ccccocevvivinnnnn 35
Figura 5. Imagen histoldgica de melanoma nodular ... 36
Figura 6. Imagen histol6gica de melanoma melanoma Iéntigo maligno............c.ccccccvevenees 37
Figura 7. Mecanismos de accion de INK4 Y ARF ..o 44
Figura 8. Representacion esquematica del gen CDK4 ... 45
Figura 9. Representacion esquematica de la via MAPK ... 47
Figura 10. Representacion esquematica de la via de mutacion N-RAS ..........ccccceeveveeens 49
Figura 11. Via de sefializacion PD-1/PD-L1........cccccociiiiiiieiieie e 53
Figura 12. Cuantificacion ADN (Nanodrop ND-1000)..........ccceurerirerinenineninenese e 72
Figura 13. Representacion esquematica: A. Componentes basicos para llevar a cabo una
PCR. B. Fases de la PCR. C. Resultado obtenido tras el primer ciclo de amplificacion .....74
Figura 14. Estudio de secuenciacion N-RAS Exo6n 2 (codones 12y 13) ......cccoovvvrvvinnennee 79
Figura 15. Estudio de secuenciacion N-RAS Exo6n 3 (codones 60y 61).......ccccccevvevevennns 79
Figura 16. Preparacion del gel de agaroSa...........cceveirririeinieiinieesieese s 81
Figura 17. Imagen de la PCR. N-RAS COUON 12.........ccocoiiiiiiiii e 82
Figura 18. Distribucion de la MUESra POr SEXO0.........cviveirieirieirieinieisie e 87
Figura 19. Distribucion de la muestra por edad. ...........cccoeiieiineinennee e 88
Figura 20. Distribucién de la muestra por sitio anatdmico ...........cccccevveiiieveieiie e 88
Figura 21. Distribucion de la muestra por indice de BreSIow ...........cccocevverienncinennienn 90
Figura 22. Distribucién de la muestra por presencia 0 ausencia de invasion...................... 90
Figura 23. Distribucién de la muestra por tipo histolOgiCO...........cccvveviiiiicviiiiiic e 91
Figura 24. Distribucion de la muestra por UICEracion .............ccoverrerirennennenee s 91
Figura 25. Distribucion de la muestra por invasion vascular. ...........c.ccccovevevieiicieeieneenns 92
Figura 26. Distribucion de la muestra por invasion perineural .............ccocooevvennienniennnenn 92
Figura 27. Distribucion de la muestra por regreSion ..........cccveveieveeienecieese e sie e 93
Figura 28. Distribucion de la muestra por lesién melanocitica asociada..........cc.ccccevervneen. 93
Figura 29. Distribucion de la muestra por recaida local............ccocooviriiniinninceicc 95
Figura 30. Distribucion de la muestra por sitio de metastasis a distancia.............c.cccceevnen. 95
Figura 31. Distribucion de la muestra por estado mutacional N-RAS ............ccccoovvvviennne 97
Figura 32. Distribucion de la muestra por tipo de mutacion N-RAS ............cccocvcvvereniennn. 98
Figura 33. Resultado de la secuenciacion. Mutacion N-RAS p.Q61R...........ccccvcvrvreriennnn. 99
Figura 34. Imagen histoldgica de melanoma con mutacion N-RAS p.Q61R...........cccccee.e. 99
Figura 35. Resultado de la secuencia. Mutacion N-RAS p.Q61K ........ccccccovvivivvenerinene. 100
Figura 36. Imagen histoldgica de melanoma con mutacion N-RAS p.Q61K ................... 100
Figura 37. Resultado de la secuenciacion mutacion N-RAS p.Q61L ......c.ccccevviviverinnnne 101
Figura 38. Imagen histolégica de melanoma con mutacion N-RAS p.Q61L..................... 101
Figura 39. Resultado de la secuenciacién mutacion N-RAS p.G12D..........cccccevevvevennnn, 102
Figura 40. Imagen histolégica de melanoma con mutacion N-RAS p.G12D .................... 102
Figura 41. Distribucion de la mutacion N-RAS por sitio anatimico ...........ccccevevvevennnn. 103
Figura 42. Distribucion de la mutacion N-RAS por tipo histol0gico...........ccccvevevvevennenn. 103

17



Figura 43.
Figura 44.
Figura 45.
Figura 46.
Figura 47.
Figura 48.
Figura 49.
Figura 50.
Figura 51.
Figura 52.
Figura 53.
Figura 54.
Figura 55.
Figura 56.
Figura 57.
Figura 58.
Figura 59.
Figura 60.
Figura 61.
Figura 62.
Figura 63.
Figura 64.
Figura 65.
Figura 66.
Figura 67.
Figura 68.
Figura 69.
Figura 70.
Figura 71.

Prevalencia de la mutacion N-RAS POF SEXO.......cccvveieierieeriesieseesiesreesieseeenis 105
Distribucidn del tipo de mutacién N-RAS POr SEXO0. .....coevveveieiieieieiiesiene 105
Prevalencia de la mutacion N-RAS por edad. .........cccoceeverienninnieneenenes 106
Distribucidn del tipo histoldgico en 10s casos Mutados .........c.cccevvevveieiverneane 107
Prevalencia de la mutacion N-RAS por tipo histol0gico. .........ccccvvvrviircnnns 107
Distribucién de la mutacién N-RAS en melanoma in situ e invasores............. 108
Prevalencia de la mutacion N-RAS en melanomas in situ e invasores............ 108
Prevalencia de la mutacion N-RAS por tipo celular..........ccococooviiiiiincnnns 110
Prevalencia de la mutacion N-RAS por localizacion............ccccoevveveveiviinesnnnne. 110
Prevalencia de la mutacion N-RAS por indice de Breslow. ...........cccccceevvennns 111
Prevalencia de la mutacion N-RAS por ulCeracion ...........ccocccecevrviensiencinnnns 111
Prevalencia de la mutacion N-RAS por mitosis. .........ccceeevvvevvenienieeieseesie e 112
Prevalencia de la mutacion N-RAS por invasion vascular. ............cccoceevennes 112
Prevalencia de la mutacion N-RAS por invasién perineural .............c.cccoveneaee. 112
Prevalencia de la mutacion N-RAS por infiltrado linfocitario ...........c.cc.cee... 113
Prevalencia de la mutacion N-RAS por regresion. ........ccoceoveveeneiensieneinnnns 113
Prevalencia de la mutacion N-RAS por elastosis solar..........c.cocoeevvieiiiennnane. 114
Prevalencia de la mutacion N-RAS por lesion melanocitica asociada ............. 114
Tiempo de supervivencia especifica de tUmMOr. .........cccceveviiie i 115
Intervalo libre de MEetAStasiS.......c.cvvereieieicesec e 115
Expresion inmunohistoquimica N-RAS intensidad +++ .........cccocovvivnninninnns 117
Expresion inmunohistoquimica N-RAS intensidad +...........ccccoevveviiniineneane. 117
Inmunotincion PD-L1 citoplasmatico/membranosa + .........ccoceoverneninesinnenn 118
Inmunotincion PD-L1 citoplasmatico/membranosa ++...........cccoceveveevennennenn 119
Inmunotincion PD-L1 citoplasmatico/membranosa +++...........c.ccoeceveeveinenen, 119
INMUNOtINCiON PD-L1 NUCIEAr ++........cviiiiiiiice e 120
INMUNOtINCION PD-L1 NUCIEAr ++......coiiiiiciiece e 120
Imagen histolégica para inmunotincion de PD-1. 10X......c.ccocovervennenneninnene 126
Imagen histolégica para inmunotincion de PD-1. 20X........ccccoovrvenneninesinnene 126

18



ABREVIATURAS

a.a: aminoacidos

ACTH: Hormona adrenocorticotropa

ADN: Acido Desoxirribonucleico

AJCC: American Joint Committe on Cancer

AKT: proteina quinasa B

AMPc: Adenosin monofosfato ciclico

o-MSH: Melanocortina o

APC: célula presentadora de antigenos

Arg: Aminoacido Arginina

Asp: Aminoacido Acido Aspartico

BRAF: protooncogen de la familia RAF

CCND1: gen que codifica la ciclina D1

CDKA4: Quinasa dependiente de ciclina

CDKN2A: Inhibidor de la quinasa ciclina dependiente 2A
CTLA-4: Antigeno 4 del linfocito T citotoxico
CPH: complejo mayor de histocompatibilidad

Cys: Aminoacido Cisteina

dNTP: desoxirribonucleotidos

ERK: Quinasas reguladas por sefiales extracelulares
FDA: Administracion de Medicamentos y Alimentos de los Estados Unidos
GIn: Aminoacido Glutamina.

HDM2: regulador negativo de p53

His: Amino&cido Histidina

IgM: Inmunoglobulina M

IL: Interleucina
19



Ile: Aminoécido Isoleucina

INK4A: Inhibidor de quinasas dependientes de ciclina (CDK4)

ITIM: Inhibidor del inmuno-receptor basado en tirosina

MAPK: Proteinas activadas por mitdgenos

MC1R: Receptor de la melanocortina-1

MEK: Quinasa MAPK/ERK

N-RAS: gen de la familia RAS

P16"™**A: Proteina inhibidora de CDK4

P14”RF: Proteina inhibidora de ARF

P53: proteina supresora de tumores

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

PD-1: Proteina de muerte celular programada 1

PD-L1: Ligando de PD-1

PI3K: Quinasa fosfoinositida-3

rpm: revoluciones por minuto

RT-PCR: Transcripcion inversa — Reaccién en cadena de la polimerasa
SEER: Registro de Epidemiologia de la Vigilancia y Resultados Finales
TBE: Tampon tris-borato-EDTA

TBS: Tampon fosfato salino

TCR: Receptor de linfocitos T

Thr: Amino&cido Treonina

TIL: Infiltrado linfocitario asociado al tumor

Tpr: Aminoacido Triptéfano

TNM: (Tumor — Nodes — Metastases) Tumores — ganglios — metastasis

UV: Ultravioleta

20



1. INTRODUCCION

21






INTRODUCCION [

1. INTRODUCCION

1.1. EVOLUCION HISTORICA DEL ESTUDIO DEL MELANOMA

Aunqgue el melanoma no es una enfermedad nueva, la evidencia de su incidencia en
la antigiiedad es mas bien escasa. Sin embargo, un ejemplo se encuentra en un
examen de nueve momias Incas peruanas en 1960, por radiocarbono data de
aproximadamente 2400 afos, estas mostraron signos aparentes de melanoma: masas

melandticas en la piel y metéstasis difusas a los huesos. *

Entre 1650-1760, la literatura médica europea, incluia la labor de Highmore (1651),
Bonet (1651), y Henrici y Nothnagel (1757), haciendo numerosas referencias a los
"tumores negros fatales con metéstasis y el liquido negro en el cuerpo”. En la
literatura meédica occidental se le atribuye al cirujano escocés John Hunter, la
primera extirpacion quirargica de un melanoma. En 1787, operd y elimin6 con
éxito un melanoma recurrente de la mandibula de un hombre de 35 afios de edad,
denominando a este “tumor fungoide”. 2 A pesar de que no estaba claro que Hunter
sabia lo que estaba tratando con el tumor conservado, fue diagnosticado mas tarde
como un melanoma por el patélogo Bodenham en 1968; aun se encuentra en el

Hunterian Museum en Lincoln Inn Fields en Londres, Reino Unido. 3

René Laennec, fue el primero en darse cuenta de que el melanoma es una
enfermedad distinta y no relacionada con los depdsitos de carbdn negro que
encontraba tipicamente en los pulmones de los pacientes tras autopsia. * En una
conferencia, dada en Paris en 1804, y publicada mas tarde en 1806, acufio el
término melanosis para describir estos tumores. Su publicacién sobre el melanoma
dio lugar a una ruptura con su mentor, el Baron Dupuytren (ex cirujano de
Napoledn Bonaparte) quien afirmdé que su obra no se habia acreditado
suficientemente °. Otro estudiante de Dupuytren, Jean Cruveilhier en su libro
Anatomie pathologique du Corps Humain (publicado entre 1829 a 1842) fue el

primero en describir los melanomas de la mano, el pie y la vulva. °
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Uno de los primeros informes exhaustivos e interesantes sobre la etiologia y la
progresion de "melanosis"” fue dada en 1820 por el Dr. William Norris, un médico
general de Stourbridge, Reino Unido, bajo la descripcion de “enfermedad
fungoide”. El caso correspondia a un hombre de 59 afios a quien opero en febrero
de 1817 por un tumor de la pared abdominal, el que se habia desarrollado de un
lunar preexistente. “Seis meses después el tumor reaparecié con un color marron
oscuro, se ulcerd6 y segregaba un liquido maloliente. Poco tiempo después
aparecieron nddulos rodeando al tumor primario y los ganglios inguinales se
encontraban tumefactos”. La evolucion del paciente fue fatal y el Dr. Norris
practico la autopsia, encontrando metéstasis en el esternon, en los pulmones y en el
abdomen, lugares anatomicos donde encontré “miles y miles” de manchas color
alquitran. Este caso fue publicado en “The Edinburg Medical and Surgical Journal”

en el afio 1820. °

En 1857, Norris amplié sus observaciones anteriores y describidé otros 8 casos de
melanoma. A partir de estos, ided algunos principios generales para la
epidemiologia del melanoma y el manejo clinico. Fue uno de los primeros en
proponer una relacion entre los nevus y melanoma y un posible vinculo entre el
melanoma y la exposicion a factores ambientales (como la contaminacién
industrial), e hizo la observacion de que la mayoria de sus pacientes tenian pelo de
color claro y tez péalida. El describi6 ademas que los melanomas podian ser
pigmentados o amelanéticos y que tenian una tendencia amplia de diseminacion a
muchos 6rganos viscerales. El Dr. Norris observé ademas, que ni los tratamientos
quirargicos ni médicos eran efectivos una vez que el melanoma fuera ampliamente
diseminado. Para controlar la recurrencia, Norris abogd por una amplia extirpacion
del tumor y la piel circundante no afectada, ya que se pensaba que era mas eficaz

para prevenir la recidiva del tumor .>

Muchos médicos de la época, entre ellos los doctores Breschet, Fawdington y
Carswell, también observaron la incidencia de melanoma en muchas especies de
animales, incluyendo caballos, perros y gatos. En 1844, un cirujano britanico
Ilamado Samuel Cooper publico las primeras lineas de la teoria y la practica

de la cirugia. En 1840, Cooper reconocio6 que las etapas avanzadas del melanoma
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eran intratables y declard, "la Unica oportunidad para el beneficio depende de la
eliminacion temprana de la enfermedad” una declaracién que a dia de hoy sigue

siendo cierto en gran medida. 2

Aunque gran parte de la obra desde el siglo XIX fue fundamental en la definicién
del melanoma como una enfermedad, los estudios realizados fueron de caracter
descriptivo y dieron poco conocimiento de su etiologia subyacente. La utilidad de
la observacion cuidadosa, junto con los métodos cuantitativos rigurosos, resultaron
fundamentales en la Ultima parte del siglo XX para definir el prondstico y el
tratamiento del melanoma. En 1966, Wallace Clark ide6 una escala estandar para
evaluar el prondstico del melanoma basado en el examen histologico. El sistema
Ilamado nivel de Clark, se refiere a la extension de la invasion hacia abajo en cinco
niveles de la piel y el tejido subcutdneo, cada una mas agresiva, las células
tumorales invaden en profundidad en la epidermis, la dermis y en ultimo lugar, el
tejido celular subcutaneo. Las tasas de supervivencia a 5 afios oscilaban entre méas
del 99% en melanomas Clark nivel I (melanoma In Situ) a 55% en los que
presentan un melanoma Clark nivel V. En 1969, Clark refutd la anterior suposicion
generalizada de que todos los melanomas surgieron de nevus; su serie de 209 casos

mostré que s6lo 20 (9,6%) tuvieron la presencia incuestionable de células névicas. ’

En 1970, Alexander Breslow observd que el prondstico del melanoma cutaneo
parecia estar en funcion tanto del tamafio del tumor, del nivel de invasion, con el
grosor del tumor, la medida mas significativa de tamafio. El espesor de Breslow se
definié como la profundidad vertical total del melanoma, midiendo desde la capa
granular de la epidermis a la zona de penetracion mas profunda en la piel. Lesiones
nivel Clark Il y lesiones menores de 0,76 mm de grosor maximo, se asociaron con
un prondstico mas favorable. Estos criterios ayudaron a estratificar a los pacientes a
tener o no tener la diseccién profilactica de los ganglios linfaticos (actualmente la
biopsia del ganglio centinela). ® Los trabajos pioneros de Clark y Breslow sigue
siendo relevante el dia de hoy, el grosor del tumor es un factor pronéstico
importante para melanoma, este se encuentra en la version actual del sistema de

estadificacién de melanoma (AJCC). °
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1.2. EPIDEMIOLOGIA DEL MELANOMA

1.2.1. INCIDENCIA Y MORTALIDAD

La incidencia y mortalidad del melanoma maligno cutaneo han aumentado de
forma espectacular en las Gltimas décadas. El incremento anual en las cifras de
incidencia varia entre diferentes poblaciones. Desde inicios de los afios 60 del siglo
pasado se ha detectado un incremento sostenido de la incidencia del melanoma,
entre un 3 y un 7% anual, en varios paises occidentales. *° Se calcula que durante el
afio 2.000 se produjeron en el mundo desarrollado unos 100.000 nuevos casos, lo
que representa un 7-8% de todos los canceres ™, aunque las cifras varfan de un pais
a otro *. Las estimaciones mas recientes sugieren una duplicacién de la incidencia
del melanoma cada 10-20 afios *3. A nivel mundial el melanoma fue, en el afio
2002, el 16° y 15° cancer mas frecuentemente diagnosticado en hombres y mujeres,
respectivamente, y con una mayor incidencia en Australia, Nueva Zelanda,
Norteamérica y Europa. * En Estados Unidos, entre los afios 2003 y 2007, el

melanoma fue el 5° cancer mas frecuente en hombres y el 7° en mujeres. *°

En Europa, se diagnostican aproximadamente 60.000 nuevos casos al afio (26.100
en varones y 33.300 en mujeres), lo que representa el 1 % de todos los canceres.
Las cifras de incidencia son ligeramente superiores en mujeres que en varones, 7 'y
6 casos por 100.000 personas/afio, respectivamente, y cifras ain mayores en el
norte que en el sur de Europa. ***" En Europa sigue un claro gradiente norte-sur, de
forma que las mayores tasas de incidencia corresponden a los paises nordicos, con
15 casos por 100.000 habitantes y afio aproximadamente. Por el contrario, son los
paises de la cuenca mediterranea los que presentan las tasas mas bajas: entre 5y 7
casos por 100000 habitantes y afio, entre ellos Espafia ‘¥, aunque también en estos
paises se ha producido un aumento muy importante del nGmero de melanomas en

los dltimos afios (Figura 1).
Segun datos publicados por el centro nacional de epidemiologia (Instituto de Salud

Carlos I11), la incidencia anual de melanoma en Espafia se sitla en una tasa anual

ajustada a la poblacién europea de 6,14 en hombres y 7,26 en mujeres por 100000
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habitantes. 1*% En Espafia, en el afio 2000 se diagnosticaron 3068 casos nuevos de

melanoma y se produjeron 698 muertes a causa de esta enfermedad. %
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Figura 1. Tasa de incidencia y mortalidad por melanoma en Europa 2008. Globocan 2008

1.3. FACTORES DE RIESGO

Los factores de riesgo del melanoma incluyen factores intrinsecos (genética y
fenotipo) y factores extrinsecos (medioambiente y exposicion), aunque los factores
intrinsecos son propios de cada paciente y no pueden ser modificados. Por el
contrario, los factores extrinsecos, desde los estilos de vida al medio ambiente,
pueden ser minimizados, sobre todo en aquellas personas con incremento del riesgo
de melanoma por factores intrinsecos. Los factores de mayor riesgo incluyen edad,
fototipo de piel, nevus (displasico, nevus gigante congénito o gran numero de

nevus), exposicioén continua a la luz ultravioleta, historia familia. %
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1.3.1. FACTORES DE RIESGO INTRINSECOS

1.3.1.1. EDAD Y SEXO

El riesgo de melanoma aumenta con la edad, tanto para hombres como para

mujeres. %

En los pacientes con melanoma, la incidencia de desarrollar un segundo melanoma
primario es de 5,3% a los 20 afios del desarrollo del primer melanoma y también es
més alta en los pacientes varones mayores. ?* Ademéas, los pacientes con edades
mas avanzadas presentan con mas frecuencia melanoma de tipo Iéntigo maligno,

ocurriendo estos en un 75% en el &rea de cabeza y cuello. °

En cuanto a sexo, el riesgo en general es mayor en hombres; sin embargo, la
incidencia es mayor en las mujeres hasta la edad de 40 afios y mayor en los

varones, con una proporcién de 2: 1 hombre: mujer.

