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2.Acronimos

AJCC: American Joint Committee on Cancer

ARF: Alternative reading frame

ARS: alteracion respiracion durante el suefo

CBC: Carcinoma basocelular

CCNM: Cancer cutaneo no melanoma

CEC: Carcinoma epidermoide cutaneo

CECa: Carcinoma epidermoide cutaneo adenopatico

CECna:Carcinoma epidermoide cutdaneo no adenopatico

CECAR: carcinoma epidermoide cutaneo de alto riesgo.

CECBR: Carcinoma epidermoide cutaneo de bajo riesgo.

CPAP: Sistema de presion positiva continua

CSK1B: Subunidad 1 de las ciclinas reguladoras dependientes de quinasas

ESS: Score Epworth Sleepiness Scale

EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico

ERK: Quinasa reguladora de senales extracelulares, en inglés, Extracelular signal regulated

kinase

ERO: Especies reactivas de oxigeno

FISH: Hibridacion in situ mediante inmunofluorescencia

GC, ganglio centinela

HR: Hazard ratio

HIF-1: Factor inducido por hipoxia 1

HI: Hipoxia intermitente.
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IAH: indice de apnea/hipopnea

IAH: Numero de apneas e hipopneas por hora de suefio (polisomnografia) o grabadas
(poligrafia respiratoria)

IC: Intervalo de confianza

IDO3y: Indice de desaturacién de oxigeno al 3%

IDOgy: Indice de desaturacién de oxigeno al 4%

IMC: indice de masa corporal

IPN:invasién perineural

L

LDH: Lactato deshidrogenasa
LIT: Linfocito intratumoral

M

MC: Melanoma cutaneo

MAPK:Proteina quinasa activadora de mitdégeno, en inglés mitogen-activated protein kinase
MC1R: Receptor de melanocortina 1

MCI&L: Melanoma de crecimiento intermedio y lento

MCI: Melanoma de crecimiento intermedio

MCL: Melanoma de crecimiento lento

MCR: Melanoma de crecimiento rapido

MITF: Factor de transcripcion asociado a la microlftalmia

MM: Melanoma maligno

MMP-2: Metaloproteinasa de matriz tipo 2

N

N: Afectaciéon nodal
NA: no aplicable
Q

o
P
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PTEN: proteina homdloga de fosfatasa y tensina

RIC: Rango intercuartilico

SAOS: Sindrome de apnea obstructiva del suefio

SG: Supervivencia global
SLE: Supervivencia libre de enfermedad

SLR: Supervivencia libre de recurrencia

|

T: Tumoracién primaria

TM: Tasa de mitosis

TRS: Trastorno respiratorio del suefo

Tsatogo: Tiempo nocturno con saturaciéon menor del 90%

Tsatoo : Porcentaje de la noche en la que la saturacion arterial de oxigeno decayo por debajo
del 90%.

UV: Ultravioleta

VC: Velocidad de crecimiento

VCm: Velocidad de crecimiento modificada

VEGF: Factor de crecimiento vascular endotelial
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3.Resumen

La incidencia del cancer de piel se ha incrementado exponencialmente en los ultimos
anos debido en parte a la mayor longevidad de la poblacion general a nivel mundial, y en
parte atribuible a la modificacién del comportamiento social con respecto a la exposicion
solar con un predominio de un patrén de exposicidn intenso vacacional desde mediados del
siglo XX. (1,2)

Dentro de los diferentes canceres de piel clasificados en base a la tasa de
frecuencia/mortalidad global, el melanoma maligno (MM) y el carcinoma epidermoide

cutaneo (CEC) son los mas relevantes en el campo de la Dermatologia.

En los ultimos afos se han producido grandes avances en la capacidad de predecir el
pronodstico y en el tratamiento del MM, y en menor medida del CEC. A pesar de todos los
grandes avances en el campo de la investigacion basica y translacional, y de los grandes
esfuerzos en campanas de prevencion social, se ha observado que la incidencia de MM de
espesor elevado se ha mantenido estable a lo largo del tiempo, asi como la mortalidad. Esto
se ha atribuido a la existencia de un grupo de tumores que tienen una tasa elevada de
crecimiento que dificulta su diagndstico precoz y que condiciona una mayor agresividad
biolégica. Este hecho también se constata desde el punto de vista clinico en el que se
observan tumores que han sido detectados de forma relativamente rapida pero que se

diagnostican con espesores elevados.

Lo mismo ocurre con el CEC, en los que aun teniendo en cuenta los factores
pronosticos conocidos, el comportamiento no siempre es predecible y por el contrario parece

correlacionarse con la impresion clinica del tumor que crece rapidamente.

En el presente trabajo se pretende evaluar un marcador biolégico y dinamico en el
cancer, como es la velocidad de crecimiento tumoral, como parametro prondstico de ambas
tumoraciones. El estudio de esta variable, sugerida como de mal prondstico en la literatura
relacionada con ambos tumores, permitiria esclarecer la agresividad tumoral clinica y definir
bioldgicamente a la tumoracion a fin de caracterizar de una forma mas certera ambos tipos

de cancer y con ello mejorar tanto su orientacion prondstica como su actitud terapéutica.
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4.Introduccion

4.1.Situacion actual del melanoma cutaneo

4.1.1. Introduccién y epidemiologia

A pesar de que el melanoma maligno (MM) representa menos del 5% de los canceres
cutaneos, su impacto sanitario es marcadamente elevado, con una tasa estimada anual de
50,000 muertes a nivel mundial. El MM es una tumoracion maligna de estirpe melanocitica
potencialmente letal que representa actualmente hasta el 75% de las muertes producidas
por el cancer cutaneo.(3) Su localizacién mas frecuente es la piel aunque se ha descrito en

el epitelio de las mucosas, en la conjuntiva, en la retina y en las leptomeninges.

La incidencia global ha mostrado un incremento progresivo en los ultimos 50 afos,
hasta la situacion actual, en la que se diagnostican cerca de 200,000 nuevos casos
anualmente.(4) La incidencia de melanoma en caucasicos es inversamente proporcional a la
distancia al ecuador. Asi, Nueva Zelanda y Australia tienen la mayor incidencia anual de MM
a nivel mundial.(5) Queensland, Australia, determind en 2002 una incidencia anual de 82,1
casos de MM invasor por 100,000 habitantes/afio en el sexo masculino y de 55,3 por
100.000 habitantes/afio en el sexo femenino.(5) En Nueva Zelanda en 1999, la incidencia
cruda anual de MM invasor fue de 77,7 por 100,000 habitantes/ano.(6) En Europa, la mayor
incidencia en varones aparece en Alemania, Noruega, y Suiza, mientras que Dinamarca,

Islandia, Noruega y Suiza muestran la mayor incidencia en mujeres.(7)

Estados Unidos es un buen ejemplo que refleja el incremento a nivel mundial de la
incidencia de MM. Asi, en el ano 1992 la incidencia era de 18,2 por 100,000 habitantes; en
2004 esta incidencia llegé a 26,3 por 100,000 habitantes.(8) En 2014 se estima que 76,100

pacientes seran diagnosticados de MM, con 9,710 muertes relacionadas con el mismo.

En Australia se ha detectado una estabilizaciéon juvenil y un incremento de la

incidencia del melanoma en la poblacién mayor de 65 afios.(9)

En Europa existe un incremento de la incidencia en paises del norte, con un marcado
caracter cultural acompanado de un descenso del numero de casos en la juventud y un

aumento en las personas mayores de 65 afnos.(10) En el caso de Espafa, pais en el que los
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datos epidemioldgicos son escasos, a partir de informes aislados se estima que la incidencia
es de 2,4 casos anuales por cada 100,000 hombres y de 4,99 casos anuales por cada
100,000 mujeres (incidencia en el periodo comprendido entre 1993-6).(11)

4.1.2. Factores de mal prondstico en el melanoma cutaneo

4.1.2.1. Factores de mal prondstico integrados en la guia actual del

estadificacion del melanoma

Actualmente existen una serie de factores prondstico con implicaciéon terapéutica
globalmente aceptados en el MM que se encuentran incluidos en la séptima edicion de la
American Joint Committee on Cancer (AJCC) (Tabla 1). Estos parametros incluyen los
siguientes factores clinico-patoldgicos: grosor tumoral (Breslow) en milimetros, la presencia
0 ausencia de ulceracién, la afectacion nodal clinica, y la existencia de metastasis a
distancia.(12,13)

Tabla 1. Estadificacion del MM

Clasificacion

Espesor (mm) Ulceracién/Mitosis
Tis NA NA
T a: sin ulceracion y mitosis
<1,00 <1mm?
b: con ulceracién o mitosis
>1mm?
T2 a: Sin ulceracién
1,01-2.00

b: Con ulceracion

a: Sin ulceracion
T3 2,01-4,00

b: Con ulceracion

a: Sin ulceracion
T4 >4.,00

b: Con ulceracion
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Numero de Adenopatias Tipo afectacion

metastasicas
NO 0 NA

a:micrometastasis
N1 1 b:macrometastasis

a:micrometastasis

N2 2-3 b:macrometastasis

c: metastasis en
transito/satelitosis sin afectacion
nodal

4 0 mas nodulos

metastasicos, o nédulos
N3 compactados, o metastasis
en transito/satelitosis con
nodulos metastasicos

Y Localizacion Niveles de LDH

MO No metastasis a distancia NA

M1a Metastasis ganglionares, Normal
subcutaneas o cutaneas
distantes

M1b Metastasis pulmonares Normal

M1c Otras neoplasias viscerales Elevados
Cualquier metastasis a
distancia

T: Caracteristicas de la tumoracioén primaria

N: Afectaciéon ganglionar

M: Afectacién metastasica a distancia

NA, No aplicable. LDH: Lactato deshidrogenasa

*Micrometastasis, son diagnosticadas tras la biopsia del ganglio centinela

*Macrometastasis, son definidas como afectacién nodal clinicamente detectable y
confirmada patolégicamente

El espesor de Breslow es actualmente considerado el factor predictivo mas importante
de supervivencia en el MM localmente invasivo.(12) La tasa de mitosis (definido como el
nimero mitosis por mm?) fue introducido en las guias de 2009 como un factor predictivo
nuevo, potente, e independiente de la supervivencia de pacientes con melanoma de espesor
fino (= 1mm).(15)
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Esta medida refleja la proliferacion tumoral en la fase de crecimiento vertical, y
reemplaza al nivel de Clark, que actualmente no se recomienda como criterio de

estadificacion.

De forma adicional, la biopsia del ganglio centinela es actualmente considerada un
procedimiento estandar para la estadificacion de los pacientes con un MM >1Tmm sin
afectacion clinica nodal y para ser considerada en aquellos casos de MM < 1mm con

ulceracion o con al menos una mitosis por mm?. (12)

Para la AJCC los MM estadio la, con un espesor tumoral de Breslow < 1mm, la
ausencia de ulceracion y con un indice mitdtico <1/mm?, la exéresis quirlrgica es el
tratamiento de eleccion, y este grupo presenta un excelente prondstico con una

supervivencia a largo plazo del 96% en 20 afios de seguimiento.(16)

En contraste al grupo previo, los pacientes con melanoma avanzado tienen un
pronostico sombrio, con unas tasas de supervivencia a los 5 anos de seguimiento del 40%

en los MM estadio Il y tasas de supervivencia del 33% a 1 afo en los estadio IV.(12)

Entre ambos estadios, nos encontramos a los pacientes clasificados dentro de los
estadios IB y Il, cuyo prondstico resulta dificil de definir. De esta forma, si bien es cierto que
la guia de la AJCC define de forma general las probabilidades de progresiéon tumoral de este
subgrupo, también lo es que el elevado numero de pacientes que conforman este grupo
hacen que exista una gran variabilidad en la definicion del prondstico individual de cada caso
dentro de cada estadio. (13,17)

Sin duda, este grupo de MM IB y Il contribuyen de forma clave en la mortalidad del
MM debido al numero de pacientes que son clasificados en estos estadios y al hecho de que
la probabilidad de progresion de éstos alcanza el 25% de los casos.(8) Esto queda reflejado
en el hecho de que a pesar del generalmente aceptado buen prondstico de los MM de

espesor fino (£ 1mm) hasta un 15% de las muertes por MM se producen en este grupo.(18)

Por lo tanto, resulta imprescindible identificar nuevos parametros que permitan definir
el riesgo de progresion tumoral en el MM con la finalidad doble de esclarecer de forma mas

certera el prondstico y de establecer terapias personalizadas.
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4.1.2.2. Factores de mal prondéstico en el melanoma

4.1.2.2.1. Factores clinico-patolégicos

Existen una serie de marcadores clinico-patolégicos que han demostrado un valor

predictivo independiente en la supervivencia del MM.

Respecto al sexo, las mujeres con melanoma presentan una mejor supervivencia
respecto a los hombres, posiblemente relacionado a las diferencias en la biologia tumoral o a
la interaccién tumor-huésped.(19) La ventaja de supervivencia se ha descrito en todos los
estadios tumorales, en los que las mujeres presentan una mejor supervivencia especifica por
MM (HR 0,62-0,74) y un menor riesgo de desarrollar metastasis nodales (HR 0,58-0,7) que
los varones.(20) El valor de esta importante variable, considerada por algunos autores
como un factor pronéstico independiente, (20) ha sido no obstante analizada recientemente
por Kindem y colaboradores, a partir del analisis de 1,607 casos consecutivos de MM
localizado. En éste concluyen que la mayor supervivencia de las mujeres sobre los hombres
no persiste tras la realizacion del ajuste para multiples variables pronodsticas, como el lugar

anatémico, el espesor de Breslow, la tasa mitética, y la ulceracion.(21)

El lugar anatémico del MM primario ha sido identificado como otro factor prondstico
independiente de la supervivencia tumoral, siendo aquellos MM localizados en cabeza y
cuello los que presentan peor supervivencia libre de enfermedad(SLE). (22) Fadaki y
colaboradores observaron como los MM localizados en cabeza y cuello mostraban la menor
tasa de afectacion de ganglio centinela(10,8% con respecto al 19,3% en tronco y 16,8% en
extremidades; P=0,002) pero la peor SLE (supervivencia libre de enfermedad) a los 5 anos
(p<0,0001) comparado con las otras localizaciones. Analisis multivariantes corroboraron la
importancia de la localizacion del MM en cabeza y cuello, confirmando este asentamiento
como un factor predictivo independiente de disminucion tanto de SLE como de supervivencia

global(SG, P<0,001) con respecto a otras localizaciones anatémicas.(23)

Otro estudio, usando como control las extremidades superiores, mostré una reduccion
de la supervivencia relativa, con un riesgo de muerte de 1.65 (P<0,001) para aquellos casos
de MM de cabeza y cuello en varones, mientras que el tronco fue la localizacién tumoral de

peor supervivencia relativa en mujeres (1,4; P<0,001). (24)
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Desde el punto de vista histolégico los subtipos de MM nodular y desmoplasico son
las variantes asociadas con un peor prondstico en relacion con el lentigo maligno y la

variante de MM de extension superficial.(22)

A su vez, la existencia de linfocitos intratumorales (LIT) aparecen principalmente en
MM de espesor fino.(25) Un elevado grado de LIT aparece como un factor predictivo
independiente de ganglio centinela negativo (odds ratio 0,67; P<0,001), asi como de mejor
SLE vy supervivencia libre de recurrencia (SLR) del MM en una larga cohorte de pacientes
con MM 20,75 mm.(26) Un estudio poblacional de mayor tamano confirmé estos resultados,
mostrando una asociacion independiente entre el LIT y la SLE del MM, con una mortalidad
especifica de MM un 30% menor en pacientes con un LIT leve (HR 0,7 tras ajuste por edad,
genero, localizacion y estadio AJCC) y un 50% menor en pacientes con una marcada LIT,

comparado con casos de MM sin LIT.(20)

La existencia de multiples MM primarios en un mismo paciente ha sido descrito en el
1,2-8,2% de las poblaciones europeas y hasta un 23% de los pacientes en poblaciones con
elevada incidencia de MM como Queensland, Australia.(22,23) Dos publicaciones recientes
muestran una peor supervivencia de aquellos casos con MM multiples (24,25), datos que

contradicen estudios previos.(22,26)

4.1.2.2.2. Marcadores biolégicos de progresién

Las alteraciones genéticas en el MM aparecen como combinaciones particulares de
lesiones que interrumpen un preciso grupo de vias moleculares, cada una de las cuales
presenta un papel crucial en el desarrollo de esta proliferacién neoplasica maligna.(27)

(Figura 1)
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Figura 1. Vias de la MAPK (proteina quinasa activadora por mitégeno) d la PI3K (fosfatidil-inositol
3’quinasa)

El modelo histopatologico de Clark (figura 2) describe los cambios histologicos que
acompainan a la progresion de una lesion melanocitica desde una lesién benigna hasta el
desarrollo de un MM. (28)
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a. 12 fase: La formacion de la lesion melanocitica

Segun el modelo de Clark,(28) el primer fendmeno en el inicio de una lesion
melanocitica es el desarrollo del nevo melanocitico, compuesto por melanocitos sin atipia
citolégica con tendencia a organizarse en nidos celulares. La evolucion benigna de esta
lesiéon melanocitica viene determinada por un crecimiento celular limitado, de forma que un
nevo melanocitico raramente progresa a melanoma. La ausencia de progresiéon de esta
hiperplasia celular viene probablemente determinada por un mecanismo de senescencia

celular regulado genéticamente.

Desde el punto de vista molecular, la proliferacion névica viene determinada por la
activacion de la MAPK (proteina quinasa activadora de mitégeno, del inglés, MAPK [mitogen-
activated protein kinase]), también denominada ERK 1 / 2 (quinasa reguladora de sefiales
extracelulares, del inglés, ERK [Extracelular signal regulated kinase]). Se trata de una
compleja via que actua a modo de mediador intracelular en la transmisién de la informacién
procedente de un receptor tirosin-quinasa extracelular a un efector intracelular, que en este
caso genera la proliferacion vy crecimiento celular de los melanocitos. Clasicamente
considerada primariamente mitogénica, la activacion de la via de la MAPK también regula la
diferenciacion, la senescencia y la supervivencia celular no solamente del MM, sino de una
amplia variedad de canceres no cutaneos.(29) La activacién patolégica de esta via de
proliferacion melanocitica se debe principalmente al desarrollo de una mutacién activadora
de BRAF, o en menor medida de NRAS. Ambas mutaciones son excluyentes entre si en
cuanto a su aparicion, de forma que la presencia de mutacion en el BRAF va acompanada

de ausencia de mutacion en la familia RAS y viceversa.

El hecho de que estas mutaciones parecen ser el origen del proceso proliferativo
melanocitico, unido a que la eliminacion in vitro de estas 2 proteinas (BRAF, NRAS) inhiben
el crecimiento del MM(30,31) ha hecho que actualmente se considere el bloqueo de éstas

como una de las posibles dianas moleculares terapéuticas del futuro.

a.1 Mutacion del gen BRAF

La mutacion en BRAF, principalmente una sustitucién fosfomimética en el dominio de

activacion de la quinasa, V600E, es la mutacion somatica mas prevalente en el melanoma,
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con una prevalencia que oscila entre el 27 y el 70% de los casos, (32,33) confiriendo una
activacion constitutiva. La distribucion con la que aparece esta mutacién en funcién del tipo
de fotoexposicion solar sugiere una posible relacién etioldgica con los rayos ultravioleta (UV).
Esta alteracion, que ha sido detectada en una gran variedad de neoplasias, también aparece
en lesiones melanociticas benignas, de forma que entre 73 y 82% de los nevo comunes y
entre el 52 y 80% de los nevo atipicos presentan esta mutacion.(33—-35) Este hecho
establece que, si bien la mutacion activadora del gen BRAF es la alteracion inicial mas
frecuente en el inicio del desarrollo de proliferaciones melanociticas, no es en absoluto
suficiente para inducir el desarrollo de un MM. De esta forma su evolucién hacia el desarrollo
de la neoplasia melanocitica maligna dependera de la existencia de otras mutaciones

asociadas. La proteina mutante BRAF'®%%F

va acompaniada de senescencia celular
principalmente mediante la induccion concomitante del INK4a (quinasa 4 inhibidora del ciclo
celular) y de SA-B-Gal (B-galactosidasa acidica asociada con senescencia). La mutacién
asociada de ésta o de otra via de senescencia celular todavia no conocida seria una posible

causa del desarrollo de MM.(13)

a.2 Mutacion en la familia RAS

En contraste con otros tumores solidos, las mutaciones de la familia del gen RAS son
poco frecuentes en el MM, de modo que se detectan sélo en el 10-15% de los casos. EI| MM
nodular amelanaético supone la variante de MM que muestra mutaciones de este gen con
mayor frecuencia.(36) NRAS es el subtipo de la familia RAS que con mayor frecuencia se
encuentra mutado en los procesos melanociticos. La mutacion activadora de este gen
aparece en el 56% de los nevo congénitos, en el 33% de los MM primarios y hasta en el 26%
de los MM metastasicos.(37) Su activacion se ha correlacionado con los MM nodulares y
con la fotoexposicion.(38) La activacion de HRAS ha sido detectada excepcionalmente en el
MM, pero sin embargo se pueden encontrar aproximadamente en un 10% de los nevo de
Spitz.(39) La presencia de una u otra mutacion activadora suponen distintos
comportamientos biologicos de las lesiones pigmentadas. Asi, la existencia de la mutacién
activadora en HRAS, asociada a mutaciones inactivadoras de INK4a, ARF (del inglés,
“‘Alternative Reading Frame”) y/o pb53 se asocian al desarrollo de MM no
metastasicos.(40,41) Por el contrario, la mutacién en NRAS con deficiencia en INK4a/Arf se
asocia con melanomas cutaneos con elevada capacidad invasiva y corta latencia,
correspondiéndose clinicamente al MM nodular, con gran capacidad de diseminacion a
distancia.(40,42)



36 | Velocidad de crecimiento en el cancer de piel

b. 22 fase: Desarrollo de atipia citolégica e inactivacion de genes supresores

tumorales

El siguiente paso en la evoluciéon del MM segun el modelo de Clark es el desarrollo de
atipia citoldgica que resulta desde el punto de vista clinico en un nevo displasico. Esta lesidn
surge de novo en un 85% de los casos, mientras que hasta el 15% surge de un nevo

melanocitico juntural previamente establecido.(27)

Las alteraciones moleculares en este estadio incluyen aquéllas que cursan con
disrregulacion de la velocidad de crecimiento, con alteracion en la reparacion del DNA y con

la pérdida de la capacidad de apoptosis celular.

Entre un 25 y un 40% de los casos de melanoma familiar presentan una alteracién
caracteristica,(43) que consiste en una mutacion en la linea germinal que inactiva al
CDKNZ2A, gen simple que codifica 2 proteinas supresoras tumorales, p16 INK4A y p14 ARF
(proteina resultante de la lectura en direccion opuesta de los exones compartidos con
INK4A; p19 ARF en ratones).(44,45) Este gen de forma aislada incrementa la probabilidad

de desarrollar MM a partir de nevo displasico o de novo.

Entre el 25 y el 50% de los casos de melanoma esporadico presentan mutacion en
otro gen supresor tumoral, conocido como PTEN (proteina homodloga de fosfatasa y tensina,

del inglés “phosphatase and tensin homologue”).(46)

La aparicion de ambas mutaciones de forma aislada no generan el desarrollo de MM
ya que existen vias alternativas todavia hoy no conocidas que compensan dichos déficits. La
afectacion combinada de ambas mutaciones o de una de ellas con mutaciones en otros

genes conducen al desarrollo de MM.

b. 1 PTEN, regulador negativo de la fosfatidinilinositol-3-quinasa (PI3K) y muerte celular

La via de PI3K-AKT es detectada frecuentemente en un estado de hiperactivacion en
el MM. Esta via actua como segundo mensajero intracelular de multiples factores de
crecimiento o integrinas extracelulares que se unen a receptores quinasa dependientes, que
como resultado generan un aumento de la proliferaciéon y supervivencia de las células

neoplasicas.
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Actualmente se ha descrito que el grado de activacién de esta via, traducido en unos
niveles elevados de AKT fosforilada, se correlaciona de forma adversa con la supervivencia

global.(47) Este hecho resalta la importancia de esta via en el desarrollo de la enfermedad.

El principal problema que surge en el estudio de esta via reguladora es que, a
diferencia de la MAPK, no se han conseguido identificar aquellos componentes clave que
regulan esta compleja cascada de eventos. De éstos, el unico que se ha podido caracterizar

parcialmente es el PTEN supresor tumoral.

El locus de PTEN, localizado en el brazo largo del cromosoma 10, es una region
cromosomica que frecuentemente se encuentra alterada principalmente en forma de
delecciones homocigotas, tanto en el MM como en otros canceres.(48) Presenta una funcién
supresora tumoral mediante la codificacion de una lipoprotein-fosfatasa intracelular que
atenua la activacion de la via del fosfatidil-inositol fosfato(PIP3). La mutacion de esta
molécula genera una pérdida de control de la via PIP3-AKT, generando un crecimiento

celular incontrolado e inhibicion de la apoptosis celular.

En la misma linea de alteraciones en esta via reguladora del crecimiento celular, se
ha descrito la existencia de mutaciones constitutivas activadoras de AKT, que han
demostrado un potencial oncogénico importante en la transformacion maligna del MM. Dicha
mutacion se ha detectado con mayor frecuencia en la fase de crecimiento radial del MM.
(48)

b. 2 TERT y mantenimiento de la actividad telomerasa en la célula tumoral.

Los telémeros (del griego telos, "final" y meros, "parte") son regiones de ADN no
codificante, altamente repetitivas, cuya funcién principal es la estabilidad estructural de los
cromosomas en las células eucariotas, la division celular y el tiempo de vida de las estirpes
celulares. (49-51) Los teldmeros juegan un importante papel en la vida de las células ya
que mantienen la integridad de las terminaciones de los cromosomas impidiendo que se
adhieran unos con otros, ayudan a que los cromosomas homodlogos se emparejen y

entrecrucen durante la profase de la meiosis.

Actualmente se consideran a los teléomeros como los relojes o temporizadores de la

célula, ya que marcan el numero de divisiones celulares, hasta que la célula muere.
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La telomerasa es una transcriptasa inversa codificada por los genes TERT que
sintetiza ADN a partir de un molde de ARN. Se trata de una ribonucleoproteina que contiene
en su molécula la secuencia AAUCCC capaz de crear e insertar los fragmentos TTAGGG

que se pierden en cada division.

En 1998, Bodnar y colaboradores introdujeron en dos tipos de células humanas
normales, telomerasa-negativas, el gen que codifica la telomerasa. En contraste con las
células normales que mostraban senescencia y un acortamiento de los teldmeros, los clones
expresando la TERT mostraron teldmeros elongados, se dividian vigorosamente y mostraron
una reduccion de la beta-galactosidasa, un biomarcador de la senescencia. Las células
transformadas para expresar la TERT mostraron un cariotipo normal y su longevidad superé

la normal en mas de 20 divisiones.(52)

Es bien conocido que la expresion de la telomerasa esta aumentada hasta en un 90%
de los canceres cutaneos. Sin embargo, actualmente el mecanismo por el cual este modelo

especifico de activacion del cancer no esta claramente definido(53-55).

La deteccién de mutaciones somaticas activadoras en el promotor del gen TERT ha
revelado nuevas evidencias acerca de la posible causa de la regeneracion de la telomerasa.
(56).

Asi, la fuerza de la seleccion discernible que subyace detras de la ocurrencia de las
principales mutaciones del promotor de TERT es una aparente creacidon de novo de
proteinas de unién CCGAA/T para los factores de transcripcion que conducen a un
incremento de su expresion génica(56). Estas mutaciones, detectadas por primera vez en
linea germinal en una familia con multiples miembros afectos de melanoma y otros canceres,
diagnosticados todos ellos a edades tempranas y con una alta mortalidad. Como
consecuencia de ello, se investigd su presencia en lineas celulares y después en tumores
donde se demostré que existen mutaciones en el promotor de TERT que aumentan la
actividad de la telomerasa, que llevan la firma de las mutaciones producidas por radiacién
ultravioleta, y que estan presentes en un 40% de los tumores primarios. Posteriormente, se
ha observado que este tipo de mutaciones parecen ser recurrentes en muchos tipos

canceres (56-58).

Por lo tanto, alteraciones genéticas en la linea de TERT-Telomerasa-teldbmero pueden



Velocidad de crecimiento en el cancer de piel | 39

jugar un papel futuro clave en la determinacion de la agresividad tumoral y en nuevas dianas

terapéuticas en el cancer, y en este caso de forma especifica en las neoplasias cutaneas.

c. 32 Fase: MITF, MC1R y diferenciacion melanocitica

Clark propuso que en la evolucion natural de un nevo melanocitico la diferenciacion

celular permite el desarrollo 6ptimo de esta proliferacion celular benigna.

Por ello, el fallo de este fendmeno es un dato necesario para la aparicion de displasia.
En esta fase de diferenciacion se requiere la activacion de determinados genes encargados

de la regulacion del ciclo celular y de la produccién del pigmento melanico.

El factor de transcripcion asociado a la microlftalmia (MITF) se encarga de regular el
desarrollo y la diferenciacion de los melanocitos asi como de mantener a las células
germinales melanociticas en edades adultas. La principal alteracion gendémica del MITF
detectada en el MM es una amplificacion o ganancia genética en la regidon del cromosoma
3p14-3p13.(59) Esta amplificacion ha sido detectada en un 10% de los melanomas primarios
y en un 15-20% de los melanomas metastasicos.(59) Su amplificacion conlleva una
alteracion en la maduracién de los melanocitos asi como una proliferacion celular excesiva.
La importancia de esta mutacion se objetiva en ultimos estudios en los que correlacionan el
grado de ganancia genética con una menor supervivencia a los 5 afios asi como una mayor
resistencia al tratamiento quimioterapico. Por ello, el bloqueo de esta proteina podria servir

de diana para mejorar la respuesta terapéutica.

El receptor de melanocortina 1 (MC1R) es un receptor formado por varias proteinas G
transmembrana del que existen variantes comunes del MC1R que se asocian con el fenotipo
pelirrojo, que caracteriza a aquellos individuos que presentan el pelo rojo secundario a la
produccion de feomelanina en detrimento de eumelanina, complexion clara e incapacidad
para el bronceado, con tendencia a desarrollar nevo.(60) La presencia de este tipo de
receptor se asocia a una disminucion de la capacidad de defensa de la piel frente a la luz UV

y un mayor riesgo de desarrollo de MM.

d. 4° Alteracion en la adhesion celular e invasién: las cadherinas e integrinas
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La invasion local y el desarrollo de metastasis son responsables de la morbimortalidad
en el melanoma. En el modelo de Clark, esta fase se corresponde con el crecimiento vertical
de la proliferacion melanocitica atipica y su posterior invasion linfovascular hasta llegar a los

diferentes 6rganos.

Dentro de las proteinas relacionadas con esta funcion, las cadherinas y las integrinas
juegan un papel fundamental. Por ultimo, en esta fase de crecimiento vertical la deteccion de
mutaciones en genes como melastatin 1 (TRPM1), cuya funciéon es todavia hoy desconocida,
se detectan en fases finales del desarrollo en las que el melanoma adquiere capacidad de
diseminacion a distancia, de forma que su reduccidbn o ausencia de expresion se

correlaciona con la capacidad metastasica de la tumoracion.

La progresion del crecimiento vertical conlleva la sustitucion de la E-cadherina por la
N-cadherina,(61,62) que permite la diseminacion metastasica por su interaccién con otras
proteinas de la misma familia localizadas en el mesénquima dérmico y extracutaneo.
Paralelamente, el aumento de la N-cadherina genera un acumulo nuclear secundario de la -

catenina con el efecto proliferativo secundario ya conocido.

Por otro lado, la transicion desde la fase de crecimiento radial a vertical se asocia con
la expresion de aVB3 integrina.(61,63) Esta induce la expresion de metaloproteinasa de la
matriz tipo 2 (MMP-2), enzima que degrada el colageno dérmico.(63,64) Junto a ello
incrementa la expresion del gen antiapoptotico Bcl2 y estimula la movilidad de las células

melanociticas.

4.1.2.3. La velocidad de crecimiento como posible marcador pronéstico en

el melanoma

A pesar de la afirmacién realizada en 1985 por Bernard Ackerman “nadie deberia
morir de melanoma maligno”(65) en la actualidad sigue sin existir un tratamiento efectivo
cuando esta tumoracién maligna se ha diseminado. Por ello, los principales trabajos dirigidos
hacia el control de la incidencia anual y la tasa de mortalidad asociada al melanoma se han

encaminado a la prevencion primaria y secundaria.
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Diferentes paises han realizado en los Uultimos afios diferentes estudios
epidemiolodgicos con la finalidad de establecer la eficacia de las campanas preventivas en la
incidencia y mortalidad anual de melanoma. Asi se ha podido constatar la existencia de un
aumento de la incidencia del melanoma cutaneo, cifrada entre un 3 y un 7% anual en Europa
(10,66,67). Parte de este aumento es atribuible a una mejor y precoz deteccion de
melanoma, debido a una mayor concienciacién de la poblacién y a un mejor conocimiento
de la enfermedad por parte del colectivo médico(66). Otra parte significativa de este cambio
de incidencia se atribuye a la modificacion del comportamiento social respecto a la
exposicion solar, a formas de corto tiempo de forma intermitente desde mediados del siglo
XX. (68,69) Sin embargo, el aumento de la incidencia no es homogénea, y ello se atribuye
fundamentalmente a los melanomas delgados (<1mm) frente a una incidencia estable de
melanomas de gran espesor(>2mm). Lo que resulta mas destacable es la ausencia del
descenso de la mortalidad por melanoma, que aparece estable a lo largo de los afnos.(70—
72)

Frente a esta situacion se han realizado varios estudios epidemioldgicos para hallar
la causa de la estabilidad de la tasa de mortalidad, asumiendo la existencia de una
correlacion positiva entre el tiempo de retraso en el diagnostico y el espesor tumoral, que es
el principal factor prondstico del melanoma Sin embargo, la mayoria de los estudios
realizados no confirman dicha aseveracion(73-75). De esta forma, se observdé que mientras
la significacion se mantiene cuando se analizan los melanomas de crecimiento superficial,

esta correlacion se pierde en los melanomas nodulares.

