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1 INTRODUCCION

1.1 MELANOMA: GENERALIDADES Y DIAGNOSTICO PRECOZ

1.1.1 DEFINICION Y EPIDEMIOLOGIA

El melanoma es la neoplasia maligna derivada de los melanocitos, células de
origen neuroectodérmico especializadas en la produccion de pigmento meldnico
localizadas fundamentalmente en la epidermis, por lo que la piel es la
localizacidon mas frecuente de este tumor. No obstante, también se encuentran
a nivel uveal, epitelio pigmentario retiniano, mucosa gastrointestinal o
leptomeninges, localizaciones en las que también pueden malignizar y dar lugar

a melanomas, si bien con mucha menor frecuencia®.

El melanoma es uno de los tumores malignos cuya incidencia mds ha aumentado
en las Ultimas décadas, tanto a nivel internacional® como en nuestro pais?. En un
reciente metaanalisis, la incidencia global cruda de melanoma en Espafia fue de
8,82cas0s/100.000 personas-afio®. La edad media de aparicidén en nuestro
entorno es de 57 afios*, apareciendo con mayor frecuencia en tronco (sobre todo
espalda), seguido de extremidades inferiores, cabeza, extremidades superiores

y mucosas®.

Clasicamente se ha observado una mayor incidencia en mujeres y todavia en el
ultimo informe del registro de melanoma de nuestro pais se observa este
predominio femenino®. Sin embargo esta tendencia se estd invirtiendo? y en

paises como Estados Unidos ya se observa un claro predominio masculino®.
25



Aunque es un tumor con un alto potencial metastasico y tiene un prondstico
sombrio en estadios avanzados®, las tasas de supervivencia permanecen estables
a pesar de la creciente incidencia®, gracias a una deteccién cada vez mas
precoz*’8, De hecho, la supervivencia a los 5 afios se sitla en torno al 90%,
aunque es extremadamente dispar seguin lo avanzado que esté el melanoma en
el momento del diagndstico, ya que para la enfermedad localizada la
supervivencia a los 5 afios es superior al 95% mientras que para la enfermedad

metastasica se sitla en torno al 15%°.

1.1.2 CLASIFICACION CLINICOPATOLOGICA Y ESTADIFICACION
Clark et al*° fueron los primeros en dividir al melanoma en subtipos en funcién
de sus caracteristicas clinicopatolégicas. Este es el fundamento de la clasificacién

actual de la Organizacidon Mundial de la Salud (OMS)!, que reconoce algunos

subtipos adicionales a los originalmente definidos:

Melanoma de extension superficial (MES)

e Melanoma nodular (MN)

e Lentigo maligno melanoma (LMM)

e Melanoma lentiginoso acral (MLA)

e Otros: melanoma desmoplasico, melanoma nevoide, melanoma
spitzoide, melanoma sobre nevus azul, melanoma sobre nevus

congénito, melanomas mucosos, melanomas uveales, etc.
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La mayoria de los melanomas se encuadran en los primeros 4 tipos principales.
En la Tabla 1.1 se resumen sus caracteristicas fundamentales®. Las frecuencias
son aproximadas y adaptadas de las observadas en el Registro Nacional de

Melanoma Cutaneo®.

A la hora de estadificar no se tienen en cuenta, sin embargo, estos subtipos
clinicopatolégicos, sino la clasificacion TNM (T=tumor, N=nodes/ganglios,
M=metdstasis) de la AJICC (American Joint Committee on Cancer)®. Este sistema
se basa en los datos del seguimiento a largo plazo de mas de 38.000 pacientes y

reconoce 4 estadios principales (con varias subdivisiones por estadio).

Para la estadificacidon se tienen en cuenta las caracteristicas histoldgicas del
tumor primario con mayor repercusién prondstica (que son el espesor tumoral -
o espesor de Breslow-, el indice mitético -o nimero de mitosis dérmicas/mm?-y
la presencia de ulceracion), la extensidn linfatica y la diseminacién a distancia.
Los estadios | y Il corresponden a enfermedad localizada, el estadio Il a
melanomas con afectacién ganglionar o con metdéstasis en transito/satelitosis y

el estadio IV a enfermedad metastdsica a distancia.

En la Tabla 1.2 se muestra un resumen de la estadificacion del melanoma por la

AJCC y su repercusién prondstica®!2,
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Tabla 1.1. Resumen de las caracteristicas de los 4 principales subtipos
clinicopatoldgicos

Subtipo Principales caracteristicas

Melanoma de Subtipo mas frecuente (65%).

extension ; .
L 32-62 décadas de la vida.

superficial
Lesiones maculares o poco sobreelevadas (inicialmente),
asimétricas e irregularmente pigmentadas.
Tronco y extremidades.
Fase de crecimiento radial en la que predomina aumento de su
extension superficial, seguida de fase de crecimiento vertical
en la que predomina el crecimiento en profundidad.

Melanoma Segundo en frecuencia (20%).

nodular . .

2-62 décadas de la vida

Nédulo pigmentado (aunque también puede ser amelanético)
Tronco y extremidades
Ausencia de crecimiento radial, lesidn caracterizada por un
rapido crecimiento vertical.

Lentigo maligno Tercero en frecuencia (10%)

melanoma a .
72 década de la vida en adelante
Micula irregularmente pigmentada de crecimiento lento
Cara. Mds raramente localizacidn extrafacial en zona de dafio
solar croénico.
Crecimiento radial lentiginoso (sin tendencia a formar nidos) e
in situ muy prolongado (afos), aunque finalmente acaba
produciéndose invasién dérmica (lentigo maligno melanoma) y
crecimiento vertical.

Melanoma El menos frecuente de los tipos principales (5%), aunque es el

lentiginoso acral mas frecuente en razas en las que los otros tipos son

infrecuentes (asiaticos, raza negra).
62 década de la vida en adelante

Macula pigmentada irregular +/- nédulos (si ya hay
componente invasor).

Plantas, palmas y aparato ungueal

Crecimiento radial lentiginoso seguido de crecimiento vertical.
Tendencia a satelitosis y metdstasis en transito.

28



Tabla 1.2 Resumen de la estadificacion del melanoma segun la AJCC 2009

ESTADIO

0

A

liC

A

nc

Descripcion y TNM
In situ (Tis)

<1.01mm sin ulceracién y con <1 mitosis/mm?2
(T1a)

<1.01mm con ulceracién o con =1 mitosis/mm?2
(T1b)

1.01-2.0mm sin ulceracion (T2a)

1.01-2.0mm con ulceracién (T2b)

2.01-4.0mm sin ulceracién (T3a)

2.01-4.0mm con ulceracion (T3b)

>4.0mm sin ulceracion (T4a)

>4.0mm con ulceracion (T4b)

Micrometastasis en 1-3 ganglios con primario no
ulcerado (T1-4a + N1a o N2a)

Micrometdastasis en 1-3 ganglios con primario
ulcerado (T1-4b + N1a o N2a)

Macrometastasis en 1-3 ganglios con melanoma
primario no ulcerado (T1-4a + N1b o N2b)

Metastasis en transito/satélite(s) sin ganglios
metastasicos con primario no ulcerado (T1-4a +
N2c)

Macrometastasis en 1-3 ganglios con primario
ulcerado (T1-4b + N1b o N2b)

Metastasis en transito/satélite(s) sin ganglios
metastdsicos con primario ulcerado (T1-4b + N2c)

>4 ganglios metastasicos o metastasis en
transito/satélite(s) con ganglio(s) metastasico(s) o
mazacote adenopatico (Cualquier T + N3)

Metdastasis a distancia

(Cualquier T, cualquier N, M1)
29

SUPERVIVENCIA

Aprox. 100%
5 afos 97%

10 afios 95%

5 afos 92%
10 anos 86%

5 afios 81%
10 afios 67%

5 aflos 70%
10 afios 57%

5 afos 53%
10 afios 40%

5 afos 78%
10 afios 68%

5 afos 59%
10 afios 43%

5 aflos 40%
10 afios 24%

5 afios 15%
10 afios 10%



La correcta estadificacién es fundamental en el manejo del melanoma, ya que va
a ofrecer importante informacién prondstica y va a condicionar los
procedimientos a los que se va a someter al paciente, en funcién de lo que
marcan al respecto las distintas guias clinicas existentes!**6, Aunque no faltan
discrepancias entre ellas en algunos aspectos (especialmente en cuanto a

pruebas complementarias a realizar) un resumen general del manejo podria ser:

Ampliacién de margenes una vez se confirma el diagndstico. La

ampliacidn sera entre 0,5 a 2cm en funcién del estadio.

e Biopsia selectiva de ganglio centinela en melanomas localizados a partir
de estadio IB (IB-IIC).

e Llinfadenectomia en estadio Ill (o tratamiento de las metdstasis en
trdnsito si este es el caso).

e Tratamiento adyuvante con interferén a partir de estadio 1B (lIB-1IIC)

e Tratamiento de la enfermedad metastasica en estadio IV:

o Cirugia siempre que sea posible (enfermedad metastasica
limitada resecable).

o Tratamientos antidiana o inmunoterapia en caso de
enfermedad diseminada irresecable, en funcion de la presencia

o0 ausencia de determinadas mutaciones genéticas.
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1.1.3 DIAGNOSTICO PRECOZ DEL MELANOMA

Si algo resulta evidente al ver el prondstico tan distinto que tienen las etapas
tempranas y los estadios avanzados del melanoma (Tabla 1.2) es la importancia
capital que tiene lograr un diagndstico lo mads precoz posible en este tumor. Para
ello es esencial ser capaces de identificar los melanomas cuando todavia estan

en el inicio de su desarrollo y su naturaleza maligna resulta menos evidente.

Con este fin se han desarrollado distintos sistemas que ayudan a dermatdlogos,
médicos de atencidn primaria e incluso a la poblacién general a reconocer
lesiones sospechosas que sean subsidiarias de estudio histoldgicot’~%9, El
primero y mads conocido de ellos es la regla del ABCDE, cuyas siglas
corresponden, respectivamente, a Asimetria, Bordes irregulares, Colores
variados, Didmetro 26mm y Evolucion (es decir, lesién que experimenta cambios
relativamente rapidos). Esta regla se fundamenta en que gran parte de los
melanomas presenta varias de estas caracteristicas mientras que los nevus
benignos tienden a ser simétricos, con bordes regulares, de coloracion mas o
menos uniforme y sin cambios rapidos de su morfologia. Otra regla fundamental
es la que se denomina “signo del patito feo”, que establece que debe
sospecharse de una lesién pigmentada cuyo aspecto sea llamativamente distinto
al del resto de lesiones pigmentadas de un paciente concreto. Finalmente, un

sistema menos implantado por su mayor complejidad es la regla de los 7 puntos

de Glasgow, que reconoce 3 criterios mayores (cambio de tamano, forma o
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color) y 4 criterios menores (inflamacién, sangrado, cambios sensitivos —picor,
dolor—y didmetro 27mm), otorgando 2 puntos a cada criterio mayory 1 punto a
cada criterio menor y considerando que una lesion es sospechosa cuando suma

al menos 3 puntos.

Sin embargo, lo que mas impacto ha tenido en el aumento de la capacidad de
reconocer precozmente lesiones sospechosas susceptibles de ser analizadas
histopatoldgicamente, y que al mismo tiempo ha reducido el nimero de
extirpaciones innecesarias de lesiones benignas, ha sido el desarrollo e
implantacion generalizada de la dermatoscopia®®. En el siguiente apartado se
explica con detalle el funcionamiento y la utilidad de esta técnica que
actualmente se ha hecho imprescindible en la practica clinica dermatolégica y
gue también se ha revelado como una importante herramienta de investigacién

en este campo de la dermatologia.

32



1.2 DERMATOSCOPIA: UNA HERRAMIENTA DIAGNOSTICA Y DE
INVESTIGACION EN MELANOMA

1.2.1 DEFINICION

La dermatoscopia, dermoscopia o microscopia de epiluminiscencia, es una
técnica no invasiva que permite evaluar estructuras de la epidermis, unién
dermo-epidérmica y dermis papilar que no son visibles a simple vista?»?2, Se basa
en un sistema éptico que combina la amplificacién de la imagen con un método
gue compensa la distorsion producida por la reflexion y refraccién de la
superficie cutdnea?!. Esto convierte a esta técnica en un puente entre la clinica
y la histopatologia de la lesidn, con la ventaja de la inmediatez, y se ha
demostrado que mejora la precisién del diagnéstico clinico del melanomay otras
lesiones cutdneas hasta en un 30%%°. Esto, junto con la aparicion de dispositivos
de mano asequibles y de alta calidad dptica, ha hecho que la dermatoscopia sea
una técnica diagndstica ampliamente difundida entre todos los dermatélogos y
de uso habitual en la practica clinica diaria®®. Ademas, constituye ya una

importante herramienta de investigacion®.