La base de datos SEER, muestra la mayor tasa de mortalidad en los hombres de
edad avanzada durante los afios 1992 a 2007, con una tasa de mortalidad de 30,9
por 100.000 en hombres mayores de 85 afios, en contraste con la maxima tasa de
mortalidad femenina de 12,4 por 100.000 en las pacientes mayores de 85 afios. Los
hombres de edad avanzada tienen desproporcionadamente mayor mortalidad por
melanoma, con tasas que son mas del doble de la tasa de mortalidad femenina al

comparar todos los grupos de edad mayores de 55 afios. *
1.3.1.2. Fototipo de piel
Se ha asociado un mayor riesgo de melanoma, en personas que presentan un

fototipo de piel especifico (fototipo Fitzpatrick), tales como piel palida, cabello

rubio o rojo, pecas y tendencia a broncearse o quemarse facilmente con el sol. 2
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Los fototipos cutaneos definidos por Fitzpatrick (figura 2) son los siguientes:

- Fototipo I: individuos de piel blanca en los que la exposicién solar provoca
guemaduras, sin bronceado.

- Fototipo II: individuos de piel blanca en los que la exposicion solar provoca
guemaduras, con minimo bronceado.

- Fototipo 1lI: individuos de piel blanca en los que la exposicion solar
provoca tanto quemadura como bronceado.

- Fototipo IV: individuos de piel blanca en los que la exposicion solar no
provoca quemaduras, permitiendo el bronceado.

- Fototipo V: individuos de piel parda en los que la exposicién solar no
provoca quemaduras, permitiendo el bronceado.

- Fototipo VI: individuos de piel negra en los que la exposicion solar no

provoca quemaduras, permitiendo el bronceado.

Fototipol  Fototipoll = Fototipolll  FototipoIlV = FototipoV  Fototipo VI

Slempre se quema  Casi siempre se Aveces sequema  Raro que se queme  Se quema raramen- Casi nunca se

ynunca se broncea. quemayaveces  ygeneralmentese  ysiempresebron- - fe. Bronceado muy quema.

se broncea. broncea. cea. intenso.
Ojos y peloclaros.  Qjos azules 0 Tipo nordico alpino. - Ojos y pelooscu-  Piel con untono Razas negras.
Piel muy blanca. pardos. Pelo rubio ros. Piel blancaoun = maran.

o pelirrojo. Piel poco tostada.

blanca.

Figura 2. Fototipos de piel de Fitzpatrick

El mayor riesgo se encuentra en los pacientes con cabello rojo o tez blanca (fototipo
1), sequido de los que se queman facilmente, y la alta densidad de pecas. %

29



I INTRODUCCION

1.3.1.3. NEVUS

Los nevus displasicos son marcadores de mayor riesgo de melanoma, tanto para el

individuo como para su familia. %

La presencia de mas de 50 nevus comunes, nevus displasicos, 0 nevus gigantes, se
asocian con la presencia de melanoma. Estudios multicéntricos implican a 5700
pacientes con melanoma apoyaron un mayor riesgo de melanoma en aquellos
pacientes que tenian un mayor numero de nevus en la totalidad del cuerpo, la
presencia de nevus clinicamente atipicos, o la presencia de grandes nevus,
independientemente de la latitud. 2’ Los datos de este estudio mostraron un fuerte
aumento del riesgo de melanoma con la presencia de grandes nevus en el cuerpo, y
se sugirié que un nevus anormal estd asociado a melanomas en sitios del cuerpo

intermitentemente expuestos al sol. %’

Los nevus congénitos no se encuentran asociados con un mayor riesgo de
melanoma; % sin embargo, los nevus congénitos pigmentados gigantes (que abarca
> 5% de superficie corporal) confieren un aumento del riesgo sustancial para el

desarrollo de melanoma.

1.3.1.4. HISTORIA FAMILIAR DE MELANOMA

Los antecedentes familiares de melanoma se han asociado con un incremento del
riesgo de presentar melanoma. El riesgo aumenta cuando uno de los padres tiene
multiples melanomas. ¥ El sindrome familiar de nevus displasicos mdltiples y
melanoma (FMMM), describe un sindrome en que dos o mas familiares de primer
grado de consanguinidad tienen multiples nevus displasicos y una historia de
melanoma. ** A menudo, estos pacientes portan mutaciones en el gen CDKN2A o
en vias relacionadas. En familias propensas a presentar nevus displasicos o
melanomas seguidas de forma prospectiva, se observo que el riesgo acumulativo de
desarrollar melanoma a una edad temprana (antes de los 50 afios de edad) era del
48,9%. %
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1.3.2. Factores de riesgo extrinsecos

Se consideran factores externos que estan asociados con el riesgo de melanoma.
Aspectos de la historia social de un paciente, como estado civil, nivel
socioecondémico y ocupaciéon, se ha demostrado que impactan el riesgo de
melanoma, aunque el mecanismo para estas interacciones no se conoce bien. El
riesgo de exposicion ultravioleta es méas facilmente explicado, y se ha estudiado los
efectos de la radiacion ultravioleta tanto natural como artificial. Asi mismo, los
medicamentos y las exposiciones quimicas pueden influir en el riesgo de
melanoma, y nuevos estudios han examinado si los medicamentos pueden

desempefiar un papel en la modificacion del riesgo de melanoma.

1.3.2.1 HISTORIA SOCIAL

En cuanto a la ocupacion de la poblacién afectada por melanoma, se ha observado
una asociacion con una mayor incidencia de melanoma en quienes trabajan al aire
libre, por otro lado, se ha observado que individuos con educacion superior
presentaban altas tasas de melanoma. 2233 Un analisis de los registros de cancer
en Inglaterra, Gales y Suecia encontraron que el riesgo ocupacional mas alto estaba
asociado con los pilotos de lineas aéreas, corredores de finanzas y seguros,
contadores profesionales, dentistas, inspectores, y supervisores de transporte,

profesiones que comparten un alto nivel de educacién. *

1.3.2.2. EXPOSICION A LA LUZ ULTRAVIOLETA

La Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer (IARC) identifica la
radiacion solar y ultravioleta como un factor de riesgo ambiental significativo para
el melanoma maligno cutaneo (IARC, 1992). En 2009 un grupo de trabajo del
IARC clasifica los dispositivos emisores de luz ultravioleta como grupo 1 de
carcinogénesis. *® Actualmente se considera la exposicion a la radiacion ultravioleta
como el principal factor etiologico de la aparicion de melanoma, siendo este el
responsable del 65% de esta neoplasia en el mundo. La exposicion intermitente al
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sol y las quemaduras solares repetidas son una causa importante en la aparicion de

melanoma. 3

El melanoma se desarrolla como consecuencia de una acumulacion de
anomalias genéticas, en general, las mutaciones inducidas en el ADN por la
radiacion ultravioleta convierten a los mecanismos de reparacion del ADN en un
importante protector contra el melanoma, que es particularmente problematico para
los pacientes con defectos en la reparacion del ADN. Estas anomalias promueven
la proliferacion celular y evitan la via normal de la apoptosis como respuesta
al dafio del ADN. Los melanocitos alterados acumulan dafios en el ADN,
resultando una seleccion de genes mutados que permiten el crecimiento de
vasos sanguineos, evasion de la respuesta inmune, invasion tumoral vy

metastasis.

La activacion constitutiva de mutaciones en NRAS se produce en el 21% de
pacientes con melanoma y las mutaciones de BRAF se producen en el 60-80% de
los melanomas (Figura 3). **4%4! Algunos autores han planteado la preocupacion de
que el cambio climético y el agotamiento del ozono conduciran a aumento de la
exposicién a radiacion solar ultravioleta, que puede correlacionar mas con

aumentos en cancer de piel. *2

Spontaneous DNA mutations
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Figura 3. Alteraciones genéticas debido a radiacion ultravioleta
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1.3.2.3. FARMACOS

Algunos autores han demostrado la asociacion positiva con el tratamiento con
psoralenos, estos pueden incrementar artificialmente el dafio inducido por la luz
ultravioleta, aumentando significativamente el riesgo por melanoma. Pacientes que
han recibido un alto ndmero de tratamientos de fotoquimioterapia oral con
metoxalenos y luz ultravioleta han incrementado el riesgo de melanoma y sigue
aumentando este riesgo después de pasados varios afios. +*

* algunos beta-bloqueantes,

La ingesta de otros farmacos, como la levodopa,
tiazidas y benzodiacepinas, también se han asociado con el desarrollo de

melanoma.

1.3.2.4. EXPOSICION A QUIMICOS

Existe una probable asociacion de melanoma con radiacion ionizante, asi como
productos quimicos y contaminantes como el arsénico. 2* Las exposiciones
ocupacionales a productos quimicos tales como vinilo, cloruro, bifenilos
policlorados, y petroquimicos se han relacionado con un posible mayor riesgo de
melanoma, aunque la contribucion de estas exposiciones al melanoma, en general,

no se ha demostrado el riesgo de forma consistente en los estudios clinicos. *°

1.3.2.5. FACTORES HORMONALES

Las hormonas sexuales femeninas y el uso de anticonceptivos orales se han puesto
en duda con respecto a un potencial aumento del riesgo de melanoma, debido a un
ligero riesgo mayor de pacientes con cancer de mama y presencia de melanoma, *
y el hecho de que los estrégenos pueden aumentar el recuento de los melanocitos y

causar hiperpigmentacion cutanea.
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1.4. PATOGENESIS

El melanoma se produce como resultado de complejas interacciones de factores
genéticos y ambientales. El riesgo individual para el desarrollo de este tumor esta
determinado por la presencia de mutaciones heredadas o polimorfismos en los
genes asociados a melanoma y por la magnitud de la exposicion solar aguda o
crénica recibida a lo largo de la vida. %’

Existen varios pasos histolégicos en el desarrollo y progresion de este tumor. Inicia
en etapas tempranas localizdndose en la epidermis, con un crecimiento radial;
posteriormente se convierte en un melanoma microinvasor con extensiones
microscopicas a la dermis papilar superficial y por ultimo progresa a una fase
vertical hacia la dermis reticular e hipodermos, adquiriendo ademas potencial

metastasico. *

1.5. CLASIFICACION CLINICO-PATOLOGICA

% que en orden decreciente de

Existen cuatro subtipos clasicos de melanoma,
frecuencia son: el melanoma de extension superficial, el melanoma nodular, el
melanoma Iéntigo maligno, y el melanoma lentiginoso acral. Asimismo, existen
numerosos subtipos poco frecuentes, entre los que cabe destacar el nevus azul

celular maligno, *° St 52

el melanoma desmoplasico, el melanoma nevoide,
melanoma de células en anillo de sello, etc. > La distincién clinica entre los
diferentes subtipos clasicos no siempre es facil, pero en general, suele estar

relacionada con una localizacion anatomica determinada.

-Melanoma de extensién superficial: Es el tipo mas comun, con frecuencia aparece
como una macula o placa asimétrica, de bordes irregulares. Es frecuente la
presencia de un area de regresion. Clinicamente la lesion progresa como una
macula asimétrica, irregularmente pigmentada con tonos que varian entre azul
oscuro, rosa, marron y negro. Crece lentamente en el transcurso de afios y es la

forma mas frecuente de melanoma en fase de crecimiento radial. El melanoma de
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extension superficial se asocia a exposicion solar intermitente y se presenta con

mayor frecuencia en personas jovenes entre los 30 y los 50 afios. >

Histologicamente, se caracterizan por una proliferacion de melanocitos atipicos,
formando nidos o tecas que se extienden de forma aislada dentro de la epidermis
con un patron denominado pagetoide. EI componente infiltrativo suele estar
formando nidos o masas sélidas que infiltran difusamente la dermis sin presentar
signos de maduracion en las capas profundas de la dermis (Figura 4). Las células

neoplasicas pueden ser epitelioides 0 més raramente nevoides. >

Figura 4. Imagen histoldgica de melanoma de extension superficial

-Melanoma Nodular: clinicamente se presenta como un nédulo con bordes precisos,
bien definidos y, frecuentemente, su superficie es brillante. El color esta distribuido
de manera uniforme y puede ser negro o sin pigmento (amelanético) lo que le
confiere el color rosa o rojo. Comparado con el melanoma de extension superficial,
es mas comun en hombres y se localiza preferentemente en el tronco, el cuello y la

cabeza.’®

Histologicamente, se caracterizan por presentar masas solidas de melanocitos
atipicos en la dermis con escaso componente intraepidérmico (Figura 5). La

morfologia celular es variable, con frecuencia son células redondeadas u ovales con
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aspecto epitelioide, que en general no maduran en las capas profundas de la dermis

y suelen presentar numerosas mitosis. *°

Figura 5. Imagen histol6gica de melanoma nodular

-Melanoma tipo léntigo maligno: el l1éntigo maligno (melanoma in situ) se localiza
en areas expuestas en forma crénica al sol, como la cara y los antebrazos, en
personas de edad avanzada. Desde el punto de vista clinico, la lesion inicial es una
maécula asimétrica color parda, con bordes irregulares, la cual se va oscureciendo
con el paso del tiempo. Puede aparecer en la cuarta década de la vida e incluso
antes. Después de la fase de crecimiento radial, que puede llegar a durar mas de 20
afios, se evidencia el crecimiento vertical, evolucionando a un nédulo pigmentado
sobre la macula y son estos cambios los que indican la progresion a melanoma

léntigo maligno. **

Histologicamente, el melanoma Iéntigo maligno se caracteriza por un componente
epidérmico de melanocitos atipicos que se disponen de forma aislada y en pequefios
nidos localizados en la capa basal de la epidermis. Se suele asociar con atrofia
epidérmica y tipicamente muestra marcada elastosis en dermis (figura 6). El
componente invasivo puede estar compuesto por melanocitos epitelioides o

fusiformes, con atipia citolégica variable. >’
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Figura 6. Imagen histolégica de Iéntigo maligno

-Melanoma lentiginoso acral: Por definicion, se encuentra en palmas, plantas y
lechos ungueales, y clinicamente se presenta como una macula o placa pigmentada
de coloracién oscura y bordes irregulares. Corresponde a menos de 10% en
pacientes blancos, mas de 50% en asiaticos y 60% a 70% en poblaciones de raza

negra. >

Desde el punto de vista histolégico, se caracteriza por una fase de crecimiento
radial en la que se observa una hiperplasia epidérmica con un patrén de distribucion
lentiginosa de los melanocitos atipicos, dispuestos en las capas mas basales de la

epidermis. °’

1.6. FACTORES PRONOSTICOS DEL MELANOMA CUTANEO
PRIMARIO

El pronostico de un paciente con melanoma cutaneo localizado (estadio | y II)
diagnosticado de novo depende principalmente de tres factores, los cuales fueron
confirmados por el analisis multivariable llevado a cabo por la AJCC. Estos
factores en orden de importancia son: El indice de Breslow, indice mitético y la
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presencia de ulceracién. ®° Sin embargo hay otros factores histolégicos que influyen

en el pronostico de la enfermedad.
1.6.1. INDICE DE BRESLOW

Se considera el factor prondstico mas importante en los estadios | y Il del
melanoma; aunque siempre deben relacionarse otros factores para definir el
prondstico real de la enfermedad. El sistema de la American Joint Committee on
Cancer (AJCC) estadifica el grosor del tumor en cuatro categorias: <1,0 mm; 1,01 a

2,0 mm; 2,01 a 4,0 mmy >4,0 mm. *°

La medida del indice Breslow se relaciona en forma directa con el volumen del
tumor y esto explica su valor pronodstico. A medida que este valor aumenta,
disminuye la supervivencia a 5 y 10 afios por lo que la tasa de sobrevida a 5 afios en
un paciente sin ulceracion es: para Breslow < 1 mm 95%, 1.01-2 mm 89%, 2.01 -4
mm 79% y > 4 mm 67%. Para pacientes con ulceracion la tasa de sobrevida a 5
afos es: para Breslow < 1 mm 91%, 1.01 =2 mm 77%, 2.01 -4 mm 63% y >4 mm
45%. 61,62

1.6.2. INDICE MITOTICO

El indice mitdtico es un indicador de proliferacion tumoral medido como mitosis
por mmz2 el cual se determina identificando el area de la dermis con el mayor

nimero de figuras mitoticas “hot spot”. o1

El anélisis de la AJCC 2009 mostrd un peor prondstico con el aumento de la tasa
mitotica. La sobrevida a 5 afios es de 97% para < 1 mitosis/mm? y del 60% para

més de 20 mitosis/mm?2 para melanomas en estadio 1 y I1. %

1.6.3. ULCERACION

Desde el punto de vista histologico, la ulceracion requiere la combinacion de a)
pérdida de todo el espesor de la epidermis, y b) evidencia de cambios reactivos
(por ejemplo, depésito de fibrina o neutréfilos). *
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La presencia de ulceracion disminuye la supervivencia en todos los estadios
tumorales. Estudios han mostrado que la supervivencia se disminuye de un
80% a un 55% en pacientes con ulceracion, con un riesgo de morir 2 veces
mayor para los que tienen ulceracion. ®>%* Balch y colaboradores ®® demostraron
una reduccion de 80% a 55% en la supervivencia en pacientes que presentaban
ulceracién en comparacién con los que no la presentaban, asociado a una medida

del indice de Breslow significativa.