Recientemente se ha propuesto que la causa de estas discordancias podria ser
debida a que la velocidad de crecimiento de los melanomas no es uniforme de forma que se

pueden distinguir 3 variantes (tabla 2).(76)

a) El melanoma tipo |, seria la variante de crecimiento rapido de melanoma (MCR,
>0,5 mm/mes), que epidemiolégicamente presenta una incidencia estable. Se trata de una
forma de melanoma que puede aparecer en cualquier regién corporal, pero con predileccion
con zonas de fotoexposicion cronica. De esta manera se observa con una mayor frecuencia
en las extremidades y en cabeza y cuello. Esta variante es considerada la principal
responsable del mayor numero de muertes por melanoma. Su etiopatogenia asi como los

factores de riesgo son desconocidos.
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Tabla 2. Caracteristicas del MM segun la tasa de crecimiento

Variable

Melanoma tipo |

Melanoma tipo Il

Melanoma tipo

Incidencia Estable Aumento * Aumento**

Tasa de Rapida Lenta Muy lenta

crecimiento

Mutaciones Ausente Presente Ausente

BRAF

Pronéstico Malo Bueno Bueno

Deteccidn No Si Si

precozy

prevencion

Exposicion solar No Si Si

en génesis

Localizacién Variable Zonas de Zonas de
fotoexposicion fotoexposicion
intermitente, continua,
principalmente principalmente
tronco cabeza y cuello

Caracteristicas Crecimiento

clinicas rapido ABCDE ABCDE

Nodulo
amelanotico

¢ Aspecto de la

lesion precoz?

ABCDE: Asimetria, Bordes irregulares, Color variado, Diametro mayor de 6 mm, Evolucion

*aumento relacionado con la fotoexposicion como aspecto social

**aumentado en edades avanzadas
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b) EI melanoma tipo Il, seria la variante de crecimiento intermedio (MCI, 0,1-0,5
mm/mes) que muestra un aumento en su incidencia. Dicho aumento justifica el incremento
global de la incidencia del melanoma, por lo que se la conoce como la variante “epidémica”
del melanoma. Se presenta en zonas expuestas al sol de forma intermitente, principalmente
en el tronco y las extremidades de poblacion de mediana edad y accesibles por tanto a la
deteccion temprana. En este grupo destaca el hecho que la diferencia de localizacion de las
mujeres en piernas y varones en espalda desde 1990 en adelante ha ido desapareciendo
con el paso del tiempo. De hecho actualmente el tronco es la localizacion predilecta en

ambos sexos, probablemente como consecuencia de cambios en los habitos solares.

c) El melanoma tipo lll, seria la variante de crecimiento lento (MCL, <0,1 mm/mes) que
muestra un discreto aumento de incidencia. Se localiza en zonas de fotoexposicion cronica,
que son accesibles a la deteccidén precoz. Su aumento probablemente sea el resultado del

envejecimiento poblacional.

Se han emitido diferentes hipétesis para justificar la naturaleza biolégica de esta
nueva clasificaciéon. En este sentido, se ha sugerido que mutaciones en el gen BRAF
(33,35,77), alteracion molecular mas frecuentemente detectada en el MM y en el nevo, se
asocian a los MM localizados en las zonas de exposicion solar intermitente que se

corresponderian fundamentalmente con el tipo Il y en menor medida con el tipo .

La patogenia de las diferentes variantes de melanoma es dificil de establecer. La
genesis y la progresion del melanoma se sucede por un compendio de multiples y sucesivas
mutaciones o fendmenos bioldgicos, que incluyen la pérdida de la regulacidon del ciclo
celular, la capacidad de crecimiento intraepidérmico, la habilidad de extenderse por la
dermis, de invadir linfaticos y/o vasos sanguineos vy, finalmente, la de generar metastasis

organoespecificas.

La existencia de lesiones tumorales malignas no agresivas o de crecimiento lento y
agresivas o de rapido crecimiento ya han sido descritas en otros 6rganos internos tales como
el cérvix uterino (carcinoma espinocelular), el endometrio o el estbmago (adenocarcinomas)
y en la vejiga urinaria (carcinoma de células transicionales). En general, la mayoria de los
factores de riesgo tumoral y las lesiones precancerosas verdaderas que son detectables en
los programas de deteccion precoz estan fundamentalmente asociados con lesiones

tumorales de curso natural prolongado, lo cual explica la incidencia inalterada de las
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neoplasia de alto riesgo en estos 6rganos.(76) La variante agresiva se suele desarrollar de
novo y no muestra lesiones precancerosas asociadas, como ocurre con la variante nodular
de MM, que aparece sobre piel sana, sin aparente relacion con la fotoexposicion solar, y que

presenta un crecimiento rapido.(78)

Debido al aumento de incidencia de la variante “epidémica” o melanoma de
crecimiento lento tipo | de grosor fino la media del Breslow ha sufrido un descenso
significativo.(79) Sin embargo, en ningun caso se asocia con un descenso de mortalidad o
del numero absoluto de melanomas de espesor grueso, cuyo retraso diagnostico es menor
en los melanomas delgados, con un retraso medio de 12 frente a 24 meses. Este fendmeno
ha sido descrito en varios estudios(74,80) e implica la necesidad de una caracterizacion de

esta variante de melanoma grueso de crecimiento rapido.(76,81)

La principal dificultad de caracterizar a esta variante de melanoma agresivo es la
evidente imposibilidad de realizar un estudio prospectivo al respecto. Por otro lado, el estudio
retrospectivo depende de la memoria y de la subjetividad de los pacientes, lo cual supone un
sesgo importante pero que por otra parte debe ser asumido.

Grob desarrollé el primer modelo matematico para intentar calcular este dato(82). Asi,
definié la tasa de crecimiento de un tumor tridimensional como un incremento del volumen
tumoral por unidad de tiempo (figura 3). Dada la inexistencia de un método aceptado para
la medicion del volumen, el indice de Breslow se utilizé como equivalente. La determinacion
del indice de crecimiento temporal del melanoma lo realizé6 en base a la informacién
aportada por los pacientes y por su familia. En ellos de considerd por una parte el momento
en el que se percibié por primera vez la lesion en la superficie cutanea sobre la cual se
desarroll6 el melanoma (D1), el momento en el que dicha lesion mostré6 un aumento de
volumen en su superficie (D2) y el tiempo de excisién de la lesion (D3). Se realizé la
distincion entre aquellos melanomas que se desarrollaron sobre un nevo preexistente de
aquellos que aparecieron de novo utilizando diferentes tiempos con el fin de indicar el
momento de inicio del crecimiento del melanoma. Asi considerd que una lesion era maligna
desde el inicio (melanoma de novo) en caso de que el intervalo entre D1 y D3 fuera de 5
anos o inferior. Por contra considerd a todas aquellas lesiones con un intervalo de duracién
mayor de 5 anos como melanomas desarrollados sobre nevo preexistentes. Sin embargo
esta ultima suposicion genera muchas dudas dado que no se ha realizado una corroboracién

histologica de dicha suposicion®.
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D1: fecha de aparicién de la lesién

Menos de 5 afios

Mas de 5 afios

de evolucién de evolucién

- =

MM de novo MM sobre nevus

Tasa indice Breslow . Tasa indice Breslow
de = o de =
Crecimiento  D3-D1 B ' Crecimiento D3-D2

D3: fecha de exéresis

Figura 3. Modelo de calculo de la VC de Grob

Recientemente Liu y colaboradores(76), utilizando el método de calculo de la tasa de
crecimiento previamente descrito, han aportado diversos datos respecto a esta variante
melanocitica maligna de crecimiento rapido. Asi hasta un tercio de los melanomas en los que
el paciente tiene conciencia de cambio de la lesion pertenecen a este grupo y presentan un
incremento del indice de Breslow mayor de 0,5 mm mensuales. Se trata de lesiones
habitualmente de novo que aparecen sobretodo en varones jovenes y pacientes de edad
avanzada sin relacién con el sexo y en el contexto de un escaso numero de nevos y sin
signos de envejecimiento solar (ausencia de lentigos, de elastosis solar...). Por ello parece
ser una variante con una menor implicacion etioldgica de los factores de riesgo clasicos del
melanoma. Desde el punto de vista clinico destaca su gran variabilidad de presentacion,
aunque es frecuente que se trate de lesiones amelanodticas, con morfologia asimétrica y
clinicamente asintomaticas. Por ello, se trata de lesiones dificiles de diagnosticar
clinicamente; solo la reciente introduccion de la evolucion(E) como criterio del ABCD para
deteccion precoz de melanoma podria ser de utilidad para el diagnostico de este tipo de

tumores.(83) Histolégicamente se trata de lesiones que presentan datos de gran agresividad,
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con una histologia con marcada atipia asi como con importante numero de mitosis y un

indice de Breslow generalmente superior a 2 mm.

Por lo tanto, el MCR es una variante que requiere ser caracterizada desde el punto de
vista epidemioldgico, clinico y molecular, ya que se trata de una forma biolégica que no
parece desarrollar los clasicos signos de alarma en su desarrollo (tabla 2). De la misma
forma, el estudio de los factores de riesgo de esta lesién agresiva sera otro punto
fundamental para llevar a cabo en el futuro las medidas preventivas pertinentes con la
finalidad de reducir la incidencia de esta variante tumoral. A su vez, el establecer un caracter
dinamico a una lesion biolégicamente agresiva como es el MM permitira correlacionar dicho
parametro con otros procesos dinamicos que podrian tener importancia como factores
agravantes de la proliferacion celular, como bien podria ser la hipoxia intermitente

relacionada con alteraciones de la respiracién durante el suefio.
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4.2.Situacion actual del carcinoma epidermoide cutaneo

4.2.1. Introduccion y epidemiologia

El cancer cutaneo no melanoma (CCNM) es la neoplasia maligna mas comun a nivel
mundial, y es principalmente consecuencia de la exposicion crénica a los efectos

inmunosupresores y mutagénicos que genera la radiacion solar ultravioleta.(3)

Desde 1960, la incidencia global del CCNM esta creciendo progresivamente.(84) Las
posibles explicaciones a este fendmeno incluyen la destruccion de la capa de ozono, el
aumento del uso de inmunosupresores, y cambios en el estilo de vida, en el que se
considera una tez morena como rasgo de belleza. Australia es la comunidad que presenta la
mayor incidencia de CCNM en el mundo, con una incidencia anual de casi 1200/100,000
habitantes.(84)

El carcinoma epidermoide cutaneo (CEC), con una incidencia a lo largo de la vida de
entre un 7 y un 11% en paises como Australia, es la segunda neoplasia mas frecuente
dentro del grupo de los CCNM representando entre el 20 y el 25% de los casos, solo por

detras del carcinoma basocelular.(1,3,84)

La mayoria de los CEC muestran un comportamiento poco agresivo y pueden ser
completamente erradicados mediante cirugia y otros procedimientos dermatoldgicos. Esto
se traduce en una supervivencia global a 5 afos superior al 90% tras reseccion del CEC,
(1,3,84) y una tasa de mortalidad de aproximadamente del 1%.(85,86) Sin embargo, existe
un subgrupo de CEC que se asocia con una mayor capacidad de desarrollar metastasis

nodal y con una elevada morbi-mortalidad (figura 4).(87,88)
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Figura 4. CEC con afectacion nodal

4.2.2. Factores de mal prondstico en el carcinoma epidermoide cutaneo

En los ultimos afios diversos autores han orientado su investigacién a analizar las
caracteristicas que asocian una mayor probabilidad de que un CEC desarrolle metastasis
locorregionales y a distancia. El objetivo principal de estos trabajos es identificar qué CEC
tienen un mayor probabilidad de generar complicaciones locorregionales y/o a distancia para
poder actuar precozmente sobre este subgrupo de mayor riesgo.

Como consecuencia se ha establecido el concepto de carcinoma epidermoide
cutaneo de alto riesgo (CECAR), que se define como toda aquella lesién tumoral de células
escamosas que atraviesa la membrana basal y que presenta un alto riesgo de presentar

metastasis subclinicas, siendo clinicamente NO. De la misma forma, todos aquellos CEC que

no pertenezcan a este grupo se engloban dentro del CEC de bajo riesgo (CECBR).

Los parametros que definen al CECAR se pueden dividir en 3 subgrupos, que
incluyen datos clinicos, histolégicos y moleculares.
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4.2.2.1. Parametros clinico-patolégicos

4.2.2.1.1. Antecedentes personales

a. Trastornos genéticos

Existe una serie de enfermedades hereditarias cuyo trastorno genético aumenta el
riesgo de desarrollar CEC y presentan habitualmente tumoraciones de alto riesgo de
malignizacion. Estas enfermedades incluyen: el xeroderma pigmentoso, la epidermodisplasia
verruciforme, el albinismo oculocutaneo, la disqueratosis congénita, y la epidermdlisis
ampollosa distrofica recesiva, siendo en esta ultima patologia la principal causa de
mortalidad, (Figura 5) con tasas del 80% de fallecimiento en los primeros 5 afios tras el
diagnéstico de un CEC. (87,89,90)

Epidermolisis ampollosa distrofica Xeroderma pigmentoso

Figura 5. Diferentes enfermedades que favorecen la diseminacién nodal en el CEC



50 | Velocidad de crecimiento en el cancer de piel

b.Desarrollo del CEC sobre lesion preexistente

Los CEC que asientan sobre procesos cutaneos cronicos, grupo en el que se incluyen
las cicatrices, las ulceras de evolucidn torpida, las areas quemadas y las irradiadas,
presentan un mayor riesgo de diseminacion metastasica. Este hecho parece relacionado
con una disminucién de la E-cadherina que favorece la diseminacion de queratinocitos

atipicos a través de la epidermis y su posterior invasion dérmica.(91)

c.Inmunosupresion y trasplante

El estado del sistema inmune es un factor predictivo del pronéstico de una larga lista
de procesos oncoldgicos. En el caso de procesos cutaneos como el carcinoma de Merkel,

las alteraciones en el sistema inmune juegan un papel importante en su desarrollo.(92,93)

En el caso de los pacientes sometidos a trasplante de érgano sélido, el CEC aparece
con una incidencia 65 veces mayor con respecto a la poblacion general y representa el
CCNM mas frecuente, con una incidencia de 3:1 en comparacion con el carcinoma

basocelular. (94)

Las tasas de recurrencia, metastasis locorregional, y de supervivencia relacionadas
con el CEC difieren segun el tipo de trasplante. Asi, dentro del grupo de los pacientes
sometidos a trasplante de 6rgano sélido, el trasplante cardiaco es considerado el de mayor
riesgo para el desarrollo de CEC y CECAR.(94) De forma decreciente en riesgo le seguirian
el trasplante de pulmén, rindn, e higado. En cuanto a pacientes que presentan un proceso
hematoldgico, aquellos que presentan mayor tendencia a desarrollar CEC y CECAR son el
grupo formado por pacientes con leucemia linfatica cronica y casos con linfoma linfocitico de

célula pequena.(95)

La incidencia acumulada de desarrollar un CEC se incrementa de forma progresiva
con la duracion de la inmunosupresion (incidencia del 7% tras 1 afio de inmunosupresion
frente a un 45% a los 11 afos y un 70% a los 20 afios). De la misma forma, hasta un 66% de
los pacientes desarrollaran un 2° CEC en los primeros 5 anos tras el desarrollo del primer

tumor escamoso maligno.(96)
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La tasa de recurrencia del CEC es mayor en pacientes inmunodeprimidos (39% en 5
anos de seguimiento) que en inmunocompetentes (15% en 5 afos de seguimiento),(97) y la
tasa de mortalidad en pacientes sometidos a trasplantes alcanza el 5% comparado con
incidencia menor del 1% en pacientes inmunocompetentes.(98) Cuando estos datos se
analizan en términos de supervivencia los pacientes trasplantados de érganos con CEC
metastasico muestran tasas del 56% en 3 afos de seguimiento, similar a la supervivencia de

pacientes con carcinoma epidermoide no cutaneo de cabeza y cuello. (98)

El hecho de que los CEC metastasicos en pacientes inmunodeprimidos presenten en
muchos casos unas dimensiones (menor de 2 cm de diametro horizontal y menor de 2 mm
de espesor vertical histoldgico)(98) que en pacientes inmunocompetentes evolucionan
favorablemente sugieren la posible existencia de alteraciones moleculares no descritas que

justificarian este potencial de malignidad elevado.

4.2.2.1.2. Datos clinicos del carcinoma epidermoide cutaneo

a.Tamano de la lesion

El tamano de la lesion primaria ha sido descrito en multiples estudios como un

importante factor predictivo para el desarrollo de metastasis nodales.(99-101)

Los resultados obtenidos en el primer estudio prospectivo de una serie de mas de
1000 pacientes con CEC, establece que el tamafo tumoral horizontal es un parametro
independiente de riesgo de metastasis en el CEC. De esta forma, el riesgo de metastasis en
lesiones menores o iguales a 2 cm es de 0.01%. En contraste, los tumores de mas de 2 cm
desarrollan metastasis en un 10% de casos (figura 6). De ellos, los que se encuentran entre
2 y 5 cm desarrollan metastasis en el 7% de los casos, mientras que los que superan los 5

cm de tamano desarrollan metastasis hasta en un 20% de casos.(1,102)
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Figura 6. CEC mayor de 2 cm

b.Localizacion

Las areas que muestran una mayor incidencia de CEC metastasicos son el pabellén
auricular y el area no mucosa de los labios, con valores que oscilan entre el 20 y el 30 %
(figuras 7 y 8).(100,103)

Figura 7. A-D. Paciente de 70 afios con CEC en pabellén auricular. A y D. Tumoracién carnosa que infiltra
al conducto auricular externo. B y C. Histolégicamente se caracteriza por una tumoracion de células escamosas
mal diferenciado con invasién linfovascular. (B, Hematoxilina-eosina x40; C, Inmunotincién CD31 x100) E.
Glandula parétida, que presenta una tumoracion nodular. F. La tumoracion parotidea esta formada por una
proliferacion de células escamosas mal diferenciadas, siguiendo un patrén similar a la tumoracién primaria.
(Hematoxilina-eosina, x40).
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Figura 8. CECAR sometido a ganglio centinela. A. Varén de 65 afios con CEC en labio inferior. B y C.
Proliferacion escamosa atipica invasiva con acantolisis e invasién perineural. D-F. Invasion del ganglio
centinela por células escamosas atipicas. (D, Hematoxilina-eosina x40; E, Hematoxilina-eosina x100; F,
Inmunotincién con panqueratina x100)

Otras localizaciones, que se podrian considerar de riesgo intermedio, incluirian el
cuero cabelludo (principalmente la sien), el area perineal y genital, y las partes acras (manos
y pies). (86) Por otra parte, de forma proporcional, es importante tener en cuenta que las
areas no fotoexpuestas, como el periné, la region sacra y las plantas de los pies, presentan
una mayor tasa de metastasis que las zonas de fotoexposicion cronica.(104)

c.Recurrencia

La recurrencia tumoral suele ir asociada a un mal prondstico en los procesos

neoplasicos cutaneos.

De esta forma, estudios comparativos en CEC recurrente frente a no recurrente
basado en la tasa de metastasis linfatica a los 5 afios de seguimiento (15% (CEC recurrente)
frente a 2% (CEC no recurrente);P<0,0001) concluyen que esta variable es un importante
factor de riesgo en el CEC.(105)

Clayman observé que la recurrencia se relacionaba con el tamafio tumoral, de forma
que tumoraciones de mayores dimensiones se asociaban con mayor tasa de recidivas
(2,4cm frente a 1.5 cm, P<0.0001). A su vez, presentaban con mayor frecuencia invasion
perineural (24% frente a 10%), invasion linfovascular (17% frente a 8%), e invasion del tejido

celular subcutaneo (30% frente a 10%), comparado con lesiones no recurrentes.(86)
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Por otro lado, la recurrencia se asocia de forma relevante con la exéresis de un CEC
con margenes postquirurgicos afectos. De esta forma, hasta el 50% de los pacientes con
margen positivo recurrira con el consecuente riesgo incrementado de desarrollo de

metastasis.(106)

4.2.2.1.3. Parametros histolégicos del carcinoma epidermoide

cutaneo

a. Espesor tumoral y nivel de Clark

Actualmente, el espesor tumoral se considera el factor predictivo independiente de

metastasis mas importante.(102)

El analisis obtenido a partir de la mayor serie prospectiva de CEC publicada por
Brantsch, revela la existencia de 3 grupos de riesgo en base al espesor tumoral.

El grupo de bajo riesgo seria aquel formado por los pacientes cuyas tumoraciones
presentasen un espesor tumoral menor o igual a 2 mm. Esta poblacién presentaria un riesgo

practicamente nulo de desarrollar metastasis a distancia.

En segundo lugar estaria el grupo de riesgo intermedio, compuesto por aquello
pacientes con CEC de espesor tumoral entre 2 y 6 mm. Este subgrupo presentaria una
incidencia de desarrollo de diseminacién tumoral de un 4% a lo largo los siguientes 5 anos

de seguimiento.

Finalmente, el grupo de alto riesgo seria el formado por todo aquel paciente que
presente un CEC cuyo espesor tumoral sea igual o superior a 6 mm. Esta poblacion

desarrollaria metastasis hasta en un 16% de los casos. (102)

Tras el analisis de posteriores estudios, se considera un espesor de 4 mm como punto
de corte mas sensible para separar al CEC de bajo riesgo y al CEC de alto riesgo de
diseminacion sistémica. Por otro lado, los CEC con espesor tumoral menor de 2 mm

presentan un riesgo practicamente nulo para el desarrollo de enfermedad a distancia.
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Por otra parte, durante los ultimos afos el nivel de Clark ha adquirido un papel

importante dentro de los factores predictivos para el desarrollo de un CEC metastasico.

Asi, recientemente se han publicado tasas de desarrollo de metastasis en aquellos
CEC que superan el tejido celular subcutaneo e invaden musculo (4,1%) y en aquellos que
alcanzar el cartilago o el hueso (12,5%)(107,108). De esta forma, Friedman y colaboradores
son los primeros en situar el nivel de invasion dérmica a la altura del indice de Breslow, a
partir de un estudio de 63 casos metastasicos en los que el espesor tumoral fue en todos los
casos superior a 4 mm y la lesidn invadia la dermis reticular y otras estructuras en
profundidad (Clark IV o superior). (107,108)

En este sentido, la AJCC incluyé en su ultima clasificacion de estadificacion del CEC
como parametro de mal pronéstico a un nivel de Clark 21V, junto a otros factores incluidos en
la tabla 3. (109)

Por lo tanto, el nivel de Clark presenta un valor prondstico importante en la evaluacion

de la capacidad metastasica de un CEC.(109)
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riesgo

X

Estadificacion de la AJCC del CEC. Estadificacion de T y factores de

Tabla 3. Clasificacion de la AJCC TNM (Tumor, Node, Metastasis)

Caso no medible

TO

No evidencia de tumor primario

Carcinoma in situ

CEC con dimension maximas 2 cm y < 2 factores de alto

riesgo*

CEC con dimensién maxima > 2 cm o 2 2 factores de alto

riesgo*

CEC con invasion del hueso maxilar, mandibular, érbita o hueso
temporal

CEC con invasion de esqueleto (axial o apendicular), o invasién

perineural, de base de craneo

*Factores de riesgo en el CEC

Profundidad/

Invasion

Localizacion

Anatémica

Diferenciacion

>2 mm

Nivel de Clark=lV, o Invasién perineural

CEC en pabelléon auricular
CEC en area labial pilosa

Tumoracion pobremente diferenciada
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b. Grado de diferenciacion tumoral

El grado de diferenciaciéon tumoral es un hallazgo que en el CEC, y de forma comun
con el resto de procesos oncologicos, presenta un valor importante en el establecimiento del

pronostico de un proceso neoplasico maligno.

En un estudio de 571 pacientes con CEC, existi6 una diferencia significativa en la tasa
de metastasis para lesiones de alto grado frente a otros grados (17% frente a 4%;
P=0,004).(99) Otro estudio de un elevado numero de pacientes apoya el mayor riesgo de

malignizacion de aquellos CEC de alto grado frente a otros (44% frente a 5%;P<0,01).(110)

El grado de diferenciacién tumoral se asocia a su vez con una mayor frecuencia de
recurrencias precoces. Por otra parte, si bien la existencia de una mala diferenciacion implica
un aumento de riesgo de metastasis a distancia, (2,9 veces mayor riesgo de metastasis y de
muerte comparado con la forma bien diferenciada), parece que una buena diferenciacion

tumoral también se puede asociar al desarrollo de enfermedad avanzada.(110,111)

Si analizamos el patron arquitectural del CEC, determinados subtipos histolégicos
(CEC acantolitico, adenoide, y de células aisladas), son un factor de riesgo adicional a

considerar junto al grado de diferenciacién tumoral.

c.Invasion perineural

Este fendmeno ocurre en aproximadamente entre el 5 y el 10% de los pacientes con
CEC, habitualmente como un hallazgo incidental.(86,110,112) Sin embargo, la evidencia
histolégica de invasién perineural (IPN) parece asociada con un incremento significativo en
tasa de recurrencia y de metastasis a distancia (figura 9). Este hecho queda reflejado en un
estudio realizado en la Clinica Anderson, Texas, hubo un incremento significativo tanto de
metastasis regionales (35% Vs 15%; P<0,005) como a distancia (15% Vs 3.3%;P<0,005) en

pacientes con IPN comparados con aquellos que no la mostraron.(113)
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Hematoxilina-
eosina, X 100

La importancia de la IPN no sélo radica en riesgo de diseminacion locorregional, sino
también en la morbilidad secundaria a diseminacién perineural por los nervios craneales,
habitualmente el nervio facial y el trigeminal, y en peor tasa de supervivencia en un
seguimiento a 3 afos (64% en CEC con IPN frente a un 91% en CEC sin IPN; P=0,002)
(114)

La evaluacion del riesgo de una infiltracidon perineural en el CEC variara en funcion del
grosor de los nervios afectos y de la existencia de manifestaciones clinicas y/o radiolégicas.
Respecto al tamano del filete nervioso, si bien es cierto que la infiltracion de grandes troncos
nerviosos suponen de por si un factor de mal prondstico, los ultimos datos publicados acerca
de la importancia de la infiltracidn pequefios nervios separando mejor o peor prondstico bajo
el punto de corte de 0,1 mm de diametro esta en entredicho.(115)

Este hecho ha sido corroborado por estudios mas amplios, que sefalan que si bien la
presencia de IPN es un factor de mal prondstico en el CEC, éste no varia por el calibre del
nervio afecto, sino por la existencia de mas factores de riesgo asociados. De ese forma,
aquellos casos que presentan unicamente la IPN como factor de mal prondstico la buena
evoluciéon es la norma. Sin embargo, la adicion de otros factores prondstico previamente

comentados complica su evolucién.(116)
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d.Invasion linfovascular

Recientes estudios sugieren que la presencia de infiltracion linfovascular puede
incrementar el riesgo de metastasis. Moore definié la invasion linfovascular como un factor
predictivo independiente de desarrollo de metastasis nodal en un analisis multivariante (OR
7,54; P<0,00001).(85) En este estudio, el 40% de los pacientes con metastasis nodal
presentaba invasion linfovascular en comparacién con el 8% de pacientes sin adenopatias.

Otros estudios, sin embargo, ponen en duda su impacto en el prondstico.(115)

Las consecuencias de CEC en vasos linfaticos dérmicos, raramente descrito, es
desconocido, pero puede incrementar el riesgo de recurrencia y puede explicar el fenémeno

de metastasis en transito. (figura 10)

§ Hemat xilina-eosina [ Tincion con
el TR (D 31

SIS N

Figura 10. Hallazgos clinicos e histologicos de linfangitis carcinomatosa

e.Otros factores

La presencia de queratosis actinica peritumoral, (117,118), la expresion de Ki67, la
desmoplasia(102,119) y la existencia de una respuesta inflamatoria tumoral formada
principalmente por eosindfilos y células plasmaticas han sido propuestos como factores
pronésticos en el CEC. Sin embargo, su valor es controvertido y son necesarios mas

estudios para definir su relevancia real.
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4.2.2.2. Marcadores moleculares

El 85% de pacientes con CEC metastastico presentan 1 o0 mas de las caracteristicas

establecidas previamente como factores que definen al CECAR.(109)

Sin embargo, el 15% restante no asocian ningun factor de los anteriormente
comentados (CEC de espesor fino y de pequefas dimensiones), por lo que otras variables
todavia hoy no bien conocidas deben tener un papel importante en su patogenia.(110)
Dentro de este grupo adquieren importancia determinadas alteraciones moleculares que
parecen determinar la existencia de un grupo de CEC con comportamiento mas agresivo. De
todas ellas, las mutaciones de los genes que expresan el receptor del EFGR, y en menor
medida mutaciones en p16 y CKS71B se postulan como las principales alteraciones

moleculares en el CECAR, con la implicacién terapéutica que ello podria conllevar(120-122)

a.Receptor del factor de crecimiento epidérmico (EFGR/ Her 1)

En un numero variable de neoplasias, incluyendo carcinomas de células escamosas
mucoso del tracto aerodigestivo, los tumores con sobreexpresion de EGFR presentan
estadios tumorales mas avanzados, aumento de riesgo de desarrollo de metastasis nodales,

recurrencia temprana y disminucién de supervivencia.(123)

Existe actualmente un unico estudio con un discreto numero de casos en lo que se
analiza la importancia de aberraciones en EFGR en el prondstico del CEC. En el analisis,
que incluyd 15 casos de carcinoma epidermoide metastasico, la sobreexpresion intensa de
EFGR se asocio significativamente con el potencial metastasico del CEC de cabeza y cuello
(79% frente a 36%).(124)

La activacion aberrante del receptor del EFGR también se observa en el CEC (125) y
se ha descrito que regularia negativamente a P53 a través de un mecanismo dependiente de
c-Jun(126), lo que revela otro mecanismo de control de p53 en el CEC y permitiria un
solapamiento entre las vias de ambas moléculas. EGFR (locus 7p12) pertenece a la familia
de receptores tirosinquinasa ERBB y consta de cuatro dominios funcionales, entre ellos uno
intracelular con actividad tirosina quinasa. Los principales ligandos del EGFR son EGF y

TGF-alfa(127). EGFR activa rutas de sefalizacion responsables de diferentes funciones
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celulares como la proliferacion, la migracidon, la evasion de la apoptosis o la

angiogénesis(127).

Varias observaciones indican que las anormalidades en la expresion del EGFR y/o de
sus ligandos son caracteristicas comunes a diversos procesos hiperproliferativos de la piel y

a las neoplasias epiteliales.(128)

En el CEC de cabeza y cuello se observa frecuentemente la sobreexpresion de EGFR
o de sus ligandos(129,130), lo que sugiere que esa via se encontraria constitutivamente
activada en estos tumores, y se relacionaria ademas con un peor pronostico. También se ha
visto sobreexpresado en la mucosa normal adyacente al tumor en pacientes con CEC de
cabeza y cuello (130). En el CEC, la sobreexpresion de EGFR parece participar en la
adquisiciéon de un fenotipo mas agresivo, como se demuestra a partir de algunas series
(121,131). Se ha detectado pérdida de la sefal de membrana de EGFR en el CEC vy la
acumulacion citoplasmica del mismo, lo que podria reflejar mutaciones en el gen de EGFR.
Hasta el 43% de los CEC avanzados muestran sobreexpresiéon de EGFR (132). La sobre-
expresion de EGFR en el CEC puede reflejar la mutacion del receptor con acumulacién
citoplasmatica del mismo o la sobreexpresion del receptor en la membrana de la célula

tumoral.

Otros mecanismos que justificarian la sobreexpresion de EGFR podrian ser la
existencia de proteinas cuya sobreexpresion reduciria la infrarregulacion del receptor
mediada por ligando, un proceso critico en la regulacion de la intensidad y la duracion de la
sefal de receptores tirosina quinasa, y ademas parece que EGFR podria activarse por la
radiacion UV.(133) La sobrexpresion de EGFR se ha demostrado relevante en el CEC
metastasico. (121) Por todo ello el EGFR constituye una diana terapéutica prometedora en el
CEC metastasico, dada su relevancia en su desarrollo y agresividad y gracias a la existencia
actual de moléculas anti-EGFR.(134)

b.p16

La pérdida de heterocigosidad de CDKNZ2A parece implicada en la progresion desde

queratosis actinica a CEC.(135,136) De hecho, la pérdida de funcion de p16 se observa mas

frecuentemente en el CEC que en las queratosis actinicas(QA).(137)
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p16 es una proteina de bajo peso molecular, inhibidor de quinasas dependientes de
ciclina, producto del gen TSG p16/INK4.(138) Induce la fosforilacion del producto del gen del

retinoblastoma (pRb) que actua como regulador negativo del ciclo celular.(138)

Dentro del CCNM P16 se ha demostrado su implicacion en la patogenia tanto en el
CEC como en el carcinoma basocelular(CBC). En el CEC, P16 muestra un incremento
progresivo de su expresion con la transicion desde queratosis actinica a CEC in situ e
invasor.(137) Los analisis mutacionales en el gen de P16 revelan alteraciones que sugieren
la impronta de la accién de la radiacion UV.(139,140) Por otra parte, P16 se ha relacionado
con la senescencia de los queratinocitos normales y con la patogenia del carcinoma

epidermoide y las lesiones premalignas de la mucosa oral.(141)

c. CSK1B

El gen CKS1B codifica la subunidad 1 de las ciclinas reguladoras dependientes de
quinasas. Esta proteina se une a la subunidad catalitica de las ciclinas dependientes de
quinasas y es esencial para llevar a cabo su funcioén biolégica. El mMRNA de CKS1B parece
ser expresado en diferentes patrones a través del ciclo celular en células HelLa, que refleja el
papel especifico de la proteina codificada. Este péptido ejerce una funcion reguladora del

ciclo celular, interaccionado con otras proteinas, principalmente SKP2 y CDKN1B.(142,143)

El gen CKS1B parece tener un papel critico en la progresion tumoral del CEC. En un
estudio realizado por Salgado y colaboradores, se analizé el status genético y proteico de
CKS1B mediante la aplicacion de hibridacién in situ mediante fluorescencia (FISH), y
mediante el analisis inmunohistoquimico.(144) Este estudio, en el que incluyen un total de
43 CEC y 26 QA, concluyen que la polisomia del cromosoma 1 es un evento frecuente en el
CEC (30 de 43 casos) y en las queratosis actinicas (13 de 23 casos). La presencia de
amplificaciones en el gen CKS1B, que aparecieron en 4 casos (9.3%), se relacionaron en
todos los casos con un comportamiento tumoral agresivo, en términos de infiltraciéon

perineural, de diseminacion nodal, y de CEC en pacientes trasplantados. (144)

En conclusién, las amplificaciones en el gen CKS1B podrian ser consideradas como
un marcador del CECAR.
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4.2.3. La velocidad de crecimiento como posible marcador prondstico en

el carcinoma epidermoide cutaneo

Como ya hemos comentado anteriormente, la tasa de mortalidad en el CEC es
importante si se tiene en cuenta que estamos hablando de una de las tumoraciones mas

prevalentes a nivel mundial.