1.2.2 TECNICA E INSTRUMENTAL

1.2.2.1 TIPOS DE DERMATOSCOPIO

Existen 2 categorias de dermatoscopios disponibles en la actualidad: los de luz
no polarizada, que fueron los primeros en usarse y que requieren
necesariamente el uso de un medio de inmersién, y los de luz polarizada, que

pueden usarse con o sin contacto pero que no requieren medio de inmersion.
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Las diferencias entre unos y otros han sido estudiadas recientemente,
concluyendo que no son equivalentes sino mas bien complementarios?. Los que
usan luz polarizada ofrecen una mejor visualizacién de estructuras mas
profundas, mientras que los de luz no polarizada muestran mejor las estructuras
superficiales. De este modo, en los de luz polarizada se ven mejor las estructuras
vasculares y las estructuras asociadas a cambios en el coldgeno (como por
ejemplo las crisalidas o estructuras blancas brillantes), mientras que en los de luz
no polarizada destacan mds los tapones cérneos y los quistes tipo milio (ver en
apartado 1.2.3 la definicidn de estos pardmetros dermatoscépicos). Ademas, la
imagen clasica velada del llamado velo azul-blanquecino se ve con los de luz no
polarizada, mientras que en los de luz polarizada destaca menos el velo y pueden

observarse puntos en su interior?.

1.2.2.2 FOTOGRAFIA DERMATOSCOPICA

A la hora de tomar fotos dermatoscdpicas existen varias posibilidades?®:

e Equipos de fotografia dermatoscépica especialmente disefiados para
este fin, con fuente de iluminacion, dptica y bateria para adaptar a una
camara digital como el DermLite Foto®, o bien totalmente integrados
como el DermLite Cam®.

e Adaptadores de dermatoscopios manuales para camaras digitales.

e Equipos de dermatoscopia digital, disefiados para el seguimiento de las

lesiones melanociticas, como el MoleMax® o el FotoFinder®.
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1.2.3 ESTRUCTURAS DERMATOSCOPICAS

Como se ha seialado, la dermatoscopia permite ver estructuras de la epidermis,
unién dermo-epidérmicay dermis papilar que no son visibles a simple vista. Estas
estructuras se ven como diferentes colores y signos dermatoscdpicos que tienen
su correlato histopatoldgico y que caracterizan a las lesiones melanociticas y no
melanociticas. Las estructuras descritas originalmente en el Consensus Net
21,24

Meeting on Dermoscopy (CNMD) en 2003% y su correlacién histopatoldgica

se recogen de forma resumida en la Tabla 1.3.

Conviene hacer una puntualizacion respecto a los parametros de regresioén. La
regresidon es un proceso dindmico, por lo que se pueden observar fendomenos
evolutivos: inicialmente melanofagia (de aspecto dermatoscdpico azul-grisaceo),
y posteriormente areas con fibrosis (de aspecto dermatoscépico blanquecino, o
blanco-rosado si se visualizan vasos o eritema). Todos estos hallazgos pueden
coexistir en areas de regresion mixta. Asi, al conjunto de signos dermatoscépicos
de regresidn también se le llama en ocasiones “estructuras blanco-azules” o
blue-white structures®*®. En la Tabla 1.3 se sefiala el peppering como Unico
parametro de regresién azul, ya que este es el cldsicamente descrito, pero

estudios recientes reconocen otros tipos?’ que se detallan en la Tabla 1.4.

También se han descrito con mayor detalle las caracteristicas de las estructuras
vasculares, que pueden ser claves en el diagndstico de las lesiones no

pigmentadas?®3!. Estas se resumen en la Tabla 1.5.
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Tabla 1.3 Parametros dermatoscépicos y su correlato histopatolégico

PARAMETRO

Color / Pigmentacion

Reticulo pigmentado

Pseudorreticulo pigmentado
facial

Reticulo invertido o reticulo
pigmentado negativo

Puntos de pigmento (negros,
marrones o azules)

Glébulos marrones

Areas de hipopigmentacion

Regresion blanca o
despigmentacion blanca tipo
cicatriz

Regresion azul / punteado azul-
grisaceo en pimienta (peppering)

Manchas de pigmento

Proyecciones (proyecciones
radiales y pseud6podos)

Velo azul-blanquecino

DESCRIPCION

Escala de marrones, negro, gris,
azul, rojo, blanco, amarillo

Red/malla marrén o negra sobre un
fondo marrén mas claro

Area pigmentada facial que no
muestra reticulo verdadero pero
queda interrumpida por espacios
regulares de salidas foliculares

Malla formada por orificios muy
pigmentados y lineas mas claras

Estructuras redondeadas de
<0,1mm negras, marrones o azules

Estructuras redondeadas marrones
de >0,1mm

Areas sin estructura de
pigmentacion menor a la del resto
de la lesion

Zonas pseudocicatriciales
blanquecinas, mas blancas que la
piel periférica normal

Agregados de multiples puntos azul-
grises

Areas pigmentadas difusas bien
delimitadas

Estructuras periféricas en forma de
lineas radiadas (proyecciones
radiales) o bulbosas (pseudépodos),
conectadas al cuerpo central de la
lesion y diferenciadas de las lineas
del reticulo pigmentado

Area focal azul-grisacea, difusa,
cubierta por un velo blanquecino
que le da aspecto en vidrio
esmerilado. En zona sobreelevada
de la lesion.
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21-24

CORRELACION HISTOLOGICA

Pigmento melanico a diferente
profundidad (marrén, negro, gris y
azul), hemoglobina (rojo), fibrosis
(blanco), queratina (amarillo).

Melanina en la unién
dermoepidérmica. Las lineas de la
malla corresponden a las crestas
epidérmicas mientras que los orificios
corresponden a las papilas dérmicas

Melanina en la unién
dermoepidérmica en una epidermis sin
crestas y con abundantes aperturas
foliculares

Nidos grandes de células pigmentadas
en las papilas dérmicas con crestas
epidérmicas elongadas

Pequefios agregados granulares de
melanina o melanocitos pigmentados a
diferente profundidad (estrato cérneo
los negros, intraepidérmicos los
marrones, dérmicos los azules)

Nidos de melanocitos pigmentados en
la unién dermoepidérmica o dermis
papilar

No definida

Fibrosis

Melandéfagos en dermis

Melanina densa superficial o en los
corneocitos

Nidos de células de morfologia distinta
al resto, en un proceso en fase de
extension radial, correspondiendo la
morfologia lineal a la forma tubular de
los nidos de células desplazandose
paralelos a la epidermis

Hiperortoqueratosis compacta
cubriendo nidos densos tumorales
pigmentados en la dermis



PARAMETRO

Estructuras blancas brillantes
/crisalidas

Patron paralelo del surco en
piel volar

Patrén paralelo de la cresta en
piel volar

Estructuras papilomatosas
exofiticas

Criptas, fisuras

Quistes tipo milio

Tapones cérneos o aperturas
tipo comedon

Lagunas rojo-azuladas

Estructuras vasculares

Estructuras en rueda de carro

Estructuras en hoja de arce

Nidos ovoides grandes azul-
grises

Glébulos azul-grises multiples

Parche central blanco

DESCRIPCION

Estructuras lineales blanquecinas
brillantes cortas y gruesas, a veces
dispersas de forma ortogonal o
estrellada

Lineas pigmentadas paralelas,
siguiendo los surcos de los
dermatoglifos.

El inverso del anterior: lineas
gruesas pigmentadas paralelas en la
zona de las salidas glandulares
ecrinas (crestas), separadas por los
surcos de los dermatoglifos

Excrecencias o zonas papilomatosas,
separadas por fisuras o criptas

Espacios tipo crater o hendiduras
ramificadas entre estructuras
papilomatosas exofiticas

Estructuras redondeadas pequefias
(<1mm) blanco-amarillentas
brillantes

Estructuras redondeadas parduzcas,
marrones o negras, con aspecto de
comedodn abierto y que suelen estar
rodeadas por un halo mas claro

Estructuras rojas o rojo-azuladas
bien delimitadas, redondeadas.
Propio de lesiones angiomatosas.

Diferenciacion de pequefios vasos
de morfologia caracteristica

Estructuras que recuerdan los radios
de una rueda por la presencia de
proyecciones marrones o negruzcas
a partir de un punto central, sin
reticulo asociado

Proyecciones bulbosas marron-
grisdceas, que forman una

estructura en forma de hoja, sin
reticulo pigmentado asociado (a
diferencia de los pseudépodos)

Estructuras ovaladas azuladas o
grisdceas, mayores que los glébulos,
sin conexidn directa al cuerpo
tumoral pigmentado.

Estructuras de >0.1mm (a diferencia
de los puntos), azuladas y multiples

Placa blanca central bien delimitada
con reticulo delicado marrondaceo en
corona
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Alteraciones del colageno (fibrosis)

Melanina/Células tumorales
pigmentadas localizadas a nivel del
sulcus profundus, respetando los
acrosiringeos

Melanina/Células tumorales
pigmentadas en la cresta de los
dermatoglifos, invadiendo los
acrosiringeos

Papilomatosis y acantosis

Espacios entre las masas tumorales en
disposicion papilomatosa en lesiones
papilomatosas/verrugosas

Quistes intraepidérmicos de queratina

Tapones de queratina localizados en
invaginaciones epidérmicas y salidas
foliculares dilatadas. El color oscuro se
debe a la oxidacién por bacterias o a la
combinacién con melanina

Grandes espacios vasculares dilatados
localizados en la dermis superior

Neoangiogénesis tumoral tanto
benigna como maligna

Crecimiento radial de cordones de
células basaloides pigmentadas

Noédulos de células tumorales
basaloides pigmentadas en dermis
superficial.

Agregados tumorales basaloides
pigmentados en dermis superficial

Agregados de células tumorales
basaloides pigmentadas en dermis
superficial (de menor tamafio que los
nidos)

Proliferacion fibrohistocitaria del
dermatofibroma, bajo una epidermis
acantdsica y pigmentada.



Tabla 1.4 Tipos de regresién azul descritos en la literatura?’

Tipo de REGRESION AZUL* Descrip
Peppering Agregado de puntos azul-grisdceos que asemejan pimienta

Red azul-grisdcea con lineas gruesas azul-grisdceas y

Blue reticular area .
orificios grandes.

Pigmentacion azul-blanquecina compacta, sin estructura,
Blue-whitish areas irregular y confluente. Similar al velo azul-blanquecino pero
localizado en una zona no sobreelevada de la lesién.
Blue globular area Agregado de glébulos azul-grisdceos

Blue structureless area Pigmentacidon azul grisdcea homogénea

*Puesto que todavia no han sido todos ellos traducidos oficialmente, se muestra su nomenclatura inglesa.

Tabla 1.5 Estructuras vasculares en dermatoscopia?®=3!

Estructura vascular Descrip:

Econ Vasos gruesos, lineales curvados, con ramificacién escasa. A veces con un
extremo mas grueso

Puntiformes Puntos rojizos de pequefio calibre que simulan la cabeza de un alfiler

Puntos rojizos de mayor calibre, formados por capilares enrollados tortuosos

Glomerulares . R .
semejantes a un ovillo 0 a un glomérulo renal

Lineales irregulares Vasos rectos, no regulares en calibre o tamafio
Telangiectasicos o Vasos de gran calibre, bien enfocados, que se ramifican en vasos secundarios
arboriformes mas finos

Vasos largos de ida y vuelta, en forma de lazo, visibles como asas cuando
En horquilla discurren en posicién oblicua a la superficie de la lesion. En tumores
queratinizantes se encuentran rodeados de halo blanquecino.

Areas/glébulos rojo- Zonas ovales o poligonales de coloracidn rosada-rojiza, desenfocadas con
lechosos vasos lineales atipicos en su interior.

Vasos lineales, escasamente ramificados, que desde la periferia no traspasan

En corona L.
el centro de la lesion
En sacacorchos Vasos lineales irregulares, en espiral
Vasos polimorfos Diferentes morfologias vasculares en una misma lesion
Eritema Coloracién rosada habitualmente dentro de un area de regresién o en el

borde de la lesion
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1.2.4 METODO EN 2 ETAPAS

El conocido como “Método en 2 etapas” es el procedimiento usado para el
diagnéstico diferencial en dermatoscopia por la mayoria de los grupos de trabajo
y avalado por el CNMD en 2003% y por el Consensus Meeting of IDS en 2007%,
para este fin y para la elaboracion de informes dermatoscdpicos. Consiste en
clasificar las lesiones mediante la identificacion de ciertos parametros y patrones
dermatoscdpicos, siguiendo los pasos de un algoritmo dividido en 2 etapas

principales?. En la Figura 1.1 se muestra dicho algoritmo.

La primera etapa se refiere a la diferenciacién entre lesiones melanociticas y no
melanociticas, mientras que la segunda etapa se centra en diferenciar, dentro
de las melanociticas, entre benignas y malignas. Esto permitira tomar la decisién

clinica mas adecuada.