1.6.4. LINFOCITOS INTRATUMORALES

Se considera que el sistema inmune desempefia un papel importante en el control
del crecimiento del melanoma. Debido a esto, el infiltrado inflamatorio asociado al
tumor (tumor infiltrating lymphocytes [TIL]) se ha valorado como una respuesta
inmune del huésped hacia el melanoma. Sin embargo, su papel inmunoldgico, asi

como su implicacién prondstica adn son controvertidos. ®

De acuerdo con la descripcion de Clark y colaboradores ¢ se debe considerar como
TIL los linfocitos que rodean la fase de crecimiento vertical del melanoma o que la
infiltran. Se considera que este infiltrado es intenso si infiltra todo el componente
invasivo del tumor, o si rodea el margen profundo de la fase vertical. Se define
como débil si el infiltrado es focal. Por altimo, se define como ausente si no existe,
0 si estd presente pero no infiltra el tumor. En este estudio inicial la supervivencia
global a los 8 afios para los pacientes con melanoma en fase vertical fue del 88%
para los pacientes con melanomas con TIL intensos, 75% para los pacientes con
TIL débil y 59% para los pacientes con TIL ausentes. Con posterioridad se han
publicado trabajos con resultados similares, ®® e incluso en un estudio la
supervivencia fue del 100% a los 5 afios (93% a los 10 afios) en los pacientes con

TIL intenso. &

1.6.5. FASE DE CRECIMIENTO TUMORAL

La progresion tumoral tiene dos fases, radial y vertical. La fase de crecimiento

radial, se caracteriza por el lento crecimiento y proliferacion de células atipicas, sin
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presentar mitosis; el tumor crece de manera horizontal y se confina a la epidermis;
aungue esta lesion es maligna, su completa reseccion da al paciente porcentajes de
curacion cercanos al 100%. La fase de crecimiento vertical se caracteriza por la
formacion de un nédulo tumoral que se extiende hacia la dermis e hipodermis, en
donde las células malignas tienen la capacidad de diseminacién activa. La
probabilidad de metéstasis tiene una relacion directa con la profundidad y, muy

especialmente, con el grosor, %"

1.6.6. REGRESION

Corresponde al reemplazo de tejido tumoral por un infiltrado linfocitario, apoptosis
de células de melanoma, presencia de melandfagos, proliferacion vascular, y por
ultimo, fibrosis coldgena. La incidencia de regresion en tumores < 0.75 mm es del
58% y se ha considerado que una regresion > 50% puede tener significancia
pronostica. Sin embargo, este es el factor que mas carece de unanimidad en la

literatura, tanto en su definicién como en su utilidad prondstica. °%

1.6.7. SUBTIPO HISTOLOGICO

El melanoma nodular histéricamente se ha relacionado como el subtipo de peor
prondstico, pero esto no se debe en si al subtipo sino a la medida del indice de
Breslow en el cual es diagnosticado, ya que este tumor no presenta crecimiento
radial, el crecimiento vertical es mas precoz y alcanza méas rapidamente
profundidad en la dermis que los otros subtipos de melanoma. Asi que no puede
ser evaluado como factor pronostico independiente. Este subtipo histoldgico de
melanoma se origina de células madre localizadas en la dermis y, por esto, al menos

en su fase inicial, la epidermis superior no tiene melanocitos tumorales. **

Actualmente, muchos autores han cuestionado la utilidad pronéstica mas alla de la
que se produce por la propia localizacion del melanoma, por lo que ven poco Util

tomar el subtipo histoldgico como factor prondstico. "2
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1.6.8. INVASION LINFOVASCULAR

Se considera que existe invasion vascular en el melanoma cuando se observan
inequivocamente células de melanoma en la luz vascular, siendo un factor
prondstico independiente de mal prondstico. "' La presencia de invasién vascular
es infrecuente para melanomas menores de 1,5 mm, aumentando su frecuencia con

el grosor. ™

1.6.9. INVASION PERINEURAL

Se define como la infiltracién neoplésica de las fibras nerviosas con la consecuente

extension del tumor a través de estos nervios. "

En cuanto al pronoéstico, en un estudio que cont6 con 190 pacientes con melanoma
desmoplésico y 90 pacientes con melanoma desmoplésico neurotrépico no se
encontraron diferencias significativas en lo que respecta a la supervivencia de
ambos grupos comparadas con otras formas clinico-patologicas. La variante de
melanoma desmoplésico neurotrépico se relaciond con una mayor frecuencia de
recurrencias locales. "® En un estudio més reciente se han publicado unas tasas de
recurrencias locales mas bajas. Es posible que esta diferencia se deba a la

aplicacion de unos margenes de reseccién mas ajustados. ’

1.6.10. METASTASIS

El término satelitosis fue empleado por primera vez por Day y colaboradores en
1981, ® actualmente se denomina metastasis en transito. Se refiere a la existencia
de nidos de células de melanoma de un tamafio mayor de 0,05 mm separados
claramente de la masa tumoral por una capa de coladgeno o grasa subcutanea de al
menos 0,3 mm. Estas han sido estudiadas como factor pronéstico, acompafiadas del
indice de Breslow, ya que es muy raro encontrarlas en tumores menores de 2 mm
de profundidad; los estudios las reportan como factores de mal pronostico, ya que

representan metastasis locales de tumores en crecimiento vertical. °

41



I INTRODUCCION

La supervivencia a 10 afios en pacientes con metastasis ganglionares microscopicas
es de un 63% comparados con un 47% para metéstasis macroscopicas. *’ El
predictor de supervivencia mas importante es el tipo de metastasis en el momento
en el que se presenta por primera vez. Los pacientes que presentan solo metastasis
local tienen mejor prondstico que aquellos que presentan formas mas avanzadas de

metastasis.

1.7. GENES, MUTACIONES Y MECANISMOS MOLECULARES

La patogénesis del melanoma es compleja y no se comprende totalmente; para su
desarrollo es necesaria la transformacion maligna de melanocitos, que ocurre tanto
en individuos genéticamente normales como genéticamente predispuestos.

Las alteraciones genéticas identificadas en melanomas en diferentes sitios y con
diferentes niveles de exposicion al sol indican que hay distintas vias genéticas en el
desarrollo de melanoma e implican a CDK4 y CCND1 como oncogenes
independientes en melanomas sin mutaciones en BRAF 0 N-RAS. "

1.7.1. GEN CDKNZ2A

Desde la década de los 90 se han descrito varias mutaciones y polimorfismos
germinales de este gen; es el de mayor riesgo conocido hasta el momento y el mejor

estudiado. 8" Es un gen supresor tumoral, localizado en el cromosoma 9p21.

Este gen estd alterado (inactivado) tanto en melanomas incipientes como en
melanomas evolucionados y se detectan pérdidas muy extensas en los melanomas

metastasicos.

Las alteraciones del CDKN2A se hallan principalmente en casos de melanoma
familiar, y es la causa mas comun de la susceptibilidad hereditaria al melanoma.
Asimismo, se han descrito sus mutaciones, en menor medida, en pacientes con
melanoma esporadico, principalmente con melanomas primarios maultiples.

También es un gen de alto riesgo para el desarrollo del cancer de pancreas. No se
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han encontrado mutaciones de novo. Todas se heredan en forma autosdmica

dominante con penetrancia variable. %

CDKN2A se encuentra en el cromosoma 9p21 y se compone de 4 exones (E) - 1a,
1B, 2, y 3-, la mayoria de las mutaciones ocurren en el exén 2. Mutaciones en este
locus se relacionan con susceptibilidad para el desarrollo de melanoma familiar y
mutaciones 9p21 se han observado en diferentes lineas celulares de cancer. Este
gen codifica dos proteinas supresoras tumorales: pl6 o INK4A (inhibitor of
CDK4), codificada en los exones 1 a, 2 y 3, y pl4 o ARF (alternate reading frame),
codificada en el exén 1 B, 2 y 3. Ambas proteinas inhiben el ciclo celular y regulan
la diferenciacion. La p14 también regula la apoptosis. Actlan a través de la via de
la p53 y de la proteina del retinoblastoma (Rb). ® La afectacion del exon 1 B es
excepcional, altera preferentemente a la pl4, y se asocia a la aparicion de

melanoma y de tumores del sistema nervioso central. %

INKA4A es el miembro de la INK4 (inhibidor de la quinasa ciclina dependiente), e

inhiben las quinasa dependiente de ciclina D1 (CDK), 3%

que fosforila e inactiva
la proteina del retinoblastoma (RB), permitiendo de este modo la entrada a fase S
del ciclo celular. Por lo tanto, la pérdida de la funcion RB INK4K promueve la
inactivacién a través de la hiperfosforilacion, lo que resulta en la progresion del

ciclo celular sin restricciones. %

La proteina ARF (Alternativa Reading Frame) del locus, inhibe la ubiquitinacion
mediada por HDM2 y la posterior degradacién de p53. & En condiciones normales
ARF funciona como supresor tumoral deteniendo el ciclo celular o promoviendo la
muerte celular cuando existe un dafio en el ADN. % Por lo tanto, la pérdida de ARF
inactiva otro supresor de tumores, p53. La pérdida de p53 afecta los mecanismos
gue normalmente se dirigen a las células dafiadas genéticamente para la detencion
del ciclo celular y/o apoptosis, lo que conduce a la proliferacion de las células
dafadas. Pérdida de CDKNZ2A por lo tanto, contribuye a la tumorogénesis por la

interrupcion tanto de la pRb y las vias de p53. ® (figura 7).
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Figura 7. Mecanismos de accién de INK4 y ARF. (Chudnovky y Cols, 2005)

1.7.2. GEN CDK4A/CCND1

El CDK4A (cyclin-dependent kinase 4) es un oncogén codificado en 12pl14. La
mutacion de este gen, tanto soméatica como germinal, es mucho menos frecuente
que la del CDKN2A, pero se ha descrito en algunos grupos familiares. ®® Como el
CDK4 actua a través de la via del retinoblastoma, el fenotipo es similar al de la
p16.92%2 Sin embargo, cuando CDK4 estd mutado en el codén 24 (es decir,
Arg24His y Arg24Cys), la enzima se vuelve resistente a la p16 y funciona como un
oncogén de herencia autosémica dominante.®>® Las pocas familias con mutaciones
CDK4 exhiben esencialmente el mismo fenotipo que las mutaciones de p16 de la

linea germinal.

La p16 inhibe al CDK4, impidiendo el crecimiento de células con dafio del ADN o
con activacion de oncogenes (Figura 8) El oncogén CCNDL1 (ciclina D1) es un
componente del complejo CDK4 y recientemente se ha descrito su amplificacion en
el 45% de los melanomas acrales, tanto en las células tumorales como en las
adyacentes (“field cells”), hasta 10 mm del tumor. La amplificaciéon de CCND1
seria un evento inicial en el desarrollo del melanoma acral. También se ha descrito

en melanomas mucosos. ' 4%
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Sin embargo, cuando CDK4 estd mutado en el codon 24 (es decir, Arg24His y
Arg24Cys), la enzima se vuelve resistente a la p16 y funciona como un oncogen
autosémico dominante hereditario. **® Las pocas familias con mutaciones CDK4
exhiben esencialmente el mismo fenotipo que las con mutaciones de p16 de la linea
germinal. Ademas, la evidencia apoya aun mas un papel para la via Rb en el
melanoma proviene de informes de que las mutaciones en la linea germinal en el
gen del retinoblastoma (RB1) si llevan a una de cuatro veces a 20 veces mas riesgo
de melanoma. ® Estos hallazgos indican que multiples mecanismos que funcionan
para omitir la detencion del ciclo celular G1 Rb-dependiente estan involucrados en

el desarrollo del melanoma maligno. *°

CDKN2A

Exon 1o

G i §

Figura 8. Representacion esquematica del gen CDK4 con sus 3 exones y sus
productos, las proteinas p14 y p16 (Lin T.L,y Cols. 2008)*

1.7.3. GENMCR 1

MCIR (el receptor de la melanocortina 1), localizado en el extremo telomérico del
cromosoma 16q24.3, constituye el Unico gen identificado que explica una parte

sustancial de la variacion fenotipica humana. %

Este gen, de alta prevalencia pero baja penetrancia, codifica para el receptor
transmembrana de la MSH o y la ACTH, localizado en varios tipos celulares y en
los melanocitos. La unidon de la MSH a su receptor activa la sintesis de AMPc, el
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cual estimula la produccion de eumelanina, la proliferacion del melanocito y
también ejerce efectos antiinflamatorios, inmunomoduladores y antioxidantes (por

estimulo de la catalasa). *"*®

Es un gen altamente polimorfo, del que existen mas de 100 variantes alélicas,
presentes en el 70% de la poblacién. Los polimorfismos con mayor riesgo para el
desarrollo del melanoma son Argl42His, Arg 151 Cys, 1le155Thr, Argl60Tpr,
Arg126GIn y Asp294His. %% Estas variantes determinan una menor afinidad del
receptor por la MSH. La mayoria han sido descritos en personas de piel clara, con
efélides y pelo rojo (variantes “R”), pero también aumentan la susceptibilidad al
melanoma en personas de piel oscura. Cada individuo puede portar mas de un
polimorfismo del MCRL1. Estos polimorfismos confieren riesgo moderado para el
desarrollo del melanoma. Las mutaciones del MCR1 confieren riesgo de mutacion

del BRAF en algunos pacientes. %!

1.7.4. MUTACIONES SOMATICAS EN MELANOMA: ViA MAP KINASAS (MITOGEN
ACTIVATED PROTEIN KINASE)

La via MAPK es una cascada de sefiales de transduccion que incluye al NRAS-
BRAF - MEK (mitogen-activated kinases) y al ERK (extracellular-related kinases).
Esta cascada comienza con la activacion de receptores de membrana tirosin-kinasa
(TKR), por varios factores de crecimiento que activan al RAS. Este a su vez activa
a los miembros de la familia RAF, y dispara una fosforilacion secuencial, y por
ende activacion, de las MEK kinasas y de las ERK kinasas 1 y 2. Las ERK1/2 se
traslocan al ndcleo y conducen a la activaciéon de los factores de transcripcion de
varios genes.'% Esta via se encuentra conservada a través de la evolucién y
transfiere informacion desde el medio ambiente (factores de crecimiento, mitdgenos
y receptores de antigenos, por stress, y estimulos inflamatorios, por radiacion
ultravioleta) al nacleo a través de tres niveles de la via que implica la fosforilacion
secuencial de tres vias MAPK kinase kinase (MAPKKK), MAPK kinase (MAPKK)
and MAPK (figura 9). 13
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Figura 9. Representacion esquematica de la via MAPK

Una de las alteraciones moleculares presentes en un mayor nimero de melanomas
implica a la via de sefalizacion intracelular MAPK, esta via interviene en la
proliferacion, la supervivencia y la invasion celular, y estd constitutivamente
activada en el melanoma. Las mutaciones de los diferentes componentes de esta via

varian segun el subtipo clinico de melanoma. '

1.7.4.1. MUTACIONES ACTIVADORES DE LOS GENES RAS

Las mutaciones activadoras de los genes RAS (figura 10) han demostrado ser una
importante via de la sefalizacion celular para la proliferacion y transformacion
maligna de los tumores. Dichas mutaciones se han encontrado en melanomas

humanos, con una incidencia: 10-15%. 1%

mientras que las mutaciones H-RAS y K-
RAS son poco frecuentes (1%). % Una explicacion racional para la mayor
ocurrencia de mutaciones N-RAS se basa en diferencias entre las capacidades de
sefializacion de N-RAS y K-RAS en melanocitos. 1%
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Actualmente hay un gran debate en relacion a si isoformas especificas de RAS
estan correlacionadas con patrones especificos de exposicion solar, presentacion

109

clinica y caracteristicas morfoldgicas convencionales Estudios  recientes

110 o]  33% de los melanomas

muestran que el 56% de los nevus congenitos,
primarios, y el 26% de los melanomas metastaticos presentan mutaciones puntuales
de N-RAS. ! Sin embargo, raramente se observan en nevus displéasicos. *** No se

han descrito mutaciones en K-RAS en lesiones melanociticas. &

El gen N-RAS (Neuroblastoma Rat Sarcoma), se encuentra localizado en el
cromosoma 1p13.2, La mayoria de las mutaciones de NRAS se detectan en el codén
60 0 61 del exdn 3 (80%), y en el coddn 12 o 13 del exdn 2 (20%). *** Esta mutado
en aproximadamente el 15-20% de los melanomas primarios cutaneos en pacientes
caucésicos 3 En la poblacién Africana y Asiética se ha encontrado una frecuencia
més baja de la mutacion (12% y 7,2% respectivamente) ****°. Las mutaciones N-
RAS consiste especificamente en el reemplazo de un aminoacido de la proteina N-
RAS, basicamente reemplaza el aminoécido Glutamina que se encuentra en la
posicion 61 por otro aminoacido, en este caso: Lisina o Arginina (p.Q61L,
p.Q61R). **

No se ha observado correlacién de la presencia de mutacién N-RAS con el género

de los pacientes, **°

aungue se ha visto que la poblacion que expresa la mutacion
tiene mayor edad comparados con los pacientes que presentaban la mutacion B-

RAF. 17
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Figura 10. Representacion esquematica de la via de mutacion N-RAS

En cuanto a la incidencia de la mutacion N-RAS de acuerdo a la distribucién por
sitio anatémico, estudios reportan que el sitio de mayor frecuencia de localizacion
son las extremidades (25%), seguido de cabeza y cuello (18%) y tronco (18%) que
comparten la misma frecuencia. **" *8° Un dato interesante que se ha reportado,
es la alta frecuencia de melanoma con mutacion N-RAS de primario desconocido
(32%). 1%

Acerca del tipo histologico, la mutacion N-RAS tiene una mayor prevalencia en

melanomas de tipo nodular, cifras que van desde el 25-31% de los casos

reportados.'%” 118

Mientras que algunos autores reportan el indice de Breslow como significativo en

121122123 4tros estudios no confirman esta

124,125

relacién a la presencia de la mutacion,

asociacion” asi como la presencia o ausencia de mitosis y ulceracion.