En este sentido, una correcta diferenciacion entre el CEC de bajo y de alto riesgo
parece fundamental para mejorar la supervivencia, ya que estos grupos no pueden ser
manejados de la misma forma. Los CEC de alto riesgo deberian de ser sometidos a unas
exploraciones complementarias mas exhaustivas, que deberian incluir la realizacién del
ganglio centinela en caso de que fuera técnicamente posible. Por otra parte, la actitud
terapéutica deberia ser mas agresiva en este segundo grupo, dado el elevado riesgo de
desarrollar complicaciones. Por ultimo, el seguimiento de ambos grupos debe de ser mas
estrecha en el caso del CEC de alto riesgo, dado que la deteccién precoz de la diseminacién

sistémica mejora la supervivencia.

El comité americano de consenso en patologia oncolégica (American Joint Committee
on Cancer, AJCC), y la red nacional de estudio del cancer (NCCN, national comprehensive
cancer network) proponen en su Ultimas actualizaciones del afo 2010 considerar al
carcinoma epidermoide cutaneo como una entidad cuyo tratamiento dependera de una serie
de variables (tablas 3-4)

Uno de los parametros incluido en ambas clasificaciones considerado de relevancia
en la definicion del riesgo de diseminacion del CEC es la velocidad de crecimiento “rapida”.
Si bien es cierto que resulta evidente que un rapido crecimiento puede tener relevancia en la
agresividad de la tumoracion,(145) actualmente no se ha definido un modelo para calcular la
velocidad de crecimiento del CEC si su importancia como factor prondstico independiente

dentro de un posible modelo predictivo de riesgo de afectacion metastasica.
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Tabla 4. Factores de riesgo de CECAR seguin la NCCN

Factores de riesgo de CECAR de la NCCN
A

reaM’' =10 mm
Area A? 26 mm
Tumor mal definido
Recurrencia
Inmunosupresion
Localizacidn en area previamente sometida a radioterapia
Localizacién en area que sufre proceso inflamatorio crénico
Tumor de rapido crecimiento
Sintomas neurolégicos
Histologia: Tumoracion moderada o pobremente diferenciada
Histologia: Subtipo histoldgico acantolitico, adenoescamoso, o
desmoplasico
Histologia: Profundidad =2 mm o niveles de Clark = IV

Histologia: Invasion vascular y/o perineural

Tumoracion de alto riesgo si tiene 21 de 12 factores de riesgo

™: Riesgo medio: cuero cabelludo, frente, mejilla, cuello.

2A: Riesgo alto: region central de la cara, regién periauricular, parpados,
periorbitario, piramide nasal, y labios.

*Nota: la cohorte del presente analisis de la localizacion de riesgo se
basa unicamente en aquellos CEC localizados en cabeza y cuello. Los
factores de riesgo y datos especificos localizados en areas B (areas de
bajo riesgo anatémico: tronco y extremidades), manos/pies, y genitales

no se incluyen.

Por lo tanto, la definicion de la velocidad de crecimiento del CECAR asi como su
relevancia practica con respecto al resto de variables probablemente permita explicar el
potencial de malignidad de la variante de alto riesgo asi como optimizar la actuacion
terapéutica mediante farmacos que actuen sobre dianas moleculares clave en el proceso de

carcinonégesis epidérmica.
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4.3. Sindrome de apnea obstructiva del sueio y cancer de piel

4.3.1. Introduccion

La apnea del sueno fue descrita en el pasado antiguo y ha sido redescubierta en los
inicios del siglo XX. Sin embargo, a finales de 1990, se reconocieron diferentes tipos de
trastornos respiratorios del suefio (TRS), con consecuencias especificas y comorbilidades.
Esto fue reflejado en una clasificacion revisada propuesta por la Academia Americana de
Medicina del Sueno (146) y posteriormente confirmada en la Clasificacion Internacional de
Desordenes del Suefo, 2° edicion (ICDS-2) (147), publicada en 2005.

De esta forma, se definicion 3 subtipos fundamentales de TRS con respecto a la
prevalencia y a las consecuencias de salud, que incluyen al sindrome de apnea del suefio
(SAOS), a la respiracion de Cheyne-Stokes y apnea central del suefio en el paciente con

fallo cardiaco crénico, y el sindrome de hipoventilacién-obesidad.

En las 3 condiciones, la hipoxia afecta al funcionamiento del cuerpo humano en
diferentes vias, mediante mecanismos especificos. En el presente trabajo nos centraremos
en la revision del SAOS, variante del grupo de TRS que se ha asociado con el desarrollo de

cancer, entre otras comorbilidades.

4.3.2. SAOS: definicidn, prevalencia y principales consecuencias

El sindrome de apneas e hipopneas del suefio (SAOS), es un fendbmeno que se
caracteriza por la aparicion de episodios repetitivos de obstruccion al flujo aéreo totales
(apneas) o parciales (hipopneas) de la via aérea superior que provocan una desaturacion

intermitente de oxigeno y desestructuracion del suefio.

Su definicidon se basa en la existencia de sintomas como el excesivo sueno diurno, la
alteracion el funcionamiento diario, con la existencia de mas de cinco eventos obstructivos
por hora durante el suefo. La evaluacion de los eventos ventilatorios incluye la existencia de

apneas, hipopneas, y episodios de incremento de resistencia en las vias aéreas
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superiores.(146,147)

La prevalencia de TRS es muy elevada en la poblacién general. Hasta un 20% de la
poblacion de mediana edad presenta un numero anémalo de TRS y un 4-6% presenta
ademas sintomas secundarios al mismo en forma de hipersomnia diurna (lo que define el
SAQS), porcentajes que ademas aumentan con la edad. Las consecuencias de este
trastorno se han evaluado en diferentes trabajos.(149) Asi, actualmente existe evidencia
entre la relacion causal entre el SAOS y excesivo suefo diurno, con alteracion del estado
cognitivo, y que incluye un incremento del riesgo de accidentes de trafico(150,151), de
morbilidad cardiovascular, y mortalidad(152,153). Las consecuencias cardiovasculares (por
ejemplo, la existencia de arterioesclerosis sin factores de riesgo cardiovasculares clasicos)
parece desarrollarse en las etapas tempranas de la enfermedad.(154,155) Este hecho apoya
la necesidad de realizar un diagnodstico precoz y un tratamiento temprano, especialmente
desde que la tasa de mortalidad en maxima en varones de 50 afnos, y que posteriormente

disminuye con la edad. (156)

Todo ello hace que hoy en dia se considere el SAOS como un problema de salud

publica de primer orden.(148)

4.3.3. La hipoxia intermitente

La secuencia de desaturacion-reoxigenacion es un patron tipico compartido en la
mayoria de los eventos respiratorios. Esta secuencia, definida como hipoxia intermitente
(HI), lleva al estrés oxidativo, con la produccion de especies reactivas de oxigeno. (ERO).
(157).

Numerosos estudios han mostrado un incremento del estrés oxidativo usando varios
marcadores bioldgicos, en el que también intervienen otros factores como la presencia de

diabetes, hipertension y obesidad. (156—159).

Los niveles incrementados de ERO contribuyen a la generacién de moléculas de
adhesion (160), a la activacion de leucocitos (161) y a la produccién de inflamacion a nivel
sistémico.(162) Junto a ello, estos mecanismos generan dafo endotelial vascular y
disfuncion.(163,164)
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De la misma forma, la respuesta simpaticomimética generada, bien definida en el
SAOS, puede conducir a una insulino-resistencia incluso en pacientes no obesos,

(165)representando una via accesoria al desarrollo de estrés oxidativo.

El estrés oxidativo se caracteriza por un balance alterado entre la produccion y la
degradacion de ERO. A pesar de que algunos estudios muestran que existe un incremento
de produccion de ERO en SAQOS, el numero de estudios es todavia limitados. Asi, Barceld y
colaboradores (166) describieron una alteracion en las capacidades antioxidantes, con una
reduccion del estado antioxidante total, y un descenso de niveles de vitaminas Ay E. En el
mismo estudio, el tratamiento con el sistema de presion aérea positiva continua (CPAP)
normalizo el estado antioxidante. En 2008, se demostré que la alteracion de las propiedades
antioxidantes de la albumina era independiente del indice de masa corporal (IMC), y estaba

relacionado unicamente con la presencia de SAOS.(167)

El SAQOS, a su vez, se ha asociado con una reduccion en la biodisponibilidad de 6xido
nitrico (ON). Los derivados de ON incluyen el ion nitrosonium que resulta de la autooxidacion
del ON bajo ciertas condiciones, y el peroxinitrito, que es el productor resultante de la
reaccion entre el oxido nitrico y el ion superdxido. Este peroxinitrito es generado en
situaciones asociadas a estrés oxidativo (ejemplo, hipoxia y reperfusion post-isquemia),

particularmente en la pared vascular endotelial.

El peroxinitrito modula la actividad de ciertas enzimas clave en la homeostasis
vascular, como el ON sintetasa endotelial y la catalasa. Mediante la inhibicion del ON
sintetasa a través de la AMP quinasa (168) y la catalasa (169), el peroxinitrito favorece la
generacion de iones superoxido, induciendo un circulo vicioso que conduce a un incremento

local de estrés oxidativo con consecuencias negativas.

En el SAQS, la reduccion de la disponibilidad de ON ha sido demostrada, asi como un
incremento de sus derivados (170). Este seria un importante determinante en la disfuncion

endotelial asociada a esta enfermedad obstructiva.

Por lo tanto, la combinacion de la hiperactividad del sistema simpatico, y el estrés
oxidativo, asociados a una determinada carga genética, favoreceran el desarrollo de

diferentes co-morbilidades incluidas en la figura 11.
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Figura 11. Factores que intervienen en las comorbilidades del SAOS

4.3.4. Sindrome de apnea del sueio y cancer

Como hemos visto anteriormente, ha sido bien estudiado que los diferentes
fendbmenos que ocurren durante las apneas e hipopneas (hipoxemia e hipercapnia
intermitentes, microdespertares o cambios en la presion intratoracica) son capaces de poner
en marcha una serie de mecanismos fisiopatologicos intermedios (activacion simpatica,
disfuncion endotelial, estrés oxidativo, inflamacion sistémica y alteraciones metabdlicas) que
se han relacionado con una mayor incidencia de eventos cardiovasculares e hipertension
arterial o una peor evolucion de los mismos (figura 11).(172) Sin embargo, la relacion entre
los TRS y otras enfermedades no cardiovasculares mediadas por alguno o algunos de estos

mecanismos fisiopatoldgicos intermedios ha sido muy poco estudiada.
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La hipoxia intermitente es un proceso caracteristico de los TRS, con consecuencias
celulares bien documentadas. (151) Su presencia se ha relacionado, entre otras cosas, con
la produccién de una serie de moléculas implicadas en la carcinogénesis 0 en un crecimiento
acelerado de los tumores. Asi, bajo circunstancias de hipoxia celular (ya de por si existente
en el interior de los tumores y agravada por la hipoxemia intermitente), existe un incremento
en la actividad del factor de trascripcion HIF-1 (del inglés “Hypoxia-inducible factor” ) capaz
de regular la expresion de algunos genes que tratan de mediar una respuesta adaptativa.
Una de las principales moléculas implicadas en este proceso es el VEGF (del inglés
“vascular endotelial growth factor”) que genera un incremento en la neovascularizaciéon
tumoral que se ha relacionado con un mayor crecimiento de los tumores. Ademas, el factor
HIF-1 ha sido relacionado con la activacion de la transcripcion de genes que juegan un papel
fundamental en una mayor invasion tumoral, inhibicion de la apoptosis tumoral en
melanomas y fibrosarcomas, una mayor produccién de metastasis y una mayor resistencia al

tratamiento quimioterapico.(173)

Otro de los mecanismos fisiopatoldgicos puestos en marcha por la hipoxia intermitente
y relacionados con la carcinogénesis es el incremento brusco, en el momento de la
reoxigenacion tras la hipoxia, de los ROS (del inglés “reactive oxygen species”)
pertenecientes al sistema que regula el estrés oxidativo, en especial el idon superdxido (0O2-)
capaces de modificar la expresidon génica a través de la regulaciéon de algunos factores de
trascripcion importantes como AP-1 (activador de la proteina 1) y del factor KB nuclear (NF-
kB) que, a su vez, producen la activacion de la trascripcion de algunas moléculas
proinflamatorias cuyas concentraciones estan aumentadas en los procesos tumorales (factor
de necrosis tumoral alfa, interleukina 6 o algunas moléculas de adhesion como ICAM o
VCAM).(174)

La relacién entre los TRS (generadores de hipoxia intermitente) y el cancer ha sido
muy poco estudiada, pero existen algunas evidencias que invitan a pensar que ambas

enfermedades podrian estar asociadas.

Nieto y colaboradores han observado sobre 1522 individuos de la poblacion general
seguidos durante 22 afos una relacion dosis-respuesta entre el indice de apneas-hipopneas
y la mortalidad ajustada de cancer con una OR: 4,8 (IC95% 1,7-13,2) para un IAH>30
respecto al grupo control (IAH<5). En este mismo estudio los autores observaron ademas

que en aquellos pacientes de los que se habian valorado variables oximétricas, la relacidon
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era incluso mas intensa.(175) Por su parte Martinez-Garcia y colaboradores, en una amplia
serie clinica del Grupo Espafiol de Suefio sobre 8900 pacientes seguidos una mediana de 5
anos, observd una mayor incidencia de cancer en aquellos pacientes con un exceso de TRS
(IAH>10), si bien esta asociacién desaparecia al ajustar los resultados por la edad y sexo de

los pacientes.(176)

Respecto al melanoma cutaneo, en un modelo animal, Farré y colaboradores
indujeron un melanoma en 15 ratones mediante la inyeccion subcutanea de células de
melanoma observando que en aquellos especimenes en los que se inducia ademas una
hipoxia intermitente, el volumen del tumor crecia mas rapidamente durante los 14 dias de

observacion y se observaba un mayor nimero de metastasis.(177)

Estos resultados sugiere que es necesaria la realizacibn de mas estudios en
pacientes diagnosticados de cancer para valorar cual es el papel de un exceso de TRS. Un
aspecto especialmente interesante seria evaluar la relacion que pueden tener parametros

oximétricos que marcan una hipoxia intermitente sobre la agresividad tumoral.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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5.Hipotesis

Los tumores cutaneos, segun la experiencia clinica, no crecen de forma uniforme.
Esta heterogeneidad en el crecimiento parece relacionarse con el pronostico. La velocidad
de crecimiento en el cancer cutaneo es un parametro que tiene en cuenta la presentacion
clinica del tumor y el tamano tumoral y que se relaciona con el grado de agresividad del
tumor. La velocidad esta definida genéticamente y esta probablemente relacionada con el
mecanismo etiopatogénico de carcinogénesis. Desde el punto de vista practico, su definicion
permitira mejorar la capacidad predictiva del prondstico y, por lo tanto, una optimizacion

terapéutica.

6.0Dbjetivos

6.1. Objetivo principal

Conocer si la velocidad de crecimiento del cancer cutaneo esta relacionada con

determinadas caracteristicas clinicas, genéticas y prondsticas.

6.2. Objetivos secundarios

1. Identificar las caracteristicas epidemioldgicas, clinicas, e histolégicas del

melanoma en base a su velocidad de crecimiento (Estudio 1).

2. Evaluar el valor de la velocidad de crecimiento como factor prondstico

independiente en el melanoma (Estudio 2).

3. Analizar la prevalencia de mutaciones BRAF y NRAS en la variante de melanoma

de rapido crecimiento (Estudio 3).

4. Analizar la prevalencia de mutaciones en el promotor de TERT en los melanomas

de crecimiento rapido (Estudio 4).
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5. Evaluar si la existencia de sindrome de apnea del suefio influye sobre la velocidad

de crecimiento (Estudio 5).

6. ldentificar si la velocidad de crecimiento en el carcinoma epidermoide cutaneo
permite discriminar el subgrupo con elevado riesgo de diseminacion metastasica
(Estudio 6).
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MATERIAL Y METODOS
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7.Material y métodos

7.1.Consideraciones generales

7.1.1.Fuente de datos

La obtencion de la respuesta a los objetivos planteados se llevé a cabo mediante la
realizacion de 6 estudios, representados en la figura 12.

Definicion del concepto
velocidad de crecimiento

en el cancer de piel

Estudio 1
Melanoma Carcinoma
epidermoide cutaneo
Estudios 1 a 5 Estudio 6

Velocidad de Analisis del valor Definicion de modelo

crecimiento como AnaI|S|'s de patron velocidad de predictivo de
- mutacional BRAF- .
factor prondstico crecimiento como desarrollo de
. ’ NRAS e . .
independiente factor prondstico metastasis

Estudio 2 Estudio 3 Estudio 6 Estudio 6

Analisis de la
frecuencia de

Correlacion entre
velocidad de crecimiento

mutaciones en el
promotor de TERT

del melanomay
Sindrome de apnea del
sueno

Estudio 5

Estudio 4

Figura 12. Estructura de la tesis

Para todos los estudios se seleccionaron datos de pacientes incluidos en las bases de
datos de MM (estudios 1 a 5) y de CEC (estudio 6) del Servicio de Dermatologia del Instituto
Valenciano de Oncologia.

La Fundacion Instituto Valenciano de Oncologia (IVO) es una entidad privada sin
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animo de lucro. Es uno de los primeros centros monograficos de cancer que se abrieron en
Espafa, que desde su inauguracion en 1976 ha sido pionero en el tratamiento de los
procesos oncolégicos. En la Comunidad Valenciana es el Unico de sus caracteristicas y

supone un centro de referencia en el tratamiento del CEC y del MM.

La base de datos del melanoma se disefio en el ano 2000. Desde entonces y hasta la
actualidad, se han introducido una serie de datos epidemioldgicos, clinicos e
histopatolégicos de los pacientes con melanoma que se recogen de forma prospectiva
durante la primera visita en la consulta de dermatologia, realizada por dermatdlogos

expertos en el seguimiento de pacientes con melanoma.(2,43,178)

Todos los datos de la base de datos de melanoma se han procesado de forma
uniforme desde el principio por el mismo profesional (Dr. Eduardo Nagore). Los datos se
introdujeron tanto para pacientes recientemente diagnosticados de melanoma, casos
incidentes, como para los pacientes que acudian para las visitas de seguimiento, casos
prevalentes. Se incluyeron aquellos pacientes que tenian el diagnéstico de melanoma
confirmado por un patélogo. Siempre que fue posible, en aquellos pacientes que presentaron
una biopsia o en los que hubo una extirpacion previa, se recuperd la muestra histologica

original.

La base de datos de carcinoma epidermoide cutaneo se disefid en el aino 2007.
Desde ese momento y hasta la actualidad, se han introducido una serie de datos
epidemioldgicos, clinicos e histopatologicos de los pacientes con carcinoma epidermoide
cutaneo que se recogen de forma prospectiva durante la primera visita en la consulta de
dermatologia, realizada por dermatdlogos expertos en el seguimiento de pacientes con

carcinoma epidermoide cutaneo.

Todos los datos de la base de datos de carcinoma epidermoide cutaneo se han
procesado de forma uniforme desde el principio por el mismo profesional (Dr. Onofre
Sanmartin). Los datos se introdujeron tanto para pacientes recientemente diagnosticados de
CEC, casos incidentes, como para los pacientes que acudian para las visitas de
seguimiento, casos prevalentes. Se incluyeron aquellos pacientes que tenian el diagndstico
de carcinoma epidermoide cutaneo confirmado por un patélogo. Siempre que fue posible, en
aquellos pacientes que presentaron una biopsia o en los que hubo una extirpacion previa, se

recuperd la muestra histoldgica original.
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Para la realizacion de estudios moleculares se utilizaron muestras de los pacientes
que se encuentran almacenadas en el Biobanco del IVO. Para su utilizacién, se obtuvo la
aprobacién de la investigacién por el Comité Etico de Investigacion Clinica del IVO (el
documento del dictamen del Comité Etico de Investigacién Clinica del y la firma del
consentimiento del Biobanco de cesion de muestras (el documento de consentimiento
informado para la donacion voluntaria de muestras biolégicas para investigacion obtenidas
en el curso de procedimientos quirurgicos, terapéuticos o diagndsticos se recoge en el

anexo 1).

Adicionalmente, se obtuvo el consentimiento por escrito de todos los pacientes que

participaron en los estudios. El modelo de este documento se recoge en el anexo 2.

Ambas bases de datos cumplen todos los requisitos éticos y estan consideradas como

una de las bases de datos epidemiolégicas mas importantes en términos de calidad (218).

7.1.2.Variables generales recogidas en las bases de datos

Las variables que se registran en las bases de datos de MM y de CEC se recogen en

los anexos 3y 4.

7.1.3.Calculo de la velocidad de crecimiento

7.1.3.1. Velocidad de crecimiento en el MM.

La descripcion original de Grob y colaboradores del concepto velocidad de
crecimiento (VC) (82) se defini6 como la razén entre el grosor tumoral de Breslow (en mm)
y el tiempo de evolucidén, considerado como el tiempo en meses desde la deteccion de
aparicion de la lesion en aquellos casos de MC novo o el tiempo desde la percepciéon de
cambios en aquellos casos de MC sobre nevo (figura 3).

En nuestro caso, con la intencion de evaluar de forma mas certera la agresividad

tumoral del MC, definimos la velocidad de crecimiento modificada (VCm), en la que el
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indice de crecimiento temporal se defini6 como el intervalo (en meses) que transcurre entre
el momento en el que el paciente percibe cambio en la lesion (T1) y el momento de la

excision (T2), que se obtuvo del informe patoldgico.

Para definir D1 se consideraron 2 posibilidades: (a) En aquellos casos en los que se
detectd un crecimiento volumétrico, definido como un incremento de tamafio en el eje vertical
de la lesion (adquisicidon de relieve, crecimiento excrecente en la piel), se establecié T1 como
el tiempo del crecimiento volumétrico de la lesion. (b) En aquellos casos en los que no se
detectd el crecimiento volumétrico de la lesion, T1 se definio como el tiempo en el que el
paciente percibio el primer cambio (como el cambio en la simetria de pigmentaciéon, cambio
en los bordes, textura, tamano horizontal, o diametro) en una lesion preexistente estable o
como el momento en el que el paciente 0 acompafante percibié la aparicion de una nueva

lesidn en fase de cambios.

VC se defini6 como la diferencia entre el grosor tumoral (en mm) y el tiempo de

evolucion (en meses), éste ultimo definido como T2-T1. (Figura 13)

Generalmente se clasifica al MM en tres grupos de acuerdo con la VC: MM de
crecimiento lento (MCL, <0.1 mm/mes), MM de crecimiento intermedio (MCI, 0.1-0.49

mm/mes), y MM de crecimiento rapido (MCR, = 0.5 mm/mes).
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T1: momento percepcion cambios

Crecimiento en No crecimiento
volumen en volumen

Tiempo del crec Tiempo desde el inicio de la
en volumen. percepcién de cambios
L E RN ENREENENEEEREREERBEEEEEEZEE R R N NN

T2: fecha de exéresis

Tasa fndice Breslow
de =
Crecimiento T2-T1

Clasificacion de los melanomas en 3 grupos:
= melanomas de crecimiento lento (menor de 0,1 mm /mes)

Figura 13. Modelo de velocidad de crecimiento modificada (VCm)

7.1.3.2. Velocidad de crecimiento en el CEC.

La VC en el CEC fue calculada usando un cuestionario estandarizado modificado

obtenido del modelo de calculo de la VC en el MM.

Asi, cada paciente fue preguntado acerca de 2 fechas: T1, seria la fecha en la que el
paciente o el acompafnante detectaron cambios sospechosos en la lesion problema
(crecimiento volumétrico, sangrado). T2, fecha de reseccion de la tumoracion, fue obtenida

de los informes quirurgicos.

La definicion de la cinética de crecimiento del CEC primario fue definido, en base a
experimentos previos realizados sobre casos de MM, como el ratio del volumen del CEC en
el momento de la reseccion y el periodo de tiempo que transcurre desde el momento de

percepcion inicial de cambios y el momento de la reseccion tumoral. (Figura 11)

Para calcular el volumen del CEC en el momento de reseccion, dado que el momento
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exacto de inicio de crecimiento del CEC es desconocido y que el volumen es dificil de definir,
se asume, como Grob hizo en el caso del MM y la VC del mismo, que el ratio de espesor
histolégico del CEC dividido por la duracion del crecimiento tumoral hasta su reseccion

puede ser utilizado como un modelo valido que define la cinética del CEC.

Finalmente, se define el indice cinético del CEC (ccIC), definido como el grosor
histolégico del CEC/ T2-T1, el cual fue considerado el mejor modelo para definir el

crecimiento en el CEC.
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7.2. ESTUDIO 1: Definiciéon de la velocidad de crecimiento en el
melanoma: evaluacidén de aspectos epidemiolégicos, clinicos

e histolégicos.

7.2.1.Sujetos del estudio

Se realizé un estudio observacional retrospectivo unicéntrico en el que se incluyeron
todos aquellos pacientes con MM invasor registrados en la base de datos desde el 1 de
Enero de 2004 y el 31 de Mayo de 2009.

7.2.1.1. Criterios de inclusion

* MM estadio | o superior.

* Disponer de una muestra de tejido tumoral para su analisis (bloque).

7.2.1.2. Criterios de exclusion

* MM primario extracutaneo.

MM de localizacion desconocida.
MM in situ.

* MM primario multiple.

MM con falta de datos para el calculo de la VC.

7.2.2.Grupos de estudio

Los casos se distribuyeron en 3 grupos de acuerdo con la VC: MM de crecimiento
lento (MCL, <0,1 mm/mes), MM de crecimiento intermedio (MCI, 0,1-0,49 mm/mes), y MM
de crecimiento rapido (MCR, = 0,5 mm/mes). (76,82)

7.2.3.Datos analizados en el estudio
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Las siguientes variables fueron consideradas en el analisis comparativo entre los grupos

previamente definidos de acuerdo con su VC.

7.2.3.1. Datos epidemiolégicos

Los datos epidemioldgicos incluyeron el sexo (masculino/femenino), y la edad

(arbitrariamente clasificados en <40, entre 40-65 y >65 anos).

7.2.3.2. Caracteristicas fenotipicas

Los aspectos fenotipicos cutaneos analizados incluyeron el fototipo cutaneo
(agrupados en fototipos I-ll y fenotipos IlI-V), el color de pelo (castano+oscuro,
rubio, pelirrojo), color de los ojos (oscuro o claro), presencia de nevos atipicos (si 0
no), queratosis actinicas (si o no), lentigos solares (si 0 no), y el numero total de
nevos melanociticos (<20, 20-50, 50-100, >100).

7.2.3.3. Factores ambientales

En este subgrupo se incluyeron los siguientes datos: quemaduras solares de
grado leve previas (0, 1-5, 6-10, >10), quemaduras solares de grado severo

previas (0, 1-5, 6-10, >10), y los afios/paquete de cigarrillos (No, <20, >20).

7.2.3.4. Historia oncoldégica personal y familiar del paciente

En este apartado incluimos los factores de riesgo de cancer de piel: historia
personal de cancer cutaneo no melanoma (CCNM), incluyendo al CBC y al CEC
(si 0 no). A su vez, también se incluyd la historia familiar de melanoma (si o no), y

de otra neoplasia maligna diferente al melanoma (si o no).

7.2.3.5. Andlisis de las caracteristicas clinicas e histolégicas del

melanoma
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Los hallazgos clinicos analizados en el MM incluyeron la localizacion anatomica
(cabeza y cuello, tronco, extremidades superiores, extremidades inferiores o
acral), la presencia de lentigos solares en el area del MM (si o no), la existencia de
quemaduras en el pasado en la zona del MM (no, leve, severa), y el patrén de
exposicion solar en la zona del MM (no fotoexpuesta, ocasionalmente

fotoexpuesta, habitualmente fotoexpuesta).

Los datos para el calculo de la VCm incluyeron la fecha de deteccién de

cambios en la lesion (T1) y la fecha de exéresis de la tumoracion (T2).

Las caracteristicas histologicas analizados incluyeron el indice de Breslow
(tanto como variable continua como categorizada segun los puntos de corte
establecidos por la AJCC), la presencia de ulceracion y la tasa de mitosis (0, 1-5,

6-10, >10 mitosis por milimetro cuadrado).

7.2.3.6. Estadificacion del melanoma

Se recogi6 la afectacion del ganglio centinela (GC) (si 0 no), y la estadificacion

del tumor (26) (localizado, enfermedad locorregional, metastasis a distancia).*

*En el caso del IVO, los criterios para la realizacion del GC incluyen: (a) grosor
tumoral >0,75 mm, 6 grosor <0,75 mm con presencia de ulceracién o mas de 1

mitosis dérmica.

7.2.3.7. Determinacion del gen de la melanocortina 1

Se analiz6 el genotipo del receptor de melanocortina 1 (MC71R). Los métodos
de genotipado se realizaron mediante secuenciacion directa han sido descritos en
un estudio previo (31). Los pacientes fueron clasificados en casos sin mutacion,
casos que presentan una mutacion, y casos que presentan mas de 1 variante
mutacional previamente definida (31) que confieren el riesgo de desarrollar

melanoma en nuestra poblacion.
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Las variantes MC1R analizadas incluyeron las variantes RHC (p.D84E,
p.R142H, p.R151C, p.R160W, y p.D294H), las variantes no-RHC (p.V60L,
p.VO2M, p.T314T, p.1155T, y p.R163Q) asi como otras variantes menos

frecuentes descritas previamente. (31)

7.2.4.Analisis estadistico

Los datos recogidos fueron analizados usando el SPSS version 15.0 (SPSS, Chicago,
llinois, USA).

Las diferencias en la distribucién de las variables entre grupos fue evaluada usando la
prueba de la Ji cuadrado de Pearson. El grado de relacion entre la VC, el grosor tumoral, y la
tasa de mitosis fue estimado usando el coeficiente de correlacion de Spearman. El nivel de
significacion estadistica se establecio en 0,05 y la correlacién de Spearman se interpretd en

base a la tabla 5.
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Tabla 5. Escala de interpretacion de la correlacion de Spearman

Correlacién Interpretacion
-1,00 Correlacion negativa perfecta
-0,90 Correlacion negativa muy
fuerte
-0,75 Correlacion negativa
considerable
-0,50 Correlacion negativa media
-0,10 Correlacion negativa débil
0,00 No correlacion entre variables
+0,10 Correlacion positiva débil
+0,50 Correlacion positiva media
+0,75 Correlacion positiva
considerable
+0,90 Correlacion positiva muy fuerte
+1,00 Correlacion positiva perfecta
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7.3. ESTUDIO 2: Evaluacion de la velocidad de crecimiento del

melanoma como factor prondéstico independiente.

7.3.1. Sujetos de estudio

Se realizé un estudio observacional retrospectivo que incluyé a los pacientes con MM
invasor registrados en la base de datos desde el 1 de Enero de 2003 y el 31 de Mayo de
2009.

7.3.1.1. Criterios de inclusion

e MM estadio | o ll.

* Disponer de una muestra de tejido tumoral para su analisis (bloque).

7.3.1.2. Criterios de exclusion

MM primario extracutaneo.

MM de localizacion desconocida.

* MM primario multiple.

MM con falta de datos para el calculo de la VC.

7.3.2. Grupos de estudio

Los casos se distribuyeron en base a la VC (VC de Grob, figura 3), y en base a la

forma modificada propuesta en nuestro trabajo (VCm, figura 13).

En el presente trabajo, tanto en la VC como en la VCm se categorizé como punto de
corte para considerar velocidad de crecimiento rapido aquellos casos con valores superiores
a 0,4 mm/mes, con la finalidad de obtener resultados comparables a los de Tejera-Vaquerizo

y colaboradores (180).
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7.3.3.Datos analizados en el estudio

Las siguientes variables fueron consideradas en el analisis comparativo entre los

grupos previamente definidos de acuerdo con su VC.

(i)

(iii)

Datos epidemioldgicos

Los datos epidemioldgicos incluyeron el sexo (masculino/femenino) y la edad

en el momento del diagnostico

Analisis de las caracteristicas clinicas e histolégicas del melanoma

Los hallazgos clinicos analizados en el MM incluyeron la localizacion anatomica
(cabeza y cuello, tronco, extremidades superiores, extremidades inferiores o acral)
y los datos para el calculo de la VCm incluyeron la fecha de deteccion de cambios

en la lesion (T1) y la fecha de exéresis de la tumoracién (T2).

Los datos histolégicos incluidos fueron el indice de Breslow (tanto como
variable continua como categorizada segun los puntos de corte establecidos por la
AJCC), la presencia de ulceracion y la tasa de mitosis (0, 1-5, 6-10, >10 mitosis

por milimetro cuadrado).