Figura 1.1 Método en 2 etapas para la evaluacion dermatoscépica

Primera etapa Melanocitica ey NO melanocitica
i
I
1
]
i
1

riterios especificos de lesion
no melanocitica?

Si

Queratosis seborreica
Carcinoma basocelular
Lesién vascular



1.2.4.1 PRIMERA ETAPA: MELANOCITICA O NO MELANOCITICA

Consiste en evaluar la presencia de criterios propios de lesién melanocitica. Si no
se encuentran, se buscan criterios de diversas lesiones no melanociticas. Si
tampoco se observan estos, se vuelve a considerar la posibilidad de que sea una
lesidn melanocitica para no pasar por alto un melanoma.

Los criterios de lesién melanocitica son los siguientes:

e Reticulo pigmentado

e Agregados de gldbulos

e Ramificaciones lineales (proyecciones)

e Pigmentacion azul-homogénea

e Localizaciones especiales: patron paralelo (piel volar), pseudorreticulo
pigmentado (cara).

e Lesidn que no presenta ninguno de estos criterios pero tampoco

criterios especificos de una lesién no melanocitica concreta (Tabla 1.6).

Tabla 1.6 Criterios de lesiones no melanociticas?%?*

Lesién NO melanocitica Criterios dermatoscdpicos

- Multiples quistes tipo milio

- Tapones corneos

- Fisuras y crestas (patrén cerebriforme)
- Estructuras en huella digital

Queratosis seborreica

- Telangiectasias arborescentes

- Estructuras en hoja de arce

- Estructuras en rueda de carro

- Ulceracion

- Grandes nidos ovoides azul-grises
- Multiples glébulos azul-grises

Carcinoma basocelular

. - Lagunas rojo-azules
Lesion vascular e ) .
- Areas homogéneas rojo-azuladas
- Parche blanco central

Dermatofibroma . . el
- Reticulo fino periférico
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1.2.4.2 SEGUNDA ETAPA: LESION MELANOCITICA BENIGNA O MALIGNA

Una vez concluida la primera etapa, las lesiones consideradas melanociticas se

analizan en esta segunda etapa para diferenciar lesiones benignas (nevus,

lentigos) de lesiones malignas o sospechosas de malignidad (melanomas) paralo

cual se han disefiado varios métodos?*:

Regla del ABCD3® de la dermatoscopia: otorga a las lesiones una

puntuacion dermatoscépica (Total Dermoscopy Score o TDS) en base al
grado de asimetria (0-2), delimitacion abrupta de los bordes (0-8),
numero de colores (1-6) y numero estructuras dermatoscopicas
observadas (1-5), mediante una formula matemadtica
(Ax1,3+Bx0,1+Cx0,5+Dx0,5=TDS). Cuando el TDS es <4,75, la lesién se
considera benigna, cuando es >5,45 se considera altamente sospechosa
de melanoma. Cuando los valores se situan entre estos dos limites la
lesidn se considera sospechosa y se recomienda seguimiento estrecho o

extirpacion.

La lista de los 7 puntos®*: reconoce 3 criterios mayores (reticulo atipico,

velo azul-blanquecino y patrén vascular atipico), a los que otorga 2
puntos, y 4 menores (proyecciones irregulares, puntos/glébulos
irregulares, manchas de pigmento irregulares y estructuras asociadas a

regresion), a los que otorga 1 punto. Cuando la puntuacidn total suma al
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menos 3 puntos, es sugestiva de melanoma, mientras que si es de <3

puntos indica lesion benigna.

Método Menzies®: este sistema contempla 2 criterios negativos

(simetria del patréon de pigmentacién y monocromia) y 9 criterios
positivos (velo azul-blanquecino, multiples puntos marrones,
pseuddpodos, proyecciones radiales, despigmentacién
pseudocicatricial, puntos/glébulos negros periféricos, multiples colores
[5-6], multiples puntos azul-gris y reticulo pigmentado prominente).
Para establecer la sospecha de melanoma no deben estar presentes
ninguno de los 2 criterios negativos y debe haber al menos uno de los 9

positivos.

Andlisis de patrones??®: se fundamenta en el reconocimiento de

patrones dermatoscdpicos, evitando las rigidas reglas de los anteriores,
lo que lo ha convertido en el método mas usado entre los dermatdlogos.
Se basa en una valoracion completa de todas las caracteristicas
dermatoscdpicas de una determinada lesion identificando su patrén
global y las estructuras localizadas que lo componen (las descritas en la
Tabla 1.3). En la Tabla 1.7 se detallan los patrones dermatoscépicos

globales que pueden identificarse con este método?'??,
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Tabla 1.7 Patrones dermatoscépicos globales

Patrén

Definicion

Significado mas habitual

Reticulado

Globular

Empedrado

Homogéneo

Estallido de estrellas

Multicomponente

Inespecifico

Paralelo

Reticulo pigmentado que
cubre la mayoria de la lesion

Estructuras redondas u

ovales, numerosas, de varios
tamafios con varios tonos de
coloracién marrén y/o negro

Gldbulos grandes,
distribuidos muy cerca, de
forma poligonal semejando
un empedrado

Pigmentacidn difusa, marroén,
gris azulada a gris negruzca
en ausencia de otras
caracteristicas locales
distintivas

Proyecciones radiadas
pigmentadas en el borde de
una lesion cutanea
pigmentada

Combinacion de 3 o mas
estructuras dermatoscépicas
distintas en una misma lesién

Lesion pigmentada con falta
de caracteristicas
dermatoscdpicas distintivas

En lesiones melanociticas
palmoplantares donde la
pigmentacién puede seguir
los surcos o las crestas de la
piel.
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Nevus melanocitico

Nevus melanocitico

Nevus dérmico

Nevus azul

Nevus de Reed/Spitz

Melanoma

Melanoma

Nevus acral (patrén paralelo
del surco)

Melanoma (patrén paralelo
de la cresta)



1.2.5 DERMATOSCOPIA EN LOCALIZACIONES ESPECIALES:
particularidades a considerar en el disefio de estudios
comparativos

Tanto la piel de la cara como la piel volar o las mucosas tienen unas
caracteristicas histoldgicas que condicionan una dermatoscopia particular y
diferenciada de la que puede observarse en el resto de la piel?!. Esto hace que
muestren estructuras especificas -como los patrones paralelos en piel volar
(condicionados por los dermatoglifos) o el pseudorreticulo de la piel facial
(condicionado por la ausencia de crestas y papilas y la abundancia de anejos
cutaneos)- que aparecen Unicamente en estas localizaciones. Del mismo modo,
asi como en el resto de la superficie cutanea es frecuente la presencia de reticulo
pigmentado, no encontraremos casi nunca esta estructura en la cara o en

palmas/plantas3’38,

Por lo tanto, las lesiones melanociticas en estas localizaciones son
intrinsecamente distintas al resto y tienen sus propias estructuras
dermatoscdpicas y sus propios criterios de malignidad y benignidad que no son
comparables en su mayoria a las lesiones melanociticas del resto de la superficie
cutanea. Esto limita la posibilidad de mezclarlos a la hora de realizar analisis
estadisticos en estudios que buscan identificar las caracteristicas
dermatoscopicas que diferencian grupos (por ejemplo grupos con distinta
mutacion genética, sujeto de estudio de la presente tesis). De hecho, en varios

estudios dermatoscdpicos esto se tiene en cuenta, bien realizando un analisis
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separado de los datos que no incluya los melanomas de estas localizaciones®, o
bien excluyéndolos desde un principio de la investigacion debido a sus
caracteristicas dermatoscépicas especificas de localizacién que impiden una

adecuada comparacion con el resto®**,

1.3 ETIOPATOGENIA DEL MELANOMA: UN CAMPO EN EXPANSION

Aunque se han conseguido grandes progresos en el diagndstico cada vez mas
precoz del melanoma (con un papel fundamental de la dermatoscopia en este
sentido), el campo en el que actualmente se estan produciendo los mayores
avances es el de su etiopatogenia. En los Ultimos afios se estd realizando una
intensa investigacion sobre la patogénesis y los factores de riesgo relacionados
con la aparicién de melanoma. Por un lado, para poder identificar grupos de
pacientes de alto riesgo que puedan beneficiarse de programas de screening que
conduzcan a una detecciéon mas precoz del melanoma®. Por otro lado, el estudio
de las bases moleculares del melanoma y de las mutaciones implicadas en su
patogénesis ha adquirido una gran relevancia con la llegada de farmacos
dirigidos contra genes y vias de sefalizacion que han revolucionado el

tratamiento del melanoma metastdasico®.

A raiz de estas investigaciones se han descrito varios factores de riesgo
(exdgenos y enddgenos), factores inmunoldgicos y aberraciones moleculares

implicados en la etiopatogenia del melanoma.
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1.3.1 FACTORES DE RIESGO

Entre los factores de riesgo, el mas conocido de todos (incluso entre la poblacion
general) es la radiacidn ultravioleta (RUV). La exposicidn solar intermitente y las
quemaduras solares, especialmente las producidas antes de la edad adulta®®, asi
como el uso de cabinas de bronceado®, se asocian a un mayor riesgo de
desarrollar melanoma. En efecto, los rayos UVA (longitud de onda: 315-400 nm)
y UVB (longitud de onda: 280-315 nm) promueven efectos deletéreos en las
biomoléculas y pueden provocar dafios en el ADN causando alteraciones
genéticas. Se cree que la radiacién UVB es mds carcinogénica que la UVA, ya que
induce dafio en el ADN de forma directa, mientras que la UVA produce estrés
oxidativo. Teniendo esto en consideracion, la RUV puede conducir al desarrollo
de melanoma a través de efectos genotdxicos y mitogénicos en los

melanocitos?®.

Aunque la RUV es un factor de riesgo de gran importancia, no es el Unico, ya que
varios factores enddgenos, condicionados por la genética de cada individuo,
tienen un papel fundamental. Un mayor nimero de nevus (especialmente nevus
atipicos), una mayor sensibilidad de la piel a la RUV (fototipo bajo), asi como los
antecedentes personales o familiares de melanoma, tienen una gran
repercusion en el riesgo individual de desarrollar melanoma*’*8, De hecho, el
riesgo relativo que confieren estos factores enddgenos supera al que confiere la

exposicién inadecuada a RUV. No obstante, la exposicion a la RUV es un factor
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de riesgo que se puede modular para realizar prevencion primaria del
melanoma, mientras que los factores enddgenos son inherentes al individuo y
no los podemos modificar, aunque su conocimiento sirve para identificar grupos

de riesgo que requieren de un mayor control dermatoldgico.

1.3.2 FACTORES INMUNOLOGICOS

Uno de los mecanismos inmunoldgicos antitumorales mds importantes es la
identificacion y eliminacién de las células cancerigenas por parte de los linfocitos
T citotdxicos®. Este papel del sistema inmune en el control de los tumores es el
que llevd a la introduccion del interferén como tratamiento adyuvante tras la
cirugia en pacientes con melanoma localmente avanzado o con afectacion

ganglionar (aunque con unos efectos en la supervivencia muy limitados)*°.

Sin embargo, las células tumorales son capaces de alterar los mecanismos que
llevan al sistema inmune a reconocerlas para asi poder escapar a este
mecanismo®. Una forma de resistencia al sistema inmune, importante en el caso
del melanoma, guarda relacién con los mecanismos responsables de la
tolerancia a los autoantigenos, que evitan de forma fisioldgica el desarrollo de
autoinmunidad. El melanoma es capaz de aprovechar estos mecanismos para
inhibir la respuesta inmune que se podria desarrollar frente a sus antigenos.
Importantes moléculas implicadas en estos procesos son el CTLA-4 y el PD-1,
expresadas por los linfocitos T, y sus respectivos ligandos expresados en la célula

gue presenta los antigenos.
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Gracias al conocimiento de estos mecanismos de resistencia tumoral a la
respuesta inmune, se han desarrollado en los ultimos afios nuevos farmacos que
actuan a este nivel, permitiendo que el sistema inmune reconozca y ataque a las
células del melanoma. Ejemplos de este tipo de farmacos son el ipilimumab

(inhibidor de CTLA-4) o el pembrolizumab (inhibidor de PD-1)°2.

1.3.3 FACTORES GENETICOS

La fuerte expansidn de la oncologia molecular en las Ultimas dos décadas ha
incrementado rdpidamente nuestros conocimientos respecto a las moléculas y
vias de senalizacion implicadas en el desarrollo del cancer en general y del

melanoma en particular®?.

Varios factores genéticos heredados y adquiridos han sido identificados como
potencialmente relacionados con la malignizacién de los melanocitos y el
desarrollo de melanoma, a través de la activacion de ciertos oncogenes y/o
mediante la inactivacion de genes supresores tumorales®, involucrados en vias
de sefializacion intracelular con efecto proproliferativo o antiapoptético. Estas
vias estan fuertemente activadas en los melanomas, lo que les confiere un gran

potencial proliferativo y resistencia a la apoptosis®:.