- El B-RAF (homdlogo del oncogén del sarcoma viral murino: v-raf) es el mas
potente activador del MEK y es el oncogén mas frecuentemente mutado en cancer,
incluyendo al melanoma (20-80%) y su mutacion somatica mas frecuente es la
p.V600E (90%)>'. Se acompafia generalmente de polimorfismos del MCR1. *%
Uno de los factores que estimula las mutaciones del BRAF es la radiacion

ultravioleta. Si bien el mecanismo exacto de accién en el melanoma es
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desconocido, se sabe que su mutacion constituye el paso inicial y necesario para la

génesis tumoral.

La mutacion del BRAF altera la cascada RAS-RAF-MEK1/2-ERK1/2, lo cual
estimula la proliferacion e invasion celular. **"1?® Recientemente, se ha encontrado
un subgrupo de melanomas con diferentes mutaciones (no V600E) del RAF, en los
que la activacién del ERK se produce a través del CRAF. Estos tumores son mas

susceptibles a la accién del sorafenib. **

Los melanomas asociados a mutacion del BRAF tienen predileccion por areas de
exposicion solar intermitente intensa, como tronco y miembros, y afectan en mayor
medida a pacientes jovenes (40 afios 0 menos), con gran nimero de nevus. Las
mutaciones del BRAF predominan en los melanomas de extension superficial y
melanomas nodulares. En cambio, los melanomas mucosos y acro-lentiginosos

tienen baja frecuencia de mutaciones de este gen. **°

1.8. PD-1/PD-L1

El PD-1, es un homologo del CD28 y CTLA4 esta implicado en la apoptosis
celular, controlando la activacion de los linfocitos y el consecuente dafio tisular
durante la respuesta inmune, ademés de mantener la tolerancia periférica. *** El
PD-L1 es una proteina de superficie celular que se expresa de manera constitutiva
en las APC (macrofagos y células dendriticas) y es posible inducirla en algunos
tipos celulares en respuesta a citoquinas proinflamatorias en una gran variedad de
tejidos  (linfocitos T activados, celulas B, monocitos, células epiteliales y
endoteliales). 3 La expresion de PD-L2 esta restringida principalmente a las

células dendriticas y macréfagos.

La coestimulacion es esencial para la activacion de la respuesta celular del sistema
inmune. EI modelo fue descrito por Lafferty y cols, en la década de los 70, **
momento en que se infirid que la activacion de las células T necesitaba de dos
sefiales, la primera méas especifica, mediada por reconocimiento del antigeno a

través del RCT en el contexto del complejo principal de histocompatibilidad (CPH),
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adicionalmente una sefial coestimuladora, que facilitaria la expansion de clones y el

posterior desarrollo de una respuesta de tipo especifica.

Este modelo ha tenido actualizaciones y es asi como ademas de la coestimulacion
que puede generar respuestas efectoras, también a través de la expresion y
transduccion de otras sefiales como la del CTLA-4 asociado al linfocito T
citotoxico y del PD1 (molécula de muerte programada 1), se ha demostrado la

induccion de fenémenos de tolerancia v el desarrollo de distintas enfermedades. **°

El PD-1 fue descubierto en 1992 gracias a su expresion durante la apoptosis en un
modelo de hibridoma de células T,**® est4 codificado por el gen Pdcd1, en el brazo
largo del cromosoma 2 (2937.3), y consta de cinco exones, el primero codifica para
una secuencia de sefial corta, el segundo exdn codifica el dominio globular, el
tercero la region transmembrana, el cuarto una secuencia de 12 aminoacidos (aa)
que marca el inicio del dominio intracitoplasmatico y el quinto codifica la
secuencia carboxilo terminal y la region no transcrita en 30 1

El PD-1 es una proteina de 288 aa de longitud compuesta por tres dominios
(globular extracelular, transmembranal e intracelular). EI dominio Intracelular
contiene el inhibidor del inmunoreceptor basado en tirosina (ITIM) y el motivo de
cambio del inmunoreceptor basado en tirosina (ITSM), que son los que permiten la
unién de moléculas adaptadoras con dominios SH2. Se han descrito dos ligandos
del PD-1, el PD-L1 o B7-H1 (figura 11) que consta de 290 aa (codificado por el
gen CD274 en el cromosoma 9) y el PD-L2 o B7-DC (codificado en el gen
Pdcdllg2 ), ambos son glicoproteinas transmembrana de tipo | con dominios

extracelulares tipo 1gC e IgVv.*3**%°

PD-L1 se expresa estructuralmente en las células B y T, macréfagos y células
dendriticas y adicionalmente en respuesta a varios estimulos como anticuerpos anti-
IgM, anti-CD40, anti-CD3, LPS, INF-y, IL-4, IL-12 y factor estimulante de
colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF).**® El PD-L2 no se expresa en
forma nativa, pero puede ser inducido en las celulas T, B, los macréfagos y las

células dendriticas. 4
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El PD-1, al interactuar con sus ligandos (PD-L1 y PD-L2) envia sefiales
intracelulares que inducen a disminuir la produccion de citoquinas proinflamatorias
causando efectos en la diferenciacion y supervivencia celular por la inhibicién
temprana de las sefiales de activacion através del CD28 o de manera indirecta, por
medio de IL-2. Tanto el CD28 como la IL-2 promueven la expansion y
supervivencia natural a través de efectos antiapoptdticos sobre el ciclo celular y
sobre la activacion de los genes de citoquinas. *** Es este el mecanismo del que se
han beneficiado las células tumorales para evadir la respuesta del sistema inmune,
permitiendo su supervivencia y crecimiento. **** Las células de estirpe tumoral
expresan antigenos que pueden ser reconocidos muy facilmente por el sistema
inmune, pero poseen la capacidad de liberar factores solubles y expresar moléculas
de superficie que inhiben la activacién y liberacion de agentes quimiotacticos en las
células T, como es el caso de la expresion del ligando PD-L1, el cual se encuentra

145,146

elevado en las células tumorales y que se ha correlacionado con un mal

prondstico en los pacientes con cancer. **" 1%

La terapia con agentes bloqueadores de PD-1(PD-1lg y PD-L1lg) es una potencial

diana terapéutica que se ha mostrado eficaz disminuyendo la formacion tumoral en

9

modelos animales, **° al igual que lo ha sido la terapia génica para detener la

progresion del melanoma metastasico de pulmén usando plasmidos de ADN que
contienen el gen de PD-1 y el tratamiento con anti-PD-1 en el control del

150-151

crecimiento tumoral en mieloma. Existen actualmente en el mercado dos

anticuerpos anti-PD-1 para tratar melanomas resistentes al tratamiento y recaidas

tumorales el Pembrolizumab y el Nivolumab, **?

ambos cuentan con la aprobacion
para su comercializacion y uso por parte de la Unién Europea y la Administracion

de Medicamentos y Alimentos (FDA) de los Estados Unidos.
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Figura 11. Via de sefializaciéon PD-1/PD-L1
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2. OBJETIVOS DEL ESTUDIO

2.1 OBJETIVOS GENERALES

1- Determinar si el estado mutacional del oncogén N-RAS tiene influencia en el

prondstico de los pacientes con melanoma cutaneo.

2- Establecer la posible asociacion de PD-L1 y PD-1 con el estado mutacional de
N-RAS y asimismo la influencia de ambos marcadores en la evolucion clinica de

los pacientes con melanoma cuténeo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Estudio de la correlacién del estado mutacional de N-RAS con las caracteristicas

clinico-patologicas del melanoma cuténeo.

2- Estudiar la posible asociacion entre el estado mutacional de N-RAS en el
melanoma primario y la evolucion clinica de los pacientes: intervalo libre de
enfermedad, desarrollo de metastasis regionales y/o a distancia y la supervivencia

especifica de tumor.

3- Establecer la correlacion de la expresion inmunohistoquimica NRAS Q61R con

el estado mutacional de N-RAS determinado por secuenciacion.

4- Evaluar la expresion inmunohistoquimica de PD-L1 y PD-1 en los melanomas

primarios

5- Estudiar la posible asociacion de los marcadores PD-L1 y PD-1 con el estado

mutacional de N-RAS, y con parametros prondsticos clinico-patologicos clasicos.

6- Estudiar la posible relacion de los marcadores PD-L1 y PD-1 con la evolucion
clinica de los pacientes: intervalo libre de enfermedad, desarrollo de metastasis

regionales y/o a distancia y la supervivencia especifica de tumor.
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3. MATERIALES Y METODOS

Nuestro estudio incluy6 inicialmente 137 muestras de melanoma cuténeo,
correspondientes al mismo nimero de pacientes, registradas en la base de datos del
Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Quirén de Torrevieja entre los afios
2001 y 2014. Dichas muestras tisulares habian sido fijadas en formol neutro al 10%
e incluidas en parafina, y sobre ellas se habia realizado el estudio rutinario para

diagndstico histopatoldgico.

Criterios de exclusion:

Fueron excluidos todos los pacientes menores de 18 afios, los casos en los que el
tejido tumoral fue insuficiente para completar la totalidad del estudio y pacientes
cuyo seguimiento no pudo realizarse quedando 126 casos totales para realizar el

estudio.

3.1. ESTUDIO CLINICO-PATOLOGICO

3.1.1. EsTuDIO CLINICO

Los datos clinicos generales y de seguimiento se obtuvieron del archivo de historias
clinicas del Hospital Quirdn de Torrevieja; se realizd un seguimiento clinico de
todos los pacientes con melanoma cutaneo primario hasta marzo de 2015, y se
registro la aparicion de metastasis, en transito, ganglionares y a distancia, asi como
el momento de su aparicion y la localizacion. Del mismo modo, se registraron las
fechas de éxitus y su causa. Ademas se recogieron una serie de parametros clinicos

desde el momento del diagnostico hasta final del seguimiento.

Las variables clinicas estudiadas fueron:
1. Sexo: 0-Mujer; 1-Hombre.
2. Edad: En afios en el momento del diagnostico.
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3. Localizacion de la lesion: 0-Desconocida; 1-Extremidad inferior; 2-Extremidad
superior; 3-Tronco; 4-Cabeza y cuello.

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

5. Tiempo expresado en meses hasta el diagndstico de recidiva local.

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

7. Tiempo expresado en meses hasta el diagndstico de la metastasis en transito.

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

9. Tiempo expresado en meses hasta el diagndstico de metastasis ganglionar.

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

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

12. Exitus: 0-No; 1-Si.

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

14. Fecha de fin de seguimiento expresado en meses

3.1.2. ESTUDIO HISTOLOGICO

El andlisis histoldgico se realiz6 sobre muestras de tejido fijadas en formaldehido
tamponado al 10%, que fueron procesadas en alcoholes a concentraciones
crecientes (deshidratacion) y en xiloles, para, a continuacion, ser incluidas en
parafina. Se realizaron secciones de tres micrometros y se montaron en portaobjetos
con Poly-L-Lysina para el estudio microscopico mediante tincion con
hematoxilina-eosina.

Protocolo tincién de hematoxilina-eosina:

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

desparafinar.

2. Se desparafinaron las muestras en xilol, tres bafios de 10 minutos cada uno.

3. Se realizaron pases por etanol a concentraciones decrecientes (90°/80°/70°) para

hidratar, durante tres minutos por cada coplin de alcohol.
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4. Se lavaron las muestras con abundante agua corriente, agitando enérgicamente el

cestillo hasta que se lavaran uniformemente.

5. Se realizo la tincion nuclear con hematoxilina de Harris durante 5 minutos y
posteriormente se lavaron las muestras con agua destilada 2 minutos hasta

conseguir que el agua saliera transparente.

6. Para decolorar, se sumergieron las muestras en acido clorhidrico al 0,5% (un
pase rapido). Se lavaron con agua corriente y luego con hidréxido de amonio.

Nuevamente se realiz6 un lavado rapido con agua corriente.

7. Para la tincién citoplasmatica, se sumergieron las muestras en eosina durante 4

minutos. Se lavaron con agua corriente (inmersiones rapidas).

8. Se deshidrataron las muestras con pases de etanol (70%80°/90°),

aproximadamente de 30 segundos. Finalmente se aclararon con xilol, 1 minuto.

9. Se montaron con Entellan® y cubreobjetos.
En cada caso se procedid al estudio histologico de las secciones previas disponibles

(1-5 laminillas).
Variables Histologicas

1. Tipo histolégico de melanoma: 1-Melanoma de extension superficial;, 2-
Melanoma nodular; 3-Melanoma tipo/sobre Iéntigo maligno; 4-Otros.

2. Fase de crecimiento radial: 0-No; 1- Si.

3. Fase de crecimiento vertical: 0-No; 1-Si.

4. Espesor en mm (Breslow): Medida en mm.

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

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

7. Numero de mitosis por mm2.

8. Tipo celular predominante: 1-Epitelioide; 2-Fusocelular y desmopléasico; 3-
Spitzoide; 4-Globoide/balonizado.

Q. Existencia de regresion: 0-No; 1-Si
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10. Presencia de infiltrado linfocitario peritumoral: O-Ausente o0 minimo; 1-
Discontinuo; 2- Denso.

11. Presencia de infiltrado linfocitario intratumoral: O-Ausente; 1-Débil; 2-
Moderado; 3-Intenso.

12. Presencia de satelitosis: 0-No; 1-Si.

13. Presencia de lesion melanocitica asociada: 0-No; 1-Nevus melanocitico comun;
2-Nevus congénito; 3-Nevus atipico.

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

3.1.3. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

Se realiz6 el estudio inmunohistoquimico de tres anticuerpos, siguiendo el

protocolo que se detalla a continuacion:

Protocolo Inmunohistoquimica

La técnica de inmunohistoguimica se realizé siguiendo el protocolo que se detalla a

continuacion:

1. Desparafinacion:
Se calentaron las preparaciones histoldgicas a 65 °C durante toda la noche.
Se incubaron en un primer xilol durante 15 minutos y luego se realizaron pases

rapidos por xilol limpio.

2. 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.
3. Desenmascaramiento antigénico:

Se realizo la recuperacion antigénica en tampéon Tris/EDTA con pH 9 (EnVision™

FLEX Target Retrieval Solution, High pH (50x) (Dako, cédigo K8004). Se
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incubaron las secciones en dicho tampon a una dilucion de 1/50 en agua destilada

durante 3 minutos, a 1.5 atmdsferas de presion, en autoclave.

4. Bloqueo de peroxidasa enddgena:

Una vez realizada la descompresion 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 (EnVision™ FLEX
Wash Buffer (20x) (DM831); solucion salina tamponada con Tris que contiene
Tween 20, concentrada 20 veces, pH 7.6 (x0.1); para su uso se realizé una dilucion
1:20 con agua destilada.

Se incubaron las preparaciones en solucion de bloqueo de peroxidasa
comercializada por Dako durante 10 minutos, que es una solucion tamponada que
contiene peroxido de hidrogeno y conservante (Ref. S2023). No se bloqued el
colageno para evitar la tincién 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).

5. Anticuerpo primario:

Se lavaron las preparaciones 3 veces con TBS.

Los anticuerpo empleados en secciones de las biopsias incluidas en parafina fueron:
el anticuerpo policlonal PD-L1/CD274 de Thermo Scientific (n° de catalogo: PA5-
30937) obtenido en conejo, el anticuerpo monoclonal N-RAS(Q61R) de Sigma-
Aldrich (n° de catalogo: SAB-5500153) obtenido en conejo, clon SP174, y por
ultimo el anticuerpo policlonal PD-1/CD279 de Thermo Scientific (n° de catalogo:
PA5-32543) obtenido en conejo (Tabla 1).

La diluciones empleadas para los anticuerpos primarios fueron las que se indican en
la tabla (1/500 para PD-L1, 1/100 para N-RAS y 1/150 para PD-1), todos ellos en
diluyente de anticuerpo comercializado por Dako (EnVision™ FLEX Antibody
Diluent Ref. K8006; Tampdn Tris, pH 7,2 que contiene 15 mmol/L de NaN3 y
proteina).

Se incubd una hora a temperatura ambiente en el caso de los anticuerpos PD-L1 y
PD-1 con un volumen final de 200 microlitros de anticuerpo primario diluido por

cada preparacion, y de 90 minutos en camara himeda a temperatura ambiente en el
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caso del N-RAS con un volumen final de 100 microlitros de anticuerpo primario

diluido por cada preparacion.

TABLA 1. Caracteristicas de los anticuerpos utilizados (NRAS Q61R, PD-L1, PD-1)

ANTICUERPO

PD-L1/CD274
(PA5-30937)

N-RAS (Q61R)
(SAB-5500153)

PD-1/CD279
(PA5-32543)

CLON

POLYCLONAL
RABBIT

MONOCLONAL
RABBIT
(SP174)

POLYCLONAL
RABBIT

DILUCION

1/500

1/100

1/150

PRE-
TRATAMIENTO
AUTOCLAVE 3
Al5
ATMOSFERAS
TAMPON PH
ALTO DAKO
(K8004)
AUTOCLAVE 3
Al5
ATMOSFERAS
TAMPON PH
ALTO DAKO
(K8004)
AUTOCLAVE 3
Al5
ATMOSFERAS
TAMPON PH
ALTO DAKO
(K8004)

SISTEMA DE
VISUALIZACION
ENVISION

DAKO (K5007)

ENVISION
DAKO (K5007)

ENVISION
DAKO (K5007)

CASA
COMERCIAL
THERMO
SCIENTIFIC

SIGMA-
ALDRICH

THERMO
SCIENTIFIC

6. Sistema de visualizacion:

Se lavaron 3 veces con TBS.