Evolucion del paciente

La variables dependientes (o la variable principal), fueron la supervivencia libre
de enfermedad (SLE, en afos) y la supervivencia global (SG, en afios). Se
consideraron la recaida por melanoma y la muerte por cualquier causa como los
eventos, respectivamente. Se consideraron censurados los pacientes que no
habian presentado ninguna recaida para el calculo de la SLE y los pacientes vivos

para el calculo de la SG en el momento de finalizar el estudio.
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7.3.4.Analisis estadistico

Los datos recogidos fueron analizados usando el SPSS version 15.0 (SPSS, Chicago,
llinois, USA)

Las curvas de supervivencia global y la supervivencia libre de enfermedad fueron
generadas a partir del método de Kaplan-Meier y el analisis univariante fue realizado
mediante la prueba de los rangos logaritmicos. El analisis multivariante fue realizado
mediante un modelo de regresién de Cox condicional por pasos hacia adelante. Los valores

de P<0.05 fueron considerados como significativos.
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7.4. ESTUDIO 3: Analisis de la prevalencia de mutaciones BRAF

y NRAS en los melanomas de rapido crecimiento no acrales

7.4.1.Sujetos de estudio

Se realizé un estudio observacional retrospectivo unicéntrico en el que se incluyeron
todos aquellos pacientes con MM invasor registrados en la base de datos desde el 1 de
Enero de 2004 y el 31 de Mayo de 2012.

El presente trabajo, dado que se hizo en colaboracion con el Instituto Médico de
Investigacion de Queensland, fue aprobado tanto por el comité ético de la Fundacién
Instituto Valenciano de Oncologia, Valencia (Espafia) como por el Comité Etico de Recursos
Humanos del Instituto Médico de Investigacién de Queensland. El estudio a su vez se adhirid
a los términos de la Declaracion de Helsinki, y todos los participantes firmaron el

consentimiento informado previa explicacion detallada del trabajo.

7.4.1.1. Criterios de inclusion

* MM estadio | o Il
* Disponer de la informacién acerca del estado mutacional de BRAF y NRAS, obtenida

de los datos de un estudio previo.(181)

7.4.1.2. Criterios de exclusion

MM metastasico.

MM lentiginoso acral.
MM spitzoide.

¢ Lesiones nevoides.

7.4.2.Grupos de estudio

Los casos se distribuyeron en 3 grupos de acuerdo con la VCm: MM de crecimiento
lento (MCL, <0,1 mm/mes), MM de crecimiento intermedio (MCI, 0,1-0,49 mm/mes), y MM
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de crecimiento rapido (MCR, = 0,5 mm/mes). (76,82).
Las asociaciones entre la VCm y el estado mutacional fueron evaluadas en 2 pasos.

En primer lugar se consideraron los 3 grupos segun la presencia de mutacion de NRAS,

mutacion de BRAF, o la ausencia de mutaciones en BRAF o NRAS.
En segundo lugar se considero la presencia de las variables edad, sexo, localizacion,

subtipo histoldgico, el grosor de Breslow, y presencia de ulceracion como factores de

confusion.

7.4.3.Datos analizados en el estudio

Las siguientes variables fueron consideradas en el analisis comparativo entre los grupos

previamente definidos de acuerdo con su VC.

(i) Datos epidemiolégicos

Los datos epidemiolégicos incluyeron el sexo (masculino/femenino), la edad

(en anos, en forma de variable continua) en el momento del diagndstico

(ii) Caracteristicas clinicas e histolégicas del melanoma

Los hallazgos clinicos analizados en el MM incluyeron la localizacion anatomica
(cabeza y cuello, tronco, extremidades superiores o inferiores), y los datos para el
calculo de la VCm incluyeron la fecha de deteccién de cambios en la lesion (T1) y

la fecha de exéresis de la tumoracién (T2).

Los datos histolégicos incluidos fueron el indice de Breslow (como variable
continua), la presencia de ulceracion, y el subtipo histoldgico (extension superficial,

nodular, otro/desconocido)
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7.4.4.Andlisis genético de BRAFy NRAS

Los procedimientos utilizados para el analisis de BRAF y NRAS en incluyen en el
anexo 5. (182)

7.4.5.Analisis estadistico

Los datos recogidos fueron analizados usando el SPSS version 15.0 (SPSS, Chicago,
llinois, USA).

La asociacién entre el estado mutacional y la VCm se evalué mediante la prueba de la
Ji cuadrado de Pearson o la prueba exacta de Fisher (cuando la frecuencia esperada en

alguna de las casillas fue menor del 5%).

El test de ANOVA fue utilizado para realizar la comparacion entre la edad media y el

indice de Breslow entre los diferentes grupos definidos por la VCm.

Se realizé una regresion logistica univariante binaria para calcular los odds ratios y
para definir el intervalo de confianza del 95% de la asociacion entre el estado mutacional y la
VCm.



96 | Velocidad de crecimiento en el cancer de piel

7.5. ESTUDIO 4: Prevalencia de mutaciones en el promotor de

TERT en los melanomas de crecimiento rapido

7.5.1.Sujetos de estudio

Se realizé un estudio observacional retrospectivo unicéntrico en el que se incluyeron
todos aquellos pacientes con MM invasor registrados en la base de datos desde el 1 de
Enero de 2000 hasta la actualidad.

7.5.1.1. Criterios de inclusion

* Disponer de la informacion acerca del estado mutacional de BRAF, NRAS y TERT,

obtenida de los datos de un estudio previo.(183)

* Disponer de la informacién suficiente para la realizacion del calculo de la VCm.

7.5.2.Grupos de estudio

Los casos se distribuyeron en 2 grupos de acuerdo con la velocidad de crecimiento:
MM de crecimiento lento e intermedio (MCL&I, VCm <0,5 mm/mes), y MM de crecimiento
rapido (MCR, = 0,5 mm/mes). (76,82).

7.5.3.Datos analizados en el estudio

7.5.3.1. Datos epidemiolégicos

Los datos epidemioldgicos incluyeron el sexo (masculino/femenino), la edad (en
anos, en forma de variable categorizada en terciles: (<50 afos, 51-65 afos y >65

afnos) en el momento del diagndstico.
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7.5.3.2. Caracteristicas clinicas e histolégicas del melanoma

Los hallazgos clinicos analizados en el MM incluyeron la localizacion anatomica
(cabeza y cuello, tronco, extremidades superiores o inferiores), y los datos para el
calculo de la VCm incluyeron la fecha de deteccién de cambios en la lesion (T1) y

la fecha de exéresis de la tumoracién (T2).

Los datos histolégicos incluidos fueron el indice de Breslow (categorizada en
<2 mm y >2 mm), la presencia de ulceracion (Si/No), y el subtipo histolégico
(lentigo maligna melanoma (LMM), melanoma de extensiéon superficial (MES),
melanoma nodular (MN), melanoma lentiginoso acral (MLA), otros/desconocido

(no especificado).

Adicionalmente se incluy6 la tasa de mitosis (TM). Para este estudio se utilizé
el denominado “hot spot”, que consiste en enumerar las mitosis en las areas
tumorales dérmicas que contienen la mayor parte de las figuras mitéticas, en caso
de que existan. Tras realizar el contaje de mitosis en la “hot spot”, usando lentes
de 40 o de 400 aumentos, el contaje es posteriormente realizado en los campos

contiguos hasta evaluar un area total de 1 mm?.

En caso de que no se detecte la zona de alta densidad mitética “hot spot” y que
las mitosis sean escasas y estén repartidas de forma aleatoria a lo largo de la
lesidén, cualquier mitosis sera incluida, y el campo en el que se encuentre se
convertira en el campo de estudio, realizandose el contaje de las mitosis

existentes en los campos contiguos correspondientes a 1 mm? de tejido.

7.5.4.Analisis genético de TERT

Los procedimientos utilizados para el analisis de TERT en incluyen en el anexo 6.

(223)

7.5.5.Andlisis genético de BRAF y NRAS

Los procedimientos utilizados para el analisis de BRAF y NRAS en incluyen en el

anexo 5.
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7.5.6.Analisis estadistico

Los datos recogidos fueron analizados usando el SPSS version 15.0 (SPSS, Chicago,
llinois, USA)

La asociacién entre el estado mutacional y la VCm se evalué mediante la prueba de la
Ji cuadrado de Pearson o la prueba exacta de Fisher (cuando la frecuencia esperada en

alguna de las casillas fue menor del 5%).

Se realizé una regresion logistica univariante binaria para calcular los odds ratios y
para definir el intervalo de confianza del 95% de la asociacion entre el estado mutacional y la
VCm. El posterior analisis multivariante fue realizado mediante un modelo de regresion de
Cox condicional por pasos hacia adelante. Los valores de P<0.05 fueron considerados como

significativos.
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7.6. ESTUDIO 5: Aplicacién practica del concepto de velocidad
de crecimiento: Evaluacion de asociacion de sindrome de

apnea del sueno y melanoma de rapido crecimiento

7.6.1.Sujetos de estudio

Se realizé un estudio observacional multicéntrico, incluyendo 6 centros (Hospital La
Fe, Hospital de Manises, e Instituto Valenciano de Oncologia, Valencia; Hospital San Juan,
Alicante; Hospital Clinic, Barcelona; Hospital Valme, Sevilla, Espana) con amplia experiencia
en el diagndstico y en el tratamiento de sindrome de apnea obstructiva del suefio (SAOS) y
de MM.

El estudio fue aprobado por el Comité Etico de los diferentes hospitales participantes
en el estudio. Todos los participantes firmaron el consentimiento informado previa

explicacion detallada del trabajo.

7.6.1.1. Criterios de inclusion

* Pacientes de edad >18 afos diagnosticados de MM en los 12 meses previos a la
inclusion en el estudio.

* MM estadio | o superior.

7.6.1.2. Criterios de exclusion

* Paciente con MM in situ.

* Paciente con MM en localizaciones extracutaneas.

* Paciente con fallo respiratorio conocido.

* Paciente con fallo cardiaco conocido.
Paciente en tratamiento establecido de sistema de presion positiva continua (CPAP),
en tratamiento con oxigenoterapia domiciliaria o mediante ventilacion mecanica no

invasiva.
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7.6.2.Grupos de estudio

Los pacientes fueron clasificados, segun su VCm, en MCR si su velocidad de
crecimiento era superior a 0,5 mm/mes, y en MM de crecimiento intermedio y lento (MCI&L),

si su velocidad de crecimiento era menor o igual a 0,5 mm/mes.

7.6.3. Datos analizados en el estudio.

El cuaderno de recogida de datos se incluye en el anexo 7.

7.6.3.1. Protocolo dermatolégico

La siguiente informacion fue recogida en cada uno de los centros por un dermatélogo

sénior, en base a un protocolo preestablecido y consensuado.

7.6.3.1.1. Datos epidemiolégicos

Los datos epidemiolégicos incluyeron el sexo (masculino/femenino), la edad
(arbitrariamente clasificados en <40, entre 40-65 y >65 afnos), y el indice de masa corporal
(IMC).

7.6.3.1.2. Analisis de las caracteristicas clinicas e histolégicas del

melanoma

Los hallazgos clinicos analizados en el MM incluyeron la localizacién anatomica
(cabeza y cuello, tronco, extremidades superiores, extremidades inferiores o acral) y los
datos para el calculo de la VCm incluyeron la fecha de detecciéon de cambios en la lesién

(T1) y la fecha de exéresis de la tumoracion (T2).

Los hallazgos histolégicos analizados incluyeron el espesor de Breslow (tanto como
variable continua como categorizada segun los puntos de corte establecidos por la AJCC), la

presencia de ulceracion (si, no), la tasa de mitosis (n° mitosis por milimetro cuadrado).
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7.6.3.1.3. Estadificacion de la enfermedad

La estadificacion de la enfermedad se realizd en base a la ultima edicién de la
American Joint Committee on Cancer (7th edition). De esta forma, el MM localizado se
clasifico como estadio IA, IB, IIA, IIB o IIC; el MM con extensién locorregional como A, 11IB

y llIC; finalmente el MM con metastasis a distancia como estadio IV. (18)

7.6.3.2. Protocolo de la unidad del sueino

7.6.3.2.1. Parametros generales

La visita a la unidad del suefo incluyé la recogida de datos de la historia clinica del
paciente con respecto a trastornos del suefio (ronquido crénico, deteccidn de apneas, la
realizacion de la escala de somnolencia de Epworth (ESE, Anexo 8, escala estandar
procedente del consenso nacional de expertos en enfermedad del suefo) para la evaluacion
de la hipersomnia a lo largo del dia, y la medicién del indice de masa corporal en el

momento de la realizacion del estudio del sueno.

7.6.3.2.2. Test diagnéstico del sueio

Todos los pacientes incluidos en el estudio fueron sometidos a un test diagndstico de
SAOQOS durante un periodo maximo de 1 mes tras su visita inicial a la unidad del suefo. En
todos los casos, el test del suefio fue llevado a cabo en la residencia de los pacientes
mediante dispositivos de polisomnografia que han sido previamente validados en la

literatura.

Los siguientes parametros poligraficos y oximétricos fueron incluidos: (a) Tiempo de
grabacion; (b) indice de apnea/hipopnea (IAH); (c) saturacion basal; Saturacion media; (d)
saturacion minima; (e) tiempo nocturno con una saturacién menor del 90% (Tsato0); (f) indice
de desaturacion de oxigeno al 3% (IDOsy); (g) indice de saturacién de oxigeno al 4%
(IDOg4).

Todas las lecturas de los pacientes fueron realizadas manualmente por un neumélogo

especializado en SAOS.
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Se definié “apnea” como la interrupcion del flujo respiratorio oronasal un tiempo
durante un periodo mayor de 10 segundos. La “hipopnea” se definié6 como una reducciéon de
entre el 30-90% del flujo respiratorio oronasal durante un periodo mayor de 10 segundos
asociado con una desaturacion = 4% o un arousal (microdespertar). El IAH fue definido como
el numero de apneas e hipopneas por hora de suefio (polisomnografia) o grabadas
(poligrafia respiratoria), mientras que el Tsatg0 S€ definid como el porcentaje de la noche en la
que la saturacion arterial de oxigeno decayd por debajo del 90%. En todos los casos, la

saturacion de oxigeno fue medida a intervalos de 2 segundos durante toda la noche.

Para considerar un test valido, debe de abarcar tanto una evaluacion subjetiva por el
paciente durante un tiempo de suefio minimo de 5 horas, y un tiempo de grabacion minimo
de 5 horas con suficiente calidad, tras la eliminacidén de los diferentes artefactos de
grabacion erratica. En caso de que ambos supuestos no se cumplieran, el test fue
considerado como no valido y se procedid a su repeticion. De la misma forma, cualquier
estudio en el que se detectaran problemas técnicos (especialmente la desconexion del
pulsioximetro) durante un porcentaje superior al 10% del tiempo total de grabaciéon también

fue repetido.

7.6.4.Analisis estadistico

Los datos recogidos fueron analizados usando el SPSS versién 17.0 ( Armonk, NY,
USA).

Las variables cuantitativas fueron presentadas como la media+/- desviacién estandar
(o mediana, [rango interquartilico, RIQ] en casos de distribucidon no normal), mientras que las
variables cualitativas o dicotomicas fueron presentadas como n (%). La normalidad de las

variables fue confirmada usando la prueba de Kolmogorov-Smirnov.

Las variables basales de los MM, clasificadas en grupos MCR, y MCI&L fueron
comparadas mediante el t-test o mediante el test U de Mann-Whitney, dependiendo de que

la distribucion fuera o no normal.
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Los analisis de regresion logistica fueron realizados para determinar la asociacion
independiente entre los parametros respiratorios (IAH, IDOse, y IDOg4e,) y los grupos de MM
segun la VCm, usando los parametros edad, sexo e IMC como factores de confusion.
Adicionalmente, se realizaron 3 analisis de regresion linear, uno para cada parametro
respiratorio (IAH, IDO3y, y IDOg4e) como variables independientes usando la VCm como

variable dependiente cuantitativa.

Finalmente, los analisis de correlacion (prueba de Spearman, tabla 5) fueron
utilizados para analizar la asociacion entre los parametros poligraficos u oximétricos y el
indice de Breslow, el indice mitético, el estadio del MM, y la VCm del MM como variable

continua.
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7.7. ESTUDIO 6: Aplicacion del concepto velocidad de
crecimiento en el carcinoma epidermoide cutaneo y valor

prondéstico
7.7.1.Sujetos de estudio

Se realiz6 un estudio observacional retrospectivo unicéntrico sobre el registro de

pacientes con CEC diagnosticados entre el 1 de Enero 2007 y el 1 de Diciembre 2013.

7.7.1.1. Criterios de inclusion

* CEC con periodo seguimiento minimo de 60 meses desde el diagndstico del tumor

primario. (88)
7.7.1.2. Criterios de exclusion

* CEC localizados en areas genital 0 mucosa, incluyendo la cavidad oral, la regién
vulvo-genital y la regidon perianal.

e CEC con tumor primario desconocido.

* CEC insitu.

e (Casos que presentaban alguna de las siguientes enfermedades: xeroderma
pigmentosum, epidermolisis bullosa distréfica recesiva, albinismo cutaneo,
disqueratosis congénita®.

* (Casos con una estado de inmunosupresion subyacente.*

* Casos con un indice de Breslow <4 mm.**

* (Casos en los que no se disponia de datos suficientes para calcular la VC del CEC.

*En el presente trabajo se excluyeron los pacientes con patologia de base
predisponente dado que ambos son actualmente considerados factores independiente de
mal prondstico en el CEC.

**De la misma forma, se excluyeron aquellos casos con un indice de Breslow <4 dado

que éstos presentan un riesgo muy bajo de desarrollar afectacion sistémica.
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7.7.2.Grupos de estudio

Los casos introducidos fueron clasificados en aquellos sin afectacion adenopatica

(CECna) y los que desarrollaron adenopatias (CECa).

En aquellos casos de CECa, el CEC primario fue comparado con las muestras de las
respectivas metastasis, para definir el indice de metastasis. En aquellos caso en los que se
detectaron multiples metastasis durante el seguimiento clinico, se consideraron a todas y

cada una de ellas como recurrencia del original.

7.7.3. Datos analizados en el estudio

7.7.3.1. Datos epidemiolégicos

Los datos epidemioldgicos incluyen el sexo (masculino/femenino), la edad (evaluada
como variable continua, y como agrupada de forma arbitraria en grupos de pacientes
menores de 40 afos, entre 40-65 afios y mayores de 65 afios). A su vez se recogi6 el
antecedente personal de CBC (si, no), CEC (si, no), y de MM (si, no) y trabajo fotoexpuesto

(si, no).
7.7.3.2. Caracteristicas fenotipicas
Los aspectos fenotipicos analizados incluyeron el fototipo cutaneo (Tipo I-VI de

Fitzpatrick), el color del pelo (negro, marrén oscuro, marrén claro, rubio, rojo), color de ojos

(negro, marréon oscuro, marron claro, verde, azul), presencia de queratosis actinicas (si, no).
7.7.3.3. Caracteristicas clinicas

Los aspectos clinicos analizados del CEC incluyeron el tipo de tumor (primario o
recurrente) la localizacién de la lesion, la region anatdmica (frontal, sien, mejilla, dorso nasal,
calota, periauricular, pabellén auricular, perilabial, fuera de cabeza y cuello), y tiempo de

evolucion de la lesion (en meses).

Desde el punto de vista morfométrico, se recogieron los siguientes datos: diametro
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mayor (en cm), diametro menor (en cm), presencia de ulceracion (si, no).

Para realizar el calculo de la VCm en el CEC:(a) T1, que se define como la fecha (mes
y afo) en el que se detecta el crecimiento volumétrico de la lesion problema. (b) T2, que se
define como la fecha de la excision de la lesidon problema (mes y afo), obtenido a partir del

informe quirurgico. (figura 11)

7.7.3.4. Hallazgos histopatolégicos

El analisis histopatoldgico de los casos incluidos en el estudio fue realizado por 3

dermatopatoélogos (JC, OSJ, AMC), que revisaron todos los casos incluidos en el estudio.

Los aspectos histolégicos incluidos en el analisis fueron: (a) el espesor tumoral (en
mm); (b) el nivel de Clark (I-VI); (c) la diferenciacion histolégica (bien, moderadamente, y
pobremente diferenciado, indiferenciado); (d) patron de crecimiento tumoral (expansivo,
infiltrativo, acantolitico); (e) evidencia de desmoplasia (si, no); (f) infiltrado inflamatorio
tumoral (presente, ausente); (g) poblacion inflamatoria predominante (linfocitico,
linfoplasmocitario, plasmocitos+eosindfilos); (h) Numero de mitosis por 10 campos
(analizado como variable continua); (i) invasion linfovascular (si, no); (j) invasién perineural

(si, no); (k) presencia de restos de queratosis actinica subyacente (si o no).

7.7.4.Analisis estadistico

El analisis estadistico del presente estudio fue realizado mediante el software R

(version 3.1.0).

Los datos fueron analizados por la media, la desviacién estandar, la medianay el 1°y
el 3° cuartil en el caso de variables continuas y en frecuencias relativas y absolutas en el

caso de las variables categoricas.

Se construyd un modelo de prediccion usando modelos de regresion logistica. Para
determinar las variables asociadas a los dos tipos de enfermedad se ha utilizado un modelo
de regresion logistica en el que se ha tomado como variable respuesta a la variable
“grupo.estudio.ciego” y como variables predictivas a las variables edad, log(velocidad) y

numero de mitosis por 10 campos. También se ha determinado si el tipo de enfermedad esta
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asociado a un mayor riesgo de recaida o de muerte mediante otros dos modelos de
regresion logistica en los que recaida y muerte se usaron como variables respuesta y el tipo

de enfermedad como variable predictiva.

El test de Boostrapping (1000 repeticiones) fue utilizado como modelo de validacion y

para realizar la calibracion de un nomograma.

Los valores de P <0,05 fueron considerados estadisticamente significativos y los

intervalos de confianza del 95% fueron evaluados en cada estimacion.
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RESULTADOS
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8.Resultados

8.1. ESTUDIO 1: Definiciéon de la velocidad de crecimiento en el
melanoma: evaluacién de aspectos epidemiolégicos, clinicos

e histolégicos

De los 555 casos incluidos en el estudio se excluyeron todos aquellos melanomas
primarios extracutaneos (9 casos), o de localizaciéon desconocida (13 casos), subtipos in situ
(76 casos), y aquellos pacientes con melanomas primarios multiples (13 casos). El pequefio
numero de variantes “in situ” se explica por el hecho de que la Fundacion Instituto
Valenciano de Oncologia es una unidad de referencia de MM en la Comunidad Valenciana
para el estudio de la biopsia del ganglio centinela, por lo que no se trata de un estudio

poblacional real.

Tras la exclusion de los casos previamente comentados, 58 de los 444 pacientes
restantes considerados validos fueron retirados del estudio por la imposibilidad de calcular
su velocidad de crecimiento (VC) (Por ejemplo, aquellos casos en los que ni el paciente ni el
acompanante fueron capaces de proveer de informacion clinica apropiada). Por lo tanto, un

total de 386 casos fueron finalmente incluidos en el analisis (Figura 14).

Pacientes totales,

n=555
MM primario | MM de localizacién
extracutdneo (n=9) desconocida (n=13)
N _ | MM primario
MM in situ (n=76) miltiple (n=13)

MM con falta datos
para calculode —
VCm (n=58)

Pacientes incluidos
en el estudio,
n=386

Figura 14. Diagrama de flujo del estudio 1
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La poblacién de estudio incluyd a 386 pacientes, 191 (49,5%) varones y 195 (50,5%)
mujeres, con una edad media en el momento del diagndstico de 54 afios (rango, 16-91). Con
respecto a la VC, 153 (40%) de los casos fueron clasificados como MM de crecimiento lento,
122 (31%) como MM de crecimiento intermedio, y 111 (29%) como MM de rapido
crecimiento. Las caracteristicas de los diferentes grupos se recogen en latabla6y 7.

Tabla 6. Caracterisiticas epidemiolégicas de la poblacién incluida en el estudio 1

‘ Velocidad de crecimiento

Variable Lento (<0,1 Intermedio (0,1-0,49 Rapido (20,5 mm/mes) P?
mm/mes) mm/mes)
‘ No % No % No %

(a) Aspectos epidemiolégicos
Edad (afios)
<40 35 22,9 30 24,6 16 14,4
40-65 80 52,3 72 59 42 37,8 <0,001
>65 38 24,8 20 16,4 53 47,8
Sexo
Varén 72 471 61 50 58 52,3 0,7
Mujer 81 52,9 61 50 53 47.7
(b) Caracteristicas fenotipicas
Fototipo cutaneo
Il 55 37,2 41 34,2 30 28,0 0,310
n-v 93 62,8 79 65,8 77 72,0
Color del pelo
Marrén oscuro 102 69,4 94 79,0 90 82,6 0,143
Rubio 37 25,2 21 17,6 15 13,7
Rojo 8 54 4 34 4 3,7
Color de los ojos
Oscuros 93 62,8 73 61,3 66 60,6 0,928
Claros 55 37,2 46 38,7 43 39,4
Nevo atipicos
No 121 84,0 104 88,9 92 86,0 0,527
Si 23 16,0 13 11,1 15 14,0
Queratosis actinicas
No 126 88,7 107 92,2 81 82,7 0,093
Si 16 11,3 9 7.8 17 17,3
Lentigos solares
No 19 12,8 16 13,7 11 10,4 0,741
Si 129 87,2 101 86,3 95 89,6
Numero de nevo
melanociticos
<20 102 72,3 79 70,5 81 77,9
20-50 21 14,9 15 13,4 14 13,5 0,775
51-100 14 9,9 13 11,6 6 5,8
>100 4 2,9 5 4,5 3 2,8
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(c) Aspectos genéticos

Polimorfismos MC1R

No 31 37,3 21 32,3 22 33,8
1 36 434 33 50,8 31 47,7 0,934
>1 16 19,3 11 16,9 12 18,5
(d) factores ambientales
Quemaduras solares
leves pasadas
No 14 10,4 8 7,5 21 22,8
1-5 30 22,2 19 17,9 19 20,7 <0,001
6-10 19 14,1 5 4,8 5 54
>10 72 53,3 74 69,8 47 51,1
Quemaduras solares
severas pasadas
No 66 45,8 55 47,8 52 48,2
1-5 46 31,9 42 36,5 39 36,1 0,755
6-10 14 9,7 10 8,7 8,3
>10 18 12,6 8 7,0 7.4
Trabajo fotoexpuesto
No 1M1 | 771 85 74,5 70 68,6 0,448
<20 h/semana 12 8,3 14 12,3 11 10,8
>20 h/semana 21 14,6 15 13,2 21 20,6
Cigarrillos,
Anos/paquete
No 70 50,4 56 53,3 60 59,4
<20 afio/paquete 41 29,5 29 27,6 17 16,8 0,234
>20 afo/paquete 28 20,1 20 19,1 24 23,8
(e) Historia personal y familiar de cancer
Historia personal de
CCNM
No 136 91,3 108 92,3 90 83,3 0,045
Si 13 8,7 9 7,7 18 16,7
Historia familiar de MM
No 142 94,7 114 95,8 109 99,1 0,164
Si 8 53 5 4.2 1 0,09
Historia familiar de
neoplasias no
cutaneas
No 85 56,7 68 58,1 62 56,9 0,969
Si 65 43,3 49 41,9 47 43,1
°P, nivel de significacion estadistica, establecido en P<0,05.
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Tabla 7. Caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes incluidos en el estudio 1

Velocidad de crecimiento
Variable Lento (<0,1 Intermedio (0,1-0,49 Répido (20,5 mm/mes) P?

mm/mes) mm/mes)
No % No % No %

(a) Caracteristicas clinicas
Localizacion anatémica
Cabeza/cuello 24 15,7 17 13,9 22 19,8
EE.SS 27 17,6 20 16,4 15 13,5
Tronco 49 32 44 36,1 40 36 0,111
EE.lNl 40 26,1 27 22,1 14 12,6
Acral 13 85 14 11,5 20 18,1
Lentigos solares en drea
MM
No 78 52,7 66 55,9 62 57,4 0,737
Si 70 47,3 52 44,1 46 42,6
Quemaduras solares
previas en el drea del
MM
No 38 27,3 24 22,0 48,1 <0,001
Leve 65 46,8 61 56,0 49 33,3
Severa 36 25,9 24 22,0 34 18,6
19
MM en area
fotoexpuesta
No fotoexpuesta 12 7,8 9 7,4 17 15,3 <0.01
Ocasionalmente 109 71,3 91 74,6 60 54,1
Habitualmente 32 20,9 22 18,0 34 30,6
(b) Variables
histolégicas
Restos de nevo
preexistente 0,469
No 83 68,6 72 75,0 69 75
Si 38 31,4 24 25,0 23 25
Subtipo tumoral
MEL 118 78,1 75 62,0 38 34,5
Nodular 13 8,6 34 28,1 52 47,3 <0,001
Acral 10 6,6 8 6,6 9 82
LMM 8 53 1 0,8 4 3,6
Otros 2 1,3 3 2,5 7 6,4
Breslow
<1 mm 110 71,9 38 31,1 1 0,9
1,01-2,00 mm 43 28,1 79 64,8 69 62,1 <0,001
2,01-4,00 mm 0 0,0 3 2,5 23 20,7
>4 mm 0 0,0 2 1,6 18 16,2
Ulceracién
No 135 90,6 86 74,8 50 46,3 <0,001
Si 14 9,4 29 25,2 58 53,7
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Mitosis/mm®
0 50 43,5 13 15,1 4 4,6
1-5 62 53,9 60 69,8 44 50,6
6-10 2 1,7 10 11,6 21 24,1 <0,001
>10 1 0,9 3 3,6 18 20,7

Estadio tumoral

Localizado 149 98,0 95 78,5 71 64,5

Locorregional 3 2,0 25 20,7 38 34,5 <0,001
Metastasis a 0 0,0 1 0,8 1 0,9

distancia

Afectacion GC°

No 55 88,7 63 70,8 46 55,4
Si 3 4,8 21 23,6 30 36,2 <0,001
No identificado 4 6,5 5 5,6 7 84

MM, melanoma cutaneo; MES, melanoma de extension supetrficial, LMM, lentigo maligno melanoma; MC1R, Receptor 1
de melanocortina, CCNM, cancer cutaneo no melanoma,; GC, ganglio centinela. EE.SS, extremidades superiores; EE.II,
extremidades inferiores

°P, nivel de significacion estadistica, establecido en P<0,05

®Sélo realizado en casos con espesor tumoral >0,75 mm o <0,75 mm con regresion o ulceracion

Los 3 grupos mostraron una heterogeneidad en la edad del diagnéstico (p<0,001). Los
pacientes con MCR desarrollaron MM en edades mas avanzadas que las formas de MCR o
MCI. Asi, por ejemplo, el 47,7% de los pacientes con MCR desarrollaron MM después de los
65 afos; esta proporcion fue aproximadamente el doble que los pacientes con MCL (24,8%)
y tres veces superior a los valores observados en pacientes con MCI (16,4%). No se

observaron diferencias en la distribucién por sexos entre grupos.

No se encontrd ninguna diferencia significativa entre los grupos en relacion con las
caracteristicas fenotipicas estudiadas. De igual manera, no hubo diferencias entre las

frecuencias de polimorfismos en MC1R.

El analisis de los factores ambientales (datos incluidos en la tabla 6) mostraron una
prevalencia significativamente inferior de antecedentes de quemaduras solares leves en los
pacientes con MRC (p=0,001). Asi, por ejemplo, el 22% de los pacientes con MCR no
recordaban ningun episodio de quemadura solar leve en comparacién con el 10,4% vy el
7,5% en los casos de MCI y MCR, respectivamente. No se observaron diferencias entre
grupos en cuanto a episodios previos de quemadura solar severa ni en referencia al habito

tabaquico.
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Los pacientes con MCR tenian una frecuencia significativamente mayor de
antecedentes personales de CCNM (16,7%) en comparacion con los otros 2 grupos (MCI,
7,7% ; MCL, 8,7%) (P=0,045). En contraste, la VC no mostrd diferencias en la historia

familiar de MM o de otras neoplasias no cutaneas (tabla 6)

El analisis del estudio reveld a existencia de heterogeneidad entre grupos en relacion
con la fotoexposicion solar en el area del MM (P=0,009). De esta forma, una mayor
proporcion de pacientes con MCR desarrollaron sus melanomas en areas no fotoexpuestas
(MCR=15,3%; MCI=7,4%; MCL=7,8%) y en areas habitualmente fotoexpuestas
(MCR=30,6%; MCI=18%; MCL=20,9%). De la misma forma, los pacientes con MCR no
recordaban historia de quemadura solar pasada en el area del MM en mayor proporcion
(48.1%) con respecto a aquellos casos de MCI(22%) y MCL (27.3%) (P<0.001) (tabla 7)

Los subtipos histolégicos no mostraron una distribucion homogénea entre grupos. Asi,
la variante nodular de MM fue la forma histolégica mas frecuentemente encontrada en los
pacientes con MCR (47,3%). Los MCR a su vez presentaron un grosor significativamente
superior con respecto a las formas de MCIl y MCL. De forma concordante, la ulceracion fue
mucho mas frecuente en el MCR. Este subgrupo mostré una mayor tasa de mitosis que los
otros 2 subgrupos. De la misma forma, la VC mostré una correlacion con el grosor de

Breslow (r=0,76) y una correlacion moderada con la tasa mitética (r=0,54). (tabla 7)

Los pacientes con MCR presentaron enfermedad locorregional en el 34,5% de casos
en el mismo momento del diagnodstico del tumor primario, una tasa marcadamente superior a
la encontrada en los casos de MCI (20,7%) y en los casos de MCL (2,0%) (P=0,001). El
ganglio centinela fue positivo en un numero significativamente superior en aquellos casos de
MCR (36,2%), comparado con los MCI (23,6%) y aquellos MCL (4,8%). (P<0,001)

No se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre la VC y la
localizacion del MM, la presencia de lentigos solares en el area del MM, y la existencia de

restos de nevo preexistente en la histologia.
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8.2. ESTUDIO 2: Evaluacion de la velocidad de crecimiento del

melanoma como factor pronoéstico independiente

Un total de 543 casos fueron incluidos en la base de datos. Se excluyeron 125 casos
por la imposibilidad de calcular su VC (Figura 15). Finalmente un total de 418 casos fueron

analizados.