Se han descrito varios mecanismos responsables de esta proliferacién vy

supervivencia tumoral**>3-57;
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1)

2)

Activacién constitutiva de receptores de factores de crecimiento, que en
el caso del melanoma se produce fundamentalmente por mutaciones en
c-KIT.

Activacion de Ila via de sefalizacion de las MAP-cinasas
(RAS/RAF/MEK/ERK): es el principal mecanismo molecular implicado en
el desarrollo de melanomas y las principales mutaciones responsables
son las de BRAF y NRAS.

Activacion constitutiva de la via AKT (PI3K/AKT), fundamentalmente por
alteracion del gen supresor tumoral PTEN

Alteraciones de la red de control del ciclo celular, por delecidn,
silenciamiento o mutacién del gen CDKN2A, que codifica las proteinas
inhibidoras p16 y p14; o por amplificacién de CDK4 o de la ciclina D1
(CCND1). Las mutaciones en linea germinal de CDKN2A y CDK4 son las
responsables de una parte de los casos de melanoma familiar®°%°°,
Deterioro de la actividad transcripcional de la proteina proapoptética
p53

Activacion persistente de las proteinas de transduccidon de sefales
acopladas a los receptores celulares, por mutaciones en las proteinas G
de la familia de las GTPasas, como mutaciones en el gen GNAQ vy

GNA11°®,

49



7) Alargamiento de los teldmeros, por amplificacién en la telomerasa
transcriptasa reversa, basicamente por mutaciones en el promotor del
gen TERT.

8) Sobreexpresién de proteinas antiapoptdticas de la familia de Bcl-2

(resultado final de varias de las aberraciones anteriores).

En un articulo publicado por Marti et al*® se elabora un excelente esquema que

resume la mayoria de estos nuevos conocimientos (adaptado en la Figura 1.2).

El descubrimiento de estos mecanismos estd permitiendo el desarrollo de
nuevos farmacos antidiana de uso especifico segin la alteracion molecular
implicada en el desarrollo del melanoma en cuestion. Estdn en desarrollo
farmacos dirigidos contra practicamente cada uno de los elementos de estas
vias® (aunque con un éxito terapéutico variable). De hecho, algunos ya han dado
el salto a la practica clinica habitual, como los inhibidores de BRAF y los
inhibidores de MEK, y han supuesto una revolucién en el tratamiento del

melanoma metastasico.

Aparte de estas aberraciones moleculares, también las alteraciones que afectan
a genes implicados en la pigmentacion de piel y cabello, como el receptor de
melanocortina (MC1R), parece que pueden influir en el desarrollo de

melanoma®%8?,
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Con todo, queda patente que el desarrollo y progresién del melanoma tiene una
etiopatogenia compleja que todavia dista de estar totalmente dilucidada. El
melanoma no se produce por la mutacidn de un Unico gen ante un carcinégeno
concreto, sino por una compleja interaccién de diversos factores ambientales,
inmunoldgicos y genéticos (tanto heredados como adquiridos), que acaban por
producir una proliferacion celular persistente y una resistencia a la apoptosis y

al control inmune.

En el siguiente apartado se concretan algunos de los nuevos conocimientos
sobre el proceso que conduce del melanocito normal a la célula del melanomay
las repercusiones que estos tienen en la comprensién de este tumor y su

adecuada clasificacidon y manejo.
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Figura 1.2 Esquema de algunas de las principales vias intracelulares implicadas en
favorecer la proliferacion y la supervivencia de las células de melanoma*3.

Activacion constitutiva de receptores tirosin-cinasa (RTK)
Mutacién de c-Kit en £20% de melanomas lentiginosos
RTK Amplificacion de e-Kit, EGFRy, PDGFR-a

N RAS Mutacién en 15-30% de melanomas
(en especial sobre piel sin dafio solar cranico)

7N
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Descripcion de la figura 1.2 (adaptada del articulo original de Marti et al>®): algunos melanomas poseen una
activacion constitutiva de receptores de factores de crecimiento con actividad tirosin-cinasa (RTK) (p.e. c-Kit),
ya sea por amplificaciones o por mutaciones de los genes que los codifican. No obstante, la aberracién
molecular mas frecuente es la activacion de la via de sefializacion de las MAP-cinasas (protein cinasas activadas
por mitégenos) (RAS/RAF/MEK/ERK), debida fundamentalmente a mutaciones de BRAF o NRAS. Con relativa
frecuencia, poseen ademas activada la via de las fosfatidil-inositol 3 cinasas (PI3K) (PI3K/AKT). Esta via puede
estar activada de forma secundaria a las mutaciones de NRAS o por amplificacion de AKT, pero sobre todo se
ve favorecida por la pérdida del papel inhibidor de PTEN, resultado de alteraciones del gen supresor tumoral
PTEN. Por otro lado, en la activacion del ciclo celular contribuyen las alteraciones de CDKN2A, que producen
defectos de las 2 proteinas codificadas por este gen (p16 y p14), asi como las amplificaciones de CDK4 y CCND1
(ciclina D1). Todo ello influye en el deterioro de la actividad de la proteina propapoptética p53 (que también

puede estar mutada en algunos casos) y la sobreexpresion de proteinas antiapoptoéticas de la familia de Bcl-2.
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1.3.4 BASES MOLECULARES DEL MELANOMA: DEL MELANOCITO AL
MELANOMA

Las investigaciones recientes sobre las bases moleculares de la proliferacion
melanocitaria ha conducido a una mejor comprension del proceso que conduce

al desarrollo de tumores melanociticos, tanto benignos como malignos.

Uno de los hallazgos mas llamativos obtenidos en estos estudios ha sido el
descubrimiento de que los nevus melanociticos benignos muestran una alta
frecuencia de mutaciones en importantes oncogenes. Asi, las mutaciones en
BRAF son extremadamente frecuentes en los nevus adquiridos (80%)%*%3, y otros
oncogenes muestran también mutaciones con una llamativa frecuencia en otros
tipos de nevus benignos: nevus congénitos (NRAS, 55%°%%%), nevus de Spitz

(HRAS, 13%°%35°) y nevus azules (GNAQ o GNA11, 63-83%5366:57),

Este hallazgo tiene dos implicaciones muy relevantes. Por una parte, confirma
gue estas mutaciones son capaces de inducir e iniciar la proliferacion
melanocitaria. Pero por otra parte, resulta evidente que estas mutaciones por si
solas no son suficientes para que se desarrolle un melanoma ya que pueden
generar Unicamente la proliferacidn benigna autolimitada que caracteriza a los
nevus®. Por lo tanto, es de suponer que serdn necesarias otras alteraciones
adicionales para llegar a la proliferacién descontrolada propia de las células

malignas.
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Esto es debido a que la activacion de estos oncogenes pone en marcha
mecanismos de supresidon tumoral que frenan la expansidon de los melanocitos
parcialmente transformados, frendndose el crecimiento de la lesién>’. Desde
que se produce la mutacién inicial hasta que se inician los mecanismos de
senescencia/supresion tumoral debe existir una latencia durante la cual se

produce la proliferacién de melanocitos que da lugar al nevus melanocitico®’.

Dicha latencia puede ayudar a explicar la gran variabilidad interpersonal que se
observa en la practica clinica en cuanto a la morfologia de los nevus
melanociticos. Se puede suponer que en los pacientes con pocos nevus y de
pequeiio tamafio, la latencia probablemente sea muy corta, mientras que en los
pacientes con multiples nevus y nevus de gran tamaino probablemente existe
una latencia mucho mayor, que permite un mayor crecimiento de las lesiones,
seguramente por el fallo de alguno/s de los mecanismos implicados en la
represion de la proliferacién. Un ejemplo de ello son los individuos portadores
de mutaciones en CDKN2A, que sufren una disfuncion del supresor tumoral p16
y que, en consecuencia, muestran nevus mas numerosos y de mayor tamafio™°.
No obstante, el hecho de que, aunque mas grandes y numerosas, las lesiones
gue aparecen en estos pacientes no dejan de ser en su mayoria benignas (nevus),
implica que deben haber otros mecanismos de senescencia involucrados en el
control de la proliferacion, de forma que cuando solo falla uno, otro actua mas

pronto o mas tarde. En consecuencia, serian necesarios fallos adicionales para

54



que acabara apareciendo la proliferacién celular descontrolada propia del
melanoma. En cualquier caso, lo que resulta evidente es que aquellos individuos
con mutaciones germinales en genes supresores tumorales (como CDKN2A o
CDK4, que estdn mutados en un 20-40%* y un 2-3%® de los melanomas
familiares respectivamente), tendran un mayor riesgo de desarrollar melanoma,

al tener ya de base un fallo en uno de los mecanismos de senescencia.

Todo esto explica, ademads, por qué la presencia de nevus numerosos y/o
clinicamente atipicos se ha revelado en multiples estudios como un factor de
riesgo para el desarrollo de melanoma, y da mayor sentido a su consideracion
como un marcador que permite reconocer a individuos con un alto riesgo de
melanoma®. La presencia de gran nimero de nevus en estos pacientes refleja
un defecto congénito en los mecanismos de represion de la proliferaciéon celular
melanocitaria que permite que los melanocitos proliferen formando nevus al

adquirir mutaciones oncogénicas en genes como BRAF®’.

En resumen, la proliferacidon neoplasica iniciada por mutaciones en oncogenes
(eventos oncogénicos primarios) es reprimida por multiples mecanismos
independientes, que pueden superarse mediante mutaciones adicionales
(eventos oncogénicos secundarios y terciarios) que llevan a una pérdida de
funcién en multiples supresores tumorales, y que pueden ser congénitos o

adquiridos®’.
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Asi pues, cuando en el melanocito se produzcan alteraciones moleculares que
activen de forma permanente la proliferacién celular y a estas alteraciones se les
sumen otras que impidan una adecuada represidn de esta proliferacién, la célula

se multiplicara sin control, desarrollando un melanoma.

A continuacién nos centraremos en la que se ha revelado como la principal via
alterada en la etiopatogenia del melanoma: la de las MAP-cinasas.
Especialmente en la mutacion mds frecuentemente implicada de todas, la de
BRAF, que fue la primera para la que hubo tratamiento antidiana especifico v,

posiblemente por ello, la mas investigada y mejor caracterizada.
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1.4 BRAFY MELANOMA

1.4.1 DISTINTA FRECUENCIA EN DISTINTOS MELANOMAS

Como ya se ha mencionado, la via de sefalizacién mas frecuentemente alterada
en los melanomas es la via de senalizacion intracelular MAP-cinasa (MAPK:
mitogen-activated protein kinase), que incluye cuatro cinasas: RAS, RAF, MEK y

43,70 (

ERK, y que regula la proliferacién celular Figura 1.2). Dentro de ella, la
anomalia mas frecuente son las mutaciones en BRAF, que provocan una
activacion permanente de esta cinasa y, por tanto, de la via MAPK*. Entre las

posibles mutaciones de BRAF, la mas frecuente es la que causa una sustitucion

aminoacidica V600E (cambio de valina por acido glutamico en la posicién 600).

Las mutaciones en BRAF estan presentes en alrededor de un 40% de los
melanomas (22-72% segun series)’®’. Aunque esta es la frecuencia global, en
multiples estudios se ha evidenciado que la prevalencia es llamativamente dispar
entre melanomas con caracteristicas distintas. Asi, la frecuencia de mutaciones
en BRAF es mucho mayor en aquellos melanomas que aparecen en piel sin dafio
solar crénico (59%), que en aquellos melanomas que aparecen sobre piel con
dafio solar crénico (11%), sobre piel acral (23%) o sobre mucosas (11%)72. Estos
datos, obtenidos del estudio de 2005 que originalmente describid esta
diferencia’?, se ilustran en la Figura 1.3. Con el fin de utilizar una terminologia
semejante a la que se puede encontrar en la literatura, se emplearan las siglas

CSD (del inglés Chronic Sun-induced Damage) para referirse a la piel con dafno
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solar crénico, mientras que para designar la piel sin dafio solar crénico se

utilizara la abreviatura non-CSD.

Figura 1.3 Frecuencia de mutaciones en BRAF segun las caracteristicas de la localizacion
donde se desarrolla el melanoma’2. Non-CSD = piel sin dafio solar crénico / CSD = piel
con dafio solar crénico
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Caracteristicas del lugar donde se desarrolla el melanoma

Asi pues, melanomas que pertenecen a un mismo subtipo seguin el sistema
actual de clasificacidn, pueden tener en realidad una base molecular totalmente
distinta. Por ejemplo, los melanomas nodulares que aparecen en piel non-CSD
tienen una frecuencia de mutaciones en BRAF similar a los melanomas de
extension superficial que aparecen en esta misma localizacién. Del mismo modo,
melanomas nodulares y melanomas de extensidn superficial que aparezcan en
piel CSD tendran un perfil genético similar a pesar de ser subtipos

clinicopatolégicos distintos’2.
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1.4.2 HACIA UNA NUEVA CLASIFICACION DEL MELANOMA

Como ya se ha explicado anteriormente, en la prdctica clinica diaria sigue
utilizdndose la clasificacion clinicopatoldgica de la OMS!, basada en la
clasificacién propuesta por Clark et al'°. Sin embargo, a la vista de los nuevos
descubrimientos sobre la distinta base genética de los melanomas, resulta
evidente que esta clasificacion estd quedando obsoleta y es incapaz de

diferenciar melanomas con distinta base molecular.