Incubacioén de los anticuerpos secundarios: se realizé 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 ndmero de moléculas de

peroxidasa (HRP) y moléculas de anticuerpo secundario. Para la reaccion de union

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 inmunoglobulinas de conejo y ratén.

Se lavaron 3 veces con TBS.

Se lavaron con agua destilada.
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Visualizacién de la reaccion

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
(Cdédigo K5007). El kit contiene un Frasco B (Dako REAL™ Substrate Buffer) con
250 mL de solucién tamponada que contiene peroxido de hidrégeno y conservante,
y un Frasco C (Dako REAL™ DAB+ Chromogen) con 5 mL de 3,3
diaminobenzidina en solucion de cromogeno. La solucion Substrate Working
Solution, que contiene DAB (CHROM), se prepara mezclando bien 20 uL. de Dako
REAL™ DAB+ Chromogen (frasco C) y 1 mL de Dako REAL™ Substrate Buffer
(frasco B). El sistema de sustrato produce un producto final marron claro en el
lugar del antigeno diana.

Se pard la reaccién lavando con agua destilada.

7. Tincion de contraste:
Se utiliz6 tincion de giemsa al 30% en agua destilada durante 2 minutos

Se lavaron las preparaciones con agua destilada

8. Deshidratacion:

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

9. Aclarado:

Se realizé mediante pases en Xilol.

10. Montaje:

Se cubrieron las preparaciones con cubreobjetos y Entellan ®.

Variables Inmunohistoquimicas:

La positividad de la inmunotincion se valorod en funcion de la intensidad de la
tincién y el porcentaje de las células tefiidas. Todas las muestras fueron valoradas
por dos patdlogos expertos, sin previo conocimiento de los datos clinico-
patoldgicos, siendo las variables estudiadas:
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3.1.3.1. N-RAS (Q61R)

Es un péptido sintético de la proteina humana N-RAS que mide una mutacion
puntual (Q61R)
La forma de medicién y codificacion fue: 0-No realizado; 1-Negativo; 2-Débil; 3-

Moderado-Intenso.

3.1.3.2. PD-1

PD-1 (Muerte programada-1), también llamado CD279, es una proteina de 55kD,
Se expresa en los linfocitos T activados y B y células mieloides que funciona como
un puesto de control inmune, desempefia un papel importante en la baja regulacion
del sistema inmune mediante la prevencién de la activacion de las células T, que a
su vez reduce la autoinmunidad y promueve la auto-tolerancia.

La inmunotincion fue valorada: 0-Negativo; 1-Ocasionales; 2-<5%; 3->5%

3.1.3.3. PD-L1

Muerte programada 1 - Ligando 1, también llamado CD274 o B7-H1, ha sido
identificado como el ligando para el receptor inmuno-inhibitorio PD1 y se ha
demostrado que desempefian un papel en la regulacion de la respuesta inmune y la
tolerancia periférica. Mediante la uniéon a PD1 en células T activadas y células B,
PD-L1 puede inhibir las respuestas de células T en curso mediante la induccion de

apoptosis y detencion de la progresion del ciclo celular.

La inmunotincién fue valorada:

-PD-L1(Citoplasma Intensidad): 0-Negativo; 1-Débil; 2-Moderado; 3-Intenso
-PD-L1 (Citoplasma Porcentaje): 0-Negativo; 1-<5%; 2- 6-25%; 3-26-50%; 4-
>51%

-PD-L1 (Nucleo Intensidad): 0-Negativo; 1-Débil; 2-Moderado; 3-Intenso
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-PD-L1 (Nucleo Porcentaje): 0-Negativo; 1-<5%; 2- 6-25%; 3-26-50%; 4- >51%

3.2. BIOLOGIA MOLECULAR: ESTADO MUTACIONAL DE N-RAS

Se realizo el estudio de PCR y secuenciacion del oncogén N-RAS de los 126 casos
incluidos en el estudio. Una vez obtenido los resultados se incluyeron en la base de
datos de la siguiente manera: 0- Negativo; 1-p.Q61R; 2-p.Q61K; 3-p.Q61L; 4-
p.G12D.

3.2.1. PROTOCOLO EXTRACCION DE ADN A PARTIR DE TEJIDO FIJADO EN FORMOL
E INCLUIDO EN PARAFINA

En primer lugar, se realizd la extraccion de ADN a partir de muestras conservadas
en parafina. Para la extraccién de DNA, se selecciond el Kit QlAamp® DNA FFPE
TISSUE (QIAGEN). EIl kit QlAamp® DNA FFPE TISSUE esta optimizado para
la purificacion de ADN a partir de tejido fijado en formol incluido en parafina.
Dicha purificacion se basa en las propiedades de una membrana de silice, contenida
en una columna, que muestra afinidad por el ADN permitiendo su separacion del
resto de moléculas bioldgicas de la muestra. Ademas, el kit esta optimizado para
revertir las modificaciones producidas en las moléculas de acidos nucleicos por el

formaldehido.

El procedimiento de extraccion consta de 6 etapas bésicas:

1. Desparafinacion con xilol.

2. Lisis o digestion con proteinasa K en condiciones desnaturalizantes.

3. Incubacion a 90°C para revertir los entrecruzamientos producidas en el ADN por

el formaldehido.
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4. Union del ADN a la membrana y elucién del resto de moléculas organicas, restos

de parafina y sales.

5. Lavado para eliminar contaminantes residuales.

6. Elucién del ADN unido a la membrana

Material de partida: De cada uno de los casos incluidos en el estudio, se realizaron

10 cortes a 15um del tejido incluido en parafina, posteriormente se hizo
macrodiseccion seleccionando el area con mayor carga tumoral y este tejido se

depositd en tubos Eppendorf de 1.5ml rotulados.

Procedimiento:

Etapa de desparafinacion:

1. Se afiadié 1ml de xilol. Vortex 10 segundos para mezclar bien.

2. Se centrifugo a velocidad méxima la muestra durante 10 minutos.

3. Se retird el sobrenadante con pipeta teniendo cuidado de no arrastrar el pellet.

4. Se afiadio 1ml de etanol absoluto (el etanol es capaz de extraer los restos de xilol
que queden en la muestra). Vortex durante 10 segundos para mezclar bien.

5. Se centrifugd a velocidad méxima durante 10 minutos.

6. Se retird el sobrenadante con pipeta sin arrastrar el pellet. Se di6 un spiny se

retird el etanol residual con ayuda de una pipeta mas fina.

7. Se incubaron las muestras a 37° C durante 5 minutos o hasta conseguir la

completa evaporacion del etanol

Etapa de digestion o lisis:
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8. Se resuspendio el pellet en 180ul de Buffer ATL. Se afadieron 20ul de

proteinasa K, suministrada con el kit, y se mezcl6 con vortex durante 10 segundos.

9. Se incubaron a 56°C las muestras durante 1 hora.

10. Posteriormente, se incubaron las muestras a 90°C 1 hora (la incubacién a 90°C
en Buffer ATL revierte parcialmente las modificaciones del ADN causadas por el
formaldehido; un incremento en el tiempo o temperatura de incubacion puede

resultar en una mayor fragmentacion del ADN).

Etapa de extraccion:

11. Se Afadieron 200ul de Buffer AL y se mezclaron con vortex. Posteriormente,
se afiadieron 200ul de etanol absoluto y se mezclaron de nuevo con vértex. Se
centrifugd un par de segundos para recoger las posibles gotas que se hubieran

podido quedar por el tubo.

12. Se afiadieron 200 pul de etanol y se agit6 para homogenizar la muestra. La
muestra obtenida de estos tubos se depositd en las columnas de micro-
centrifugacion procedentes del kit previamente rotuladas. Se Incubd durante 1
minuto. Luego se Centrifugd a 13.200 revoluciones por minuto (rpm) 1 minuto (EI

ADN gendmico queda retenido por la membrana de la columna).

13. Se transfirié la columna a un nuevo tubo colector de 2ml (suministrado con el

kit) y se descarto el tubo colector que contenia el eluido de la columna.

Etapa de lavado:

14. A continuacion, se afiadieron 500ul de Buffer AW 1, procedente del kit y se
realizd otra centrifugacién a 13.200rpm durante 1 minuto. Una vez finalizada se

desechd el tubo colector y se coloco uno nuevo.

15. Se afiadieron 500ul de Buffer AW2 y se centrifugé a 13.200rpm durante 1

minuto.

71



I MATERIALES Y METODOS

16. Se transfirié la columna a un nuevo tubo colector de 2ml (suministrado con el
kit) y se descartd el tubo colector que contenia el eluido de la columna. Se
Centrifugd a velocidad méaxima durante 3 minutos para secar la membrana por

completo.

17. Se transfirid la columna a un Eppendorf de 1.5ml y se descarto el tubo colector

que contenia el eluido de la columna.

Etapa de elucién:

18. Se afadieron 200ul de Buffer ATE aplicandolo directamente en el centro de la
membrana y con cuidado de no tocar con la punta de la pipeta. Se incub6 durante 5
minutos para conseguir la completa hidratacion de la membrana. A continuacion, se
centrifugd la muestra a velocidad méaxima. La mezcla obtenida en esta paso seria el
ADN resultante que posteriormente se utiliz6 para el analisis. Por altimo, se
cuantifico la cantidad de ADN obtenido utilizando un espectrofotémetro (Nanodrop
ND-1000 Spectrophotometer) y el programa asociado ND-1000 V3.5.2. (Figura 12)
Como blanco se utiliz6 Buffer ATE procedente del mismo kit de extraccion para el
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8
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2 080 340 raw 0.000
T 0 Type | Blank
£ Setinl # USB2G32738BES7
= 060 Gerie) 0.977099/-0.29/88/16
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Defaull | 1/4/2011 | 934AM | 006 | 0001 | 0008 | 017 243 50.00 230 | 0001 | 0025 | Measure

Figura 12. Cuantificacion ADN (Nanodrop ND-1000)
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3.2.2. PCR Y SECUENCIACION N-RAS

Se realiz6 amplificacion por PCR de los exones 2 (codones 12 y 13) y 3 (codones
60 y 61), del oncogén N-RAS humano para el diagnostico genético de las

mutaciones por secuenciacion Sanger.

Técnica de la PCR

La PCR es una técnica utilizada en biologia molecular que permite amplificar el
ADN desde pocas copias a millones mediante los primers que delimitan la zona a
amplificar. Esta reaccion se produce gracias a la tecnologia de los termocicladores
que se programan para alternar temperaturas elevadas y frias para desnaturalizar el
ADN vy activar la accion de la enzima. Por esta razon en las reacciones de PCR se
utiliza una ADN polimerasa llamada Taq polimerasa que es una enzima

termoestable que resiste los cambios de temperatura.

Una reaccion tipica de PCR contiene ADN molde, Taq polimerasa y los 4 dNTPS

en un tampon de reaccion apropiado. El volumen total de reaccion es de 25-50 pl.

En el primer paso de la reaccion de PCR, las cadenas complementarias de ADN se
separan (desnaturalizadas) la una de la otra a 94°C, mientras que la Taq polimerasa
permanece estable (figura 13.A). En el segundo paso, conocido como
emparejamiento, la muestra es enfriada a una temperatura entre 40-65°C que
permita la hibridacion de los 2 cebadores, cada uno a una hebra del ADN molde
(figura 13.B). En el tercer paso, conocido como extension, la temperatura es
elevada a 72°C y la Taqg polimerasa afiade nuclettidos a los cebadores para

completar la sintesis de una nueva cadena complementaria (figura 13.C).

Estos tres pasos, desnaturalizacion-emparejamiento-extension, constituye un ciclo
de PCR. Este proceso se repite durante 40 ciclos amplificando la secuencia objeto

exponencialmente. La PCR se lleva a cabo en un termociclador, un instrumento que
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es programado para un rapido calentamiento, enfriamiento y mantenimiento de las
muestras durante varias veces. El producto amplificado es luego detectado por
separacion de la mezcla de reaccion mediante electroforesis en gel de agarosa.
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Figura 13. Representacion esquematica: A. Componentes basicos para llevar a cabo
una PCR. B. Fases de la PCR. C. Resultado obtenido tras el primer ciclo de
amplificacion.

Protocolo PCR

1) Para empezar, se descongeld, agitd y centrifug6é brevemente todos los reactivos

(excepto la enzima AmpliTag Gold DNA Polymerase).

2) Preparacion Mix PCRs (Tabla 2). Se elabord una mezcla de reaccion para 10
reacciones de 50 pL. Se prepar6 la mezcla maestra de PCR (master mix), como se
describe a continuacién (Tabla 2) adicionando los primers especificos y el ADN en

estudio.
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Tabla 2. Mezcla de reaccion para una PCR de 25

Componentes Lumen por reaccion
individualV (uL)

10X PCR Gold Buffer 2.5

25 mM MgCI2 15

dNTP Mix 0.5
AmpliTaq Gold DNA 0.25
Polymerase, LD (0.5U)

Primer Forward 1

Primer Reverse 1

Nuclease-Free Water -
DNA -

Volumen final 25

MATERIALES Y METODOS [

Volumen por 10
Reacciones
(Master Mix I)
25
15
5
2.5

10
10

250

3) Se repartieron 49 pL del Mix en cada tubo de PCR de 0,2 mL. Se afiadi6 1 pL
del aislado de ADN en cada tubo. El tubo 10, no contenia ADN y fue utilizado

como control negativo frente a contaminacion.

4) Se colocaron los tubos en el termociclador y se arranco el ciclo correspondiente

de PCR de acuerdo a las condiciones descritas en la tabla 3.

Tabla 3. Condiciones para las amplificaciones de exones 2y 3

Condiciones Para N-RAS exdn 2 (codones 12 y 13) y exdn 3 (codones 60 y 61)

T°C Tiempo
95 10’ (desnaturalizacion inicial)
94 45’ (desnaturalizacion)

58 45’ (Cebado)
72 45’ (elongacion)
72 10’(extension final)

Ciclos

40
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5) Verificacion PCR. El producto de PCR se verificO mediante la carga de una
alicuota de la reaccion en un gel de agarosa al 2% (Protocolo electroforesis en gel
de agarosa, ver pagina 80). Se comprobo el tamafio esperado, su intensidad, la
ausencia de amplificaciones inespecificas, la ausencia de dimeros de cebadores y la
ausencia de sefial en las reacciones utilizadas como control negativo (sin ADN
molde) (Tabla 4).

Gen Secuencia Referencia Producto
amplificado
NRAS12.D GAACCAAATGGA Helen Davies Mutations of the 331pb
F AGGTCACA BRAF gene in human cancer Carta
Nature 2002 v417
NRAS12.D TGGGTAAAGATG  Helen Davies Mutations of the
R ATCCGACA BRAF gene in human cancer Carta
Nature 2002 v417
NRAS61.D GGTGAAACCTGTT Victoria Greene. J Invest Dermatol 272 pb
F TGTTGGA 2009
NRAS61.D AACCTAAAACCA  Victoria Greene. J Invest Dermatol
R ACTCTTCCCA 2009

Tabla 4. Secuenciacién de primers para amplificacién de N-RAS Codones 12 y
61

Secuenciacion de productos de PCR

1. Purificacion de los productos de PCR
Una vez verificada la obtencion del producto de PCR, cualquier resto de
nucleotidos no consumidos y/o cebadores remanentes en el producto de PCR debe

ser eliminado, al poder interferir en la posterior reaccion de secuenciacion.

Purificacion enzimatica de los productos de PCR:

La EXoSAP-IT (Amersham-Biosciences) es un producto que utiliza dos enzimas
hidroliticas, Exonucleasa | y Fosfatasa Alcalina para eliminar esos restos no
deseados y preparar el producto de PCR para el siguiente paso. A pesar de que el
protocolo comercial indica volimenes mayores, las siguientes indicaciones han

dado resultados satisfactorios reduciéndolo en gran medida. Se afadio 1 uL de
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ExXoSAP-IT (USB) en 5 uL de producto de PCR. Luego, en un termociclador se

incubo a 37°C durante 15 min., seguido de un paso final a 80°C durante 15 minutos.

2. Reaccidn de secuenciacion

Una vez el producto de PCR estaba purificado, se llevd a cabo la reaccion de
secuenciacion en la que las bases nucleotidicas, de las secuencias amplificadas,
quedan marcadas con fluorescencia para poder ser detectadas en el secuenciador.
Para ello se utilizé el kit comercial BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems), el cual ofrece resultados satisfactorios. A pesar de que el
fabricante indica un protocolo a seguir con unos volumenes especificos que
aseguran el correcto funcionamiento de los reactivos, la modificacién de los
protocolos del fabricante funciona siempre correctamente, consiguiendo reducir

drasticamente el volumen del Big Dye

3. Se mezclaron los siguientes componentes por cada reaccion de 10 pL (Tabla 5).

Tabla 5. Componentes de Big Dye por cada reaccién de 10 pL

Componentes Cantidad
5X 15
BigDye 0,5
Template 1-5puL
Primer (3,2 pmoles/uL) 1

Agua -
Volumen final 10

4. Cycle Sequencing: Se programo el perfil de PCR en el termociclador (Tabla 6):
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Tabla 6. Temperaturas y tiempos empleados en la reaccion de secuenciacion.

BIG DYE
TO°C Tiempo Ciclos
95 1’ (desnaturalizacion inicial)
96 10*’ (desnaturalizacion) 36
55 5’ (hibridacion)
60 4’ (elongacion)

5. Purificacion de la reaccidn de secuenciacion.

La purificacion del producto obtenido en la reaccion de secuenciacion se realizo

utilizando el kit comercial Performa® DTR Gel Filtration Cartridges (EdgeBio).