Pacientes totales, n=543

MM con falta datos para _ [ MM estadios diferentes a l y
calculo de VCm (n=74) Il (n=51)

Pacientes incluidos en el
estudio, n=418

Figura 15. Diagrama de flujo del estudio 2

La poblacion de estudio incluyé a 418 pacientes, 199(47,6%) varones y 219(52,4%)
mujeres, con una edad media en el momento del diagndstico de 54,1 afios (rango, 6-96
anos). Con respecto a la VC, 96(22,9%) de los casos mostraron una VC <0,4 mm/mes,
mientras que 322(77,1%) mostraron una VC 20,4 mm/mes. Las caracteristicas de los

diferentes grupos se recogen en la tabla 8.
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Tabla 8. Caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes incluidos en el estudio 2

VELEL[E

Edad en ainos (media/rango) 54,1 (6-96)
Sexo (%Varones) 47,6%
indice de Breslow, mm(media/DE) 1,73 +/-21

VCm
MCI&L (No/% total)
MCR (No/% total)

96 (22,9%)
322 (77,1%)

indice mitético (mm2)
0 mit/mm? (No/% total)
1-5 mit/mm? (No/% total)

123 (24,6%)
200 (47,9%)

6-10 mit/mm? (No/% total) 28 (6,6%)
>10 mit/mm? (No/% total) 20 (84%)
Perdidos (No/% total) 67 (16%)

Ulceracién (No / % total)

89 (21,2%)

Localizacién del MM (No/ %)
-Cabeza y cuello
-Miembros superiores

- Miembros inferiores

- Tronco

- Acral

75 (18,1%)
62 (14,6%)
101 (24,1%)
142 (34,1%)
38 (9,2%)

Tipo histolégico (No / %)

- Melanoma extension superficial

279 (66,8%)

- Lentigo maligno melanoma 17 (4%)

- Melanoma nodular 75 (18,1%)
- Melanoma lentiginoso acral 22 (5,2%)
- Otros (sin clasificar) 25 (6%)

Espesor de Breslow (No / %)

-<1mm 217 (51,9%)
-1.01-2.00 mm 103 (24,6%)
-2,01-4,99 mm 62 (14,9%)
->4,00 mm 36 (8,6%)

Los datos estan representados como la media, o como n%%. MCR: Melanoma de
crecimiento rapido(VC 0.4 mm/mes); MCI&L: Melanoma de crecimiento intermedio y
lento (VC <0.4 mm/mes).

Los 3 grupos mostraron una heterogeneidad en la edad del diagnéstico (p<0,001). Los
pacientes con MCR desarrollaron MM en edades mas avanzadas que las formas de MCR o

MCI. Asi, por ejemplo, el 47,7% de los pacientes con MCR desarrollaron MM después de los
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65 anos; esta proporcion fue aproximadamente el doble que la de los pacientes con MCL
(24,8%) y tres veces superior a los valores observados en los pacientes con MCI (16,4%).
No se observaron diferencias en la distribucidn por sexos entre los grupos.

El seguimiento mediano de los pacientes analizados fue de 38 meses (rango, 1-95).
19 casos murieron por el MM, y 43 casos recurrieron. Usando el dato de VC, el MCR, en
este caso considerando como tal a aquellos con una VC >0.4 mm/mes, mostré una peor
supervivencia global y un menor periodo de supervivencia libre de enfermedad con respecto
al grupo con VC <0,4 mm/mes (Figura 16) . Tras el ajuste de las otras variables, la VC no
mostro diferencias significativas para la supervivencia global. Sin embargo, la Vcm mantuvo
su valor prondstico en la tanto para la supervivencia global como para la supervivencia libre
de enfermedad tras el estudio multivariado, excepto para supervivencia global cuando el
ajuste se realizo con el indice de Breslow categorizado(tabla 9).
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B.1) VCm. Supervivencia libre de enfermedad
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B.2) VCm. Supervivencia global
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Figura 16. Estimacion de Kaplan-Meier para la SG y para la SLE estratificada por la VC del MM.

A.1y 2) Velocidad de crecimiento (VC) calculado segun la formula de Grob (figura 3). B.1 y 2) Velocidad

de crecimiento modificada (VCm) teniendo en cuenta el crecimiento volumétrico. (figura 13)
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Tabla 9. Analisis multivariante de regresiéon de COX para la supervivencia global (SG) y para la
supervivencia libre de enfermedad (SLE). Consideracién del espesor de Breslow como variable
continua y como variante categorizada segun los puntos de corte de la AJCC

Variable
Wad *HR | °HRIC9%
Velocidad de crecimiento (VC)
Supervivencia global
Breslow como variable continua
Ulceracion (presente frente a ausente) 11,1 6,0 2,1-17,4
Edad 57 1,1 1,0-1,1
Breslow categorizada AJCC
Ulceracién (presente frente ausente) 11,1 6,0 2,1-17,0
Edad 57 1,1 1,0-1,1
Supervivencia libre de enfermedad
Breslow como variable continua
VC (>0,4 mm/mes frente a <0.4 mm/mes) 5,69 2,6 1,2-5,7
Grosor de Breslow 6,46 1,2 1,0-1,3
Ulceracién (presente frente a ausente) 7,86 2,8 1,4-5,6
Edad 4,16 1,0 1,0-1,1
Breslow categorizada en base a AJCC
Espesor de Breslow 37,4 °NA °NA
<1,00 mm °NA 1 1
1,01-2,00 mm 7,3 8,5 1,8-40,1
2,01-4,00 mm 19,1 28,1 6,3-125,7
>4,00 mm 27,5 53,0 12,0-234,1
Velocidad de crecimiento modificada (VCm)
Supervivencia global
Breslow como variable continua
Ulceracion (presente frente a ausente) 7,0 4,4 1,5-13,1
Edad 5,1 1,1 1,0-1,1
VCm(>0,4 mm/mesVs <0,4 mm/mes) 4,2 3,4 1,1-10,6
Breslow categorizada AJCC
Ulceracién (presente frente a ausente) 7,0 4,4 1,5-13,1
Edad 5,1 1,1 1,0-1,1
VCm(>0,4 mm/mes frente a <0,4 mm/mes) 4,2 3,4 1,1-10,6
°SLE
Breslow como variable continua
VC (>0,4 mm/mes frente a <0,4 mm/mes) 11,3 4.4 1,9-10,4
Grosor de Breslow 8,3 1,2 1,1-1,3
Ulceracién (presente frente a ausente) 54 2,3 1,1-4,7
Breslow categorizada en base a AJCC
Espesor de Breslow 37,5 °NA °NA
<1,00 mm °NA 1 1
1,01-2,00 mm 7,3 8,4 1,8-40,0
2,01-4,00 mm 19,1 28,1 6,3-125,7
>4,00 mm 27,5 53,0 12,0-234,1
°HR, Hazard ratio
*HR IC 95%,, intervalo de confianza del 95% del hazard ratio
°NA, No aplicable
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8.3. ESTUDIO 3: Analisis de la prevalencia de mutaciones BRAF

y NRAS en los melanomas de rapido crecimiento no acrales

La poblacion de estudio incluyé a 126 casos con MM invasor, 68 (54%) varones y 58
(46%) mujeres, con una edad mediana en el momento del diagndstico de 55 afos (rango,
20-89).

Siguiendo con el primer paso del protocolo, se separaron a los casos en funcién de la
VCm. Un total de 34 casos (27% del total) se correspondieron a MCR, mientras que los 92
casos restantes (73% del total) se incluyeron en el grupo de MCI&L. La tabla 10 recoge las

caracteristicas demograficas, clinicas y el estado mutacional del MM en funcién de su VCm.

Los pacientes con MCR mostraron edades mas avanzadas (mediana de 66,5 afos)
con respecto a los MCI&L (mediana de 51,5 anos) (P<0,001). Se observaron diferencias
significativas en cuanto al subtipo histolégico, siendo la forma nodular la variante mas
frecuente en el caso del MCR (22 casos, 64,7% del total de casos de MCR), mientras que en
el grupo MCI&L la forma mas frecuente fue la de MM de extension superficial (75 casos,
81,5% del total de casos MCI&L) (P<0,001). Por ultimo, la presencia de ulceracion fue
significativamente mas frecuente en las formas de MCR (18 casos, 52,9% del total de MCR),
con respecto a las formas de MCI&L (10 casos, 10,9% del total de MCI&L) (P<0,001)

El analisis de la prevalencia de mutaciones en funciéon de la VCm mostré6 como el
MCR presentaban una mayor frecuencia de mutaciones en ambos genes (61,8%) con

respecto al grupo de MCI&L (39,1%), siendo las diferencias significativas (P=0,023).

El analisis pormenorizado mostré mayores frecuencias de mutaciones en NRAS (26,5
frente al 12,1%) y de BRAF (35,3 frente a 27,2%) en los pacientes con MCR frente a los
MCI&L.
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Tabla 10. Analisis de las caracteristicas clinico-demograficas y del estado mutacional del MM segun la

Velocidad de crecimiento en el cancer de piel

Variable

No

VCm

Velocidad de crecimiento *

Rapido (20,5 mm/mes)

%

No rapido (<0,5 mm/mes)

No %

Edad de diagndstico(afos)
Mediana (rango) 66,5 (29-89) 51,5 (20-87) <0,001
Media (DE 65,7 (14,5) 51,6 (15,0)
Sexo 0,080
Varén 14 (41,2) 54 (58,7)
Mujer 20 (58,8) 38 (41,3)
Localizacién anatémica
Cabezalcuello/Ext. superiores 14 (41,2) 31 (33,7) 0,437
Tronco/ Ext. inferiores 20 (58,8) 61 (66,3)
Subtipo tumoral
Extension superficial 11 (32,4) 75 (81,5) 0,003
Nodular 22 (64,7) 12 (13,0)
Otros 1 (2,9) 5 (5,4)
Grosor de Breslow
Mediana (rango) 4.00 (1,00-25,00) | 0.80 (0,10-7,00) | <0,001
Media (DE) 6.05 (5,61) 1.17 (1,01)
Ulceracién
No 16 (47,1) 82 (89,1) <0,001
Si 18 (52,9) 10 (10,9)
Estado mutacional
Sin mutacion 13 (38,2) 56 (60,9) 0,023
Mutante 21 (61,8) 36 (39,1)
Estado mutacional
Sin mutacion 13 (38,2) 56 (60,9) 0,046
Mutacion BRAF 12 (35,3) 25 (27,2)
Mutacion NRAS 9 (26,5) 11 (12,0)
DE, Desviaciéon estandar
#Simple cross-tabulations, el test exacto de Fisher, y el test Chi cuadrado de Pearson fueron utilizadas para
examinar las asociaciones entre el estado mutacional y la VCm. El test de ANOVA fue utilizado para la comparacion
entre la media de edad y el espesor de Breslow a través de los grupos definidos por la VCm
P, nivel de significacion estadistica, establecido en P<0,05

Tras la realizacion de ajuste de los factores de confusion, la presencia de ambas
mutaciones mostraron una elevada tendencia a significacion estadistica con respecto a su
mayor asociacion al MCR (OR= 3,7; 95% IC= 1,0-14,2). (tabla 11)
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La existencia de mutacion de NRAS se mantuvo significativamente asociada al MCR
(OR=7,6; 95% IC= 1,4-41,2), mientras que la asociacién entre BRAF y el MCR fue elevada
perdié su significacion estadistica (OR=2,3; IC 95%= 0,5-10,6).

Tabla 11. Relacién entre la VCm y el estado mutacional de BRAF y NRAS sobre los casos incluidos en el
estudio 3 (n=126)

Variable MCR frente a no-MCR MCR frente a no-MCR
Analisis univariante Anaélisis ajustado
OR (95% IC)? OR (95% IC)°

No mutante BRAF/NRAS Ref. Ref.

Mutante 2,5(1,1-5,6) 3,7 (1,0-14,2)

No mutante BRAF/NRAS Ref. Ref.

Mutacion BRAF 2,1(0,8-5,2) 2,3 (0,5-10,6)
Mutacion NRAS 3,56 (1,2-10,3) 7,6 (1,4-41,2)

@Andlisis univariante binario de regresién logistica fue utilizado para calcular la Odds Ratio
(OR) y el intervalo de confianza (IC) de la asociacion entre el estado mutacional y la VCm
bValor OR ajustado por edad, sexo, espesor de Breslow, presencia de ulceracion, y sitio de
tumor primario analizado mediante una regresion logistica binaria multivariante.

MCR: melanoma de crecimiento rapido (velocidad crecimiento 20,5 mm/mes) No-MCR:

Velocidad de crecimiento <0,5 mm/mes)
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8.4.ESTUDIO 4: Prevalencia de mutaciones en el promotor de

TERT en los melanomas de crecimiento rapido

Un total de 339 casos fueron analizados. La poblacion de estudio incluyé a 175
varones (52%) vy 164 mujeres (48%), cuya edad en el momento del diagndstico del
melanoma fue <50 afios en 121 pacientes (36%), entre los 51 y los 65 afnos en 100 casos
(29%), y por encima de los 65 anos en 118 casos (35%) . Con respecto a la VCm, 126 casos
fueron MCR (37%), mientras que los 213 casos restantes se incluyeron en el grupo de
MCI&L (63%) Las caracteristicas demogréficas, clinicas y el estado mutacional de los MM
incluidos en el trabajo se recogen en la tabla 12.

Tabla 12. Caracteristicas demograficas, clinicas y estado mutacional en el estado del MM de acuerdo
conlaVCm

MCRs no-MCRs
(VCm=20.5 mm/mes) (VCm<0.5 mm/mes)
(n=126) (n=213)
Caracteristicas N | % N | (%) P
Edad al diagnéstico
<50 afios 36 | 28,6 85| 39,9
51-65 afos 351|278 65 | 30,5 0,023
>65 afnos 55 | 43,7 63 | 29,6
Sexo
Mujer 55 | 43,7 109 | 51,2 0,180
Varén 71| 56,3 104 | 48,8
Localizacion MM
Axial 77 | 61,1 97 | 45,5 0,006
Extremidades 49 | 38,9 116 | 54,5
Subtipo histolégico
LMM 5140 94,2
MES 33| 26,2 142 | 66,7 <0,001
MN 75| 59,5 32| 15,0
MLA 86,3 21199
Otro/desconocido 5140 94,2

Espesor Breslow
<2 mm 19| 15,1 167 | 78,4 <0,001
>2 mm 107 | 84,9 46 | 21,6
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Ulceraciéon (m.v.=1)

Ausente 48 | 38,1 172 | 81,1 <0,001

Presente 78 | 61,9 40 | 18,9
™ (m.v.=13)

<2 mit/mm? 251 21,0 147 | 71,0

>2 mit/mm? 94| 79,0 60 | 29,0 <0,001
Estado BRAF (m.v.=13)

Nativo 66 | 54,5 129 | 62,9 0,136

Mutante 55 | 45,5 76 | 37,1
Estado NRAS (m.v.=13)

Nativo 104 | 87,4 1911 92,3

Mutante 15| 12,6 16 | 7,7 0,149
Estado del promotor TERT

Nativo 49 | 38,9 144 | 67,6

Mutante 77 | 61,1 69 | 32,4 <0,001
rs2853669 (promotor TERT)

No-portador (TT) 81| 64,8 124 | 58,8 0,273

Portador (TC+CC) 44 | 35,2 87 | 41,2
'Las tabulaciones cruzadas simples, el test X2 de Pearson fueron usados para analizar las
asociaciones entre el estado mutacional y la VCm.
MCR: melanoma de crecimiento rapido. MCI&L: Melanoma de crecimiento intermedio y lento.
VCm: velocidad de crecimiento modificada. MLA: melanoma lentiginoso acral. MES:
Melanoma extension superficial. MN: Melanoma nodular. LMM: lentigo maligna melanoma.
TM, tasa de mitosis

Los pacientes MCR fueron casos de edades superiores de 65 anos (55 casos, 43,7%
del total de MCR) con respecto a los MCI&L (63 casos, 29,6% del total de MCI&L) (P=0,023).
A su vez, la localizacion axial fue significativamente mas frecuente para el MCR (77 casos,
61,1%) con respecto al MCI&L (97 casos, 45,5%) (P=0,006).

Desde el punto de vista histologico, el MCR estuvo representado principalmente en
forma de MN (75 casos, 59,5% del total), seguido por la variante de MES (33 casos, 26,2%),
mostrando diferencias significativas con el MCI&L (MN, 32 casos, 15%, y MES, 142 casos,
66,7%) (P<0,001). Los MCR superaron el espesor de Breslow de 2 mm en 107 casos
(84,9%), mostrando una frecuencia significativamente superior a los pacientes con MCI&L
(46 casos, 21,6%) (P<0,001).
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A su vez, la ulceracion estuvo presente con una frecuencia significativamente superior
en el MCR (78 casos, 61,9%) frente al MCI&L (40 casos, 18,9%) (P<0,001). De la misma
forma, la tasa de mitosis fue superior en el MCR (94 casos, 79% superaron las 2
mitosis/mm? con respecto al MCI&L, en el que este hecho se observé en 60 casos, 29%)
(P<0,001).

A nivel molecular, el MCR mostré una mayor frecuencia de mutaciones en el promotor
de TERT (77 casos, 61,1%) con respecto la los MCI&L (69 casos, 32,4%). (P<0,001).

El analisis de la existencia de mutaciones de BRAF, NRAS, asi como de la presencia

del polimorfismo rs2853669 no mostré diferencias entre ambos grupos.

Los analisis de regresion logistica univariante reveld que la edad al diagndstico
superior a los 65 afios (OR=2,1; IC 95%= 1,2-3,5), la localizacion del melanoma en la regién
axial (OR=1,88; IC 95%= 1,20-2,94), el subtipo histoldégico nodular (OR=8,3; IC 95%= 4,9-
13,9), la presencia de ulceracion (OR=6,9; IC 95%= 4,3-11,5), la TM >2 mit/mm? (OR=9,2; IC
95%= 5,4-15,7), asi como la presencia de mutaciones en el promotor-TERT (OR= 3,3; 95%

IC=2,1-5,2) mostraron una mayor asociacién al MCR (tabla 13).

Tras la realizacion de analisis multivariantes, la significacion estadistica se mantuvo
en las variables subtipo histolégico nodular (OR=3; IC 95%= 1,6-5,7), espesor de Breslow >
2mm (OR=12,3; IC 95%= 6,4-23,6) y en el estado mutacional del promotor del TERT
(OR=3,1; IC 95%=1,7-5,7).
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Tabla 13. Relacién entre la VCm y el estado mutacional de TERT entre los casos de MM (n=339)

VCR vs VCI&L
Univariante' Multivariante®
OR OR IC 95% OR | OR IC 95%

Edad al diagnéstico

<50 afos Ref. Ref. - -

51-65 anos 1,3 0,7-2,2

>65 anos 2,1 1,2-3,5
Localizacion del melanoma (axial 1,9 1,2-2,9 - -
vs. extremidades)
Subtipo histolégico (MN vs. otros) | 8,3 4,9-13,9 3,00 1,6-5,7
Espesor de Breslow (>2 mm vs. 20,4 11,4-36,8 12,3 6,4-23,6
<2 mm)
Ulceracion (presente vs. ausente) 6,9 4,3-11,5 - -
TM (>2 mit/mm? vs. 2 mit/mm?) 9,2 5,4-15,7 - -
Estado del promotor TERT 3,3 2,1-5,2 3,1 1,7-5,7

(mutante vs. nativo)

'Realizacién de analisis de regresion logistica univariante binario para calcular la

odds ratio y el IC 95% para la asociacion entre el estado mutacional y la VC.

2Calculo de OR mediante una regresion logistica binaria multivariante.

MCR: Melanoma de crecimiento rapido (VCm 20.5 mm/mes). MCI&L (VCm <0,5

mm/mes). Ref: Categoria de referencia. TM:tasa mitosis. MN: melanoma nodular.

El subanalisis de mutaciones en el core de la region promotora de TERT en base a la

presencia del polimorfismo rs2853669 mostré una serie de datos significativos (tabla 14).

Asi, en el grupo de pacientes con mutaciones del promotor TERT , el paciente portador del
polimorfismo rs2853669 muestra una OR=2,15 (IC 95%, 1,0-4,5) que contrasta con el

OR=4,16 (IC 95%, 2,3-7,5) en aquellos casos en ausencia de dicho polimorfismo.
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Tabla 14. Subanalisis de mutaciones en la region promotora de TERT en funcién de la presencia del

Estado del

polimorfismo rs2853669

rs2853660 promotor Total <0,g"rf‘:ﬁ‘/';nes) OR (IC 95%)
No portadorl Nat [N (%)| 118 | 88 (74,6) 30 (25,4) Ref.
(TT) Mut [N (%)| 87 36 (41,4) 51 (58,6) 4,2 (2,3-7,5)
Portador | Nat [N (%)| 73 54 (74,0) 19 (26,0) Ref.
(TC+CC) | Mmut |N (%)| 58 33 (56,9) 25 (43,1) 2,2 (1,0-4,5)
total Nat [N (%) 191 | 142 (74,3) 49 (25,7) Ref.

Mut [N (%)| 145| 69 (47,6) 76 (52,4) 3,3 (2,1-5,2)
Nat: Nativo

Mut: Mutante.

lento.

MCR: Melanoma crecimiento rapido. MCI&L: Melanoma de crecimiento intermedio y
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8.5.ESTUDIO 5: Aplicacion practica del concepto de
velocidad de crecimiento: Evaluacion de
asociacion de sindrome de apnea del sueno y

melanoma de rapido crecimiento

De 82 pacientes elegibles, finalmente 56 casos fueron incluidos en el
estudio (Figura 17). No se observaron diferencias estadisticamente
significativas en las caracteristicas basales entre los pacientes incluidos y los

casos excluidos del estudio.

Pacientes elegibles con
melanoma cutaneo

(n=82)
Exclusion:
Tratamiento previo con CPAP
» (n=1)
Melanoma “in situ” (n=2)
VCm no medida (n=15)
\ 4
Pacientes
incluidos en el
analisis
(n=56)

Figura 17. Diagrama de flujo del estudio 5

Las caracteristicas de base de los pacientes del estudio y las variables
que definen a sus respectivos MM se muestran en la tabla 15. El grupo
estaba formado por 34 varones (60,7%) y 22 mujeres (39,3%), con unas

edades medias +/-desviacion estandar de 56,2+/- 16,2 afos.

Un total de 41 casos (73%) mostraron la extensiéon local de su

melanoma, 14 presentaron una extension locorregional (25%) y 1 caso

131

131



132 | Velocidad de crecimiento en el cancer de piel

desarroll6 metastasis a distancia (2%). El indice de Breslow fue de 2,27+/-2,4
mm y la mediana (RIC) del indice mitdtico fue de 1 (0-4) células por mm?. De
todos los casos, 34 pacientes (60%) presentaron MMCL&I, mientras que 22

casos (40%) desarrollaron un MCR.

El intervalo de tiempo entre la exéresis del MM vy la realizacion del
estudio de SAOS varié entre 7,2+/- 2,5 meses. No se observaron cambios en
los datos antropométricos durante este periodo de espera para la realizacion
del estudio del suefio. Todos los estudios del sueio se realizaron en el hogar

de los pacientes.

Tabla 15. Caracteristicas clinico-epidemiolégicas de los pacientes incluidos en el

estudio 5
Variable Media (DE) o No/%
Edad en ainos (media/DE) 56,2 +/-16,2
Sexo (%Varones) 60,7%
indice de Breslow, mm(media/DE) 2,26 +/- 2,4

VCm
MCI&L (No/% total)
MCR (No/% total)

34 (60,8%)
22 (39,2%)

indice mitético (mm2), mediana (RIQ) 1 (0-4)
Ulceracién (No / % total) 14 (25%)
Localizacién del MM (No/ %)

-Cabeza y cuello 7 (12,5%)
-Miembros superiores 7 (12,5%)
- Miembros inferiores 11 (19,6%)
- Tronco 28 (50%)

- Acral 3 (5,4%)

Estadio de la enfermedad (No / %)
- Melanoma localizado’
- Enfermedad Iocorregional2

- Metastasis a distancia®

41 (73,2%)
14 (25%)
1 (1,8%)

Los datos estan representados como la media +/- desviacién estandar, o como n%%.

MCR: Melanoma de crecimiento rapido;, MCI&L: Melanoma de crecimiento intermedio

y lento; RIQ: Rango intercuartilico. 'Estadio A (19 casos), Estadio IB (7 casos),
estadio IIA (9 casos), estadio IIB (3 casos), estadio IIC (3 pacientes); ®Estadio IIIA (4

casos), estadio IlIB (5 casos, estadio IlIC (5 casos) *Estadio IV (1 caso)
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La tabla 16 muestra la prevalencia de trastornos respiratorios del
suefo en la serie de pacientes diagnosticados de MM. La media de IAH fue
de 13,6 +/- 17,3, con un IDO3¢, del 14,4+/-17,9 y una IDOy4e, del 8,28+/-13,5. El
score ESS medio fue de 6.8+/-4.14. El 60.7% de los pacientes presentaron un
IAH= 5, el 35,7% un IAH= 10, el 30,3% presentaron un IAH215, y el 14,3%

presentaron un IAH=30.

Tabla 16. Resultados de los estudios del sueio de los pacientes del estudio 5

Variable Media (DE) o No/%
Ronquido crénico n (%) 30 (53,6%)
Apneas aisladas n (%) 9 (16,1%)
Escala de Epworth del sueio 6,8 (4,14)
IMC (Kg/m?) 26,8 (4,19)
Eventos de IAH/hora 13,6 (17,3)
-IAH 25 34 (60,7%)
-lIAH=210 20 (35,7%)
-lIAH215 17 (30,3%)
-IAH230 8 (14,3%)
Saturacién basal(%) 96,3 (1,9)
Saturacion media (%) 94,1 (2,5)
IDO3% (%) 14,4 (17,9)
IDO4% (%) 8,28 (13,5)
Tsat90% (%) 8,2 (19,6)
Saturacion minima (%) 83,9 (8,1)

IMC: indice de masa corporal

IAH: Indice de apnea/hipopnea

Tsate0: Tiempo nocturno con saturacion menor del 90%

IDO3y;: Indice de desaturacién de oxigeno al 3%

IDOyy;: Indice de desaturacién de oxigeno al 4%

IAH: Numero de apneas e hipopneas por hora de suefio (polisomnografia)
o grabadas (poligrafia respiratoria)

Tsateo - Porcentaje de la noche en la que la saturacién arterial de oxigeno

decayé por debajo del 90%
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La tabla 17 muestra los resultados clinicos, patolégicos y

poligraficos de los pacientes divididos en 2 grupos con respecto a la VCm

(MCR, melanoma de crecimiento rapido; MCI&L, melanoma de crecimiento

intermedio y lento). Entre los datos obtenidos destaca la existencia de

diferencias significativas tanto en el IAH y en las variables de hipoxemia

intermitentes (IDOsq, e IDO49,) entre grupos. Sin embargo, no se observaron

diferencias significativas entre grupos en edad, sexo, IMC, e hipersomnia

diurna.

Tabla 17. Comparacion de las caracteristicas de los pacientes del estudio 5 en funcién

Variable

delaVCm

Clasificacion de los MM segun la velocidad de

crecimiento (VCm)

Crecimiento

Crecimiento

Crecimiento

lento intermedio rapido
Numero de casos 17 17 22
Edad (afios) 56,8 (13,9) 49,1 (14,2) 61,3 (17,8) 0,038*
Sexo (varones) 9 (52,9%) 11 (64,7%) 14 (63,6%) 0,74
Ulceracion, n (%) 1(5,9%) 1(5,9%) 12 (54,4%) 0,001
indice mitético, 0,4 (1) 1,29 (2,37) 5,36 (1,19) 0,001
(mm?)
indice de Breslow, 0,78 (0,58) 1,3 (1,1) 4,17 (2,73) 0,001
mm
VCm (mm/mes) 0,05 (0,02) 0,24 (0,1) 1,19 (0,79) -
Escala de Epworth 8,7 (5,7) 6,2 (2,9) 5,8 (3,1) 0,26
IMC(Kg/m?) 26,4 (4,2) 26,2 (4,3) 27,7 (4,2) 0;35
IAH (eventos/h) 7,4 (6,8) 5,2 (5,1) 25 (22,4)
IAH25, n (%) 10 (58,8%) 7 (41,2%) 17 (77;3%) 0,001
IAH210, n (%) 3(17,7%) 3(17,7%) 14 (63,6%)
IAH230, n (%) 1(5,8%) 0 (0%)% 7 (31,8%)
Saturacion basal (%) | 98,1 (0,8) 96,1 (1,4) 95,2 (2,1) 0,002
Saturacion media (%) | 94,2 (1,93) 94,8 (2,12) 93,5 (3,1) 0,373
IDO3% (%) 6,5 (5,2) 6,3 (5,8) 26,6 (22,9) 0,002
IDO4% (%) 2,4 (2,8) 2,5(3) 17,1 (17,9) 0,002
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Tsat90% (%) 3,2 (7,4) 1,5 (4,7) 17,2 (28,3) 0,019
Saturacién minima | 84,9 (5,9) 87,8 (4,4) 80,1 (10,3) 0,009
(%)

IMC: indice de masa corporal

IAH: Indice de apnea/hipopnea

Tsat0: Tiempo nocturno con saturacion menor del 90%

IDO3y;: Indice de desaturacién de oxigeno al 3%

IDOyy;: Indice de desaturacién de oxigeno al 4%

IAH: Ndmero de apneas e hipopneas por hora de suefio (polisomnografia) o grabadas
(poligrafia respiratoria)

Tsate0 : Porcentaje de la noche en la que la saturacion arterial de oxigeno decayd por debajo
del 90%.

Las tablas 18 y 19 muestran los resultados del analisis multivariante
realizado para analizar la relacidon independiente entre los diferentes
parametros respiratorios en el estudio del suefio (IAH, IDO3y € IDOy4s) v la
VCm. La tabla 18 refleja la realizacion de un analisis de regresién logistica
que fue aplicado considerando a la VCm del MM la variable dependiente en

forma de variable dicotomica (VCm rapida frente a VCm intermedia y lenta).

Tabla 18. Relacién de los parametros de alteracion de la respiracion durante el suefio y
la VCm como variable dicotémica

Variables OR no ajustada (IC OR ajustada (IC 95%)

95%)

Modelo 1 1,09 (1,03-1,15) 1,08 (1,02-1,14)
Modelo 2 1,09 (1,03-1,15)" 1;08 (1,02-1,11)
Modelo 3 1,22 (1,03-1,23)° 1,1 (1,02-1,2)°

Modelos de regresiéon logistica utilizando el IAH como variable
dependiente en el modelo 1, IDO 3% en el modelo 2, y IDO 4% en el
modelo 3. Los modelos no ajustados sélo incluyeron datos poligraficos
u oximétricos. Los modelos ajustados también incluyeron la edad, el
sexo, y el IMC.

'P=0,003; °P=0,012; °*P=0,006; *P=0,008; °P=0,023
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En la tabla 19 se realizé un analisis linear multivariante considerando a
la VCm como una variante continua. Ambos modelos fueron ajustados en
edad, sexo e IMC. En ambos estudios multivariantes se observo que el IAH,
IDO3y, e IDO49, se asociaron de forma independiente con la VCm del MM,
independientemente de que ésta fuera considerada variable cuantitativa o

cualitativa.

Tabla 19. Relacidén entre los parametros de alteracion de la respiraciéon durante el
sueio y la VCm como variable continua

Variables Coeficiente 3 T de Student P-Valor IC 95%

Modelo 1 0,033 4,16 0,001 0,017-0,049
Modelo 2° | 0,028 0,46 0,004 0,009-0,047
Modelo 3° | 0,026 3,26 0,002 0,010-0;042

Modelos de regresion logistica utilizando el IAH como variable dependiente
en el modelo 1, IDO3% en el modelo 2, IDO4% en el modelo 3, y edad, sexo
e IMC como factores de confusion.

'R2=0,29; *R2=0,21; °R2=0,22

La figura 18 muestra una correlacion positiva entre el indice de
Breslow y el IAH (r=0,37, P=0,005), IDO3q, (r=0,43, P=0,001) e IDQOys, (r=0,43,
P=0,001), y entre la tasa de mitosis y el IDOsy, en este ultimo caso sin
alcanzar significacion estadistica (r=0,24, P=0,07). Ese mismo fendmeno se
observo en la VCm, de forma que se establecio una correlacion positiva entre
la VCm del MM en mm/mes y el IAH (figura 19a), ID3% (figura 19b), y el IDO
4% (figura 19c).

En los pacientes con SAOS severo (IAH230), el indice mitético fue
significativamente superior en comparacion con los pacientes restantes
(5,37+/-7,56 frente a 1,83+/-2,9, P=0,023). A su vez, los pacientes con un |IAH
> 30 (P=0,06), IDO3y, = 10 (P=0,08) IDO4¢, = 10 (P=0,08) mostraron

tendencia hacia la ulceracion tumoral.
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Figura 18. Correlacion entre el indice de Breslow y los parametros de alteracion
durante el suefio. A)indice apnea-hipopnea B) IDO3% y C) IDO4%
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8.6.ESTUDIO 6: Aplicacion del concepto velocidad de
crecimiento en el carcinoma epidermoide cutaneo

y valor pronoéstico

Un total de 175 casos fueron incluidos en el estudio, 137 hombres
(78,3%) y 38 mujeres (21,7%) de edades comprendidas entre los 65 y los
77,5 afios (media, 70,6; mediana, 70) (Figura 20).