Por este motivo, en los Ultimos afios existe una tendencia cada vez mayor a
intentar clasificar los melanomas en funcidn de sus caracteristicas genéticas y no
tanto en funcién de las caracteristicas clinico-patoldgicas que hasta ahora se han
estado usando. Ello no se debe Unicamente a una mayor comprensién de su
patogénesis, sino también a la aparicidn de distintas terapias dirigidas contra
dianas moleculares concretas que son eficaces exclusivamente en aquellos casos

gue presentan una determinada mutacion.

Bastian> propuso en 2014 una nueva clasificacién que constituye un compendio
de todos estos recientes descubrimientos. Fundamentandose en estos nuevos
conocimientos, Bastian consigue crear toda una taxonomia de las lesiones

melanociticas que las agrupa segun su distinta base etiopatogénica.

Tras una primera distincién entre neoplasias melanociticas asociadas o no a

epitelio, va diferenciando distintos grupos o taxones. Dentro de un mismo taxén,
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las lesiones incluidas tendrian en comun el evento oncogénico primario, de tal
modo que en cada grupo la frecuencia de una determinada mutacién oncogénica
es similar. Ademas, los taxones estan organizados en dimensiones en funcién del
estadio evolutivo desde benigno a maligno (pasando por un estadio intermedio
o limite —borderline— en algunos casos). Dentro de la dimension maligna de las

lesiones melanociticas encontrariamos la nueva clasificacion de los melanomas:

e Melanomas asociados a epitelio :

o En piel con dafio solar crénico:

= Melanomas cutaneos de piel CSD
e  Aeste grupo pertenece fundamentalmente el LMM,
aunque también los MES y MN que asientan en piel
CSD (si bien esta no es su localizacion mds frecuente).

=  Melanomas cutdneos desmopldsicos
o En piel sin dafio solar crénico (exposicidn intermitente):

=  Melanomas cutaneos de piel non-CSD
e Aeste grupo pertenecen los MES y MN que asientan
en piel non-CSD (que es su localizacion mds
frecuente).

= Melanomas cutdneos spitzoides
o En piel glabra (piel sin pelo y aparato ungueal)

= Melanomas cutdaneos acrales

e Aeste grupo pertenece el MLA
o En mucosas

" Melanomas mucosos
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e Melanomas no asociados a epitelio:

o Melanomas cutaneos dérmicos:
= Melanoma que semeja nevus azul (blue nevus-like
melanoma).
= Melanomas sobre nevus congénito.
o Melanomas uveales
o Melanomas de odrganos internos (gastrointestinal,

genitourinario, sistema nervioso central)

En la Figura 1.4 se muestra la taxonomia propuesta por Bastian. Podemos
comprobar cdmo esta nueva clasificacion se correlaciona con los
descubrimientos de los ultimos afos, como el distinto papel que ejerce la RUV,
la afectacion a distintos grupos etarios y la distinta base genética que existe

entre los diferentes grupos.

De este modo, respecto a los tumores melanociticos cutaneos tenemos que:

e Los nevus adquiridos y el melanoma de piel non-CSD pertenecen a un
mismo taxdn, caracterizado por presentarse en piel sin dafio solar
crénico, en pacientes mds jévenes que otros grupos y con una alta

frecuencia de mutaciones en BRAF.

e Los tumores spitzoides benignos y malignos aparecen también en piel
non-CSD, pero generalmente afectan a pacientes todavia mas jovenes o
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Figura 1.4 Nueva taxonomia de las neoplasias melanociticas. Adaptada de Bastian®’.
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Descripcion Figura 1.4: (A) Neoplasias melanociticas originadas desde los melanocitos asociados al epitelio. Donde asi corresponde,
se indican las fases de progresion benigna o intermedia. Las diferentes clases tienen una distinta base genética, una distinta relacion
con la radiacién UV y una distinta distribucidn etaria, como se muestra en la porcidn inferior de la figura. Los graficos circulares son
unicamente una representacion aproximada de la frecuencia de las diversas mutaciones. (B) Neoplasias melanociticas originadas en
melanocitos no asociados al epitelio. Las categorias no tienen relacion con la radiacién UV y tienen una amplia distribucién por edad,
a excepcidn de los melanomas asociados a nevus congénito, que ocurren principalmente en nifios prepuberes.
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nifios y tienen aberraciones moleculares distintas a los anteriores

(mutaciones en HRAS y fusiones genéticas).

Los melanomas de piel CSD aparecen en piel con dafio solar crénico. A
diferencia de los anteriores, en este taxén no encontramos dimensidn
benigna o intermedia y esto concuerda llamativamente con su
fundamento etiopatogénico. Por una parte, estos melanomas no
aparecen con mayor frecuencia en pacientes con un mayor nimero de
nevus sino en pacientes con signos de exposicion crénica a RUV, como la
elastosis solar o el desarrollo de cdncer cutdneo no melanoma’. Por otra
parte, las mutaciones en BRAF, tan frecuentes en los nevus adquiridos,
son muy infrecuentes en estos melanomas, en los que sin embargo se
encuentran con relativa frecuencia mutaciones en KIT, practicamente

inexistentes en el taxdon de los melanomas non-CSD”2.

Los melanomas desmoplasicos aparecen también en piel con dafio solar
crénico pero tienen un distinto fundamento genético ya que en ellos no
se observan las mutaciones que se han descrito en otros melanomas. No
obstante, recientemente se ha descubierto que en ellos son frecuentes
las mutaciones en el gen de la neurofibromina-1 (NF1)’4. Esta distinta
base genética parece correlacionarse con sus particularidades
histoldgicas (tendencia a invasion perineural y a recurrencia local), si

bien su aparicién asociada a epitelio que ha sufrido dafio solar créonico
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1.4.3

también parece conferirle similitudes histoldgicas con los melanomas de

piel CSD, como el componente lentiginoso que suelen tener®’.

Los nevus azules y neoplasias relacionadas (nevus azules atipicos y
melanomas dérmicos que semejan nevus azules) son tumores dérmicos
no asociados a epitelio que no guardan relaciéon con el tipo de exposicidon
a la RUV y que tienen una amplia distribucidon etaria. Comparten, en
cambio, caracteristicas genéticas con otras neoplasias melanociticas no
asociadas a epitelio, como los melanomas oculares y de érganos
internos, ya que en todos ellos son frecuentes las mutaciones en

proteinas G, concretamente GNAQ y GNA11.

Los nevus congénitos y los melanomas sobre nevus congénito se
caracterizan por una alta frecuencia de mutaciones en NRAS y por
afectar a nifios prepuberes. Comparten con el resto de neoplasias
melanociticas no asociadas a epitelio la ausencia de relaciéon con la

exposicién a RUV.

REPERCUSIONES TERAPEUTICAS DE LOS NUEVOS
CONOCIMIENTOS SOBRE LA BASE MOLECULAR DEL MELANOMA

Como hemos visto, la mutacion en BRAF constituye un evento oncogénico

primario que, aunque necesitara de otros eventos oncogénicos para dar lugar a

un melanoma, tiene un papel crucial en una gran proporcién de ellos. Por ello su

investigacion ha sido y es fundamental para lograr una mejor comprension de la
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patogenia del melanomayy, con ello, poder abordar su tratamiento de forma mas
eficaz. Estos nuevos conocimientos han conducido al desarrollo de farmacos
antidiana eficaces en melanomas que presentan mutaciones en este gen, que
han revolucionado el tratamiento de los pacientes con melanoma metastasico,
los cuales hasta hace pocos afos no tenian ninguna opcidn terapéutica

realmente eficaz.

El primer farmaco de este tipo en desarrollarse fue el Vemurafenib, un inhibidor
de BRAF, tras haber demostrado una mejoria significativa en la supervivencia
global y la supervivencia libre de enfermedad en estos pacientes”’®,
Posteriormente se desarrolld otro inhibidor de BRAF (Dabrafenib)’”” y, mas
recientemente, inhibidores de MEK (Cobimetinib, Trametinib) que acttan en el
siguiente escaldn de la via de las MAPK aumentando la eficacia de los inhibidores
de BRAF y reduciendo la aparicidon de resistencias, sin afiadir una toxicidad
significativamente mayor y reduciendo los efectos adversos cutdneos de los

primeros’®8°,

Las principales guias de manejo del melanoma ya contemplan a dia de hoy el uso
combinado de un inhibidor de BRAF y un inhibidor de MEK como el tratamiento
de eleccidén en pacientes con melanoma metastasico, siempre y cuando este
tenga mutado BRAF ya que de lo contrario resulta ineficaz!®. Asi pues, el
conocimiento del estado de BRAF tiene actualmente una repercusion directa en

el manejo del paciente.
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1.4.4 BUSQUEDA DE PARAMETROS RELACIONADOS CON
MUTACIONES EN BRAF

Con el fin de caracterizar mejor los melanomas con mutaciones en BRAF, en los
ultimos afos se han estado investigando distintas caracteristicas del tumor y del

paciente que se asocien a la presencia de BRAF-mutado.

1.4.4.1 PARAMETROS CLINICOS QUE SE ASOCIAN A BRAF-MUTADO

Desde el punto de vista clinico, se ha encontrado una mayor frecuencia de BRAF-
mutado en melanomas de pacientes mas jovenes, localizados en piel sin dafo
solar crénico (especialmente en tronco) y, en algunos estudios, con un mayor

grado de pigmentacidn de la lesidn a la exploracién’%7%81,

1.4.4.2 PARAMETROS HISTOPATOLOGICOS QUE SE ASOCIAN A BRAF-
MUTADO

Se ha encontrado en distintos trabajos que las mutaciones en BRAF son mds
frecuentes en los melanomas de extensidon superficial en comparacién con otros
subtipos histoldgicos’%1#2, asi como en tumores con tipo celular predominante
epitelioide, siendo raras cuando predominan otros tipos celulares®®#. Ademas,
y de acuerdo con su mayor frecuencia en localizaciones sin dafio solar crénico,
se ha comprobado reiteradamente que existe una correlaciéon inversa entre el

grado de elastosis solar y la presencia de mutaciones en BRAF718385,

Varios estudios encuentran mayor frecuencia de nevus asociado en los
melanomas BRAF-mutados®2587, Esto estd en consonancia con trabajos previos

gue encontraron que los melanomas de piel sin dafio solar crénico mostraban
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una mayor prevalencia de restos de nevus en la histopatologia®, y cuadra muy
bien con la taxonomia de las lesiones melanociticas propuesta por Bastian®’,
segun la cual los nevus adquiridos y los melanomas non-CSD pertenecen al
mismo grupo de neoplasias melanociticas. No obstante, también hay varios

estudios que no encuentran esta correlacién® %,

Aunque algunos trabajos apuntan a una mayor frecuencia de parametros
histolégicos de mal pronédstico en los melanomas BRAF-mutados (mayor espesor
de Breslow, mayor frecuencia de ulceracion y mayor indice mitético)®>%>°!, lo

cierto es que los datos al respecto son contradictorios’®8%92-94 |

mayor
metaandlisis sobre este tema, publicado en 2015, no encuentra correlacion
entre el estado mutacional de BRAF y la frecuencia de ulceracién ni el espesor
de Breslow’’. En cuanto al indice mitdtico, pocos estudios analizan

comparativamente este pardmetro: en uno no encuentran diferencias® y en

otro si®.

La regresion histoldgica tampoco se correlaciona con BRAF-mutado®%®

, aunque
en un estudio® encuentran que estos melanomas la presentan con una
frecuencia menor que los no mutados (que llamaremos a partir de ahora
melanomas wild-type o WT). Un reciente estudio encontré que los BRAF-

mutados tenian predominantemente infiltrado inflamatorio leve, frente al

moderado e intenso que eran mas frecuentes en los wild-type®.
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Aparte de estas variables histopatoldgicas, que son las que habitualmente
aparecen en los informes anatomopatoldgicos de los melanomas, Viros et al’’
analizaron minuciosamente otras caracteristicas histomorfoldgicas y su
correlacién con el estado mutacional de BRAF y observaron que los melanomas
BRAF-mutados presentaban, con una frecuencia significativamente mayor que

los wild-type:

Migracion ascendente de melanocitos intraepidérmicos
e Formacién de nidos intraepidérmicos

e Engrosamiento de la epidermis

e Delimitacion abrupta de la piel sana circundante

e Células tumorales mas grandes, mas redondeadas y mas pigmentadas

Un estudio posterior realizado ad hoc confirmé estos hallazgos®?. La presencia o
ausencia de estos parametros histomorfolégicos permitié a los autores crear
modelos estadisticos capaces de predecir la presencia de mutaciones en BRAF

con una precision relativamente alta®®’.