Se procesaron los productos de PCR pasandolos por columnas de purificacion. Se
centrifugaron las columnas de purificacién (Edge Biosystems) durante 3 minutos a
8509 (3000 rpm) y se descarto el eluido. A continuacion, se puso la columna en un
nuevo tubo tipo Eppendorf. Con una pipepa se puso todo el producto de
secuenciacion (10 pl) dentro de la columna y se volvié a centrifugar durante 3
minutos a 3000 rpm

6. Secuenciacidn y analisis de las secuencias en la base de datos

En nuestro caso, el servicio de Anatomia Patoldgica dispone de un secuenciador
automatico Applied Biosystem 310, que se basa en el método de secuenciacion de
Sanger. Los cromatogramas obtenidos de la secuenciacion se analizaron en base a
la informacion existente en la base de datos Ensembl. A la informacion sobre las
secuencias del gen NRAS se accede con el nimero ENSG00000213281.

Ensembl genome browser 78: Homo sapiens - Summary - Transcript: NRAS-001
(ENST00000369535)

Gene: NRAS ENSG00000213281

Description: neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene homolog [Source:HGNC
Symbol;Acc:7989]

Location: Chromosome 1: 115,247,090-115,259,515 reverse strand.

INSDC coordinates: chromosome:GRCh37:CM000663.1:115247090:115259515:1
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N-RAS DNA estudio secuenciacién Tamafio amplicén: 331pb (de extremo o extremo de los priners)

Exon 2 (codones 12y 13), este es el n°2 contando todos los exones (codif y no codif):

Key
Exorslintrons  [Flarking seauence rtren secuence [ransiated sequence

Intrén 1-2.. Forward

...cactttaa_ctagggttttcatttccattgattatagaaagctttaaagtactgtagatg

tggctcgocaattaaccctgattactggtttocaacag

GTTCTTGCTGETETGAR (Inicic exon 2, esta parte no se traduce) . ZL EXON 1 NO ES CODIFICENTE, NO SE TRADUCE.
1 2 3 4 5 6 T 8 10 1 15 16 17 18 19
ATG ACT GAG TAC ARA CTG GTG GTIG GTT GGA GCA GTT GGG ARA AGC GCA CTG

20 21 22 23 24 25 26 27 28 31 32 33 34 3% 36 37
ACA ATC CAG CTA ATC CAG AAC CAC TTT GTA GAT GAA TAT GAT CCC ACC ATA GAG

Intrdn 2-3 Reversy

"

gtgaggcccagtggtagcccgctgacctgatcctgtctctcact_tattctgtattaaagg
aataagaggagagaaagtaaaaagttattttgggt..

Figura 14. Estudio de secuenciacion N-RAS Exon 2 (codones 12y 13)

N-RAS DNA estudio secuenciacién Tamafioamplicdn: 272pb (de extremo a extremo de los primers)
Exén 3 (codones 60 y 61), este es el n®3 contando todos los exones (codif y no codif):

Tntron 2-3

cttatitaaccttggcaatagcatigcaticectgtggtttttaataaasaattgaacticoctccctoccctgoccecita
ccctccacaccoccag

GAT TCT TAC AGA AAA CAA GTG GTT ATA GAT

Forward

48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 61\ 62 63 64 65
EEE SRR EREEE  ATA CTG GAT ACA GCT CAA |GBA GAG TAC AGT
-g- -B- -T- -C- -L- -L- -D- -I- -L- -D- -T- -A- -0+ -B- -B- -Y- -8-

66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 71 78 79 80 81 82 83
GCC ATG AGA GAC CAA TAC ATG AGG ACA GGC GAA GGC TTC CTC TGT GTA TTT GCC
-A- -M- -R- -D- -Q- -Y- M- -R- -T- -G -E- G- -F- -L- -C- -V- -F- -A-

84 85 686 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96
ATC AAT AAT AGC AAG TCA TTT GCG GAT ATT AAC CTC TAC AGg tac tag gag cat
-I-_-N- -N- -8%- -K- -§- -F- -A- -D- -N- -L- -Y-

=
i:'."

tat ttt ctc tga zag gat gat ctt taot ctg aat ctt tat ggg gaa atg agg
tha cea cag tag gga aga tag ags it tta att NN

Mo e gac att gag aat cta ggg

1)

Figura 15. Estudio de secuenciacién N-RAS Exon 3 (codones 60y 61)
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Protocolo de electroforesis en gel de agarosa

El objetivo es la separacion de los fragmentos de distinto tamafio de ADN en un gel
de agarosa, en el que dichos fragmentos migraran a diferente velocidad segun su

peso molecular al ser sometidos a una corriente eléctrica.

Procedimiento

1. Se prepararon las bandejas de electroforesis, colocando los peines en los sitios

indicados.

2. Se Mezclaron 2 g de agarosa con 100 mL de TBE 0.5X en un frasco Erlenmeyer
limpio y y se calentaron en microondas agitando de vez en cuando la mezcla hasta

conseguir que toda la agarosa se hubiera disuelto.

3. Se retird la mezcla y se dejé enfriar para posteriormente afiadir 8 pl de

RedSafe™ (iNtRON Biotechnology) para teiir el gel.

4. A continuacion, se vertio la mezcla en la bandeja de electroforesis empezando en

una esquina sin dejar burbujas.

5. Se dejo solidificar el gel, y se coloco la bandeja en un lugar seguro para que no

se contaminara.
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Figura 16. Preparacion del gel de agarosa

Electroforesis

Procedimiento

1. Se retiraron los peines del soporte del gel y se coloco el gel en la cubeta de

electroforesis.

2. Se aplicaron 4 pl del tampédn de carga en un trozo de parafilm y se mezclaron
con 10 ul de la muestra preparada. Nota: El tinte (loading buffer) que se utiliza
contiene bromofenol azul y glicerol. El bromofenol azul es un colorante que se usa
para observar el avance el ADN, y el glicerol le da peso a la muestra evitando asi

que ésta se salga del pocillo.

3. Se afiadio tampon de electroforesis TBE a la cubeta, de forma que cubriera bien

el gel de agarosa.

4. Con una micropipeta, cuidadosamente se aplicaron 8 ul de marcador de pesos
moleculares en el primer pocillo. Para las demas muestras, se colocaron 14 pL en

los pocillos siguientes.

5. Se tapd la cubeta de electroforesis y se conectaron los electrodos a la fuente de

alimentacion.
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6. Se programo la fuente a 120 voltios, empezando a correr la electroforesis durante
30-45 minutos.

7. Una vez acabada la electroforesis se visualizaron los fragmentos de DNA

mediante luz UV y se realiz6 una fotografia de la imagen (Figura 17).

Figura 17. Imagen de la PCR. N-RAS codo6n 12

Anélisis estadistico:
Los datos se analizaron empleando el sistema de andlisis SPSS para Windows
version 22 (SPSS Inc, Chicago, IL, EEUU).

Estadistica descriptiva:

Procedimientos empleados para organizar presentar y sintetizar los datos de una
manera cientifica y logica, y resumir conjuntos de observaciones en forma
cuantitativa. El resumen de los datos puede hacerse mediante tablas, graficos o
valores numéricos. Los conjuntos de datos que contienen observaciones de mas de

una variable permiten estudiar la relacion o asociacion que existe entre ellas.

Estadistica de inferencia:

La Estadistica inferencial o inductiva plantea y resuelve el problema de establecer
previsiones y conclusiones generales sobre una poblacion a partir de los resultados
obtenidos de una muestra; trabaja con los datos que le proporciona la estadistica
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descriptiva. Los modelos estadisticos actlian de puente entre lo observado (muestra)
y lo desconocido (poblacion). Su construccion y estudio esta basado en el célculo
de probabilidades, contrastes de hipotesis y estimacion de intervalos de confianza.

Comprende las denominadas “pruebas paramétricas”, en las que la poblacion
estudiada sigue una distribucién normal, y las pruebas “no paramétricas”, que no
son aplicables cuando la poblacién que se desea analizar es demasiado pequefia, 0
la informacion disponible es insuficiente para comprobar la hipotesis de trabajo.
Estas ultimas pruebas permiten extrapolar los resultados de la muestra a la

poblacion total que es objeto del analisis.

La asociacion entre una variable continua u ordinal y otra categérica de tipo
dicotdmico se estudio con la U de Mann-Withney. Si esta segunda variable tenia
mas de dos categorias, se aplicd el test de Kruskal-Wallis. Si la probabilidad
asociada al estadistico de contraste era menor que el nivel de significancia, se

rechaza la hipotesis nula a dicho nivel de significancia.

Para analizar la magnitud de la asociacion entre las variables consideradas como
probables predictoras y la presencia o0 ausencia de metastasis y expresion de PD-L1
y PD-1 se utilizo la regresion logistica no condicional, expresandose los resultados
en forma de oportunidad relativa (OR), ”odds ratio” en terminologia anglosajona, e

intervalo de confianza (IC 95%).

La seleccion del mejor modelo se realiz6 mediante un método automatico paso a

paso (“'stepwise™).

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

el tiempo.
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Analisis de la proporcion libre de enfermedad mediante el método de supervivencia
de Kaplan-Meier: Permite estudiar el comportamiento de la supervivencia. Esta
metodologia permite contrastar si los diferentes niveles de un determinado factor
producen o no, curvas de supervivencia significativamente distintas, utilizando el
test del logaritmo del rango. La eleccion de esta prueba concreta esta fundamentada
en un elevado numero de casos censurados (libres de enfermedad o vivos). La
variable “intervalo libre de enfermedad” se defini6 como el tiempo total, expresado
en meses, que transcurren desde el diagnostico del tumor hasta que el paciente
presenta un evento de recurrencia, en otro caso, hasta el Gltimo control de
seguimiento que constata que el paciente permanece vivo. La curva de
supervivencia representa la posibilidad de que un paciente permanezca libre de

enfermedad un determinado tiempo tras el diagndstico.
El nivel de significancia empleado en todos los analisis ha sido de 5% (p<0.05).

Cualquier valor de probabilidad inferior a 0.05 es indicativo de una relacion

estadisticamente significativa.
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4. RESULTADOS

4.1 ANALISIS DESCRIPTIVO DE LOS CASOS INCLUIDOS EN EL
ESTUDIO

El estudio incluy6 una muestra de 126 casos diagnosticados consecutivamente de
melanoma primario cutaneo entre los afios 2001 y 2014, en el Hospital Quirdn de

Torrevieja.

A continuacion se detalla el analisis descriptivo de las caracteristicas anatomo-

patoldgicas y clinicas de todos los casos objeto del estudio.

La Tabla 7, presenta las diferentes caracteristicas clinicas que se tuvieron en cuenta
en la poblacion a estudio. Se evidencia en la distribucion por sexo que la
prevalencia en varones fue discretamente superior (56%) frente a las mujeres (44%)
(Figura 18). En la variable edad, se observd que el grupo etario comprendido entre
65-79 afios es el mayoritario (40%), seguido del grupo de pacientes con edades
entre 50 y 64 afos (35%); los pacientes con una edad entre 20 y 34 afios al
momento del diagnostico, fueron minoritarios (3%) (Figura 19).

= Femenino

= Masculino

Figura 18. Distribucion de la muestra por sexo
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Edad en
m20-34
m 35-49
m 50-64
m65-79
» >80

Figura 19. Distribucion de la muestra por edad

Por otra parte, la localizacion més frecuente de melanoma primario cutaneo fue el
tronco (48%), sequido de la extremidad inferior y cabeza y cuello, ambas con un
21%, y por ultimo, la extremidad superior (8%). En un 2% de casos no se pudo

determinar con certeza la localizacion del melanoma primario (Figura 20)

2%

m Extremidad Inferior
H Tronco
= Extremidad

Superior
m Cabeza y Cuello

m No Filiado

Figura 20. Distribucion de la muestra por sitio anatémico
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Tabla 7. Datos clinicos de la muestra

RESULTADOS [

Sexo n Porcentaje
Femenino 55 44%
Masculino 71 56%
Edad

20-34 anos 4 3%
35-49 afos 20 16%
50-64 afios 44 35%
65-79 afios 50 40%
>80 afios 8 6%
Sitio Anatémico

Extremidad Inferior 26 21%
Tronco 61 48%
Extremidad Superior 10 8%
Cabeza y Cuello 26 21%
No Filiado 3 2%

En las Tablas 8 y 9, se presentan los resultados correspondientes a las variables

histoldgicas estudiadas en la muestra.

La muestra estudiada incluy6 casos de melanoma cutdneo primario sin ningln

criterio restrictivo respecto al indice de Breslow, si bien la mayoria (52%) se

encontraba entre 1,0 y 4,0 mm de espesor. Es de destacar por tanto que nuestra serie

practicamente la mitad (48%) de los casos correspondia a melanomas delgados

(Breslow < 1,0 mm) (Figura 21).
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m<lmm

E>1 mm

Figura 21. Distribucion de la muestra por indice de Breslow

El 81% de los tumores fueron invasores (Figura 22). En cuanto al tipo histolégico,
la mayoria correspondieron a los tipos de melanoma de extension superficial (42%),
de nodular (39%) y de tipo lentigo maligno (19%) (Figura 23).

® In Situ

H [nvasor

Figura 22. Distribucion de la muestra por presencia o ausencia de invasion
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m Extension
Superficial

®m Nodular

m Léntigo Maligno

Figura 23. Distribucién de la muestra por tipo histoldgico

Una minoria presentaban ulceracion (25%), invasion vascular (16%), invasion

perineural (5%) y signos de regresion (10%) (Figuras 24 a 27).

i No
Si

Figura 24. Distribucion de la muestra por ulceracién
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= No
uSj

Figura 25. Distribucion de la muestra por invasion vascular

5%

95%
ENo ESj

Figura 26. Distribucion de la muestra por invasion perineural
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Figura 27. Distribucion de la muestra por regresion

RESULTADOS [

Asi mismo, se encontrd un 11% de casos con lesiones melanociticas asociadas:

nevus melanocitico comdn 7%, nevus congénito 2% y nevus displésico 2% (Figura

28).

2% 194

Figura 28. Distribucion de la muestra por lesion melanocitica asociada

Tabla 8. Caracteristicas histologicas |

m Ninguna
m Nevus Melanocitico
Comdln

= Nevus Congénito

m Nevus Displasico

Melanoma n Porcentaje
In Situ 24 19%
Invasor 102 81%
Tipo Histolégico

Extension Superficial 53 42%
Nodular 49 39%
Léntigo Maligno 24 19%

93



D RESULTADOS

TABLA 9. Caracteristicas histoldgicas 11

Tipo Celular n Porcentaje
Epitelioide 97 7%
Fusocelular 9 7%
Spitzoide 6 5%
Globoide/Balonizado 14 11%
Breslow

<l mm 61 48%
>1 mm 65 52%
Ulceracion

No 95 75%
Si 31 25%
Mitosis/mm?2

<1 68 54%
>1 58 46%
Infiltrado Linfocitario Tumoral (TIL)

Ausente 19 15%
Discontinuo 87 69%
Denso 20 16%
Regresion

No 113 90%
Si 13 10%
Invasién Vascular

No 106 84%
Si 20 16%
Invasion Perineural

No 120 95%
Si 6 5%
Elastosis Solar

No 62 49%
Si 64 51%
Lesion Melanocitica Asociada

Ninguna 113 90%
Nevus Melanocitico Comdn 9 7%
Nevus Congenito 2 2%
Nevus Displasico 2 2%

94



RESULTADOS [

En lo referente a la evolucion clinica de los pacientes de nuestro estudio (Tabla 10),
se observo la presencia de recaida local en un 13% de pacientes (Figura 29).

100%
1 87%
80% -
60% - = No
mSj
40% -
13%
20% -
0%

Figura 29. Distribucion de la muestra por recaida local

En cuanto a las metastasis, las metastasis en transito se desarrollaron en el 25% de
los casos, las ganglionares regionales en el 33%, y las metéstasis a distancia en el
17%. En estas ultimas evidenciamos que el sitio mas comudn de metastasis fue a

cerebro (45%), seguidas de pulmdn, hueso y partes blandas (36%, 14% y 5%,
respectivamente) (Figura 30).