Pacientes totales,

n=1514
Paciente
inmunosuprimido —— CEC in situ(n=322)
(n=9)

CEC con falta datos
—— para calculo de
VCm (n=258)

CEC indice Breslow
<4mm (n=750)

175 casos validos

Figura 20. Diagrama de flujo del estudio 6

Se realizdé un analisis sobre las variables reconocidas universalmente
como de mal prondstico en el CEC para la posterior realizacion de los analisis

multivariantes.
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Tabla 20. Caracteristicas epidemiolégicas de los pacientes incluidos en el estudio 6

Variable Muestra (n=177) °CECna (n=83) °CECa(n=94) "P
46,9% 53,1%
Media (DE) Media (DE) Media (DE)
Edad (afios) 70,6 (10,4) 65,1 (9,7) 75,4 (8,4) | <0,001
Edad (%)
<40 1,1% 2,4% 0,0%
40-65 31,1% 50,6% 13,8% <0,001
>65 67,8% 47% 86,2%
Sexo (%)
Hombre 78,3% 72,8% 83% <0,001
Mujer 21,7% 27,2% 17%
Profesion
fotoexpuesta (%)
Si 45,1% 39,5% 50% 0,126
No 54,9% 60,5% 50%
°AP CBC
Si 18,6% 8,4% 27,7% <0,001
No 81,4% 91,6% 72,3%
AP MM
Si 0% 0% 0% NA
No 100% 100% 100%
°*AP CEC
Si 20,9% 8,4% 31,9% <0,001
No 79,1% 91,6% 68,1%
'AP QA
Si 45,2% 33,7% 55,3% 0,004
No 54,8% 66,3% 44.7%
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Fototipo
Tipo | 1,1% 0,0% 2,1%
Tipo 16,9% 6,0% 26,6%
Tipo lll 79,7% 91,6% 69,1% <0,001
Tipo IV 2,3% 2,4% 2,1%
Tipo V 0,0% 0,0% 0,0%
Tipo VI 0,0% 0,0% 0,0%
Color pelo
Negro 13,6% 12% 14,9%
Castafio osc. 58,8% 67,5% 51,1% 0,09
Castaiio claro 26,5% 20,5% 31,9%
Rubio 0% 0% 0%
Pelirrojo 1,1% 0% 2,1%
Color ojos
Negro 6,8% 9,6% 4,3%
Marrén oscuro 51,4% 65,1% 39,4%
Marrén claro 36,2% 20,5% 50% <0,001
Verde 3,4% 0% 6,4%
Azul 2,3% 4,8% 0%

4CECna, Carcinoma epidermoide cutaneo no adenopatico
PCECa, Carcinoma epidermoide cutaneo adenopatico

°AP CBC, antecedente personal de carcinoma basocelular

dAP MM, antecedente personal de melanoma maligno

*AP MM

'CEC, antecedente personal de carcinoma epidermoide cutaneo
9AP QA, antecedente personal de queratosis actinica

"P, grado de significacion estadistico, fijado en <0,005

'Castario osc, castano oscuro

Desde el punto de vista epidemioldgico (tabla 20), EI grupo de CEC

adenopatico (CECa) mostré diferencias estadisticamente significativas
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respecto a la edad de aparicion de la tumoraciéon. De esta forma, los
pacientes con CECa presentaron la lesién en edades comprendidas entre los
68-80 afos, con una edad media de 75,4 afos y una mediana de 76 anos.
Por contra, los CEC no adenopaticos (CECna) se manifestaron a edades
comprendidas entre los 60 y los 71 anos, siendo la edad media de 65,1 y la

mediana de 65 anos.

De la misma forma, los CECa se desarrollaron con mayor frecuencia en
pacientes con fototipo Il y mostraron una frecuencia significativamente
superior de antecedente personal de CEC y de carcinoma basocelular, asi

como una mayor frecuencia de queratosis actinicas.

Desde el punto de vista clinico (tabla 21), el CECa se localizé con una
frecuencia significativamente superior en el pabelléon auricular (7% con
respecto al 0%), en la region perilabial (7% con respecto al 0%), en sien (37%

frente al 3%) y en region periauricular (21% frente al 5%).

A su vez, el CECa fue una tumoracion inicialmente recidivante (38,3%
frente a un 2,4% en el CECna; P<0,001), que mostr6é dimensiones superiores
(media 4x2,5 frente a 2,9x2,2), y una mayor frecuencia de ulceracién (40,4
frente al 24,1).

Desde el punto de vista dinamico, el CECa mostr6 una VCm
significativamente superior a la del CECna (CECa, velocidad media=1,4;
CECna, velocidad media= 0,4).

Desde el punto de vista histolégico (tabla 21), los CECa mostraron un
espesor tumoral marcadamente superior (media de 6,9 mm en el CECa frente
a un 54 mm en el CECna; P=0,018), con un indice de Clark superior con
respecto a la variante no adenopatica (61,7% de casos de CECa Clark IV con
respecto al 26,5% Clark IV de los CECna). El grado de diferenciacion fue
marcadamente pobre en las formas adenopaticas (36,2% pobremente
diferenciados y 25,5% indiferenciados) con respecto a las formas no

adenopaticas (2,4% pobremente diferenciados y 0% indiferenciados). La tasa
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de mitosis/10 campos fue significativamente superior en el CECa (media, 25
mitosis/10 campos) con respecto al grupo de CECna (media, 5 mitosis/10

campos).

Respecto a los subtipos histologicos, el CECa mostré un patron de
crecimiento infiltrativo en una frecuencia marcadamente superior a las formas
no adenopaticas (74,5% en CECa frente a un 15,7% en el CECna; P <0,001)
y a su vez mostré mayor frecuencia de invasion vascular (23,4% de los CECa
frente al 2,4% en los CECna, P<0,001) y perineural (55,3% de los CECa
frente al 19,3% de los CECna, P<0,001).

La presencia de queratosis actinica en el area del tumor fue
marcadamente superior en el CECa (media= 40,4%) con respecto al grupo de

CECna (media=14,5%).

No se observaron diferencias significativas con respecto a la presencia
de desmoplasia, ni con la presencia y el tipo de infiltrado inflamatorio.

Tabla 21. Caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes incluidos en el estudio 6

Variables clinicas del Muestra

tumor (n=177)
Media (DE) | Media (DE) Media (DE)
Tipo de tumor
Primario 78,5% 97,6% 61,7% <0.001
Recidiva 21,5% 2,4% 38,3%
Diametro (en cm)
mayor 3,5(2,1) 2,9 (2.5) 4 (1,6) <0.001
menor 29 (1,4) 2,2(1) 3,5(1,5)
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Localizacion

-Frontal 14,1% 28% 2%

-Sien 21;5% 3% 37%

-Mejilla 23,7% 39% 10%

-Dorso nasal 2,3% 2% 2% <0.001

-Calota 14,1% 18% 11%

-Periauricular 13,6% 5% 21%

-Fuera de cabezal/cuello | 4% 5% 3%

-Pabellén auricular 3,4% 0% 7%

-Perilabial 3,4% 0% 7%

Ulceracion
Si 32,8% 24.1% 40,4% 0.021
No 67,2% 75,9% 59,6%

Tiempo de evolucién | 8,6 (4,6) 12,7 (3.3) 5(1,6) <0.001

(meses)

Variables histolégicas

dell tumor

Muestra
(n=177)

Espesor
tumoral/Breslow 6,7 (3,3) 5.4 (4) 6,9 (2,6) 0,018
(en mm)
indice de Clark
I 0% 0% 0%
! 12,4% 16,9% 8,5%
]! 35,6% 49,4% 23,4%
\Y 45,2% 26,5% 61,7% <0,001
\' 6,8% 7.2% 6,4%
Vi 0% 0% 0%
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Grado de diferenciacion

Bien 25,4% 51,8% 2,1%
Moderada 40,7% 45,8% 36,2% <0,001
Pobre 20,3% 2,4% 36,2%
Indiferenciado 13,6% 0% 25,5%
Subtipo histolégico
Infiltrativo 46,9% 15,7% 74,5%
Expansivo 48,6% 80,7% 20,2% <0,001
Acantolitico 4,5% 3,6% 3%
Desmoplasia
Si 13,6% 12% 14,9% 0,581
No 86,4% 88% 85,1%
Infiltrado inflamatorio
Presente 88,12% 90,4% 85,1
Ausente 11,8% 9,6% 13,8% <0,433
Tipo infiltrado
inflamatorio
Linfocitico 26,5% 25,3% 27, 7%
Linfoplasmocitario 50,3% 57,8% 43,6% 0,103
Plasmoeosinéfilo 23,2% 16,9% 28,7%
Numero de mitosis /10 | 16,3 (12;3) 5,7 (5) 25,4 (9,1) <0,001
campos
Invasién vascular
Si 13,5% 2,4% 23,4% <0,001
No 86,4% 97,6% 76,6%
Invasion perineural
<0,001
Si 38,4% 19,3% 55,3%
No 61,6% 80,7% 44. 7%
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Queratosis actinica

adyacente
Si 28,3% 14,5%
No 71,7% 85,5%

40,4%
59,6%

<0,001

CECna, Carcinoma epidermoide cutaneo no adenopatico
CECa, Carcinoma epidermoide cutaneo adenopatico
QA: Queratosis actinica

P, Grado de significacion estadistico, fijado en <0,005

Tabla 21. Caracteristicas clinico-patolégicas de los CEC del estudio

El modelo de regresion logistica para predecir aquellos CEC con mayor

riesgo de metastasis nodal (CECAR) mostré un elevado poder predictivo, con
un AUC = 0,98 (95% CI [0,96-1] (figura 21) y un bootstrap validado AUC =

0,97. El modelo de calibracion mostré también resultados positivos con una

media de error absoluto de 0,014.
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Figura 21. Curva ROC para el modelo de regresion logistica que predice el tipo de

enfermedad
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Las 3 variables predictivas que se asociaron significativamente con el
tipo de enfermedad incluyeron la edad, el numero de mitosis y la VCm (tabla
22). Las edades mas avanzadas se asociaron a una mayor probabilidad de
desarrollar CECa. (OR=1,2, 95% CI [1,1-1,3], P < 0,001). A su vez, el numero
de mitosis se asocio a una elevada probabilidad de desarrollar adenopatias.
(OR=1,2, 95% CI [1,1-1,4], P < 0,001). Por ultimo, la VCm elevada en el CEC
también se asocié a una mayor probabilidad de desarrollar CECa. (OR=37,3,
95% CI [4,0, 376,1], p < 0.001.

Tabla 22. Modelo de regresién logistica para predecir el tipo de enfermedad

Variable Coeficiente Error Odds ratio [IC p-valor
estandar 95%]

log(velocidad) | 3,62 1,0 37,3 [4,0, 376,1] <0,001

N° mitosis 10 | 0,22 0,05 1,2[1,1, 1,4] <0,001

c.

Edad 0,17 0,05 1,2[1,1, 1,3] <0,001

El modelo de regresioén logistica nos indica que tanto la velocidad (su
logaritmo), como el numero de mitosis y la edad son factores predictivos
independientes del tipo de enfermedad (a mayor velocidad, n°® de mitosis o
edad mayor riesgo de enfermedad adenopatica). Para representar los
resultados de este modelo se han realizado distintas graficas relacionando
estas variables con los dos grupos de enfermos (figura 22-24).
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Figura 22. Diagrama de cajas de la VCm segun el grupo. En la grafica se observa como el

grupo adenopatico (grupo 2) tiene valores mas elevados de velocidad.
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Figura 23. Diagrama de cajas de la VCm segun el n°mitosis por 10 campos
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Al igual que en la anterior grafica, se observan claras diferencias entre
los dos grupos. El grupo CECa tiene un mayor numero de mitosis que el

grupo CECna (figura 23).
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Figura 24. Diagrama de cajas de la VCm segun la edad en ainos

Aunque la diferencia no es tan evidente como con el nUmero de mitosis
y con la VCm, se observa que los individuos del grupo CECa son de mayor

edad que los del grupo CECna (figura 24).
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Figura 25. Diagrama de relacion entre la probabilidad de desarrollar adenopatias en
funcién de la VCm

En la figura 25 puede verse como cambia la probabilidad de tener la
enfermedad adenopatica segun aumenta la velocidad manteniendo edad y
numero de mitosis constantes en sus valores medios (edad=70,6 vy

mitosis=16,3).

A su vez, observando la tabla de contingencia (tabla 23) ya se intuye
que el tipo de enfermedad tiene una influencia importante en el riesgo de
recaida: Solo un 7% del grupo CECna recae y, sin embargo, en el grupo

CECa este porcentaje aumenta hasta el 27,7%.
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Tabla 23. Tabla de contigencia. Evaluacién de la tasa de recaida segun el desarrollo de
adenopatias

Grupo estudio 1 (no

Grupo estudio 2

adenopatico) (Adenopatico)
Recaida 6 26
No recaida 75 68
% de recaidas 7.41% 27,66%

El modelo de regresion logistica muestra que existe una asociacion
estadisticamente significativa entre el CECa y un aumento en el riesgo de
recaida (OR = 4,78, p=0,001) (tabla 24).

Tabla 24. Analisis de relacién entre recaida y CEC adenopatico frente a no adenopatico

Variable Coeficiente Error Odds ratio [IC

P-valor

estandar 95%]

CEC 1,56 0,48

adenopatico

4,78 2,0, 13,5] 0,001

El nomograma predice la probabilidad de un paciente individual con
CEC de desarrollar adenopatias (figura 26). Para usar el nomograma, se
sefala el valor de cada individuo en el eje de cada variable predictiva; se
traza una linea en direccion superior para determinar el numero de puntos
que el paciente recibe por cada valor de la variable predictiva. Los puntos son
sumados y el numero total se localiza en el eje correspondiente de “puntos
totales”. Asi, se dibuja una linea en direccion inferior para determinar la

probabilidad de que un CEC presente adenopatias en el seguimiento.

El presente nomograma fue evaluado por primera vez usando los datos
de la Fundacion Instituto Valenciano de Oncologia. Dado que estos datos se
han utilizado tanto para el desarrollo como para la evaluacion del nomograma,
se realizo el recurso estadistico de bootstrapping para obtener una correccion

de los sesgos.
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Figura 26. Nomograma para predecir la probabilidad de un CEC de desarrollar

adenopatias
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DISCUSION
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9.Discusion

La velocidad de crecimiento (VC) de una neoplasia es un concepto
considerado de forma global como un factor importante en la evaluacion
clinica de un paciente con un proceso oncoldgico en general, y sobre el que
se ha dedicado un particular interés en la patologia maligna cutanea,
principalmente en el caso del MM. (65,75,184,185) Este hecho queda
reflejado en la existencia de multiples trabajos dirigidos hacia la evaluacién de
esta variable como un factor pronéstico independiente del MM. A su vez, su
importancia ha sido sugerida en el caso del CEC, hasta el extremo que en las
ultimas clasificaciones de la AJCC (14,186) y de la NCCN (187) del CEC y en
un ultimo trabajo publicado en la que se comienza a nombrar el concepto de
VC en el cancer cutaneo no melanoma(145). Sin embargo, su caracter
subjetivo ha impedido su aceptacion y su uso generalizado en la practica

clinica.

Sin embargo, diversos estudios han aportado evidencias que sugieren
que, pese a tratarse de un parametro dependiente de datos subjetivos, su
valor es reproducible en diferentes series. En este sentido, el trabajo realizado
por Liu y colaboradores(76), en el que sugiere una clasificacion del MM en
base al modelo de calculo de VC promulgado por Grob(82) (Tabla 2), y la
corroboracion de los datos por Tejera-Vaquerizo y colaboradores (185) nos
permite aplicar el concepto de la VC para intentar caracterizar a los tumores

cutaneos en base a esta variable.

El principal problema que existe en el calculo de la VC es la
imposibilidad de evitar el sesgo de memoria por parte del paciente,(188) ya
que el dato clave para determinarla es el momento del cambio de la lesion. La
situacién ideal seria aquélla en la que la tasa de crecimiento se pudiera
evaluar mediante estudios de cohorte longitudinal prospectivos, pero por
motivos éticos obvios estos estudios no son realizables(76). Como factores
que pueden afectar al tiempo de deteccién de la lesidon se incluyen la

localizacion en areas visibles y la apariencia de la lesion. Por ejemplo, los MM
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lentiginosos acrales, localizados en piel acral, y los MM desmoplasicos, que
habitualmente se presentan en forma de lesiones sobreelevadas de color de
la piel normal, pueden pasar desapercibidos durante un largo periodo de
tiempo, llevando a una sobreestimaciéon de la VC. A su vez, el sesgo de
recuerdo por memoria limitada puede también incurrir en errores del calculo

de la misma.

Para minimizar este sesgo de memoria, en el presente trabajo nuestros
pacientes fueron evaluados de forma homogénea durante los primeros 3
meses tras la realizacidn del diagnostico y se entrevistd tanto al paciente
como a su familia siempre que ello fue posible(90% de las entrevistas)
(73,189).

El modelo clasico de calculo de la VC descrito por Grob vy
posteriormente aplicado por Liu y Tejera-Vaquerizo(76,82,185) presenta 3
limitaciones principales: (i) la afirmacion de que la VC de cualquier tipo de
lesion es constante. (ii) La consideracion de que todas las lesiones son
invasoras desde el inicio. (iii) El uso del espesor de Breslow como equivalente
al volumen tumoral. De hecho, el primer método para calcular la VC propuesta
por Grob y colaboradores(82) representaba la media de crecimiento durante
el periodo de crecimiento mas que la velocidad de crecimiento en un punto de

la evolucion de una lesion.

En el presente trabajo se realiz6 una modificaciéon en el calculo de la
VC con el objetivo de obtener una VC mas proxima a lo que probablemente
sea real, a la que denominamos velocidad de crecimiento modificada (VCm)
(Ver descripcion en material y métodos, estudio 1 y figura 13). Asi,
consideramos la percepcion del inicio de cambios en la lesidén del paciente. A
su vez, cuando fue pertinente, afiadimos la percepciéon de crecimiento
volumétrico para establecer la VCm. Este cambio fue basado, en el caso del
MM, en el hecho de que nuestro principal objetivo fue la evaluacién de la fase
mas agresiva del mismo, que corresponde con el tiempo de crecimiento
vertical. El valor afadido de esta modificacion se ve reflejada en nuestro

estudio de supervivencia donde mejora el valor prondstico respecto a la VC
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descrita por Grob. En el caso del CEC, el crecimiento volumétrico indica la
pérdida de localizacion intraepitelial de la tumoracion y el inicio de invasion,
fendbmeno que resulta incluso mas evidente que en el MM, y que marca el

inicio de riesgo de complicaciones con esta tumoracion.

De esta forma, y basandonos en lo previamente publicado, el presente
compendio de estudios ha ido encaminado a la aplicacion de este concepto
sobre los 2 canceres de piel con capacidad metastasica mas frecuentes en
nuestra poblacion, por orden, el MM y el CEC. A su vez, el caracter practico
de la VC fue reflejado mediante la interaccidon de 2 enfermedades tan
aparentemente alejadas como son el MM y el sindrome de apnea obstructiva
del sueno (SAOS) que se ven unidas por el caracter dinamico que desprende
la VC.

Nuestro primer paso fue analizar, en base a lo previamente publicado
de MM y VC, las caracteristicas de esta lesién melanocitica maligna a través
del estudio 1 titulado “Definicion de la velocidad de crecimiento en el

melanoma: evaluacion de aspectos epidemiologicos, clinicos e histolégicos”.

En este trabajo, que incluyd a 386 pacientes, se distribuy6 a los casos
en funcion de su VC. Asi, los MRC representaron el 29% del total de
pacientes incluidos en el estudio. Este porcentaje concuerda con resultados
publicados previamente, que coinciden en reconocer a esta variante de rapido
crecimiento de MM como un subtipo importante y frecuente de MM (76,107).
Teniendo en cuenta que en 58 casos la VC no pudo ser evaluada, el MCR
representd aproximadamente el 25% (111/444) del total de nuestra poblacion
de MM. La evaluacion de las caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e
histologicas de esta variante de rapido crecimiento en comparacion con las
otras variantes de crecimiento intermedio y lento (MCI&L), nos permitio
establecer las conclusiones de este primer estudio de caracterizacion del
MCR.

Desde el punto de vista epidemioldgico, el MCR era mas prevalente en

pacientes con edades superiores a los 65 anos. El sexo no mostré influencia
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en el desarrollo de un tipo especifico de MM en funcién de su VC. A su vez, ni
los antecedentes familiares ni la historia familiar previa de MM o de cancer no
cutaneo se asociaron con el MCR. Sin embargo, la historia personal de
CCNM mostré una asociacion estadisticamente significativa con el desarrollo
de MCR. A pesar de que existe una clara interaccion entre las edades
superiores a 65 anos y el antecedente personal de CCNM, la existencia de
asociacion entre estas 2 variables y el MCR podria justificarse por la
presencia de una alteracion de la respuesta inmune hacia las células
neoplasicas, y por una disfunciéon de los mecanismos de reparacion del DNA

propia de pacientes de edad avanzada.(190-192)

Los pacientes que padecian el MCR no presentaban ningun fenotipo
caracteristico en relacion con la pigmentacion cutanea o el numero de nevus..
La ausencia de un fenotipo pigmentario caracteristico fue apoyado por la
ausencia de diferencias en el genotipo de MC1R entre los diferentes subtipos
de MM.

De acuerdo con nuestros hallazgos, los MCR parecen desarrollarse
etiopatogénicamente con una menor influencia de la fotoexposicion con
respecto al desarrollo de las otras 2 variantes (MCI&L). En primer lugar, los
pacientes con MCR mostraron una frecuencia de quemaduras solares leves o
severas en la historia clinica personal significativamente inferior con respecto
a los pacientes que presentaron MCI&L. En segundo lugar, se observd una
incidencia significativamente inferior de quemaduras locales en el area del
MM con respecto a las otras 2 variables. En esta linea, las areas no
fotoexpuestas de forma habitual fueron la localizacién predilecta para el
desarrollo del MCR. A la vista de estos hechos, cabe asumir otras rutas
etiopatogénicas, por ejemplo, con un mayor grado de influencia del
componente genético, aparentemente no relacionado con la distribucién
pigmentaria, que podria favorecer el desarrollo de variantes mas agresivas de
MM.

El analisis de las caracteristicas clinicas mostraron que el MCR se

localiz6 con mayor frecuencia en el tronco, con un porcentaje menor pero
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también importante de MM localizados en regiéon acral. Sin embargo, estas
localizaciones de MM no mostraron especificidad para esta variante de MM de

crecimiento rapido.

Los resultados previos que sugirieron un comportamiento agresivo del
MCR fueron corroborados por los resultados obtenidos en este estudio. La
mitad de los casos de MCR mostraron un patrén histolégico nodular, con
ulceracion presente en el 53.7% de los casos. El andlisis de estos datos
mediante un coeficiente de correlacion p de Spearman demostré una
correlacion positiva considerable entre la VCm y el indice de Breslow
(r=0,762), que apoyaria el valor prondstico de esta variable dinamica . A su
vez la correlacion positiva débil entre la VCm y la tasa mitotica (r=0.542)
justificaria la hipétesis de considerar a la VCm como una variable que aporta
informacion que no aporta el indice mitético, lo que justifica su utilidad en la

mejor definicion del MM.

En la misma linea, la estadificacion del MCR mostré una diseminacion
locorregional en el 34.5% de los casos, contrastando con las variantes de
crecimiento intermedio y lento. Los resultados se correlacionaron con la
afectacion del ganglio centinela(GC), que estuvo alterado en el 36.2% de los
casos de MCR. A su vez, nuestros datos con comparables con los resultados
obtenidos por Tejera-Vaquerizo y colaboradores, en el que la probabilidad de
GC positivo para el MCR fue del 37,7%, con respecto al MCI (19,8%) y MCL
(8,2%). (193)

En definitiva, a través del primer estudio establecimos varias
caracteristicas importantes que definen al MCR: (i)Desde el punto de vista
epidemioldgico, el MCR muestra una elevada incidencia en pacientes de
edades mayores a los 65 afios, sin mostrar predileccion por sexo. (i) La
ausencia de historia personal de quemaduras solares en general y de
quemaduras solares en el area del MM en particular apoya una
etiopatogénesis no relacionada con la exposicion solar del MCR. (iii) Desde el

punto de vista clinico, los MCR se desarrollan con mayor frecuencia en el
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tronco y en regiones acrales. (iv) Las caracteristicas histolégicas que definen
la variante de MM de rapido crecimiento estan relacionadas con mal
pronostico, incluyendo un grosor tumoral elevado, la presencia de ulceracion,
y un mayor indice mitético; A su vez, esta variante se asocié con una
incidencia de diseminacion de afectacion del GC significativamente superior a
sus variantes de crecimiento lento e intermedio. Todo ello confirmaria el
comportamiento agresivo del MCR, por lo que la VC podria representar un

factor pronéstico sencillo de calcular para la evaluacion del MM.

Con estos resultados prometedores, realizé un segundo analisis de un
grupo de pacientes con MM con el fin de corroborar a la variable VCm como
un factor prondstico independiente, reflejado en el estudio 2 titulado
“Evaluacion de la velocidad de crecimiento del melanoma como factor

prondstico independiente”.

En este caso, sobre una poblacion de 418 casos con una mediana de
seguimiento de 38 meses (rangos entre 1 y 95 meses), 19 pacientes murieron
de MM y 43 casos recurrieron. Clasificando a los MM en funcion de la VC y de
la VCm, la variante de MCR mostr6 tasas significativamente inferiores tanto
de supervivencia global(SG) como de supervivencia libre de enfermedad(SLE)
con respecto a las variantes de MCI&L, considerando en este trabajo a los
MCR como aquellos que superaban los 0.4 mm/mes. En este caso se fijo el
punto de corte de 0.4mm/mes para realizar estudios comparativos con un

trabajo previo realizado por Tejera-Vaquerizo. (185)

De esta forma, tras ajustar los resultados obtenidos, la VC calculada
segun el modelo de Grob,(82) no se observaron diferencias significativas para
la SG y perdidé su valor cuando el grosor de Breslow fue categorizado. En
contraste, la VCm, calculada en base a las modificaciones del calculo de la
VC aplicadas en el estudio 1, mantuvo su valor significativo tanto para la SG
como la SLE, en el caso de la ultima cuando se considerd el indice de
Breslow como una variable continua. Los resultados del analisis multivariante

se muestran en la tabla 7.
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Por lo tanto, a través del estudio 2 se concluye que la VCm representa
un factor pronéstico del MM principalmente en términos de SG. A su vez,
debemos de destacar que su valor se mantuvo tras ajustar sobre los factores
pronosticos actualmente mas aceptados del MM, particularmente cuando
calculamos la VC siguiendo nuestro modelo de VCm comentada previamente,
en la que se tiene en cuenta el crecimiento volumétrico del tumor. De la
misma forma, destaco el hecho de que la VCm fue mas predictiva de mal
pronostico que el indice mitético, a pesar de los trabajos previamente
publicados que observaban una correlacion positiva entre ambos indices.(76).
Esto ultimo sugiere que el crecimiento clinico del tumor refleja una agresividad
tumoral que no puede ser exclusivamente medida con los factores prondsticos
universalmente aceptados del MM, confirmando por tanto, la VC como un

factor pronéstico relevante en el MM localizado.

Con la consideracion de la VCm del MM como un factor prondstico del
MM localizado, en el que la VC calculada mediante el modelo de VC mostraba
una informacion mas especifica de su valor pronédstico, se planted la
realizacion de una caracterizacion genética del MCR. Asi, bajo el estudio 3,
titulado “Analisis de la prevalencia de mutaciones BRAF y NRAS en los
melanomas de rapido crecimiento no acrales” y el estudio 4, “Prevalencia de
mutaciones en el promotor TERT en los melanomas de crecimiento rapido”,
se pretendié analizar la veracidad de estudios publicados previamente acerca

del patrén de expresion de estos genes en relacién con la VC.

En relacion a mutaciones en BRAF y NRAS,, algunos autores
propusieron que la mayoria de los MM de espesor grueso podrian ser
MCR.(74) A su vez, se habia sugerido que los MCR probablemente no
presentarian mutaciones en BRAF(75). Por el contrario, en nuestro estudio
detectamos que los MCR localizados en region no acral portaban mutaciones
en BRAF en una mayor proporcion que aquellos MCI&L. Estas diferencias, sin
embargo, no fueron significativas tras realizar el ajuste sobre los diferentes

factores de confusion.
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Sin embargo, nuestros resultados fueron consistentes con las
caracteristicas de los melanomas con mutacion en BRAF, que
caracteristicamente muestran mayor grosor tumoral, mayor frecuencia de

ulceracién y presentan una mayor tasa de mitosis.(31,35)

Por otra parte, encontramos una proporcién significativamente mayor
de mutaciones en NRAS en los casos de MCR con respecto a los no-MCR.
Este hallazgo es relativamente explicable si comparamos los perfiles clinico-
patolégicos del MCR (estudio 1) y el de los tumores asociados a mutaciones
en NRAS. Estos ultimos son tumores que habitualmente aparecen en
poblacion de edades avanzadas y que presentan unas caracteristicas
patolégicas de agresividad (mayor grosor, mayor frecuencia de ulceracion, y
mayor tasas de mitosis). (194-196) En este caso, la asociacion entre el MCR
y las mutaciones en NRAS mantuvo la significacion estadistica tras el ajuste

por edad, sexo, localizacién, grosor de Breslow y ulceracion.

Como puntos fuertes del presente estudio destacan el tamafio
razonablemente grande de la muestra, y la coleccion sistematica y
consistente de datos procedentes de 1 centro donde los participantes que
informaron de los datos necesarios para evaluar la VCm desconocian su
estado mutacional. Sin embargo, como limitaciones no debemos de olvidar el
numero de pacientes que se perdieron en el analisis por falta de datos para
calcular la VCm y también la baja prevalencia de mutaciones en NRAS que
aumenta la probabilidad de que se trate de un hallazgo casual o relacionado
con otras caracteristicas, como posteriormente mostramos en los resultados

obtenidos en el estudio de mutaciones en el promotor de TERT.

De este estudio concluimos que una proporcién significativa de casos
de MCR portan mutaciones en NRAS. Nuestros datos apoyan el papel de
NRAS como mutacién que influencia la VCm. A su vez, estos datos sugieren
que las tumoraciones con mutaciones en NRAS muestran un comportamiento
mas agresivo que siguen mecanismos probablemente no relacionados con los

factores clinico-patolégicos prondsticos actualmente bien establecidos.
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Siguiendo con la caracterizacion genética del MCR, la presencia de
mutaciones en el promotor TERT ha emergido en los ultimos afilos como un
mecanismo clave para la sobreexpresion mantenida de la enzima telomerasa
en el cancer humano, para el mantenimiento de la capacidad ilimitada del

crecimiento tumoral. (197)

Diferentes estudios han revelado que las células embrionarias
germinales pluripotentes a las que se les modifica genéticamente para incluir
mutaciones en la regiéon promotora de TERT, a diferencia de las células
germinales sin mutacién, fracasan en el silenciamiento de TERT, lo cual se
continua en la diferenciacion en células somaticas que resulta en un
incremento de la actividad telomerasa y en la formacion de télomeros

anormalmente largos.(198)

En los ultimos afos se ha propuesto que la presencia de mutaciones
en el promotor de TERT asociado a la presencia de mutaciones en
BRAF/NRAS como la alteracion somatica mas frecuente en el melanoma.
(57,183) Asi, las mutaciones no codificantes contenidas en el promotor TERT
han sido propuestas como la principal causa de disrregulacién de la expresion
de TERT a partir de la creacion de novo de proteinas de unidn para los

factores de transcripcion. (58)

De esta forma, en el estudio 4 realizamos un analisis de 339 casos de
MM (126 MCR y 213 MCI&L), para analizar la presencia de mutaciones en el
promotor TERT, BRAF y NRAS.

El analisis revelé que las mutaciones en el promotor de TERT fueron
mas frecuentes (146 de 339 casos; 43.1%), seguidas de las mutaciones en
BRAF (131 de 339 pacientes; 38.6%) y en NRAS (31 de 339 casos; 9.4%). A
su vez, mientras la frecuencia de mutaciones en BRAF y NRAS no mostraban
diferencias estadisticamente significativas en relacion a la velocidad de
crecimiento, la frecuencia de mutacién en el promotor TERT fue casi 2 veces
superior en el MCR (61.1%) con respecto al MCI&L ( 32.4%)(P <0.001).
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La casi doble frecuencia de presencia de mutacion en el promotor de
TERT en el MCR frente al MCI&L va en la linea con la hipdtesis de que en
ausencia de telomerasa en el punto critico del teldmero la tasa de apoptosis
en las células tumorales excede a la division celular y por lo tanto se produce
una velocidad de crecimiento reducida. Nuestra observacion es congruente
con las observaciones previas en las que mutaciones en el promotor TERT
en varios canceres se ha asociado con un incremento de expresion de TERT,

con formas tumorales mas agresivas y peor pronéstico. (58,183,199,200)

Este dato fue corroborado mediante un estudio multivariante que revelé
que la probabilidad de presentar mutacion en el promotor de TERT era 3
veces superior en el MCR con respecto al MCI&L. (OR=3.1, IC95%: 1.69-
5.67).

En base al valor del polimorfismo rs2853669, conocido por su
capacidad de modificar la actividad telomerasa, se estratifico a los paciente en
base al estado de portador del mismo, que se localiza en la region del
promotor TERT. Los resultados mostraron como el efecto de la mutacion en el
TERT era superior en el paciente no portador de la variante alélica del
polimorfismo, reflejado el hecho de que la combinacién de ambas se asocia
con una probabilidad 4 veces superior de desarrollar un MCR (OR 4.16
95%Cl 2.29-7.53).