En cualquier caso, el dermatdlogo clinico depende del patdlogo para el andlisis
de todos estos pardametros. Sin embargo, la correlacion demostrada con
determinados hallazgos histopatoldgicos plantea una interesante posibilidad: la
eventual (e incluso probable) existencia de algin pardmetro dermatoscopico

que se correlacione con la presencia de mutaciones en BRAF, ya que la
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dermatoscopia constituye un puente entre la morfologia clinica y la
histopatologia de las lesiones. El hallazgo de variables dermatoscdpicas que se
asocien al estado mutacional de BRAF tiene especial interés para los
dermatdlogos, dado que es una técnica no invasiva de uso habitual en la practica
clinica, que proporciona de forma inmediata informacién muy relevante sobre

las caracteristicas del melanoma examinado?%?2.

1.5 BRAF Y DERMATOSCOPIA

Cuando se inicid la presente investigaciéon, la correlacion de pardmetros
dermatoscopicos con el estado mutacional de BRAF todavia no habia sido
estudiada y no existia en la literatura ningln trabajo que tratara este tema. Sin
embargo, a lo largo de este tiempo han sido publicados 2 trabajos realizados con
el objetivo de analizar esta correlacién®*!, y otro que muestra datos al respecto

aunque este no es su propdsito principal®.

El primero de ellos fue el estudio de Pozzobon et al*’, del afio 2014. En él, los
investigadores realizaron una evaluacidon retrospectiva de 72 melanomas
primarios de todas las localizaciones (cabeza/cuello, tronco y extremidades) a
los que se habia sometido a analisis de mutaciones en 2 genes de la via de
sefializacion MAPK: BRAF y NRAS. De ellos, 28 (39%) presentaban mutacion en

BRAF y 4 (6%) mutacion en NRAS.

Las caracteristicas dermatoscdpicas analizadas fueron las siguientes:
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e Estructuras blancas brillantes (white shiny streaks)

e Velo azul-blanquecino (blue-white veil)

e Despigmentacion blanca tipo cicatriz (white scar-like areas)

e Punteado azul-gris en pimienta (blue-grey peppering)

e Regresion mixta (mixed regression)

e Puntosy glébulos (dots and globules)

e Pseuddpodos o proyecciones (pseudopods or projections)

e Manchas de pigmento (pigment blotches)

e Reticulo pigmentado (pigment network)

e Ulceracion (ulceration)

e Pigmentacion perifolicular (perifollicular pigmentation)

e Vasos puntiformes (dotted vessels)

e Vasos polimorfos irregulares (irregular polymorphous vessels)
e Areas rojo-lechosas (milky red areas)

e Total Dermoscopy Score (asimetria, bordes, colores y estructuras

dermatoscodpicas).

El punteado azul-gris en pimienta o peppering fue la caracteristica
dermatoscdpica que se asocid de forma estadisticamente significativa a la
presencia de mutaciones en BRAF o NRAS. El 68% de los melanomas con BRAF
mutado y el 75% de los NRAS-mutado presentaban peppering en la

dermatoscopia, frente a un 40% de los melanomas wild-type, con una OR de 1,68
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(p=0,015). Pero ademas, si se excluian del analisis los melanomas acrales y los
melanomas faciales (dadas las peculiaridades dermatoscdpicas que estos
presentan, tal como se ha explicado en el apartado 1.2.5), la presencia de
ulceracidon dermatoscépica también se asociaba a la presencia de mutaciones en

BRAF.

M43s o menos de forma simultidnea, Fargnoli et al*® publicaron los resultados de
un estudio cuyo objetivo era investigar la asociaciéon de los hallazgos
dermatoscopicos de los melanomas cutdneos esporadicos con las caracteristicas
clinicas de los pacientes, con las caracteristicas del tumor y con la presencia de
alteraciones genéticas en MCI1R y BRAF. En dicho estudio incluyeron un total de
64 imagenes dermatoscépicas (64 melanomas) de 62 pacientes y excluyeron
directamente, a diferencia del estudio de Pozzobon et al*°, los melanomas
faciales y los acrales, dadas las caracteristicas especificas que presentan por su

localizacién anatdmica. Los parametros dermatoscépicos que incluyeron fueron:

Total Dermoscopy Score (TDS)

e Reticulo pigmentado atipico (atypical pigment network)
e Proyecciones irregulares (irregular streaks)

e Pigmentacion irregular (irregular pigmentation)

e Estructuras de regresion (regression structures)

e Velo azul-blanquecino (blue-whitish veil)

e Patrdn vascular atipico (atypical vascular pattern)
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De los 64 melanomas incluidos, 51 disponian de analisis de mutacion en BRAF, y
de ellos 23 (45%) presentaban dicha mutacidon. En este estudio, ningun
parametro dermatoscépico de los evaluados mostré correlacién con mayor
frecuencia de mutaciones en BRAF, si bien parecia haber una tendencia a una
mayor prevalencia de velo azul-blanquecino entre los BRAF-mutados (30,4%)

frente a los wild-type (10,7%) (p=0,078).

Ma3s recientemente, a finales de 2016 Bombonato et al’* publicaron un estudio
multicéntrico en el que se incluian los casos del estudio de Pozzobon et al*® junto
con otros de la Skin Cancer Unit of Reggio Emilia (Italia), hasta analizar un total
de 172 melanomas de 149 pacientes (21 de ellos eran pacientes con multiples
melanomas primarios). Los parametros dermatoscopicos analizados en este caso

fueron los siguientes:

e Proyecciones periféricas (Peripheral streaks)

e Puntosy glébulos (Dots and globules)

e Manchas de pigmento (Blotches)

e Regresion dermatoscopica (Regression)

e Ulceracidon dermatoscopica (Ulceration)

e Vasos puntiformes (Dotted vessels)

e Vasos polimorfos (Polymorphous vessels)

e (Crisalidas / estructuras blancas brillantes (Crystalline structures)

e Punteado azul-gris en pimienta (Peppering)
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e Areas rojo-lechosas (Milky-red areas)
e Reticulo invertido (Inverse network)
e Pigmentaciéon  perifolicular  irregular  (Perifollicular  irregular

pigmentation)

Aunque cuando hablan de la metodologia del estudio si que aparecen como
parametros a evaluar en las imagenes dermatoscdpicas el reticulo pigmentado y
velo azul-blanquecino, sorprendentemente no incluyen estos parametros en el
analisis estadistico ni ofrecen ningln dato al respecto. De las caracteristicas
dermatoscopicas que si que incluyen en el andlisis (las enumeradas
previamente), resultaron ser factores predictivos de mutacién en BRAF, tanto en
el andlisis univariante como en el multivariante, las proyecciones periféricas (OR:
2,66; p=0,03) y la ulceracion dermatoscépica (OR: 3,47; p<0,001). Por el
contrario, los vasos puntiformes fueron predictores negativos (OR: 0,12; p=0,01)
siendo mas frecuentes en los wild-type. A pesar de incluir en el andlisis los casos
estudiados por Pozzobon et al*®, en este estudio no se encontrd la asociacién del
peppering con melanomas BRAF-mutados que se describid en el articulo original.
En este trabajo también se evaluaron los hallazgos de microscopia confocal de

reflectancia en 46 de los casos, pero no se encontraron diferencias significativas.

Finalmente, cabe mencionar que en 2015 se publicé una serie de 4 casos de
melanoma con mutacién BRAF V600K®® de los que 3 (75%) mostraban velo azul-

blanquecino (blue-white veil), manchas azul-grisaceas (blue-grey blotches) y/o
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glébulos de distribuciéon irregular (globules irregularly distributed); 2 (50%)
mostraban dreas reticuladas azul-grisaceas (reticular grey-blue areas), reticulo
atipico (atypical network), vasos irregulares (irreqular vessels), regresion blanca
(white regression) y/o ulceracion; y solamente 1 (25%) presentaba peppering,
puntos irregularmente distribuidos (dots irreqularly distributed) o proyecciones
irregulares (irregular streaks). En base a esta serie de tan solo 4 casos concluyen
gue los melanomas BRAF V600K muestran hallazgos dermatoscdpicos distintos
de los observados en los melanomas BRAF V600E segun lo descrito por Pozzobon

et al.

En conclusién, hasta el momento actual Unicamente se han realizado 3 estudios
gue examinen la posible correlacion entre parametros dermatoscdpicos y estado
mutacional de BRAF. Los casos incluidos en el primero de ellos (Pozzobon et al*®)
forman parte también del dltimo publicado (Bombonato et al!), a pesar de lo
cual las conclusiones son totalmente distintas. Ademas, en este Ultimo se dejan
sin analizar caracteristicas tan importantes como el velo azul-blanquecino o el
reticulo pigmentado. Finalmente, en el estudio de Fargnoli et al*® no encuentran
diferencias estadisticamente significativas, aunque segun sus datos parece
haber una tendencia a una mayor frecuencia de velo azul-blanquecino entre los
BRAF-mutados que quizas no llega a alcanzar significacidon estadistica por el

escaso numero de casos analizados (N=51).
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2 JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 JUSTIFICACION

El manejo del melanoma se ve cada vez mas condicionado por su base genética.
Asi, la presencia o ausencia de mutaciones en BRAF (las mds frecuentemente
implicadas en su patogénesis) ya constituye un factor determinante a la hora de
decidir el abordaje terapéutico a realizar en pacientes con melanoma

metastasico.

En este sentido, en los ultimos afios se ha llevado a cabo una intensa
investigacion intentando caracterizar mejor estos melanomas, con el fin de
lograr una mayor comprensién acerca de cdmo las alteraciones moleculares
modifican su crecimiento y comportamiento. Respecto a los parametros clinicos
e histopatoldgicos ya hay algunos hallazgos bastante bien caracterizados aunque
requieren ser revalidados, mientras que otros presentan mayores discrepancias
entre estudios y necesitan que nuevos trabajos esclarezcan su correlacion con

estas mutaciones.

En cuanto a las caracteristicas dermatoscépicas, todavia no hay datos
concluyentes. Apenas existen 3 estudios que aporten algo de informacién al
respecto y en realidad podrian reducirse practicamente a 2, ya que los casos de
uno de ellos forman parte también de otro publicado a posteriori. Ademas, sus
hallazgos son muy heterogéneos y discordantes, algunos no valoran parametros

esenciales (como el velo azul-blanquecino o el reticulo pigmentado) y otros se
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encuentran limitados por el escaso numero de casos analizados. Asi pues, a dia
de hoy las caracteristicas dermatoscépicas diferenciales de los melanomas BRAF-
mutados todavia constituyen una incégnita sin resolver. Puesto que la
dermatoscopia es una herramienta de uso practicamente universal entre los
dermatdlogos que proporciona informacién inmediata sobre su morfologia, su
probable histopatologia y su patrén de crecimiento, resulta de gran interés
esclarecer la posible correlacién existente entre determinados hallazgos
dermatoscdpicos y la presencia de mutaciones en BRAF. Por otra parte, si se
consiguiera diferenciar dermatoscépicamente, con un grado de fiabilidad muy
elevado, melanomas con BRAF-mutado de melanomas wild-type, podrian

ahorrarse pruebas genéticas costosas.

2.2 HIPOTESIS

Dado que se han encontrado unas caracteristicas histopatoldgicas diferenciales
en los melanomas con mutaciones en BRAF y que existe una clara correlacién
entre la anatomia patoldgica y la dermatoscopia de las lesiones cutdneas, es
probable que existan caracteristicas dermatoscdpicas que se presenten con una
frecuencia significativamente diferente en los melanomas BRAF-mutados

respecto a los melanomas wild-type.

De ser asi, quizds podria predecirse la presencia de BRAF-mutado en un
melanoma dado en funcién de aquellas caracteristicas dermatoscdpicas y

clinicopatoldgicas que hayan demostrado asociarse de forma significativa a su
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estado mutacional, lo que permitiria prever qué pacientes podrian ser

candidatos en el futuro a terapia dirigida antidiana.

2.3 OBIJETIVOS

1. Identificar las caracteristicas dermatoscdpicas que se asocian a mutacion

en BRAF en melanoma cutaneo.

2. Conocer la prevalencia de las distintas caracteristicas dermatoscdpicas

en los melanomas cutaneos.

3. Evaluar la caracteristicas clinicas que se asocian a mutacién en BRAF en

el melanoma cutaneo.

4. Identificar las caracteristicas histopatoldgicas que se asocian a mutacion

en BRAF en el melanoma cutédneo.