® Pulmon

m Cerebro

= Oseas

m Partes Blandas

Figura 30. Distribucion de la muestra por sitio de metéstasis a distancia
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Tabla 10. Variables de evolucién clinica de la muestra

Variable n Porcentaje

Metastasis en Transito

No 94 75%

Si 32 25%

Metéstasis Ganglionar

No 85 67%

Si 42 33%

Metéstasis a Distancia

No 104 83%

Si 22 17%
Oseas 3 14%
Partes Blandas 1 5%
Pulmén 8 36%
Cerebro 10 45%

Recaida Local

No 110 87%

Si 16 13%

Exitus

No 104 83%

Si 22 17%

Verificando al tiempo de supervivencia y los intervalos libres de enfermedad o de
progresion tumoral (Tabla 11), se observO una mediana de 49 meses de
supervivencia especifica del tumor en la serie de casos, de 47 meses para el
intervalo libre de metéstasis a distancia, de 36 meses para el intervalo libre de
metastasis ganglionar, de 42 meses para el intervalo de metéstasis en transito, y de

44 meses para el intervalo libre de recaida local.
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Tabla 11. Tiempo de supervivencia especifica de tumor e intervalo libre de
enfermedad (expresado en meses)

Variable n Minimo  Maéaximo Mediana
Metéstasis a distancia 126 0 202 47
Metastasis ganglionar 126 0 203 36
Metastasis en transito 126 0 201 42
Recaida local 126 0 203 44

n: NUmero de casos

4.2 ESTUDIO DE BIOLOGIA MOLECULAR

4.2.1.-ANALISIS DEL ESTADO MUTACIONAL DEL ONCOGEN N-RAS

En el estudio del estado mutacional del oncogén N-RAS, se encontraron un total de
27 casos con mutacion N-RAS de los 126 de la muestra, de estos, 23 casos (18%) |,
presentaron una mutacién Q61 (p.Q61R: 14 casos; p.Q61K: 6 casos: y p.Q61L: 3
casos:) y 3 casos (3%) tenian presente la mutacion p.G12D, (Figuras 31y 32)

mWild Type mCodon 61 m Codon 12

3%

Figura 31. Distribucion de la muestra por estado mutacional N-RAS
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p.Q61L
11%

Figura 32. Distribucién de la muestra por tipo de mutacion N-RAS

A continuacién en las figuras 33, 35, 37 y 39 se muestra la secuenciacion de
algunos de los casos de nuestra serie, con la presencia de mutacién N-RAS en los
codones 61 y 12 (p.Q61R, p.Q61K, p.Q61L y p.G12D) en cada una se encuentra
resaltado mediante un ovalo el sitio de la mutacion, junto a cada uno de las
secuencias podemos observar la respectiva imagen histoldgica con tincion de

Hematoxilina & Eosina (Figuras 34, 36, 38 y 40) (imagen en 10x).
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Figura 33. Resultado de la secuenciacion. Mutacion N-RAS p.Q61R

Figura 34. Imagen histol6gica de melanoma con mutacién N-RAS p.Q61R
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A\%% RF 624.08.7 NRAS61 DR3.12-15-8.06 PM Inst ModelName 310/ABI PRISM 310
X Mar 12,2015 08:06PM, CET
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208 29
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Printed on: Mon Aug 31,2015 11:22AM, CEST Electrophercgram Data Page 1 of 1

Figura 35. Resultado de la secuencia. Mutacion N-RAS p.Q61K

s : 7y (o5 .
oo 3 - ot Fos R 3 N AT = <

Figura 36. Imagen histologica de melanoma con mutacion N-RAS p.Q61K
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Figura 37. Resultado de la secuenciacion mutacion N-RAS p.Q61L

RESULTADOS [

Figura 38. Imagen histologica de melanoma con mutacion N-RAS p.Q61L
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Figura 39. Resultado de la secuenciacion mutacion N-RAS p.G12D

S

Figura 40. Imagen histol6gica melanoma con mutacién N-RAS p.G12D

4.2.1.1. DESCRIPCION DE LAS CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS DE
LOS MELANOMAS QUE PRESENTARON MUTACION N-RAS

En la Tabla 12 se describen los casos a estudio que presentaron mutacion del
oncogen N-RAS. La localizacion més frecuente de los melanomas con la mutacion
N-RAS fue: tronco (44%), seguido de cabeza y cuello (19%), extremidad inferior
(15%) y extremidad superior (11%), y el 11% restante correspondian a casos de

localizacion no filiada (Figura 41).
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m Extremidad Inferior
m Tronco
m Extremidad

Superior
m Cabeza y cuello

= No filiado

FIGURA 41. Distribucion de la mutacién N-RAS por sitio anatémico

En cuanto al tipo histolégico, el melanoma nodular fue el que méas presento la
mutacion en nuestra serie (55%), en segunda instancia el melanoma de tipo
extension superficial (30%) y por ultimo el melanoma de tipo léntigo maligno
(15%) (Figura 42). Por otra parte, los melanomas con un indice de Breslow > 1 mm
expresaron la mutacion en un 67% mientras que los melanomas con indice de
Breslow < 1 mm expresaron la mutacion en un 33%. La mayoria de melanomas N-
RAS positivo no estaba ulcerado (67%) y presentaban menos de 1 mitosis en el

48% de todos los casos analizados.

® Melanoma de
extension
superficial

= Melanoma Nodular

= Melanoma Lentigo
maligno

Figura 42. Distribucion de la mutacion N-RAS por tipo histoldgico
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Tabla 12. Localizacion de melanoma primario y caracteristicas histoldgicas de
los casos que presentan mutacion N-RAS

Localizacion n Frecuencia
Extremidad Inferior 4 15%
Tronco 12 44%
Extremidad Superior 3 11%
Cabeza y cuello 5 19%
No filiado 3 11%
Histologia
Extension Superficial 8 30%
Lentigo Maligno 4 15%
Nodular 15 56%
indice de Breslow
<1 mm 9 33%
>1 mm 18 67%
Ulceracion
No 18 67%
Si 9 33%
Mitosis/mm?
<1 13 48%
>1 14 52%

4.2.1.2. CORRELACION DEL ESTADO MUTACIONAL DE N-RAS CON LOS
PARAMETROS CLINICO-PATOLOGICOS

- En el estudio de prevalencia de la mutacion N-RAS en relacion con el sexo, se
encontro que los hombres presentaban la mutacion N-RAS en mayor frecuencia que
las mujeres (Figura 43). La mutacion N-RAS p.Q61R fue la mas comun tanto en
hombres como en mujeres, siendo la mutacion p.Q61K la segunda en frecuencia; y
en ultimo lugar, con la misma frecuencia en hombres (7%), las mutaciones p.Q61L
y p.G12D. En mujeres, la mutacion p.G12D ocupa el tercer lugar en frecuencia y la

mutacion p.Q61L el dltimo (Figura 44)
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= No Mutado = Mutado

Femenino Masculino

Figura 43. Prevalencia de la mutacion N-RAS por sexo

60%

50%
40%
30%
20%
10%
0%

p.Q61R p.Q61K p.Q61L p.G12D

m Masculino  33% 15% 7% 7%

® Femenino 19% 7% 4% 7%

Figura 44. Distribucion del tipo de mutacion N-RAS por sexo

- En el estudio de correlacion del estado mutacional N-RAS con la edad, se
encontrd que los casos que presentaban mutacion p.Q61K presentaban la menor
mediana de edad (59 afios) y los casos que presentaban la mutacion p.Q61L la
mayor mediana de edad (76 afios) (Tabla 13). También es evidente que la mutacion
no estaba presente en los casos con edades entre 20-34 afios y que el mayor
porcentaje de mutaciones se situaba en los sujetos con edades entre 65 — 79 afios
(30%) seguidos por los de 50-64 afios (18%) (Figura 45).
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Tabla 13. Mediana de edad por estado mutacional N-RAS

Estado Mutacional n Mediana-edad
Wild Type 99 61
Q61R 14 62
Q61K 6 59
Q61L 3 76
G12D 4 68

m No Mutado = Mutado

20-34 35-49 50-64 65-79 >80 afios
afos afos anos anos

Figura 45. Prevalencia de la mutacion N-RAS por edad

-En la correlacion del estado mutacional N-RAS con el tipo histolégico de
melanoma, encontramos que la presencia de mutacion N-RAS es mas frecuente en
el tipo histolégico nodular (55%) comparado con los tipos de extension superficial
y lentigo maligno (30 y 15% respectivamente) (Figura 46). La mutacion N-RAS es
prevalente en 31% de los melanomas frente a un 17% y 15% del melanoma Léntigo

maligno y melanoma de extension superficial (Figura 47).
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® Melanoma de
extension
superficial

= Melanoma Nodular

= Melanoma Lentigo
maligno

Figura 46. Distribucién del tipo histol6gico en los casos mutados

® No Mutado = Mutado

Extension Nodular Léntigo
Superficial Maligno
Melanoma

Figura 47. Prevalencia de la mutacion N-RAS por tipo histolégico

-En la Figura 48 se observa que un 15% de los casos que presentaban mutacion
positiva para N-RAS eran melanomas in situ, mientras que el 85% restante que
presentaban la mutacion, eran melanomas invasores. Es decir, en la muestra
tenemos una prevalencia de la mutacion N-RAS en los melanomas invasores del

23% frente a un 17% en los melanomas in situ (Figura 49).
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® Melanoma In Situ

= Melanoma Invasor

Figura 48. Distribucion de la mutacion N-RAS en melanoma In situ e invasores

100%
80%
60%
40%
20%
0% -
In Situ Invasor
® Mutado 17% 23%
® No Mutado 83% 7%

Figura 49. Prevalencia de la mutacion N-RAS en melanomas In situ e invasores

4.2.1.3. ESTUDIO ESTADISTICO DE LA ASOCIACION DEL ESTADO MUTACIONAL
DE N-RAS CON LAS DISTINTAS VARIABLES CLINICO-PATOLOGICAS Y DE
EVOLUCION CLINICA.

Se realizé el analisis de todos los casos correlacionando la presencia o ausencia de
mutacién del oncogén N-RAS con las variables clinico-histoldgicas mediante la
prueba no parametrica U de Mann-Whitney y no se observo asociacion con ningun
parametro clinico-patoldgico o evolutivo (Tabla 14).
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Tabla 14. Correlacion de la presencia o ausencia de la mutacién N-RAS con las

variables histoldgicas y clinicas

Variable P Prueba

Sexo 0,732

Edad 0,382

Breslow 0,287

Ulceracion 0,237

Mitosis/mm? 0,569

Regresion 0,388

Invasion vascular 0,447

Invasidon perineural 0,192

Elastosis 0,757

Tipo histolégico 0,615 _
Tipo Celular 0,162 U de Mann-Whitney
Fase de crecimiento 0,529

Linfocitos 0,635

Localizacion melanoma 0,619

Lesion melanica asociada 0,197

Metéstasis a distancia 0,666

Metastasis en transito 0,67

Metastasis ganglionar 0,41

Recaida local 0,711

Exitus 0,684

La proporcion de la mutacion N-RAS en el melanoma del tipo Fusocelular es de un

44% seguido por un 36% en el Globoide/Balonizado y un 19% en el Epitelioide, en

el tipo celular spitzoide no se encontré prevalente la mutacién (figura 50).
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100%
80%
60%
40%
20%
0%
& & & &
& %ooz’ & \600
<R <% No Mutado™ m MutadoC>

Figura 50. Prevalencia de la mutacion N-RAS por tipo celular

La prevalencia de la mutacién en funcion de su localizacion es de un 100% en los
no filiados, un 30% en la extremidad superior, un 20% en el tronco y un 19% y

15% para cabeza y cuello y extremidad inferior respectivamente (Figura 51).

m Mutado
= No Mutado
S O '\0& \\0 ) 60
& & ¢ & &
&bb ‘Zwb (‘)‘Zﬁ éo
& & &
@‘& ‘&@ (@]

Figura 51. Prevalencia de la mutacion N-RAS por localizacion

La proporcién de la mutacion N-RAS en el los tumores de mayor grosor es de 28%
en relacion a los mas delgados (Breslow <1) con un 15%; los tumores ulcerados
tienen un mayor porcentaje de mutacion 29% frente a los no ulcerados 19%
(Figuras 52 y 53).
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= Mutado
® No Mutado

<l mm >1 mm

Figura 52. Prevalencia de la mutacion N-RAS por indice de Breslow

100% -

80% -

60% 1 = Mutado

0% = No Mutado
b -

20% -

0%
No Si

Figura 53. Prevalencia de la mutacion N-RAS por ulceracion

La prevalencia de la mutacion en los tumores con mayor indice mitético fue
superior (24%) frente a aquellos con mitosis menores de 1 (19%); en la variable de
invasion vascular la proporcion fue similar en los dos grupos (20% para aquellos
con invasién vascular y 22% para los que no la presentaban) y una prevalencia nula
en el grupo con invasion perineural (Figuras 54 a 56).
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= No Mutado = Mutado

<1 >1

Figura 54. Prevalencia de la mutacion N-RAS por mitosis

100% -~
80% -

60% - = Mutado

® No Mutado
40% -

20% -

0%

No Si

Figura 55. Prevalencia de la mutacion N-RAS por invasion vascular

100% -~
80% -

60% - = Mutado

® No Mutado
40% -

20% -

0% . .
No Si

Figura 56. Prevalencia de la mutacion N-RAS por invasion perineural
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El mayor prevalencia de mutaciones en la variable de infiltrado linfocitario
peritumoral se agruparon en el TIL de tipo discontinuo y en las que el infiltrado se
encontraba ausente (24% y 21%), el porcentaje de la mutacion N-RAS fue mayor
en los tumores con regresion 31% frente a los que no la presentaban 20% (Figuras
57 y 58).

100%
80%
60%
40% ® Mutado
= No Mutado
20%

0%
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Figura 57. Prevalencia de la mutacion N-RAS por infiltrado linfocitario

100% -
80% -
60% - = Mutado
™ = No Mutado
b -
20% -
0% . .

No Si

Figura 58. Prevalencia de la mutacién N-RAS por regresion

La proporcion de mutacion en lesiones sin elastosis solar es mayor con un 24% en
relacion a los casos con elastosis 19%. La prevalencia de la mutacion es nula en el

nevus congeénito y el nevus displasico y su mayor porcentaje se encuentra en los
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casos sin lesiones melanociticas asociadas 23% seguido por el nevus melanocitico
comun (y 11%) (Figuras 59 y 60).

100%
80%
60% ® Mutado
= No Mutado
40%
20%

0%
No Si

Figura 59. Prevalencia de la mutacion N-RAS por elastosis solar

m Mutado
= No Mutado
Q> > xO o
QQ D S LN
. ‘&QO Qo’& Qg’ Q\rb,%
% Q QOQ Q\%
N 3 &
& <~ <
@0
@%
é@

Figura 60. Prevalencia de la mutacion N-RAS por lesion melanocitica asociada

Asimismo se estudi6 la asociacion del estado mutacional, analizado en 3 grupos: no
mutado, mutacién Q61R y mutacion distinta de la Q61R, mediante la prueba no
paramétrica Kruskal-Wallis. Se encontr6 una correlacion positiva entre la presencia
de una mutacion N-RAS distinta de la Q61R y la existencia de regresion tumoral
(p=0,023).
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4.2.2.4. -ESTUDIO ESTADISTICO DE LA ASOCIACION DEL ESTADO MUTACIONAL
DE NRAS CON LA SUPERVIVENCIA Y LOS INTERVALOS LIBRES DE
ENFERMEDAD LOCAL, REGIONAL Y A DISTANCIA.

-No se evidencié correlacion del estado mutacional N-RAS con los distintos
intervalos libres de enfermedad ni con el tiempo de supervivencia especifico del

tumor (Kaplan-Meier). (Figuras 61y 62)
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Figura 61. Tiempo de supervivencia especifica del tumor
Funciones de supervivencia
1,0 MUTACION
L'-{ _~ No Mutade
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0.6
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0,2
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Figura 62. Intervalo libre de metastasis
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4.3-ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

De los 126 casos iniciales, en el estudio inmunohistoquimico se evalu6 finalmente
un maximo de 119 casos y un minimo de 87, debido a insuficiente celularidad,
tumoral o linfocitaria, o una inmunotincion deficiente que impidiera una valoracion

fiable de los casos.

Los resultados de la expresién inmunohistoquimica para NRAS Q61R se detallan a

continuacion:

4.3.1 N-RAS (Q61R):

En el estudio inmunohistoquimico se  encontr6  inmunotincién
citoplasmatica/membranosa de intensidad débil, moderada o intensa en 13 casos y
todos ellos presentaban la mutacion p.Q61R por secuenciacion (Figuras 63 a). Tan
solo uno de los casos que tenia la mutacion p.Q61R por secuenciacion no mostrd
inmunotincion con el anticuerpo N-RAS Q61R. Ninguno de los casos que presento
una mutacion N-RAS distinta de la p.Q61R que reconoce especificamente el
anticuerpo utilizado en este estudio (p.Q61K, p.Q61L y p.G12D) ni los casos no

mutados, presentaron inmunorreactividad para N-RAS Q61R.

Por tanto, la especificidad del anticuerpo N-RAS Q61R en nuestra serie es del

100%, mientras que la sensibilidad es del 93%.
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Figura 63. Expresion inmunohistoquimica N-RAS: intensidad +++

Figura 64. Expresion inmunohistoquimica N-RAS: intensidad +
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4.3.2. PD-L1

Tras valorar la presencia 0 ausencia, intensidad y porcentaje de células con
inmunotinciéon citoplasmatica/membranosa para PD-L1, asi como de la
inmunotincion nuclear que encontramos en un nimero limitado de casos, y estudiar
su correlacion con los diferentes parametros de evolucion clinica, se obtuvieron los

siguientes resultados:

Figuras 65 a 69 Inmunotincion citoplasméatica/membranosa y nuclear para PD-L1.

Figura 65. Inmunotincion PD-L1 citoplasmética/membranosa +
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Figura 67. Inmunotincion PD-L1 Citoplasmatica/membranosa +++
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Figura 68. Inmunotinciéon PD-L1 nuclear ++

Figura 69. Inmunotinciéon PD-L1 nuclear +++
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4.3.2.1 CORRELACION DE LA INMUNOTINCION PARA PD-L1 CON LA
EVOLUCION CLINICA

Mediante regresion logistica se evidenciaron las siguientes asociaciones:

-Una correlacion positiva entre la expresion citoplasméatica/membranosa para PD-
L1y el desarrollo de metéstasis en transito (p=0,044) (Tabla 15).

Tabla 15. Correlacion de la inmunotincion PD-L1 con metastasis en transito

1C95%
Variable n p OR Inferior ~ Superior
PD-L1 Citoplasmatica 119 0,044 2,346 1,022 5,387
PD-L1 Nuclear 119 0,109 2,303 0,831 6,386

n: NUmero de casos

IC: Intervalo de confianza
p: Significacion estadistica
OR: Odds ratio

-Una asociacion positiva entre inmunotincion citoplasmatica/membranosa, asi
como la nuclear, para PD-L1 con el desarrollo de metastasis ganglionares. (Tabla
16)

Tabla 16. Correlacion de la inmunotincion PD-L1 con el desarrollo de
metastasis ganglionares

1C95%
Variable n p OR Inferior ~ Superior
PD-L1 Citoplasmatico 119 0,003 3,358 1,513 7,45
PD-L1 Nuclear 119 0,002 5,571 1,928 16,102

n: Numero de casos

IC: Intervalo de confianza
p: Significacion estadistica
OR: Odds ratio
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-No se observé asociacion entre la expresion de PD-L1 citoplasmatica/membranosa

ni nuclear con la aparicion de recaida tumoral. (Tabla 17)

Tabla 17. Correlacion de la inmunotincion de PD-L1 con la recaida tumoral

1C95%
Variable n p OR Inferior  Superior
PD-L1 Citoplasmético 119 0,716 0,811 0,262 2,513
PD-L1 Nuclear 119 0,083 2,890 0,872 9,574

n: NUmero de casos

IC: Intervalo de confianza
p: Significacion estadistica
OR: Odds ratio

-Se observd una asociacion positiva entre la inmunotincién nuclear, pero no la
citoplasmatica/membranosa, para PD-L1 con el desarrollo de metastasis a distancia
(p=0,003). (Tabla 18)

Tabla 18. Correlacién de la inmunotincion de PD-L1 con el desarrollo de
metdstasis a distancia

1C95%
Variable n p OR Inferior ~ Superior
PD-L1 Citoplasmatico 119 0,114 2,129 0,833 5,441
PD-L1 Nuclear 119 0,03 3,306 1,121 9,751

n: Numero de casos

IC: Intervalo de confianza
p: Significacion estadistica
OR: Odds ratio
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-No se observO  asociacion entre la  expresion de  PD-L1
citoplasmatica/membranosa, ni nuclear, con la mortalidad especifica por melanoma
(Tabla 19).