Estos datos contrastan con aquéllos pacientes con la presencia de
mutaciones en el promotor en presencia del polimorfismo, que si bien
muestran una mayor frecuencia de MCR, ésta se reduce a la mitad. (OR 2.15
95%Cl 1.03-4.50). Por tanto, la modificacion observada en el efecto de
mutaciones de TERT sobre la VC en base a la presencia del polimorfismo
rs285369 es consistente con observaciones previas en cancer renal,(199) en
las que la presencia de esta ultima mejoraria el prondstico que confiere la

mutacién del promotor de TERT.
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La casi doble frecuencia de presencia de mutacion en el promotor de
TERT en el MCR frente al MCI&L va en la linea de la hipotesis de que en la
ausencia de telomerasa en el punto critico del telomero la tasa de apotosis en
las células tumorales excede a la divisidon celular y por lo tanto se produce una
VC reducida. Por lo tanto, nuestra observacion es congruente con las
observaciones previas en las que mutaciones en el promotor TERT en varios
canceres se ha asociado con un incremento de expresion de TERT, formas

tumorales mas agresivas y peor pronostico.

Por lo tanto, a través del estudio 4 concluimos, en primer lugar, que la
mutacién en el promotor de TERT podria explicar, al menos en parte, la
agresividad tumoral del MCR. En segundo lugar, que el estado portador del
polimorfismo rs2853669 actua de factor reductor de agresividad tumoral en

aquellos pacientes con MM que presentan mutacion en el promotor de TERT.

Definido en el MM el valor de una variable dindmica como es la VCm
nuestro siguiente objetivo fue el pasar a la practica clinica el concepto,
evaluando por una parte su relevancia como factor dinamico en la busqueda
de comorbilidades con este dinamismo que podrian favorecer un peor
pronostico en el MM, realizado bajo en estudio 5, “Aplicacion practica del
concepto de velocidad de crecimiento: Evaluacion de asociacion de sindrome
de apnea del suefio y melanoma de rapido crecimiento”. A su vez, se evalud y
se analizo el valor del concepto VC en el CEC, que junto al MM son 2 de los
tumores que causan mayores tasas de mortalidad en la dermatologia

oncoldgica.

En el primer caso, en colaboracion con especialistas en el campo de la
Neumologia con experiencia en el sindrome de la apnea del suefio, liderados
por Martinez-Garcia y colaboradores,(201) se llevo a cabo el primer estudio
hasta la actualidad en el que se analiza la relacidn entre la presencia y
severidad de SAOS y sus consecuencias oximétricas, y las diferentes
variables prondsticas del MM, centrando la evaluacion principalmente en el

concepto dinamico de la VCm.
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Desde el punto de vista fisiopatologico, existen mecanismos que
correlacionan la hipoxia intermitente con la formacion o la diseminacién del
cancer, particularmente a través de moléculas intermediarias clave en el
proceso, como el HIF-1, una molécula relacionada con la carcinogénesis, y el
VEGF, que favorecen la neovascularizacién del tumor, y por lo tanto su
expansion.(151,202,173)

De acuerdo con la hipotesis planteada, diferentes estudios realizados
tanto en animales como en humanos han demostrado que la presencia de
hipoxia intermitente (en ocasiones relacionadas con SAOS) esta asociada con
el crecimiento tumoral, (203) o una mayor incidencia de cancer (175) y de
mortalidad (204) tanto en estudio poblacionales como clinicos. Sin embargo,
hasta el dia de hoy no existia ningun estudio que analizara los efectos de la
hipoxemia intermitente en pacientes diagnosticados de un tipo particular de
cancer ( en este caso el MM, dado que la VC de este tumor ha mostrado
sensibilidad a la existencia de hipoxia intermitente en modelos de estudio
animal). (203)

Una de las mayores ventajas de estudiar los factores relacionados con
la historia natural del MM es el hecho de que estos tumores son, en su mayor
parte, visibles, y por lo tanto, cualquier cambio indicativo de transformacién
maligna puede ser identificada por los pacientes o por sus familiares con un
elevado grado de veracidad, como ya se ha demostrado previamente en los
estudios 1 y 2. Estos cambios en la superficie del tumor han mostrado una
buena correlaciéon con su invasividad y su profundidad.(185) Toda esta
informacion, junto al indice de Breslow, nos permitié calcular la VCm de los
MM clasificando los casos en funcién de si se trataban de casos de MCR

(tumoracién de crecimiento > 0.5 mm/mes) o No-MCR.

El primer dato interesante obtenido a partir de este experimento fue
que la prevalencia de alteraciones de la respiraciéon durante el suefo (ARS)

en los casos con MM fue mayor que la esperada en la poblacién general,
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cuando se comparé con estudios epidemioldgicos previamente realizados en
pacientes comparables en edad y sexo.(205), a pesar de ser pacientes que
presentan un discreto incremento en el IMC (media, IMC 26.8 Kg m2) sin la
presencia de una excesiva hipersomnia diurna, medida a través de la escala
del suefio de Epworth(anexo 8), marcador clave para medir la severidad

clinica de trastornos de la respiracion durante el suefo.

El principal resultado de nuestro estudio, sin embargo, fue que la
presencia de trastornos de la respiracion durante el suefio y sus
consecuencias oximétricas se asociaron de forma independiente y
significativa con la VCm del MM. A su vez, se observd una correlacion
positiva entre la presencia de patrones poligraficos y oximétricos de gravedad
con marcadores de agresividad tumoral, como la presencia de ulceracion, la

tasa de mitosis, y el indice de Breslow.

Todo ello apoya la hipdtesis de que la hipoxia intermitente causada por
una alteracion de la respiracién durante el suefio excesiva puede promover el
desarrollo de MM con mayor VCm y por lo tanto de mayor agresividad en los

pacientes portadores de esta enfermedad maligna y potencialmente mortal.

Sin embargo, como limitaciones metodoldgicas de nuestro estudio
hacen necesario confirmar nuestros resultados con series mas grandes.
Probablemente uno de los principales factores de confusion es la edad, dado
que éste es un factor importante que determina que cualquier MM
diagnosticado pueda presentar una VC elevada en relacion a la mayor
exposicion a los diferentes factores etioldgicos (véase el estudio 1), y a su
vez la edad se asocia con un mayor numero de ERS (206). En este sentido,
observamos una diferencia muy cerca de la significacion estadistica entre los
2 grupos de VCm. (p=0.06, con una diferencia clinicamente significativa de
8.4 anos). Para minimizar el impacto de la edad en nuestro estudio, la
incluimos como una variable de ajuste en todos los analisis multivariantes

realizados.
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Debemos de recordar que el presente estudio, a pesar de que revela
resultados interesantes acerca de la posible asociacion entre 2 patologias
importantes como son los ERS y el MM, es un trabajo en una muestra
poblacional pequefa, por lo que resultan necesarios mas estudios que
incluyan un mayor numero de pacientes para alcanzar una mayor potencia

estadistica.

A su vez, la VCm depende de la memoria de los pacientes y de sus
acompanantes, por lo que ésta puede ser considerada una caracteristica
subjetiva. Sin embago, debemos de puntualizar que la VCm como ha
quedado patente en el estudio 2 y en algun trabajo previo (76,82,185), ha

sido confirmada como un factor prondstico independiente de SG y de SLE.

Finalmente este estudio tiene una naturaleza retrospectiva en cuanto al
diagnostico del MM, dado que los pacientes habian sido diagnosticados de
este tumor en el afio previo a la inclusion en el estudio. Sin embargo, debe de
resaltarse que entre el diagndstico del MM y su excision, y la realizacion del
test del sueno, no se observaron cambios significativos en el peso o en la

presencia de nuevas variables de confusion.

Por lo tanto, con el presente experimento se concluye que la VCm
como una variable util en el estudio multidisciplinar de patologias que se
caracterizan por su caracter dinamico de evolucion, como queda demostrado
en presente trabajo. A su vez, podemos concluir que la frecuencia y la
severidad de las alteraciones de la respiracion durante el suefio se mostraron
asociadas de forma independiente como el MCR, y a su vez se correlacion6
con un mayor espesor tumoral, un mayor indice mitético, y una mayor
frecuencia de ulceracion, todos ellos factores asociados a un MM de mal
prondstico. En caso de confirmar estas conclusiones con un estudio de mayor
numero de pacientes, la aplicabilidad clinica sera evidente, y abriria una
nueva puerta hacia nuevas alternativas terapéuticas en el manejo del MM
dirigidas tanto al control de la propia hipoxia intermitente, como a actuar

sobre dianas especificas del dano oxidativo como el HIF-1 .(207-209).
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Una vez analizada la importancia del concepto VCm en el MM, y dado
que el CEC es una tumoraciéon cutanea maligna con una elevada incidencia y
que se asocia, en su variante de alto riesgo, a un elevado riesgo de
diseminacion nodal, y que tanto la AJCC como la NCCN consideran a las
formas de “crecimiento rapido” como un factor importante en la prediccion de

complicaciones, se decidio aplicar el concepto VCm en esta tumoracion.

En este caso el estudio 6, bajo el titulo “Aplicacion del concepto
velocidad de crecimiento en el carcinoma epidermoide cutaneo y valor
prondstico”, tuvo como principal objetivo el analizar las variables que
presentan mayor potencia estadistica en la definicion de la variante de alto
riesgo, incluyendo en este caso el calculo de la VCm, con el objetivo final de
proponer un modelo de prediccion o nomograma capaz de estimar la
probabilidad de un CEC de desarrollar adenopatia, factor determinante

primario en el pronodstico de la enfermedad. (10)

En este sentido cada vez existe mayor evidencia del hecho de que el
desarrollo de metastasis a distancia no solo dependen de un parametro. De
hecho, multiples factores se han estipulado como variables de mal prondstico
en los ultimos anos (tabla 25) que acarrean un mayor o menor riesgo

incrementado de metastasis nodal. (85)

Si bien es cierto que actualmente se conocen multiples parametros
individuales que marcan un mayor o menor riesgo de desarrollar diseminacion
tumoral, también resulta evidente que su evaluacion de forma independiente
carece de valor real practico. Por ello, resulta necesario de algun parametro
integrador de todos ellos, o bien de un modelo que defina la agresividad

tumoral real del CEC.

En este sentido, a nivel de oncologia en general, y de forma especifica

en oncologia dermatoldgica (estudios 1 y 2) (76,82,185), la velocidad de
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crecimiento tumoral es considerada como un marcador de agresividad tumoral
tanto en el momento de diagnostico como en el seguimiento y en la
evaluacion de la respuesta terapéutica, definido como presencia o ausencia
de progresion tumoral. En esta linea, la aplicacion de un factor tan dinamico
como el que representa la VCm parece ideal en la evaluacion prondstica del

CEC y en la integracién de los diferentes parametros prondésticos.

Tabla 25. Factores de alto riesgo de desarrollo de metastasis

Tamafio >2 cm 20-30%
Grosor 2 5mm 16-45%
Pobre diferenciacion histolégica 12-32%
Invasién perineural 12%

Invasion linfovascular 40-47%

Localizacion periparotidea o labial 40%

Recurrencia local 10-30%

CEC en cicatriz 25-62%

Inmunosupresion 38%
13-20%

En nuestro trabajo, en el que el objetivo fue evaluar la utilidad de la
VCm en la definicién de la agresividad del CEC. Para reducir al maximo
posibles factores de confusién, se excluyeron del estudio aquellos CEC con
espesor <4mm, cuya capacidad metastasica es anecddtica, y aquellos
antecedentes personales reconocidos de forma universal por otorgar
capacidad metastatica al CEC por si solos, como son la inmunodepresion o
trastornos genéticos. De esta forma planteamos un estudio comparativo entre
2 grupos de pacientes, CEC adenopatico (CECa) y CEC no adenopatico

(CECna) con un espesor de Breslow > 4mm.
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El analisis de la VCm en el CEC revel6 hallazgos relevantes. Los CECa
mostraron una VCm marcadamente superior (1.6+/-0.9 mm/mes) comparada
con lo que ocurre en el CECna (0.5+/-0.3). Este dato real dinamico del

crecimiento tumoral, refleja la agresividad tumoral del CEC.

Tras la realizacién de analisis multivariantes incluyendo los diferentes
parametros analizados anteriormente, las 3 variables que mostraron un valor
pronodstico independiente y una potencia estadistica superior, que fueron la

VC, el numero de mitosis/10 campos y la edad del paciente.

Con respecto a la edad, los pacientes con CECa se desarrollaron a
edades significativamente superiores que los CECna. Asi, hasta un 86.2% de
los casos de los pacientes con tendencia al desarrollo de adenopatias se
encuentran por encima de los 65 afnos. Esto se explicaria por la alteracion del
sistema inmune y la pérdida de la integridad de la funcion barrera de la piel

que se produce de forma innata al envejecimiento humano(190,192).

La tasa mitdtica es un parametro no realizado de forma habitual en la
evaluacion del CEC. En el presente trabajo el contaje histolégico de las
figuras mitéticas revel6 que los CECa asociaban un nimero medio de mitosis
marcadamente superior (niumero de mitosis/ 10 campos medio, 25.4) en

comparacioén con los CECna (numero de mitosis/ 10 campos medio, 5,7).

Con todos los parametros previamente comentados, y en la busqueda
de un modelo predictivo de probabilidad que ayude en la practica clinica a
establecer con mayor exactitud el riesgo de progresiéon tumoral con la
finalidad de plantear estudios complementarios(215) se disend un nomograma

predictivo de diseminacién tumoral (figura 26).

En el modelo de prediccion se incluyeron aquellas variables que
mostraron mayor significacion estadistica tras la realizacion de analisis

multivariantes: la VC, el nUmero de mitosis/10 campos y la edad del paciente..
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Si bien es cierto que la adicion de mas variables puede aumentar la
capacidad de prediccidn del homograma, el presente modelo alcanza unos
valores mas que aceptables en su potencia estadistica. Las variables
continuas no fueron categorizadas, dado que ello reduce la informacion y por

lo tanto reduce la habilidad predictiva des este modelo.

El modelo se desarrolld y se validé sobre la misma poblacién del
presente estudio usando las técnicas estadisticas descritas previamente. Asi,
éste modelo mostré una capacidad de discriminacién elevada. Dado que no
existen modelos previos de prediccion de diseminacion del CEC similares en

la literatura, no podemos realizar estudios comparativos al respecto.

Uno de los puntos fuertes de este nomograma es su generalizacion a
poblaciones de mayor tamafno. Esta herramienta permite la realizacién de
predicciones individualizadas dado que varias caracteristicas estan siendo
consideradas simultaneamente en el paciente problema. El unico precedente
existente en la literatura que ha intentado definir un modelo predictivo para
definir el riesgo de metastasis de un CEC fue realizado por. Sin embargo, este
modelo se centré exclusivamente en aquellos CEC que aparecen en el
pabellon auricular. Como parametros predictivos incluyeron el indice de
Breslow, la invasion de cartilago, la recurrencia y el grado de

diferenciacion(216).

En este sentido, la inclusion en nuestro modelo predictivo del concepto
de VCm, marcador dinamico de actividad de la enfermedad, puede ser clave
en el éxito del nomograma por su caracter integrador de los diferentes
factores clinico-patolégicos que de forma individual son considerados como

datos de mal pronéstico en el CEC.

El principal factor limitante en el desarrollo de nomogramas
clinicamente relevantes es la falta de validacion externa, o la falta de
generalizacion del modelo en la practica clinica. El uso de los datos

procedentes de una unica institucion estan sujetos a posibles criticas en
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términos de diagndstico y en la aplicacion de diferentes tratamientos.
Idealmente, los nomogramas son testados usando multiples cohortes de
pacientes antes de la implementacion de la herramienta en la practica clinica.
En este caso, el método de validacion del nomograma presentado se basé en

modelos estadisticos bien definidos .

Dado que la VCm nunca ha sido medida en el CEC hasta la actualidad,
la evaluacion de la especificidad del presente nomograma no puede ser

evaluada.

Por lo tanto, con este trabajo concluimos en la importancia del calculo
de la VCm como factor prondstico independiente en el CEC. A su vez, a partir
de ésta y la tasa de mitosis y la edad del paciente se construye un modelo
predictivo. EI nomograma resultante aporta informacion util para el manejo
individualizado del paciente con CEC, en orden de facilitar decisiones, como
por ejemplo, la decision de realizacion del GC. No obstante, el nomograma es
un sistema de probabilidades y no esta desarrollado para establecer
decisiones terapéuticas. Futuros estudios multicéntricos que recojan las
variables de tasa de mitosis, y los parametros necesarios para calcular la
VCm permitiran validar externamente un modelo que a priori, con los datos

actuales, puede optimizar el manejo del paciente con CEC.
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10. Conclusiones

Primera conclusion

El melanoma de crecimiento rapido (MCR) es un tumor que tipicamente
se presenta en el tronco y las regiones acrales de pacientes de edades
mayores a los 65 afnos, sin mostrar predileccidn por sexo y sin relacion con la
exposicion solar intensa intermitente. Histolégicamente, son tumores de
mayor espesor tumoral, con una mayor frecuencia de ulceracién, un mayor

indice mitético y una mayor frecuencia de afectacion del ganglio centinela.

Segunda conclusién

La velocidad de crecimiento modificada (VCm) es un factor prondstico
independiente del melanoma maligno (MM) principalmente para la
supervivencia global, con un valor incluso superior al del indice mitético. Esto
ultimo sugiere que el crecimiento clinico del tumor refleja una agresividad
tumoral que no puede ser exclusivamente medida con los factores prondsticos

universalmente aceptados del MM.

Tercera conclusion

Una proporcion significativa de casos de MCR(26,5%) portan
mutaciones en NRAS.

Los MM con mutaciones en NRAS muestran un comportamiento mas
agresivo que siguen mecanismos probablemente no relacionados con los

factores clinico-patolégicos prondsticos actualmente bien establecidos.

Cuarta conclusion

Las mutaciones patogénicas en el promotor de TERT podrian explicar,

al menos en parte, la agresividad tumoral del MCR. Su relaciéon se ve
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modificada por la presencia de un polimorfismo frecuente (rs2853669) en el

propio promotor.

Quinta conclusion

La frecuencia y la severidad de las alteraciones de la respiracion
durante el suefio en el sindrome de apnea del suefio (SAOS) se asocian de
forma independiente con el MCR

A su vez, la gravedad del SAOS se correlaciona con un mayor espesor

tumoral, un mayor indice mitético, y una mayor frecuencia de ulceracion,

Sexta conclusion

La VCm se comporta como un factor prondstico independiente en el
carcinoma epidermoide cutaneo (CEC) que permite su inclusion, junto con la
tasa de mitosis y la edad del paciente en un modelo predictivo para definir la

probabilidad de adenopatia en el CEC.
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12. Anexos

12.1. Anexo 1. documento de consentimiento informado para
la donacién voluntaria de muestras biolégicas para

investigacion.

- RED VALENCIANA DE BIOBANCOS
- | VO BIOBANCO DE LA FUNDACION INSTITUTO VALENCIANO DE
(e ONCOLOGIA (V.1)

INSTITUTO VALENCIANO DE ONCOLOGIA
La informacion que se obtenga puede ser relevante también para sus familiares bioldgicos. Es decision suya informarles — algo
que nosotros le aconsejamos - con el fin de que, si ellos lo desean, puedan ser estudiados y valorar asi cual es el riesgo personal
y sus opciones de salud en un futuro.

Cuando esta informacion, segln criterio médico, sea necesaria para evitar un grave perjuicio a la salud de sus familiares
biolégicos, previa consulta del comité asistencial, se les informara de ello.

5.- Derecho de revocacion del consentimiento.

La decision de donar sus muestras es totalmente voluntaria. Usted puede negarse a donarlas e incluso puede revocar su
consentimiento en cualquier momento, sin tener que dar ninguna explicacion y sin que ello tenga ninguna repercusion en la
atencion médica que recibe en el Centro.

Si revoca el consentimiento que ahora presta, la parte de las muestras que no se hayan utilizado en la investigacién, podra
decidir que sean destruidas o anonimizadas, Tales efectos no se extenderan a los datos resultantes de |as investigaciones que
ya se hayan llevado a cabo antes de la revocacion de su consentimiento.

6.- Riesgos.

El procedimiento que se le propone no supone ningtn riesgo afiadido para su salud ni compromete el correcto diagnéstico y
tratamiento de su enfermedad, puesto que se trata de muestra sobrante de la intervencién.

La donacién de sangre apenas tiene efectos secundarios; lo més frecuente es la aparicion de pequefios hematomas en las
zonas de puncién que desaparecen transcurridos 16 2 dias.

1- Proteccion de datos personales y confidencialidad.

Los datos personales y de salud obtenidos de su historia clinica o equivalente serdn incorporados y tratados en una base de
datos que cumple con las garantias que establece la legislacién sanitaria y sobre proteccion de datos de cardcter personal.

La cesidn a otros centros de investigacion, pablicos o privados, de sus muestras o de sus derivados, asi como de la informacion
contenida en las bases de datos vinculada a las mismas y a su estado de salud, se realizard mediante un procedimiento de
disociacion, esto es, suprimiendo la informacion personal que la identifica y sustituyéndola por un cddigo.

Es posible que en el desarrollo de un proyecto de investigacidn se genere mucha informacién genética de sus muestras. Si los
resultados fueran relevantes desde el punto de vista cientifico, la informacion obtenida, desligada de cualquier dato que pueda
permitir su identificacion por medios razonables, podria ser remitida para su inclusidn en bases cientificas y deméas medios de
difusidn de contenido cientifico a los que tendrén acceso, con cardcter restringido, investigadores cientificos.

El biobanco en el que se custodiaran sus muestras forma parte de |la Red Valenciana de Biobancos cuya coordinacion es llevada
a cabo por el Centro Superior de Investigacion de Salud Publica de la Comunitat Valenciana,

Como consecuencia de lo anterior, el ente coordinador de la Red Valenciana de Biobancos, esto es, el Centro Superior de
Investigacién en Salud Plblica de la Comunitat Valenciana, tendrd acceso a sus datos personales y a la informacién clinica
asociada a la muestra donada voluntariamente, con el tnico fin de cumplir con las labores atribuidas a la Red Valenciana de
Biobancos en virtud de |a legislacidn vigente. En particular, el eventual acceso a sus datos personales por parte de la Red
Valenciana de Biobancos tendra como finalidad poder coordinar de la manera més eficiente posible desde el punto de vista
clentifico la informacidén obtenida por los biobancos adscritos a la Red Valenciana de Biobancos, mediante la gestion y
coordinacion del Sistema de Gestion de la Informacién de la Red Valenciana de Biobancos, asi como la coordinacion de las
actividades desarrolladas por los biobancos, todo ello de acuerdo con la normativa aplicable.

Podri ejercitar sus derechos de acceso, rectificacidn, cancelacidn y oposicién, para lo cual tiene en el biobanco el
correspondiente formulario de solicitud. En dicho escrito, deberd adjuntar copia de su DNI para que el Centro responsable de
sus datos pueda comprobar su identidad.
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—— - RED VALENCIANA DE BIOBANCOS
- | VO BIOBANCO DE LA FUNDACION INSTITUTO VALENCIANO DE
— e P P ONCOLOGIA (V.1)

INSTITUTO VALENCIANO DE ONCOLOGIA

8. Declaracion de Consentimiento
Declaracién del donante:
Historla Clinica:

de afios de edad,
con domicilio en

DNI yn.2deSIP
D./Dfia de afios de edad,
con domicilio en

DNI en calidad de representante

(en caso de minoria legal o incapacidad) del paciente ,
con DNI y ne de SIP

DECLARO

He leido |a hoja de informacién que se me ha entregado.

He sido informado por el profesional de salud abajo mencionado sobre la donacién de muestras a un blobanco.

He comprendido las explicaciones que se me han facilitado en un lenguaje claro y sencillo.

He podido realizar observaciones y me han sido aclaradas todas las dudas que he planteado.

He comprendido que la donacién de muestras a un hiobanco es voluntaria y puedo revocar mi imiento en qui
momento, sin tener que dar explicaciones y sin que esto repercuta en mis culdados médicos.

Que libre y voluntariamente acepto |a realizacién de la donacién voluntaria de:

Una/s muestra/s de Sangre / Tejidos /
CONSIENTO

- Que el Hospital u otros centros de investigacidn, piblicos o privados, utilicen mis datos y las muestras donadas en las
condiciones establecidas en la hoja de informacién.
- Que el ente coordinador de la Red Valenclana de Biobancos pueda acceder a mis datos, en la medida en que sea necesario y

A

r slempre su confidencialidad.

Fdo.: D./Dfia

En a

Declaracién del profesional de salud:

He informado debidamente al donante

Fdo.: Dr/a.
En a
9. Revocacion de Consentimiento

Revoco el consentimiento prestado en fecha y no deseo proseguir la donacién voluntaria,
que doy con esta fecha por finalizada.

Fdo.: Dr/a. Fdo.: D./Diia

En a
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8. Declaracion de Consentimiento

Declaracién del donante:

Historia Clinica:

D./Dfia BELDA MARTINEZ ADELA de afios de edad,
con domicilio en

DNI y n.2deSIP

D./Diia de afios de edad,

con domidilio en

DNI en calidad de representante

(en caso de minoria legal o incapacidad) del paciente ,
con DNI y ne de SIP

DECLARO

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.

He sido informado por el profesional de salud abajo mencionado sobre la donacién de muestras a un blobanco.

He comprendido las explicaciones gue se me han facilitado en un lenguaje claro y sencillo.

He podido realizar observaciones y me han sido aclaradas todas las dudas que he planteado.

He comprendido que la donacidén de muestras a un biobanco es voluntaria y puedo revocar mi imiento en lqui
momento, sin tener que dar explicaciones y sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Que libre y voluntariamente acepto la realizacién de la donacién voluntaria de:

Una/s muestra/s de Sangre / Tejidos /

CONSIENTO

- Que el Hospital u otros centros de investigacion, publicos o privados, utilicen mis datos y las muestras donadas en las
condiciones establecidas en la hoja de informacién.

- Que el ente coordinador de la Red Valenciana de Biobancos pueda acceder a mis datos, en la medida en que sea necesario y
manteniendo siempre su confidencialidad.

Fdo.:

En a

Declaracién del profesional de salud:

He informado debidamente al donante

Fdo.: Dr/a.
En a
9. Revocacion de Consentimiento

Revoco el consentimiento prestado en fecha y no deseo proseguir la donacién voluntaria,
que doy con esta fecha por finalizada,

Fdo.: Dr/a. Fdo.: D./Dia

En a
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RED VALENCIANA DE BIOBANCOS

—" i vO BIOBANCO DE LA FUNDACION INSTITUTO VALENCIANO DE
S - ONCOLOGIA (V.1)

UNDACION
INSTITUTO VALENCIANO DE ONCOLOGIA

Biobanco de la Fundacién Instituto Valenciano de Oncologia
C/Profesor Beltran Baguena,8

46009-VALENCIA

Tino: 96 111 46 41 Fax: 96 111 43 41

Consentimiento Informado para la donacién voluntaria de muestras biolégicas
para investigacion obtenidas en el curso de procedimientos quirdargicos,
terapéuticos o diagnoésticos.

1. - Identificacion y descripcion del procedimiento

Durante la intervencién quirirgica o la prueba diagndstica a la que va a ser sometido se podrén tomar muestras de sus tejidos,
sangre, asi como fluidos (orina, esputo, saliva, etc) © microorganismos. El procedimiento que se le propone consiste en donar
voluntariamente cualquier muestra bioldgica sobrante de la intervencién o prueba a la que va a ser sometido a un bicbanco de
muestras bioldgicas, sin que ello suponga ningln riesgo afiadido para su salud ni comprometa el correcto diagndstico y
tratamiento de su enfermedad. Dichas muestras bioldgicas excedentes podrén ser utilizados en proyectos de investigacion
biomédica que previamente sean aprobados por los comités externos, ético y cientifico, a los que esta adscrito el biobanco.

Las muestras seguiran almacenadas en el biobanco hasta el fin de las existencias si no existe una revocacion del presente
consentimiento.

2.- Objetivo

La finalidad del biobanco es recoger y almacenar muestras biologicas humanas para realizar proyectos de investigacion
biomédica o diagndsticos. Los resultados de dichos proyectos de investigacién pueden derivar en el descubrimiento de nuevos
métodos para el mejor diagndstico de las enfermedades y de nuevas medicinas para tratarlas.

3.- Condiciones de la donacion

oo

Usted no recibird ninguna compensacién econdmica ni otros b materiales por donar sus muestras. Sin embargo, si las
investigaciones que se realicen tuvieran éxito, podran ayudar en el futuro a pacientes que tienen su misma enfermedad o

padecen otras enfermedades similares.

Las muestras que usted dona no seran vendidas o distribuidas a terceros con fines comerciales, pero los costes de obtencion,
conservacion y envio de las muestras se repercutiran, sin dnimo de lucro, a quienes las utilicen.

La donacién de muestras no impedira que Usted o su familia puedan hacer uso de ellas siempre que estén disponibles, cuando
asi lo requieran,

Debe saber que serd prioritario el uso diagndstico de la muestra que dona y que se garantizara un remanente de las muestras
para este fin.

4 .- Consecuencias previsibles de su realizacion

Se podria dar la circunstancia de ser contactado/a con el fin de recabar nueva informacion sobre su situacién o de tomar una
nueva muestra que pudiera ser interesante en el desarrollo de la investigacién biomédica, en cuyo caso volverd a ser
informado/a de la situacion y tendra |a libertad de participar o rechazar dicha participacion. Por tal motivo, es importante que
comunique al Servicio de Admisién del centro FUTUROS CAMBIOS DE DIRECCION y nimeros de TELEFONO, ya que es la dnica
via para poder contactar con usted,

Es posible que se obtenga informacién relativa a su salud derivada del desarrollo de los proyectos de investigacion y, en
particular, datos genéticos con relevancia dinica. En este sentido, puede solicitar la informacién relativa a su salud derivada del
estudio de las muestras donadas. Para ejercer este derecho, tiene a su disposicidn en el biobanco el correspondiente formulario
de solicitud.
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12.2. Anexo 2. Modelo de Consentimiento informado por
escrito de todos los pacientes que participaron en los

estudios. Consentimiento analisis genético de utilidad

clinica.
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- | VO 46008 - VALENCIA
S — FUNDACION Tfno.: 96 11140 0D

INSTITUTO VALENCIANO DE ONCOLOGIA Fax: &6 1114341

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL ANALISIS GENETICO DE UTILIDAD CLINICA
HISTORIA CLINICA N°

D./D?

como interesado/paciente (tachese lo que no proceda), con fecha de nacimiento , con
domicilio en y D.NLL.n°

DECLARO:

Que el Dr. . el intedocutor principal del procedimiento con el equipo asistencial

(segin art. 10.7 LG.S.)), me ha explicado que el cancer es una enfermedad genética,
entendiendo como tal a que se producen alteraciones a nivel genético que son las
responsables de que un tumor se desarrdlle y que responda a determinados farmacos.
También se me ha informado de que podemos ser portadores de variantes genéticas que
pueden predisponer al desarrcllo del cancer o condicionar la respuesta al tratamiento/s a los
que voy a ser sometido/a.

1.- Identificacion y descripcion del procedimiento.

El procedimiento que se le propone, y del que se le informa verbalmente, consistird en la
realizacién unfunos andlisis genético/s a partir del tejido excedente del proceso diagnéstico
histopatoldgico y/o a partir de una muestra de sangre para detectar la presencia, ausencia o
variantes de uno o varios segmentos de material genético, pudiendo incluir pruebas indirectas
para la deteccion de productos génicos o metabolitos especificos indicativos de cambios
genéticos determinados.

2. Finalidad del analisis genético

La finalidad de todos los andlisis que se le proponen, asi como aquellos que se le pudieran
hacer en un futuro, es la comrecta caracterizacion/diagnéstico del cancer que padece y la
optimizacion del manejo clinico de su enfermedad.

Debe saber, en cualquier caso, que se le informara verbalmente de los resultados de los
mismos.

3. Lugar de realizacion de analisis y destino de la muestra al término del mismo

Las muestras destinadas al analisis genético, incluyendo |las pruebas indirectas para la
deteccion de productos génicos o metabaolitos especificos indicativos de cambios genéticos
determinados, se realizaran en los distintos laboratorios acreditados para tal fin de la institucion
que esta tratando su enfermedad: anatomia patoldgica, andlisis clinicos, hematologia,
microbiologia, genética y biclogia molecular.

Las muestras, una vez procesadas, se almacenaran en el Biobanco de la Fundacidn Instituto
Valenciano de Oncologia durante el tiempo necesario para realizar todo el proceso de analisis
descrito y a continuacion seran destruidas.

En caso de que se estime la conveniencia de otros usos, se requerira su consentimiento para
los mismos.

En el caso en el que los analisis genéticos se deban hacer fuera de la institucion que le esta
prestando asistencia, sus datos de identificacion personales seran debidamente disociados.

4. Personas que tendran acceso a los resultados de los analisis

Los datos resultantes de los andlisis se almacenaran en su historia clinica. Los profesionales
sanitarios del centro tendran acceso a los datos que consten en su historia clinica en tanto sea
pertinente para la asistencia que le presten. El personal que acceda a los datos genéticos en el
ejercicio de sus funciones quedara sujeto al deber de secreto de forma permanente.

4 bis. Proteccion de datos

Ha de saber que la informacion sobre sus datos personales y de salud seran incorporados y
tratados en una base de datos informatizada cumpliendo con las garantias que establece la
Ley de Proteccion de Datos de Caracter Personal y la legislacion sanitaria aplicable.

Los datos genéticos de caracter personal se conservaran durante un periodo minimo de 5
afios, tras los cuales podra solicitar su cancelacion.

Para solicitar la cancelacién debera hacerlo por escrito y dirigirse a la direccién médica del
centro que traté su enfemedad.
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En caso de que usted no solicitara dicha cancelacién, los datos se mantendran en su historia
clinica indefinidamente.

5. Advertencia sobre la posibilidad de descubrimientos inesperados.

Los resultados del analisis genético se evaluaran teniendo en cuenta los antecedentes clinicos
personales y familiares, los resultados de la exploracién fisica, las pruebas complementarias y
la interpretacién clinica del personal facultativo. En todo momento sera debidamente informado
de las repercusiones que los andlisis genéticos vayan a tener sobre el manejo clinico de su
enfermedad.