5. Evaluar modelos predictivos capaces de calcular la probabilidad de que
BRAF esté mutado basandose en aquellas caracteristicas
dermatoscdpicas, clinicas e histopatoldgicas que se asocien al estado

mutacional de BRAF.
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3 MATERIAL Y METODOS

3.1 AMBITO DEL ESTUDIO

El estudio se ha llevado a cabo en los Servicios de Dermatologia del
Departamento de Salud Arnau de Vilanova-Lliria (D.S. Arnau de Vilanova-Lliria) y

del Instituto Valenciano de Oncologia (IVO).

3.2 DISENO DEL ESTUDIO

Se ha realizado un estudio con un disefio observacional, transversal, de caracter

prospectivo y descriptivo.

3.3 POBLACION DEL ESTUDIO

En este estudio se recogieron prospectivamente pacientes con melanoma
cutaneo, confirmado histolégicamente, diagnosticados en el IVO y en el D.S.
Arnau de Vilanova-Lliria entre el 1 de Agosto de 2011 y el 31 de Julio de 2015.
De ellos finalmente se incluyeron solo aquellos pacientes que cumplieran los

siguientes criterios:

Criterios de inclusion:

1. Melanomas cutdneos con fotografia dermatoscépica.
2. Melanomas cutaneos con estudio genético de mutaciones en BRAF realizado

y valido.
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Criterios de exclusion:

1.

Melanomas cutdneos que, por su localizacién, presentan caracteristicas
dermatoscdpicas especificas y no comparables: en concreto, se excluyeron
los melanomas de localizacién acral (palmoplantar) y facial. En estas
localizaciones las caracteristicas anatdmicas de la piel implican que algunas
de las estructuras dermatoscépicas observadas en los melanomas aqui
ubicados nunca podran ser equiparables a las del resto de melanomas, por
lo que no pueden atribuirse dichas diferencias a la presencia de las
mutaciones sino a la histopatologia propia de esta localizacion (p.e. el patrén
paralelo del surco nunca se observard en un melanoma de localizacién no
acral). Para mayor detalle ver apartado 1.2.5 Dermatoscopia en
localizaciones especiales: particularidades a considerar en el disefio de

estudios comparativos.

3.4 MUESTRA, MUESTREO Y MARCO DEL ESTUDIO

3.4.1 TAMANO DE LA MUESTRA

En el momento del disefio del estudio no se disponia de datos acerca de la

relacién entre dermatoscopia del melanoma y la presencia de mutaciones en

BRAF que permitieran calcular el tamafo muestral mds adecuado, por lo que de

acuerdo con el disefio de estudio piloto no se calculdé un tamafo muestral de

inicio.
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El tamafio de la muestra ha sido determinado por el nimero de casos atendidos
durante el periodo de estudio que cumplieran los criterios de inclusién y
exclusién previamente descritos. El factor que mas ha condicionado el tamafio
muestral ha sido la disponibilidad de fotografia dermatoscépica (ver apartado 6:
Limitaciones). En todos los melanomas con fotografia dermatoscépica se

consiguié conocer de forma valida el estado mutacional de BRAF.

3.4.2 CARACTERISTICAS EXIGIBLES A LA MUESTRA

El muestreo se ha realizado con pacientes consecutivos, durante un periodo
prolongado. No se establecen a priori sesgos de seleccién en cuanto a edad,
sexo, origen, estacionalidad o estadio evolutivo de la enfermedad. La muestra

busca ser representativa de la poblacién diana.

3.4.3 MUESTREO Y MARCO DEL ESTUDIO

Los melanomas incluidos proceden de pacientes visitados de forma consecutiva
en el Servicio de Dermatologia del D.S. Arnau de Vilanova-Lliria (Consultas
Externas del Hospital Arnau de Vilanova y sus Centros de Especialidades
ubicados en Burjassot y Lliria) y del Instituto Valenciano de Oncologia (IVO). Se
trata por tanto de un muestreo no probabilistico de tipo consecutivo realizado

durante un periodo prolongado para que resulte representativo.

En ambos centros se visitan pacientes de todas las edades, originarios de areas

urbanas y rurales, de raza predominantemente caucasica. En el Servicio de
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Dermatologia del D.S. Arnau de Vilanova-Lliria se atienden pacientes derivados
desde atencidn primaria por cualquier motivo de consulta dermatoldgica. En el
Servicio de Dermatologia del IVO se atienden principalmente pacientes con
patologia oncoldgica cutdnea derivados desde otros centros, aunque también
pacientes que solicitan ser atendidos en este centro.

El IVO constituye el centro de referencia para patologia oncoldgica cutanea del
D.S. Arnau de Vilanova-Lliria, de forma que los casos de melanoma
diagnosticados en este Departamento son remitidos de forma rutinaria al IVO
para su manejo ulterior (fundamentalmente aquellos en estadio IB o mas
avanzados). Los bloques parafinados de los melanomas extirpados en Hospital
Arnau de Vilanova son sistematicamente requeridos por parte del IVO para una
revision del estudio histopatoldgico y para la eventual realizacién de estudios

moleculares.

3.5 VARIABLES MEDIDAS
Todas las variables fueron recogidas de forma prospectiva en un cuaderno de
recogida de datos con los valores predefinidos de acuerdo a lo que se expone a

continuacion.

3.5.1 VARIABLES GENETICAS

e BRAF: variable cualitativa (categorica) dicotomica definida por la

presencia o ausencia de mutacion en BRAF, dividiéndose en wild-type
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3.5.2

3.5.3

(ausencia de mutacién) o BRAF-mutado (presencia de mutacidn). Esta

variable es la variable respuesta del estudio.

VARIABLES CLINICAS

Edad: variable cuantitativa continua correspondiente a la edad del
paciente en el momento del diagndstico. Adicionalmente se categorizd
de forma dicotémica en <50 y 250 para poder realizar comparaciones
con estudios previos’. A efectos del andlisis estadistico se ha valorado
tanto de manera continua como categorizada.

Sexo: variable cualitativa dicotémica (hombre o mujer)

Localizacién: localizacién anatémica del melanoma, categorizada de

forma dicotdmica en tronco o extremidades.

VARIABLES HISTOPATOLOGICAS

Ambos centros siguen el mismo protocolo de recogida de datos histoldgicos. La

descripcién detallada del protocolo se puede encontrar en la “Propuesta de

protocolo para el informe histoldgico del tumor primario de los pacientes con un

melanoma cutdneo del Grupo de Trabajo para el Melanoma Cutdneo de la

Comunidad Valenciana” publicada en 2007%° y de la que se extraen

mayoritariamente las breves descripciones que se mencionan a continuacion.

Las variables incluidas fueron las siguientes:
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Tipo histoldégico: variable cualitativa nominal, reconociéndose los tipos

melanoma de extensién superficial, melanoma nodular, lentigo maligno

melanoma y otros (melanoma spitzoide, melanoma nevoide, etc).

Espesor tumoral o indice de Breslow: variable cuantitativa continua,

adicionalmente categorizada de forma dicotémica en <1mm o >1mm.
o Grosor tumoral medido desde el limite externo de la capa
granulosa (o base de la Ulcera segun el caso) hasta la zona mas

profunda de la infiltracion tumoral.

Nivel de Clark: variable cualitativa ordinal que presenta 5 categorias
posibles (1, Il, I, IV, V).

o Segun el nivel de invasion: melanocitos malignos confinados en
la epidermis (nivel | o melanoma in situ), infiltracion parcial de
la dermis papilar (nivel II), infiltracién de la dermis papilar en su
totalidad (nivel Ill), infiltracién de dermis reticular (nivel 1V) o

infiltracidn de tejido celular subcutaneo (nivel V)

Fase de crecimiento: radial o vertical (variable cualitativa dicotdmica)

o Radial: cuando solo hay componente intraepidérmico (in situ), o
con presencia de células tumorales en dermis si éstas se

encuentran aisladas o forman nidos que son de menor tamafio
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que los localizados en epidermis y no se observan mitosis
(crecimiento radial microinvasor).

o Vertical: melanomas con células tumorales en dermis en las que
se observa alguna mitosis o que forman nidos de mayor tamafio

gue los que hay en epidermis.

Ulceracidn: presente o ausente (variable cualitativa dicotomica).

o Se define como la pérdida del espesor total de la epidermis.

indice mitético (mitosis dérmicas/mm?): variable cuantitativa continua,
evaluada por el método del hot spot: comenzando por el campo con
mayor nimero de mitosis y siguiendo en campos consecutivos hasta
completar 1 mm? (aproximadamente 5 campos de gran aumento)®.
Adicionalmente la variable fue categorizada de forma dicotdmica en 0 o
>1 para valorar el limite establecido por la AJCC de 2009°. A efectos del
analisis estadistico se ha valorado tanto de manera continua como

categorizada.

Elastosis actinica piel peritumoral: presente o ausente (variable

cualitativa dicotémica).
o Degeneracién de las fibras elasticas observable en la dermis de
la piel sana peritumoral, cuya presencia significa que existe dafo

actinico crénico’™.
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Regresion histoldgica: presente o ausente (variable cualitativa

dicotdmica).

O

Se define como un area del tumor en el que las células
neopldsicas han desaparecido (o se han reducido
considerablemente en numero) de la dermis (y ocasionalmente
de la epidermis) y en el que existe al menos cierta fibrosis y
generalmente uno o varios de los siguientes hallazgos:
melanéfagos acompafnantes, nuevos vasos y un infiltrado

inflamatorio variable®.

Tipo celular predominante: epitelioide, fusocelular, nevoide (variable

cualitativa nominal con las 3 categorias registradas en los informes

histoldgicos)®*:

O

Células epitelioides: células redondeadas, ovaladas o poligonales
con citoplasma moderado-abundante y nucleo excéntrico.
Células fusiformes (fusocelular): células fusiformes, bipolares o
dendriticas, de nucleo alargado u ovoide central.

Células nevoides: células redondeadas, pequefias vy
monomorficas con escaso citoplasma y nucleo redondeado

central.

Nevus asociado (lesién melanocitica asociada): presente o ausente

(variable cualitativa dicotdmica).
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o Persistencia de restos de nidos de células névicas benignas

asociados con el melanoma.

3.5.4 VARIABLES DERMATOSCOPICAS

En la Tabla 3.1 se recogen las variables dermatoscépicas analizadas. Sus

definiciones se pueden encontrar en el apartado 1.2.3 de la Introduccion.

Tabla 3.1 Variables dermatoscopicas analizadas

VELEL]]
Reticulo pigmentado

Reticulo invertido

Puntos o glébulos de pigmento

Proyecciones

Manchas de pigmento
Areas de hipopigmentacién
Velo azul-blanquecino

Estructuras blancas
brillantes/crisalidas

Ulceraciéon dermatoscopica

Estructuras exofiticas
papilomatosas

Vasos lineales irregulares
Vasos puntiformes

Vasos glomerulares
Areas rojo-lechosas

Vasos en coma

Tipo de variable
Cualitativa dicotomica
Cualitativa dicotdmica
Cualitativa dicotomica
Cualitativa dicotomica
Cualitativa dicotdmica
Cualitativa dicotomica

Cualitativa dicotdmica

Cualitativa dicotdmica

Cualitativa dicotdmica

Cualitativa dicotdmica

Cualitativa dicotomica
Cualitativa dicotdmica
Cualitativa dicotomica
Cualitativa dicotdmica

Cualitativa dicotdmica
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Valores
Ausencia/Presencia
Ausencia/Presencia
Ausencia/Presencia
Ausencia/Presencia
Ausencia/Presencia
Ausencia/Presencia

Ausencia/Presencia

Ausencia/Presencia

Ausencia/Presencia

Ausencia/Presencia

Ausencia/Presencia
Ausencia/Presencia
Ausencia/Presencia
Ausencia/Presencia

Ausencia/Presencia



Variable
Vasos en sacacorchos
Regresion dermatoscopica

Despigmentacion blanca tipo
cicatriz (regresion blanca)

Regresion azul

Peppering

Blue reticular area

Blue whitish area

Blue globular area

Blue structureless area
Eritema en areas de regresion

Total Dermoscopy Score (TDS)

Tipo de variable
Cualitativa dicotémica

Cualitativa dicotdmica

Cualitativa dicotdmica

Cualitativa dicotédmica
Cualitativa dicotédmica
Cualitativa dicotdmica
Cualitativa dicotomica
Cualitativa dicotdmica
Cualitativa dicotomica
Cualitativa dicotomica

Cuantitativa continua

Valores
Ausencia/Presencia

Ausencia/Presencia

Ausencia/Presencia

Ausencia/Presencia
Ausencia/Presencia
Ausencia/Presencia
Ausencia/Presencia
Ausencia/Presencia
Ausencia/Presencia
Ausencia/Presencia

Numeérico

3.6 TECNICAS DE MEDIDA DE LAS VARIABLES DERMATOSCOPICAS

3.6.1 OBTENCION DE IMAGENES DERMATOSCOPICAS

Se tomaron fotografias dermatoscopicas de las

previamente a su exéresis. Para ello, se utilizd6 un equipo de fotografia
dermatoscépica (DermLite Foto equipment; 3Gen, LLC, Dana point, CA, USA) que
se adapta a una cdmara digital (Canon Powershot 630), configurada en modo
autofocus. Las imagenes se tomaron a una magnificacion x10 (que es la que

ofrece el dispositivo Dermlite Foto) y adicionalmente se tomaron algunas fotos
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a mayor aumento (hasta x40) utilizando el zoom 6ptico de la camara (x4), para

visualizar mejor estructuras dermatoscdpicas de pequefio tamafo.