Tabla 19. Correlacion de la inmunotincion PD-L1 con éxitus

1C95%
Variable n p OR Inferior ~ Superior
PD-L1 Citoplasmatico 119 0,272 1,693 0,661 4,333
PD-L1 Nuclear 119 0,117 2,423 0,802 7,318

n: NUmero de casos

IC: Intervalo de confianza
p: Significacion estadistica
OR: Odds ratio

4.3.2.2. ESTUDIO DE LA ASOCIACION DE LA INMUNOTINCION PARA PD-L1 coN
EL TIEMPO DE SUPERVIVENCIA Y LOS INTERVALOS LIBRES DE ENFERMEDAD

LOCAL, REGIONAL Y A DISTANCIA.

Las curvas de Kaplan-Meier nos revelan resultados destacables para las variables
PD-L1 (citoplasmatica/membranosa y nuclear). Observamos una asociacion
positiva entre la expresién inmunohistoquimica citoplasmatica/membranosa para

PD-L1 y un acortamiento del intervalo libre de metastasis ganglionares.

123



DN RESULTADOS
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Observamos una asociacion positiva entre la expresién inmunohistoquimica nuclear

para PD-L1 y un acortamiento del intervalo libre de metastasis ganglionares.
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Observamos una asociacion positiva entre la expresion inmunohistoquimica nuclear

para PD-L1 y un acortamiento del intervalo libre de metéstasis a distancia.
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4.3.3.PD-1

4.3.3.1. CORRELACION DE LA INMUNOTINCION PARA PD-1 CON LA
EVOLUCION CLINICA

Tras valorar la presencia o ausencia, intensidad y porcentaje de celulas con
inmunotincion citoplasméatica/membranosa para PD-1 y estudiar mediante regresion
logistica su correlacion con los diferentes parametros de evolucién clinica se

obtuvieron los siguientes resultados:
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Figura 70. Imagen histologica de inmunotincion para PD-1. 10x.

Figura 71. Imagen histologica de inmunotincion para PD-1. 20x.
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-No se observd asociacion entre la expresion de PD-1 con la aparicion de recaida
tumoral (Tabla 20)

Tabla 20. Correlacion de la inmunotincion de PD-1 con recaida tumoral

1C95%
Variable n p OR Inferior  Superior
PD-1 119 0,441 1,580 0,493 5,06

n: NUmero de casos

IC: Intervalo de confianza
p: Significacion estadistica
OR: Odds ratio

-No se observé asociacion entre la expresion de PD-1 con el desarrollo de

metéstasis en transito (Tabla 21)

Tabla 21. Correlacion de la inmunotincion de PD-1 con metastasis en transito

1C95%
Variable n p OR Inferior ~ Superior
PD-1 119 0,486 1,388 0,552 3,488

n: Numero de casos

IC: Intervalo de confianza
p: Significacion estadistica
OR: Odds ratio

-Se observo una asociacion positiva entre la expresion de PD-1 con el desarrollo de

metastasis ganglionares durante el seguimiento clinico (p=0,028) (Tabla 22)
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Tabla 22. Correlacion de la inmunotincion de PD-1 con metéastasis ganglionar

1C95%
Variable n p OR Inferior ~ Superior
PD-1 119 0,028 2,24 1,954 5,258

n: NUmero de casos

IC: Intervalo de confianza
p: Significacion estadistica
OR: Odds ratio

-No se observd asociacion entre la expresion de PD-1 con el desarrollo de

metéstasis a distancia (Tabla 23)

Tabla 23. Correlacion de la inmunotincion de PD-1 con metastasis a distancia

1C95%
Variable n p OR Inferior  Superior
PD-1 119 0,101 2,333 0,848 6,421

n: Numero de casos

IC: Intervalo de confianza
p: Significacion estadistica
OR: Odds ratio

-No se observo asociacion entre la expresion de PD-1 con la variable éxitus (Tabla
24)
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Tabla 24. Correlacion de la inmunotincion PD-1 y éxitus

1C95%
Variable n p OR Inferior ~ Superior
PD-1 119 0,589 1,339 0,463 3,87

n: NUmero de casos

IC: Intervalo de confianza
p: Significacion estadistica
OR: Odds ratio

4.3.3.2. ESTUDIO DE LA ASOCIACION DE LA INMUNOTINCION PARA PD-1 CON
EL TIEMPO DE SUPERVIVENCIA Y LOS INTERVALOS LIBRES DE ENFERMEDAD
LOCAL, REGIONAL Y A DISTANCIA.

Observamos una asociacion positiva entre la expresion inmunohistoquimica para

PD-1 y un acortamiento del intervalo libre de metéstasis ganglionares.
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4.3.4. ESTUDIO DE LA ASOCIACION DE LA INMUNOTINCION PARA PD-L1 Y PD-1

CON EL ESTADO MUTACIONAL DE N-RAS

-En la tabla 25 se observa que no hay asociacion estadistica entre la expresion de
PD-L1yPD-1Yy la presencia de mutacion N-RAS.

Tabla 25. Correlacion de la mutacion N-RAS con la inmunotincion para PD-

L1y PD-1
Variable P Prueba

PD-L1 Citoplasma Intensidad 0,225

PD-L1 Citoplasma Porcentaje 0,401

PD-L1 Ndcleo Intensidad 0,211 U de Mann - Whitney

PD-L1 Nucleo Porcentaje 0,249

PD1 0,908

4.3.5. -ESTUDIO DEL VALOR PREDICTIVO MEDIANTE REGRESION LOGISTICA PARA

EL DESARROLLO DE METASTASIS A DISTANCIA:

La determinacion del mejor modelo predictivo mediante regresion logistica paso a
paso identifica el indice de Breslow (p=0,046) y la inmunotincion
citoplasmatica/membranosa para PD-L1 (p=0,035) como Unicos factores
independientes del resto y con una asociacién positiva con el desarrollo de

metastasis a distancia.

4.3.6. ESTUDIO DEL VALOR PREDICTIVO MEDIANTE EL AREA BAJO LA CURVA ROC

PARA EL DESARROLLO DE METASTASIS A DISTANCIA:

En el modelo béasico de prediccion, incluyendo como pardmetros clasicos indice de
Breslow, ulceracion y mitosis/mm?, el area bajo curva es de 0,872 y se incrementa
ligeramente (0,877) al afiadir al modelo la expresion inmunohistoquimica de PD-L1
citoplasmatica/membranosa. Es decir, que 5 de cada 1000 pacientes para los que el
modelo clasico no puede predecir el desarrollo de metastasis a distancia pueden

beneficiarse del estudio inmunohistoquimico para PD-L1.
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5. DESARROLLO ARGUMENTAL

El melanoma cutaneo es una neoplasia agresiva con unas bases geneticas
complejas, y en estadios avanzados es generalmente resistente al tratamiento
médico. * En la actualidad hay diversos trabajos que han evaluado el estado
mutacional N-RAS en melanoma y su valor como factor prondstico, encontrando

resultados contradictorios. 1°3 1°6. 157.161

En nuestra serie, observamos que la mutaciéon N-RAS en el coddn 61 estaba mutado
en el 18% de los casos y el codon 12, en el 3%. Estos hallazgos van en
concordancia con los diferentes estudios realizados acerca de la mutacién N-RAS
que muestran expresion de la mutacion en el codén 61 con una frecuencia que varia
entre el 15 y el 25% de los casos mutados, y del codon 12 entre el 1 y el 5% de los

casos mutados. 1%

De los casos que tenian mutado el codon 61 de N-RAS, la mutacion p.Q61R fue la
mas prevalente, seguida por la p.Q61K y la p.Q61L. Nuestros resultados son
equiparables a diversos estudios que encontraron una distribucion de la presencia y
tipos de mutaciones. **® Sin embargo, en un estudio de Grimm vy cols. se encontré

que la mutacion mas frecuente era la p.Q61K, seguida de la p.Q61R. **

No se encontrd una asociacion de la presencia o ausencia de mutacion N-RAS con
ninguna de las variables clinico-patoldgicas, pero si se observé que la mutacion de
N-RAS distinta de la Q61 era mas frecuente en casos melanomas con regresion

tumoral.

En cuanto al tipo histolégico de los casos mutados de nuestra serie, se observa que
el melanoma nodular es el mas frecuentemente mutado, mientras que el melanoma
de extension superficial es el mas frecuente en los no mutados. Y respecto a la
localizacion, el tronco es el sitio anatdbmico de mayor prevalencia de la mutacion al
igual que en los casos no mutados. En diversos estudios se ha encontrado que el
tipo histologico nodular y la localizacion en extremidades eran las que con mas

frecuencia presentaban la mutacién N-RAS, %6 198 159160
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En nuestro estudio la mediana de edad de los casos que presentaban la mutacion N-
RAS es de 62 afios, que es algo mayor de la que refieren algunos estudios previos
en los que la mediana de edad es de 56 afios. *°

En nuestra serie no se observo asociacion entre la presencia de mutacion N-RAS y
los intervalos libres de enfermedad ni la supervivencia global (p >0,05), como
tampoco con las variables clinicopatoldgicas prondsticas clasicas. Al igual que en
nuestro estudio, Akslen y su grupo no encontraron asociacion entre la mutacion N-
RAS y las variables clinico-histoldgicas prondsticas. '®® De hecho, existe
controversia sobre el valor prondstico de la mutacién N-RAS entre los diferentes
estudios. McArthur y cols. encuentran una asociacion de la presencia de mutacion
N-RAS con una menor supervivencia y tumores mas gruesos y con mayor indice
mitético. " En el mismo sentido, Jakob y cols. encontraron un acortamiento del
tiempo de supervivencia de los pacientes que presentaban mutacion N-RAS asi
como una mayor incidencia de metéstasis cerebrales que en los casos no

mutados.**®

En cuanto a los resultados inmunohistoquimicos para NRAS Q61R, de los 126
casos analizados por secuenciacion, 27 de ellos presentaron mutacion N-RAS, y de
éstos, 14 presentaron la mutacion Q61R y en el estudio inmunohistoquimico
mediante un anticuerpo comercial especifico para NRAS Q61R, se observo
inmunotincion positiva en 13 de los 14 casos que presentaban la mutacion Q61R
por secuenciacién, y ausencia de inmunotincién tanto en el caso restante de los 14
con la mutacion p.Q61R, como en todos los casos con mutaciones no-Q61R
(Q61K, Q61L y G12D) y aquellos con N-RAS nativo, lo que da una sensibilidad de

la inmunohistoquimica con este anticuerpo del 100% y una especificidad del 93%.

En este aspecto, nuestros resultados son comparables con los diferentes estudios
gue han empleado esta técnica inmunohistoquimica para la deteccion de la
mutacion Q61R de N-RAS. Asi, Uguen y cols. encontraron en su serie una
sensibilidad del 100% y una especificidad del 99% del anticuerpo NRAS
Q61R.1#1%* En |a publicacién de Massi y su grupo encuentran con este mismo

163

anticuerpo una sensibilidad y especificidad del 100%"°. Asi mismo, el grupo de

llie encontré una especificidad del 92% en su estudio. **°
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Con todos estos datos podemos decir que el anlisis inmunohistoquimico con el
anticuerpo (clon SP174) para detectar la mutacion NRAS Q61R tiene una alta
sensibilidad y especificidad y deberia ser una parte integral en el estudio de los

melanomas cutaneos.
PD-L1yPD-1:

El PD-L1 se expresa en varios tipos de tumores, y la interaccion con PD-1 ha
demostrado la inhibicion de las células T. El bloqueo de PD-L1/PD1 también se ha
asociado con mejoria del crecimiento tumoral. **®*®” Debido a su papel en el
desarrollo del tumor, el valor pronostico de PD-L1 se ha estudiado en varios casos
y se ha encontrado que se asocia con mal prondstico en carcinoma de pulmén de

célula no pequefia, carcinoma gastrico y carcinoma de células renales. 168 169 170

En el estudio realizado por Blank y cols. no se encontrd6 una correlacion
significativa con el prondstico de la expresion positiva del anticuerpo PD-L1 en

melanoma. 1"

En el estudio de la expresion de la tincion inmunohistoquimica para PD-L1
encontramos en nuestra serie una inmunotincion citoplasméatica/membranosa en la
mayoria de los casos, y, en un numero menor de casos observamos una tincién
nuclear moderada/intensa. En la literatura, los reportes de estudios realizados con
este anticuerpo no encuentran una tincién nuclear para PD-L1, 174 175 176, 177, 178,179
De hecho, Scolyer y cols. describen que la expresién inmunohistoquimica para PD-
L1 es membranosa/citoplasmatica y hacen énfasis en que no se observa una tincién

nuclear. *&°

En nuestro estudio destaca la correlacion directa de la inmunotincién positiva
citoplasmatica/membranosa para PD-L1 con el desarrollo de metastasis en transito
(p=0,044). Asi mismo, encontramos una clara asociacién positiva entre la expresién
inmunohistoquimica citoplasméatica/ymembranosa y nuclear con el desarrollo de
metastasis ganglionares. No se observd asociacion entre la expresion
citoplasmatica/membranosa ni nuclear de PD-L1 con el acortamiento del tiempo de
recaida local.

137



D DESARROLLO ARGUMENTAL

Un hallazgo singular en nuestro estudio es correlacion de la positividad nuclear
para PD-L1 en las células tumorales con un acortamiento del periodo libre de
metastasis a distancia (p=0,002), mientras que la tincion citoplasmatica no arrojé
los mismos resultados, hallazgo que le confiere valor pronostico a un
inmunomarcaje nuclear. Consideramos que la interpretacion mas plausible de esta
inmunotincion nuclear de PD-L1 es la translocacion al ndcleo de esta molécula en
tumores agresivos, algo que se ha descrito previamente para otras moléculas de la
superficie celular, como CXCR4 y EGFR, y que también se asocian con un peor

prondstico en diferentes tipos de cancer. 8182

En cuanto a la supervivencia global, nuestro estudio no se encontr6 una correlacion
entre una inmunotincion positiva para PD-L1 y el tiempo de supervivencia de los
pacientes con diagnostico de melanoma cutaneo, resultados descrito también por

Blank 7

quienes no encontraron esta relacion. Sin embargo en un estudio
efectuado por Massi y cols., estos autores observaron un acortamiento del tiempo

de supervivencia global. *®

En nuestro estudio, hemos encontrado una asociacién positiva de la expresion para
PD-1 y el desarrollo de metéstasis ganglionares, asi como un acortamiento del
periodo libre de metéastasis ganglionares. El incremento de la expresion de PD-1y
su ligando (PD-L1) en los melanomas que han metastatizado demuestra que es un
factor de mal prondstico de melanoma cutéaneo. Nuestros resultados son similares a

17

los del grupo de Hino ' quienes encontraron una correlacién de PD-L1 con

progresion de la enfermedad.

En cuanto a la correlacion de la expresion de PD-L1 con las variables clasicas de
prondstico (Breslow, ulceracién y mitosis/mm?), encontramos una asociacion entre
la expresion del PD-L1 con un indice de Breslow >1 mm, explicando asi, el
mecanismo de “evasion inmunologica” de las células tumorales que escapan a la
lisis por activacion de las células T, y en consecuencia, permite el crecimiento
tumoral. Estos resultados se encuentran también apoyados por los grupos de Hino y

Massi 174,176
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El significado funcional de la expresion de PD-L1 esta clasicamente atribuido a la
inhibicién de la respuesta de las células T mediante la union al receptor de PD-1.'%
El rol de PD-L1/PD-1 en el desarrollo de tumores ha sido estudiado en diferentes
tumores (carcinoma pulmonar de células no pequefias, carcinoma gastrico y
carcinoma de células renales) y se ha asociado a mal pronéstico. *"**%* Aunque
existan muchas publicaciones sobre la expresion de PD-L1 en melanoma, la

relevancia prondstica en pacientes con melanoma ha sido sugerida recientemente.
171,172

Nuestros hallazgos evidencian la relevancia clinica de la expresion
inmunohistoquimica de PD-L1. Cuando el PD-L1 se encuentre expresado en la
poblacién tumoral de los melanomas primarios, un seguimiento mas cuidadoso
podria ser requerido ya que una inmunotincion  positiva, tanto

membrabnosa/citoplasméatica como nuclear, se asocia a un mal prondstico.
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6. CONCLUSIONES

1. El estado mutacional del gen N-RAS no se correlaciona con el desarrollo de
recidiva local o metastasis, con el intervalo libre de enfermedad, ni con el
tiempo de supervivencia global especifica, por lo que podemos concluir que

no influye en el prondstico del melanoma cutaneo.

2. Una inmunotincion positiva con el anticuerpo SP174 presenta una alta
sensibilidad (100%) y especificidad (93%) para la mutacion Q61R, la mas
frecuente del gen NRAS en el melanoma, por lo que puede considerarse una
herramienta coste efectiva de gran utilidad para facilitar la deteccidn de esta
mutacién y la seleccién de pacientes para terapias frente a dianas

moleculares.

3. La inmunotincidn positiva para PD-1 en los linfocitos asociados al tumor se
correlaciona con el desarrollo de metastasis ganglionares y con un
acortamiento del intervalo libre de éstas, por lo que podria considerarse

como un posible marcador de diseminacién linfatica del melanoma.

4. La inmunotincién citoplasmatica/membranosa para PD-L1 en las células
tumorales del melanoma, es independiente del estado mutacional del gen N-
RAS.

5. La presencia de inmunotincion citoplasmatica/membranosa positiva para
PD-L1 en las celulas tumorales se correlaciona con el desarrollo de
metastasis y con un acortamiento del intervalo libre de metastasis

ganglionar.

6. La inmunotincion nuclear para PD-L1, no previamente descrita, es
infrecuente, pero el 80% de pacientes en los que se detecta ésta en el
melanoma primario, desarrolla metastasis ganglionares, presentando
asimismo un acortamiento del intervalo libre de metéstasis ganglionares y a

distancia.
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7. Podemos concluir que, en base a nuestros resultados, la expresion
inmunohistoquimica de PD-L1 en melanomas primarios cutaneos debe ser

considerada como un factor de mal prondstico.
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