Si se demuestra que usted es portador de una variacion génica que puede ser heredada, y por
tanto transmitida a la descendencia, se le ofrecera |a posibilidad de consejo genético.

6. Implicacion que el analisis genético puede tener para sus familiares y compromiso de
suministrar consejo genético.

Una vez obtenidos y evaluados los resultados del analisis genético, se le infomara de las
repercusiones de dicho hallazgo, tanto para usted como para sus familiares, y si procede, se le
garantiza el asesoramiento genético adecuado en la forma en la que reglamentariamente esta
establecida. En cualquier caso se respetara su criterio y las decisiones que Usted adopte.

7. Usted podra revocar este consentimiento en cualquier momento sin tener que dar
explicaciones y sin que esto tenga ninguna repercusion en la asistencia médica que reciba o
pueda recibir usted o sus familiares en el centro. Para revocar este consentimiento debera
dirigirse al mismo facultativo con el que firmé el presente consentimiento.

Manifiesto que estoy satisfecho/a con la informacidn recibida, que se me ha informado
verbalmente de los procedimientos de anélisis genético a los que voy a ser sometido, que he
podido hacer las preguntas que he estimado conveniente, a las que se ha respondido
adecuadamente, y que comprendo el alcance del procedimiento, por lo que en tales
condiciones, OTORGO LIBRE Y VOLUNTARIAVMENTE Ml CONSENTIMIENTO PARA
ANALISIS GENETICO.

En Valencia 04 de septiembre de 2014

Firma del paciente Firma de un testigo Fima del médico
DN.I:
Fdo: Fdo: Fdo:

REVOCACION AL CONSENTIVMIENTO INFORMADO DE ANALISIS GENETICO DE UTILIDAD CLINICA
.......... como interesado, de ............
de edad, “con domicilio en
.. Revoco el consentimiento prestado en fecha.. , que doy con
esta fecha por finalizado, sin tener que dar explicaciones y sin que esto tenga ninguna repercusion en la
asistencia médica que reciba o pueda recibir Usted o sus familiares en el centro.

En Valencia ........... d@ ... de 2.00...
Firma del paciente Firma de un testigo Firma del médico
D.N.L:

Fdo: Fdo: Fdo:
(Nombre y dos apellidos) {Nombre y dos apellidos) (Nombre y dos apellidos)
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12.3. Anexo 3. Variables incluidas en la base de datos

de melanoma

VARIABLE TIPO DE VARIABLE Y CODIFICACION

Numero de identificacién del melanoma a Texto libre
estudio

Numero de historia Texto libre
Hospital externo que envia al paciente Texto libre
Médico que hace la primera visita Texto libre
Nuamero del SIP Texto libre
Primer apellido Texto libre
Segundo apellido Texto libre
Fecha en la que le paciente es visto por Texto libre
primera vez en el Servicio de Dermatologia

del Hospital

Fecha en la que se realiza el diagnoéstico Texto libre
histolégico

Fecha del tratamiento definitivo (cirugia, Texto libre
radioterapia, quimioterapia)

Primera recaida tras el diagnoéstico inicial Si/No

Fecha de la recaida

Dia/Mes/Afo

Ultima fecha en la que se tiene constancia
de que el paciente esta vivo

Dia/Mes/Afo

Paciente del que no se sabe de su evolucion | Si/No
durante mas de un afo

Paciente fallecido (sea por la causa que sea) | Si/No
Fallecimiento por el melanoma Si/No
Fallecimiento por otras causas Si/No

Fecha de la muerte en el caso de que haya
sido por su melanoma

Dia/Mes/Afo

Fecha de la muerte en el caso de que haya
sido por otras causes diferentes a su
melanoma

Dia/Mes/Afo

Edad en que se le extirpé el melanoma

Texto libre

Fecha de nacimiento

Dia/Mes/Afo

Domicilio

Texto libre

Ciudad

Texto libre

Lugar de nacimiento

Comunidad Valenciana/
Otra comunidad/ Otro pais/ Sin especificar

217

217



218 | Velocidad de crecimiento en el cancer de piel

Teléfono Texto libre

Email Texto libre

Peso Texto libre

Altura Texto libre

Profesion Texto libre

Estudios Ninguno/ Menos de 14 afios/ Hasta 14
afos/ Hasta 16 afos/ Hasta 18 anos/
Estudios medios/ Estudios superiores/
Sin especificar

Fototipo Segun Clasificacién de Fitzpatrick/

Sin especificar

Color del pelo

Negro/ Castano oscuro/ Castano
claro/ Rubio/ Pelirrojo/ Sin especificar

Nimero de quemaduras con ampollas o
dolor de al menos 2 dias

Numero

Quemaduras leves

Si/No / Sin especificar

Quemaduras en el area del melanoma

No/ Leves/ Intensas/ No aplicable
(mucosas, ocular)/ Sin especificar

Exposicion solar crénica

Si/No / Sin especificar

Profesion segun exposicion al sol

No expuesta al sol/ Expuesta al sol/
Sin especificar

Anos de profesion al sol

Numero de afios de exposicion al sol

Exposicion intermitente al sol
(exposicion solar ocio o estival)

Si/No / Sin especificar

Exposicion intermitente

Estival/ Actividades aire libre/
Sin especificar

Rayos UVA

Si/No / Sin especificar

Numero de sesiones de Rayos UVA

Numero aproximado de sesiones

Edad a la que empez6 la exposicion a las
lamparas UVA

Edad en afos/ No procede/
Sin especificar

Numero de cigarrillos al dia

No/ <10/ 10-20/ >20/ Sin especificar

Anos de consumo de tabaco

No procede/ Sin especificar

Menopausia

Si/No / No procede/ Sin especificar

Anticonceptivos

No/ Si, alguna vez pero no en el
diagndstico/ Si, en el momento del
diagndstico/ No procede/ Sin especificar

218




Meses transcurridos desde la finalizacion
del uso de anticonceptivos orales y el
diagnéstico de melanoma maligno

Velocidad de crecimiento en el cancer de piel

Numero de meses

Embarazo

No/ En el diagndstico/ Previos/
Posterior/ No procede/ Sin especificar

Embarazos previos

Numero

Diagnéstico durante el embarazo Si/No
Numero

Embarazos posteriores al diagnéstico

Efélides en la infancia Si/No

Efélides en la cara

Numero, acorde con “Freckling chart
de Vancouver”

Efélides en los brazos

Numero, acorde con “Freckling chart
de Vancouver”

Efélides en el tronco

Numero, acorde con “Freckling chart
de Vancouver”

Lentigos Si/No
Queratosis actinicas Si/No
Léntigos en el area del melanoma Si/No
Aparicion de un segundo tumor Si/No
Tipo de segundo tumor Texto libre
Carcinoma espinocelular previos y tras el Si/No
diagnéstico

Carcinoma basocelular previos y tras el Si/No
diagnéstico

Queratosis seborreicas Si/No

Nevus congénito

Ninguno/ Pequeno/ Mediano/
Gigante/ Sin especificar

Nevus melanociticos comunes de mayor
de 2 mm

Numero/ Sin especificar

Patron de nevus

No tiene casi/ Lentiginoso/
Intradérmico/ Mixto: lentiginoso mas
intradérmico/ Sin especificar

NuUmero de nevus en el area del melanoma Numero
(se considera como area las zonas definidas

por la regla de los 9)

Nevus atipicos Numero
Nevus displasicos segun estudio Numero
histolégico

Melanoma miuiltiple Si/No
Numero de melanomas Numero
Numero de familiares afectos con melanoma | Nimero

Grado de parentesco del familiar con
melanoma

Segundo grado/ Primer grado/
No procede/ Sin especificar
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Miembro de la familiar primer y segundo
grado con cancer de pancreas
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Si/No / Adoptado/ Sin especificar

Miembro de la familia de primer grado con
algun tipo de cancer

Si/No / Adoptado/ Sin especificar

Miembro de la familia segundo grado con
algun tipo de cancer

Si/No / Adoptado/ Sin especificar

Laminilla disponible

Si/No

Bloque disponible

Si/No

Motivo de consulta

Autoexploracién y observacion de
una lesién rara/ Hallazgo exploratorio/
Sintomas (aumento del volumen,
cambio de coloracion, sangrado)/
Deteccion en el programa de
seguimiento de nevus-screening/
Observacion por una tercera persona/
Desconocido

Meses desde que percibié algin cambio en Numero
la lesiéon
Numero Meses desde que el paciente es Numero

consciente
que tiene la lesién

Cambio en el volumen

Si/No / No lo percibié/ Sin especificar

Tiempo desde la percepciéon del cambio de
volumen hasta la extirpacion

<1mes/ 1-3 meses/ 4-6 meses/
7-12 meses/ >1 afio/ No lo sabe/
Sin especificar

Sangrado Si/No
Si existe foto clinica en la historia del Si/No
paciente

Localizacion Texto

Localizacion en funciéon de la exposicion al
sol

Area oculta al sol siempre/

Area expuesta al sol sélo en verano/
Area expuesta todo el afio/

No procede/ Sin especificar

Localizacion en funcion de la visibilidad por
el paciente

Visible por el paciente/ Visible para
conviviente intimo/ Oculta para
ambos/ No procede

Exéresis Exéresis completa/ Biopsia incisional/
Rebanado/ No procede
Margenes Negativos/ Laterales afectos/

Profundidad afecta/ Laterales y
profundidad afectados/ No procede

Tipo histolégico

LMM/ SMM/ MN/
Otros-inclasificable/ No procede

Ampliaciéon del melanoma

Numero

Fase de crecimiento

Horizontal/ Vertical/ No procede
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Breslow Numero
Clark Numero
Ulceracion Si/No

Reaccion linfocitaria

Nula/ Escasa o moderada/ Intensa/
No procede/ Sin especificar

Disposicion del infiltrado

Peritumoral/ Intratumoral/
No procede/ Sin especificar

Infiltrado peritumoral

Ausente/ Discontinuo/ Denso/
No procede/ Sin especificar

Satelitosis microscépica Si/No
Numero de mitosis en 1 mm2 Numero
Regresion Si/No
Invasién vascular Si/No
Restos de nevus preexistente Si/No

Tipo de lesién previa histologica

No/ Nevus displasico/

Nevus congénito/ Nevus comun/
Nevus azul/ Nevus Spilus/ Otros/
No procede

Invasion perineural

Si/No

Tipo celular

Epiteloide/ Fusiforme/ Nevoide/
Balonizantes/ Atipicos/ Otros/
No procede

Elastosis histologica

Si/No

Elastosis actinica

Ausente/ Leve/ Moderada/ Intensa/
No valorable/ Sin especificar

Ganglio centinela Si/No
Biopsia del ganglio centinela Si/No
Numero de ganglios centinelas afectados Numero
Metéastasis Si/ No
Tamano del mayor foco metastasico Numero

Linfadenectomia

No/ Electiva/ Profilactica/ Terapéutica

Territorios de los que se ha hecho la Texto libre
linfadenectomia

Adenopatias palpables Si/No
Ganglios extirpados Numero
Numero de ganglios positivos sin contar Numero

con
el ganglio centinela
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Numero de ganglios con afectacion capsular | Niumero
Adenopatias clinicas palpables/detectadas Numero
por imagen locorregionales previas al

ganglio centinela

Estudio PET estadificacion Si/No

Estadio

Melanoma in situ/ Localizado/
Metastasis ganglionares/ Metastasis
sistémicas/ Sin especificar

Realizacion de estudio mutacion BRAF

Si/No/No realizada

Realizacion de estudio mutacion NRAS

Si/No/No realizada

Realizacion de estudio mutacion MC1R

Si/No/No realizada

Realizacion de estudio mutacion TERT

Si/No/No realizada

Realizacion de estudio polimorfismos

Si/No/No realizada
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12.4. Anexo 4. Variables incluidas en la base de datos de

carcinoma epidermoide cutaneo

VARIABLE TIPO DE VARIABLE Y CODIFICACION

Numero de identificacién del carcinoma Texto libre
epidermoide cutaneo a estudio

Numero de historia Texto libre
Hospital externo que envia al paciente Texto libre
Médico que hace la primera visita Texto libre
Nuamero del SIP Texto libre
Primer apellido Texto libre
Segundo apellido Texto libre
Fecha en la que le paciente es visto por Texto libre
primera vez en el Servicio de Dermatologia

del Hospital

Fecha en la que se realiza el diagnoéstico Texto libre
histolégico

Fecha del tratamiento definitivo (cirugia, Texto libre
radioterapia, quimioterapia)

Primera recaida tras el diagnéstico inicial Si/No

Fecha de la recaida

Dia/Mes/Afo

Ultima fecha en la que se tiene constancia
de que el paciente esta vivo

Dia/Mes/Afo

Paciente del que no se sabe de su evoluciéon | Si/No
durante mas de un afo

Paciente fallecido (sea por la causa que sea) | Si/No
Fallecimiento por el carcinoma epidermoide | Si/No
cutaneo

Fallecimiento por otras causas Si/No

Fecha de la muerte en el caso de que haya
sido por su carcinoma epidermoide cutaneo

Dia/Mes/Afo

Fecha de la muerte en el caso de que haya
sido por otras causes diferentes a su
carcinoma epidermoide cutaneo

Dia/Mes/Afio

Edad en que se le extirpé el carcinoma
epidermoide cutaneo

Texto libre

Fecha de nacimiento

Dia/Mes/Afo

Domicilio

Texto libre

Ciudad

Texto libre
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Lugar de nacimiento

Comunidad Valenciana/

Otra comunidad/ Otro pais/ Sin especificar

Teléfono Texto libre

Email Texto libre

Peso Texto libre

Altura Texto libre

Profesion Texto libre

Estudios Ninguno/ Menos de 14 afios/ Hasta 14
afos/ Hasta 16 afos/ Hasta 18 anos/
Estudios medios/ Estudios superiores/
Sin especificar

Fototipo Segun Clasificacién de Fitzpatrick/

Sin especificar

Color del pelo

Negro/ Castano oscuro/ Castano
claro/ Rubio/ Pelirrojo/ Sin especificar

Quemaduras leves

Si/No / Sin especificar

Quemaduras en el area del carcinoma
epidermoide

No/ Leves/ Intensas/ No aplicable
(mucosas, ocular)/ Sin especificar

Exposicion solar crénica

Si/No / Sin especificar

Profesion seguin exposicion al sol

No expuesta al sol/ Expuesta al sol/
Sin especificar

Anos de profesion al sol

Numero de afios de exposicion al sol

Exposicion intermitente al sol
(exposicioén solar ocio o estival)

Si/No / Sin especificar

Exposicion intermitente

Estival/ Actividades aire libre/
Sin especificar

Numero de cigarrillos al dia

No/ <10/ 10-20/ >20/ Sin especificar

Anos de consumo de tabaco

No procede/ Sin especificar

Queratosis actinicas Si/No
Aparicion de un segundo tumor Si/No
Tipo de segundo tumor Texto libre
Carcinoma basocelular previos y tras el Si/No
diagnéstico

Melanoma cutaneo previo y tras el Si/No
diagnéstico

Queratosis seborreicas Si/No
Antecedente personal de enfermedad que Si/No
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Especificar enfermedad Texto libre
Laminilla disponible Si/No
Bloque disponible Si/No
Meses desde que percibié algin cambio en Numero
la lesiéon

Numero Meses desde que el paciente es Numero

consciente que tiene la lesién

Cambio en el volumen

Si/No / No lo percibié/ Sin especificar

Tiempo desde la percepcion del cambio de
volumen hasta la extirpacion

<1mes/ 1-3 meses/ 4-6 meses/
7-12 meses/ >1 afio/ No lo sabe/
Sin especificar

Si existe foto clinica en la historia del Si/No
paciente
Localizacion Texto

Localizacion en funciéon de la exposicion al
sol

Area oculta al sol siempre/

Area expuesta al sol sélo en verano/
Area expuesta todo el afio/

No procede/ Sin especificar

Localizacion codificada de la tumoracion

Frontal, sien, mejilla, dorso nasal, calota,
periauricular, fuera de cabeza/cuello,

pabellén auricular, perilabial

Exéresis Exéresis completa/ Biopsia incisional/
Rebanado/ No procede
Margenes Negativos/ Laterales afectos/

Profundidad afecta/ Laterales y
profundidad afectados/ No procede

Tipo histolégico

Expansivo/ Infiltrativo/Acantélitico/
Otros-inclasificable/ No procede

Desmoplasia Si/No
Breslow Numero
Clark Numero
Ulceracién Si/No

Reaccion inflamatoria

Nula/ Escasa o moderada/ Intensa/
No procede/ Sin especificar

Tipo infiltrado

Linfocitico, linfoplasmocitario,
plasmoeosindfilo

Nimero de mitosis en 10 campos Numero
Invasion perineural Si/No
Invasién vascular Si/No
Restos de queratosis actinica adyacente Si/No
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Ganglio centinela Si/No
Biopsia del ganglio centinela Si/No
Numero de ganglios centinelas afectados Numero
Metéastasis Si/ No
Tamano del mayor foco metastasico Numero

Linfadenectomia

No/ Electiva/ Profilactica/ Terapéutica

Territorios de los que se ha hecho la Texto libre
linfadenectomia

Adenopatias palpables Si/No
Ganglios extirpados Numero
Numero de ganglios positivos sin contar Numero
con el ganglio centinela

Numero de ganglios con afectacion Numero
capsular

Adenopatias clinicas palpables/detectadas Numero

por imagen locorregionales previas al
ganglio centinela

Estadio
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12.5. Anexo 5. Analisis genético de BRAFy NRAS

1 Extraccion de ADN.

La extraccion de ADN se llevo a cabo sobre bloques representativos
del tumor, con un alto porcentaje de células tumorales (>50%), del mismo del
que se realiz6 el estudio inmunohistoquimico. Se emplearon cinco cortes de 5
Mm de grosor de la muestra incluida en parafina. En los casos en que el
porcentaje de células tumorales fue inferior al establecido, se realizé la
seleccion del material de la zona tumoral mediante diseccion con un tisue-
arrayer manual (Beecher TMA-421) tomando varios cilindros del area tumoral.
El tejido se desparafind y se digirid con proteinasa K (20mg/ml de tampédn de
lisis) a 56°. Tras la digestion se procedié a la purificacion de ADN empleando
el kit de purificacion “QlAamp® DNA Mini kit” (QIAGEN).

Una vez diluido el ADN se pudo emplear directamente para llevar a
cabo las amplificaciones, en otros caso se congeld a -20°C hasta su uso.

El analisis de mutaciones en los genes implicados en la ruta RAS-
RAFMEK- ERK se realiz6 mediante amplificacion especifica por PCR y
posterior secuenciacion directa de los fragmentos a estudiar. Se utilizé para
ello un secuenciador automatico ABI3130XL de dieciséis capilares con
software especifico para el analisis de secuencias (Sequencing analysis v5.2).
Del ADN obtenido se empled entre 20-50 ng para cada amplificacion segun

previamente descrito (30).

2. Deteccion de mutaciones en BRAF.
El analisis de la mutacién de V600E del gen BRAF se realizé mediante

amplificacion del exén 15 segun lo descrito por Hacker y colaboradores.(182)

3. Deteccion de mutaciones en NRAS.
El analisis de las mutaciones de N-RAS consistid en el analisis de las
mutaciones de los exones 1 y 2 del gen, que igualmente se amplificaron

mediante PCR segun lo descrito por Hacker y colaboradores, en cuanto a
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cebadores y condiciones.(182)

12.6. Anexo 6. Analisis genético de TERT

1 Procedimiento de deteccion de mutaciones en la region promotora de
TERT.

El analisis de las mutaciones de la region promotora del gen TERT
(desde la posicion -27 a -286 desde el sitio de inicio ATG) se realizé mediante

amplificacion con cebadores especificos y posterior secuenciacion Sanger.

La PCR se llevo a cabo en un volumen de 10 ul que contenia 10 ng de
ADN, 50 mMKCI, 0,fmM dNTP y 0,11mM de cada cebador. Las
concentraciones de MgCl2, otros aditivos y las condiciones de temperatura se
ajustaron de acuerdo con las secuencias de los cebadores. Los productos de
amplificacion se purificaron con Exosap (GE Healthcare, Buckinghamshire,
UK) para retirar el excedente de cebador. Para la secuenciacién se empleé el
kit Dideoxy terminator (Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied
Biosystems, Austin, TX, USA) combinado con los cebadores forward y reserve
en reacciones independientes. Los productos de secuenciacion se
precipitaron con etanol y se analizaron en un secuenciador capilar (Abi Prism
3130xI Genetic Analyzer). (223)

2. Analsis de datos obtenidos.
Los datos secuenciados fueron analizados usando el software Genious
Pro 5.6.5 partiendo como referencia con las secuencias de la base de datos

genética NCBI, TERT (cr 5: 1,295,071 — 1,295,521, hg19 GRCH37), BRAF
(NG_007873.2) and NRAS (NG_007572.1).
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12.7. Anexo 7. Cuaderno de recogida de datos estudio SAOS y

MM.
ESTUDIO SAHS MELANOMA (MM)
HOJA DE RECOGIDA DE DATOS
Exclusién: Menores de 18 afos
Codigo del paciente MM no visible
-Tres primeras iniciales del hospital MM extracutaneo/2° MM
Seguidas del numero de paciente MM no primario o in situ
(0001, 0002....) CPA/BiPAP previas
Imposible medir tasa
crecimien
07T [T 1o T Ins respiratoria o cardiaca

V1. DERMATOLOGIA

Fecha de consulta.................. Doctor./Hospital...........ccccveenennnne.

o Pedir firma del consentimiento informado (decirle que solo se le hara una prueba de suefio)
Edad: Género: M F Fototipo piel: | 1l 1l IV V VI
Nivel educacional No estudios  Primairos Secundarios  Universitarios
Antec quemaduras solares: No 1-3 >3 Antec Familiar de MM: Si No
Antec personal de cancer cutaneono MM: No Si Senalar tipo.............
Exposicién solar habitual Si No

Localizacion: Cabeza/cuello Ext sup Ext inf Tronco Acral
Fotolocalizacion: Oculta siempre Fotoexp. crénica Fotoexp.en verano
Color pelo: Negro Castano oscuro Castafno claro  Rubio Pelirrojo
Color ojos: Verdes azules marron-oscuro marron-claro negros

CoMeNtarios. ..ot Peso.......... Kg

Tasa de crecimiento (preguntar al paciente y al acompanante)

Fecha de cambios cutaneos (D1)
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* En caso de percepcion de crecimiento en volumen: Fecha de inicio de crecimiento de
volumen [/ / (dia/mes/afio)

* En caso de no percepcién de crecimiento en volumen. Fecha de cambios (color,
forma, tamafo horizontal, sintomas) _ / / (dia/mes/afio)

Fecha de excisién (D2) / /  (dia/mes/afio)

En el informe de anatomia patolégica debe de aparecer informacion al menos sobre:
I. de Breslow ___ (mm) I.de Clark___ Presencia de regresion SI NO

Presencia de ganglio centinela afecto SI NO culceracion? SI NO

indice mitotico/mm’® (en 5 campos de gran aumento)

Presencia histolégica de nevus previo SI  NO

Subtipo de melanoma (subrayar la adecuada):

Melanoma de extensiéon superficial Melanoma nodular
Melanoma lentiginoso Lentigo maligno melanoma

Estadio tumoral (subrayar la adecuada):
Melanoma localizado Extensién loco regional
Metastasis a distancia
Marcadores imunohistoquimicos (a realizar por cada centro)
Expresion Ki67............... Melan AIMART ................... HMB 45..............
S-100.......c.ccccvvienn. .
A rellenar por centro de referencia (sélo se realizara la determinacion centralizada de los
siguientes marcadores)
Expresion IHQ VEFG................ Expresion IHQ HIF-1 ...,
Autofagia p62.......................
Exclusion tras consulta de dermatologia NO Sl (motivo)......................
(La velocidad de crecimiento sera calculada por el centro de referencia)
Dermatologia: Grapar a este protocolo el informe de anatomia patolégica del

melanoma y mandar a la Unidad de Suefo de vuestro centro. Decirle al
paciente que le llamaran por teléfono para prueba de sueno

V2. UNIDAD DE SUENO

Fecha de consulta............c.cecennenne. Dr./Hospital.........ccccevevvinnininnnns

230



Velocidad de crecimiento en el cancer de piel | 231

Llamar al paciente para quedar en hacerle la prueba de sueno (plazo maximo 3 mes desde el
diagndstico del MM).

o Domiciliaria o Hospitalaria
o Antecedentes de interés
- Patologia respiratoriay gravedad..................cooiii i
- Otras patologias importantes............cooooiiiiiiiii
- Antecedentes cardiovasculares y factores de riesgo cardiovascular
o HTA o DM o Dislipemia
Alcohol /gr/d).................... Tabaquismo (pg/ano).........
oToma de psicotropos o Depresion o Ansiedad o Insomnio

ECV previo o lctus o C Isquémica o Ins cardiaca
o Arritmias 0 Otros.......c.coooiiiiiiiii

o Ins respiratoria o O2 Domiciliario

Roncopatia crénica.......... veces/semana o No sabe

Apneas presenciadas o Si o No o No sabe
Epworth............ aTalla........... Peso.......... Per cuello..............
Sat basal diurna........... Horas suefio habitual (contando siestas).........

Se repetiran o no seran validas los estudios con menos de 4 horas de registro

Las mediciones oximétricas se realizaran con la toma por parte del poligrafo de la sat de 02
cada 2-3 segundos (comprobar en el software)

IAH................ ID4%.............. Sat minima .............. CT90%  ...........
IAHobs.......... ID3%.....ceuee... Sat basal.................
IAHC............. Sat media.............. IAH supino................

Comentario (otras mediciones).........................cccooiiiiiiiiiiiiiii i

Los registros completos seran enviados a el centro principal para su lectura ciega de forma
centralizada

Exclusion tras visita de suefio NO Sl(causa).............c.cccovviennn.

Analitica sangre periférica (se congelan y guarda el plasma hasta su
Traslado para la medicion central)
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VEFG (pg/ml).............. IL-6 (pg/ml).................. FNTalfa (pg/ml).........
ICAM-1 (pg/ml)............ VCAM (pg/ml).............. PCR-US (Ul/ml).........
VSG (mm1°h)................. Fibrindgeno /mg/dI)................

¢Finaliza el estudio? Sl NO (causa)......cccceeeeeeeeieieeeiiieiiieeeeeeeee,

Unidad de sueno: Una vez rellenado este protocolo sera enviado junto a una copia del
informe de anatomia patologica del melanoma, el registro completo de la prueba de
sueno y una copia del polgraphy report al centro principal o coordinador
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12.8. Anexo 8. Escala de Epworth. Se trata de una escala que el
paciente debe de rellenar. Se considera cuando la puntuacion final

es igual o mayor a 12.

ESCALA DE SOMNOLENCIA DE EPWORTH

Senfale la respuesta que se asemeja mas a su situacién actual

Nunca se |Pocas Es posible | Grandes
adormilaria | posibilidades |que se posibilidades
de que se adormilase |de que se
adormilase adormilase
SENTADO LEYENDO. 0 1 2 3
VIENDO LA TELEVISION. 0 1 2 3

SENTADO, INACTIVO, EN UN
LUGAR PUBLICO. ( por ejemplo |0 1 2 3
en un teatro o un acto publico o
una reunion).

COMO PASAJERO EN UN 0 1 2 3
COCHE UNA HORA SEGUIDA.

DESCANSANDO ECHADO POR
LA TARDE CUANDO LAS 0 1 2 3
CIRCUNSTANCIAS LO
PERMITEN.

SENTADO CHARLANDO CON |0 1 2 3
ALGUIEN.

SENTADO TRANQUILAMENTE
DESPUES DE UNA COMIDA SIN |0 1 2 3
ALCOHOL.

EN UN COCHE, AL PARARSE
UNOS MINUTOS EN EL 0 1 2 3
TRAFICO

Suma total de puntos:
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PUBLICACIONES,
RECONOCIMIENTOS Y
AYUDAS PUBLICAS
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ayudas publicas

13.1.Articulos cientificos (indexados en Pubmed)

1. Martorell-Calatayud A, Requena C, Botella-Estrada R, Sangueza OP.
[Advances in molecular biology and their application in the diagnosis and
treatment of melanomal. Actas Dermosifiliogr. 2009 Nov; 100 Suppl 1:52-65.
Spanish. PubMed PMID: 20096197

2. Martorell-Calatayud A, Nagore E, Botella-Estrada R, Scherer D, Requena
C, Serra-Guillén C, Llombart B, Sanmartin O, Kumar R, Guillén C. Defining
fast-growing melanomas: reappraisal of epidemiological, clinical, and
histological features. Melanoma Res. 2011 Apr; 21(2): 131-8. doi:
10.1097/CMR.0b013e328342f312. PubMed PMID: 21183860.

3: Nagore E, Martorell-Calatayud A, Botella-Estrada R, Guillén C. Growth
rate as an independent prognostic factor in localized invasive cutaneous
melanoma. J Eur Acad Dermatol Venereol. 2011 May;25(5):618-20; author
reply 620. doi: 10.1111/j.1468-3083.2011.04029.x. Epub 2011 Mar 9. PubMed
PMID: 21492248.

4: Tejera-Vaquerizo A, Nagore E, Meléndez JJ, Lopez-Navarro N, Martorell-
Calatayud A, Herrera-Acosta E, Traves V, Guillén C, Herrera-Ceballos E.
Chronology of metastasis in cutaneous melanoma: growth rate model. J Invest
Dermatol. 2012 Apr;132(4):1215-21. doi: 10.1038/jid.2011.433. Epub 2012
Jan 5. PubMed PMID: 22217744.

5: Tejera-Vaquerizo A, Nagore E, Herrera-Acosta E, Martorell-Calatayud A,

Martin-Cuevas P, Traves V, Herrera-Ceballos E. Prediction of sentinel lymph

node positivity by growth rate of cutaneous melanoma. Arch Dermatol. 2012

237



238 | Velocidad de crecimiento en el cancer de piel

May;148(5):577-84. doi: 10.1001/archdermatol.2011.2522. PubMed PMID:
22250187.

6: Nagore E, Hacker E, Martorell-Calatayud A, Traves V, Guillen C, Hayward
NK, Whiteman D. Prevalence of BRAF and NRAS mutations in fast-growing
melanomas.

Pigment  Cell Melanoma Res. 2013 May;26(3):429-31. doi:
10.1111/pcmr.12082. Epub 2013 Mar 20. PubMed PMID: 23448684.

7: Martinez-Garcia MA, Martorell-Calatayud A, Nagore E, Valero I, Selma
MJ, Chiner E, Landete P, Montserrat JM, Carrera C, Pérez-Gil A, Campos-
Rodriguez F, Farré R. Association between sleep disordered breathing and
aggressiveness markers of malignant cutaneous melanoma. Eur Respir J.
2014 Jun;43(6):1661-8. doi: 10.1183/09031936.00115413. Epub 2014 Mar 23.
PubMed PMID: 24659545."Integrado en proyecto Beca FIS (Aprobada en
2013), con anexo de 2 investigadores principales: Neumologia, Miguel Angel

Martinez, Dermatologia, Antonio Martorell.

8: Martorell-Calatayud A, Sanmartin Jimenez O, Cruz Mojarrieta J, Guillén
Barona

C. Cutaneous squamous cell carcinoma: defining the high-risk variant. Actas
Dermosifiliogr. 2013 Jun;104(5):367-79. doi: 10.1016/j.adengl.2011.12.012.
Epub 2013 May 14. Review. English, Spanish. PubMed PMID: 23683506.

13.2.Reconocimientos

1. Reconocimiento de la Academia Espainola de Dermatologia y Venereologia
al mejor articulo publicado en 2012 en revista internacional: Tejera-Vaquerizo
A, Nagore E, Meléndez JJ, Lopez-Navarro N, Martorell-Calatayud A, Herrera

E-Acosta, Traves V, Guillen C, E. Herrera-Ceballos Chronology of metastasis
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in cutaneous melanoma: growth rate model. J Invest Dermatol. 2012 Apr, 132
(4) :1215-21.

2. Reconocimiento al mejor trabajo de Dermatologia Oncolégica presentado
en el 40 Congreso Nacioanl de Dermatologia y Venereologia 2014 (Las
Palmas de Gran Canaria,8-June 11, 2014).. Martorell-Calatayud A, Sanmartin
O, Nagore E, Serra C, Guillén C. Valor de la velocidad de crecimiento en el

carcinoma epidermoide cutaneo.

3. Reconocimiento de la Academia Valenciana de Dermatologia al mejor
trabajo de investigacion prsentado en 2013. (Mayo 2013, Castellon.) Martorell
A, Martinez-Garcia MA, Nagore E, Alfaro A. Melanoma de rapido crecimiento

y apnea del sueio.

4. . Reconocimiento al mejor trabajo de Dermatologia Oncoldgica presentado
en el 38 Congreso Nacional de Dermatologia y Venereologia 2012 (Madrid,8-
11 Junio, 2012). Martorell-Calatayud A, Requena C, Sanmartin O, Serra C,
Botella R, Nagore E, Llombart B, C. Guillen. Definiciéon clinico-patoldgica del

carcinoma epidermoide cutaneo de alto riesgo.

13.3.Proyectos de financiacion publica.

2013-2017. Beca de investigacion Instituto Carlos Il (beca FIS). Sindrome de
Apnea del suefio y su correlacion como valor pronostico en el melanoma.
Financiaciéon publica. Desde Mayo 2013 hasta la actualidad. Participante

como investigador colaborador.

Investigador principal: Miguel Angel Martinez Garcia
Centro: Hospital Universitario y Politécnico La Fe de Valencia
FIS PI12 /01363

Coordinador Neumologia: Dr. Miguel Angel Martinez Garcia. Hospital La Fe, Valencia
Coordinador Dermatologia: Dr. Antonio Martorell Calatayud. Hospital de Manises,

Valencia. Dr. Eduardo Nagore. Fundacion Instituto Valenciano de Oncologia,
Valencia
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