Las imdgenes dermatoscopicas se fueron almacenando de forma codificada

mediante un software de gestion de imagenes (Picasa®).

3.6.2 ANALISIS DE LAS IMAGENES DERMATOSCOPICAS

Una vez confirmado el diagndstico histopatoldgico, todas las imagenes
dermatoscdpicas fueron analizadas por dos observadores (M.A. y R.B.) cegados
para el resto de la informacién, recogiendo la presencia o ausencia de las

distintas variables dermatoscdpicas enumeradas en el apartado 3.5.4.

Con el fin de lograr la mayor concordancia interobservador posible, previamente
a la evaluacion de las imagenes los observadores se reunieron para revisar y
comentar una guia de valoracidon dermatoscdpica consistente en un listado de
las variables dermatoscdpicas a evaluar, con sus definiciones (las descritas en el
apartado 1.2.3) y ejemplos fotograficos obtenidos de la literatura (que no se
reproducen aqui siguiendo la normativa de derechos de autor). Tras analizar las
imagenes de los 25 primeros melanomas incluidos en el estudio, los
observadores examinaron las discrepancias y comentaron los motivos de estas,
con el propdsito de unificar criterios de cara a la evaluacidn de los siguientes
casos incluidos, para asi maximizar la concordancia interobservador. Las

discrepancias de los primeros 25 casos se resolvieron por acuerdo en los casos
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qgue lo hubiere y, a efectos del analisis posterior, se consideraron los valores de

consenso y se mantuvieron las discrepancias en las que no hubo acuerdo.

3.6.3 TECNICAS MOLECULARES: DETERMINACION DE MUTACIONES
El estudio molecular de los casos incluidos se llevé a cabo en el Laboratorio de

Biologia Molecular del Instituto Valenciano de Oncologia.

Para el andlisis molecular se utilizé material parafinado del bloque del tumor
primario. La extraccion de ADN se llevé a cabo sobre bloques representativos del
tumor, con un alto porcentaje de células tumorales (>50%). En aquellos casos en
los que el porcentaje tumoral era inferior se procedié a la seleccion del material
tumoral (para eliminar la contaminacidn con células sanas) mediante

macrodiseccién con un Tissue Arrayer (3-4 cilindros de 0,6um).

A la hora de estudiar el estado mutacional de BRAF se realizé en todos los casos
estudio mediante la plataforma Cobas® y mediante secuenciaciéon Sanger. La
plataforma Cobas® se utilizd en primer lugar por ser el sistema con mayor
sensibilidad®?!. Posteriormente se realizé secuenciacién Sanger del exén 15 para
caracterizar la mutacién (si el Cobas la habia detectado) o para analizar otras
posibles mutaciones del codéon 600 (que no hubiera detectado el sistema Cobas),
asi como para estudiar los codones adyacentes. A continuacién se detallan las
caracteristicas y procedimientos de cada uno de estos sistemas de

determinacion de mutaciones en BRAF.

94



Cobas 4800 BRAF V600 Mutation Test'**'%

El cobas 4800 BRAF V600 Mutation Test (cobas test; Roche Molecular Systems,
Pleasanton, CA) es un analisis de reaccion en cadena de polimerasa en tiempo
real (real-time PCR -polymerase chain reaction-) disefiado para detectar la
presencia de V600E (1799 T > A) pero que ha mostrado reactividad cruzada con
V600K (detecta el 70% de estas mutacionesi®®, que son las segundas mas

frecuentes), V600D y V600E22, E| test consiste en 2 pasos principales:

1. En primer lugar, una preparacidn manual del espécimen para obtener
ADN gendmico a partir de tejido fijado en formol y embebido en
parafina. Para ello se extrae usando el Cobas DNA Sample Preparation

Kit (Roche Molecular Systems, Branchburg, New Jersey, USA).

2. Ensegundo lugar, una amplificacién mediante PCR y deteccion del ADN
objetivo utilizando un cebador par complementario y 2 sondas de
oligonucledtidos marcadas con diferentes colorantes fluorescentes. Una
sonda esta disefiada para detectar la secuencia wild-type de BRAF V600
(GTG) y otra estd disenada para detectar la secuencia de mutacion
V600E (GAG). El alelo WT sirve como un control interno. Ademas existen
dos controles externos, incluyendo un control BRAF wild-type y un
control BRAF V600E. Todo este proceso se realiza mediante Cobas 4800

(z480) System (Roche Diagnostic Systems, Branchburg, New Jersey, USA)

95



usando Cobas 4800 BRAF V600 Mutation Test reagents (Roche

Diagnostic Systems).

El analisis y la presentacion de resultados son totalmente automatizados y se
realizan mediante el Cobas 4800 BRAF Analysis Package Software (version 2.0,

Roche Diagnostic Systems). El proceso queda esquematizado en la Figura 3.1

Figura 3.1 Flujo de trabajo del Cobas 4800 BRAF V600 Mutation Test. H&E:
hematoxilina-eosina; PCR: reacciéon en cadena de polimerasa. Fuente: Halait et al**?

y (1) H&E staining k i e
. and tumor content P -
determination j =
- - 3 L
FFPE tumor Genomic DNA E\‘:/
block sections Macrodissect if isolation GGI’\OmIC‘ DNA quantification
<50% tumor isolation

-~ -~ A—H—" ?\ .«’/4
Cobas 4800 v2.0 PCR setup

Standardized
reporting N
Automated analysis

Secuenciacion

Para realizar la secuenciacién Sanger, la desparafinacién de las muestras se llevd
a cabo mediante la Deparaffinization Solution (QIAGEN) y la digestion del tejido
mediante proteinasa K (20mg/ml de tampdn de lisis) a 562C. Tras la digestidn se
procedid a la purificacion de ADN empleando el kit de purificacién QlAamp® DNA

Investigator kit (QIAGEN).
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El analisis de mutaciones se realizé mediante amplificaciéon especifica de los
fragmentos a estudiar y posterior secuenciacion directa. En todos los casos se
utilizd un secuenciador automatico ABI3130XL de dieciséis capilares con
software especifico para el analisis de secuencias (Sequencing Analysis v5.2). El
analisis de las mutaciones del gen BRAF se realizé mediante amplificacidn del

exdn 15 segln lo descrito en Fullen et al*®.

3.7 EVALUACION ESTADISTICA DE LOS RESULTADOS

3.7.1 TRATAMIENTO DE LA BASE DE DATOS

En un cuaderno de recogida de datos se fue reuniendo toda la informacién sobre
las variables estudiadas (ver apartado 3.5), asi como la relativa al nimero de
historia clinica del centro de referencia y numero de SIP del paciente (nimero

del “Sistema de Informacion Poblacional” de la Conselleria de Sanitat).

Las imagenes dermatoscépicas se fueron almacenando de forma codificada
usando el ndmero de historia clinica mediante un programa de gestion de

imagenes (Picasa®).

Los datos se introdujeron en un documento de Microsoft Excel® cuyo contenido

fue posteriormente volcado al programa usado para el andlisis estadistico.

3.7.2 TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

El analisis estadistico de este trabajo se ha llevado a cabo utilizando el software

estadistico R (version 3.3.2).
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En primer lugar, se realizé un andlisis descriptivo de las variables del banco de
datos, con el fin de conocer las caracteristicas genéticas, clinicas, histolégicas y
dermatoscopicas de los melanomas evaluados. Las variables cualitativas se
describieron mediante frecuencias absolutas y porcentajes. Las variables
cuantitativas fueron resumidas mediante su media y desviacion tipica. A efectos
del analisis descriptivo, se consideré que un melanoma presentaba una
determinada estructura dermatoscdpica cuando ambos investigadores

coincidian en su caracterizacion.

Adicionalmente se calculd la sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo
positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN) de la regresion y ulceracion
dermatoscdpicas, para evaluar la exactitud con la que dichas caracteristicas
clasifican a los melanomas segun el estado de regresion y ulceracion histoldgicas

que presentan respectivamente.

El andlisis de la concordancia de la valoracién de las caracteristicas
dermatoscépicas por parte de los dos observadores (M.A. y R.B.) se realizd
mediante el calculo del indice kappa de Cohen. Hay que tener en cuenta que la
validez de cualquier estudio puede verse gravemente alterada si la medicidn de
las variables no es fiable. En este sentido, |la falta de acuerdo interobservador
puede condicionar una baja fiabilidad de los resultados del trabajo. La magnitud
de la variabilidad interobservador se puede estimar a través de los estudios de

concordancia, que valoran hasta qué punto dos observadores coinciden en su
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medicién!®. El indice o coeficiente kappa calculado en nuestro estudio refleja la
concordancia interobservador en variables categoricas valoradas por 2
observadores. Puede tomar valores entre -1 y +1, de forma que cuanto mas se
acerca a +1, mayor es el grado de concordancia interobservador, mientras que
cuanto mds se acerca a -1, mayor es el grado de discordancia. Un valor de k =0
refleja que la concordancia/discordancia observada es la que se espera a causa
exclusivamente del azar'®. Aparte de calcular el coeficiente, es importante
también construir intervalos de confianza obtenidos a través de tests de
hipdtesis. Las hipotesis nula (HO) y alternativa (H1) de estos tests son HO: k =0
(es decir, las concordancias/discordancias observadas se pueden atribuir al azar)
y H1: x # 0 (las concordancias/discordancias observadas no se puede atribuir
Unicamente al azar). Si el intervalo de confianza se situa por encima (o por

debajo) de 0, el coeficiente kappa obtenido es estadisticamente significativo®.

La interpretacion de los valores de este indice se basa en las escalas referidas en
estudios previos, que muestran cierta variabilidad, aunque consideran en

general vélido un valor >0,40% (Tabla 3.2).

A la hora de interpretar nuestros resultados se utilizd la segunda variante
descrita en la Tabla 3.2, que considera las siguientes fuerzas de concordancia:

pobre (<0,40), aceptable (0,41-0,60), buena (0,61-0,80) y excelente (0,81-1).
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Tabla 3.2 Interpretacion del indice kappa

Fuerza de la concordancia Fuerza de la concordancia
(primera variante)!?’ (segunda variante)°®
<0,20 Pobre

Pobre
0,21-0,40 Moderada
0,41-0,60 Buena Aceptable
0,61-0,80 Muy buena Buena
0,81-1,00 Excelente Excelente

A continuacién, con el fin de estudiar la asociacién o independencia de las
variables categdricas clinicas, histoldgicas y dermatoscdpicas con el estado de
mutacién de BRAF (wild-type/BRAF-mutado), se realizaron tablas de
contingencia simples entre cada par de variables. Para la comparacién de
proporciones se utilizd el test exacto de Fisher (con simulacion Montecarlo del
p-valor en el caso de variables cualitativas con mds de dos categorias). La
comparacion de las variables cuantitativas segun el estado de mutacion wild-
type/BRAF-mutado se realizd utilizando el test t-Student. El test de Levenne se
usé para determinar la igualdad de varianzas de estas variables en cada grupo y
poder concluir asi la validez de aplicacidn del test t-Student. Tras contrastar la
igualdad de varianzas de las variables cuantitativas segun el estado de mutacion
wild-type/BRAF-mutado mediante el test de Levenne, se concluyé en todos los

casos que no se rechazaba dicha igualdad. Por tanto, se verificaban las

100



condiciones de aplicacién del test t-Student (Normalidad o n>30 e igualdad de

varianzas).

Posteriormente, para determinar la influencia de las variables de estudio sobre
el estado de mutaciéon wild-type/BRAF-mutado se realizé un analisis de
regresion logistica multiple, considerando como variable respuesta el estado de
mutacidon y como variables explicativas aquellas que resultaron significativas en
los test de asociacion (clinicas, histoldgicas y dermatoscdpicas). Para incluir las
variables continuas se comprobd que seguian la distribucién normal mediante la

prueba de Shapiro-Wilk.

Las variables relacionadas con las caracteristicas dermatoscépicas de los
melanomas fueron incluidas en el modelo como probabilidades de que cada
melanoma presentara dichas caracteristicas, atendiendo al juicio de los dos
investigadores (0 = ambos investigadores consideraron que no presentaba la
caracteristica, % = solo uno de los investigadores consideraba que presentaba la
caracteristica dermatoscépica, 1 = los dos investigadores consideraron que
presentaba la caracteristica dermatoscépica). De este modo el anélisis de

regresion logistica proporciond un estudio mds completo.

La variable de interés (que se nota por Y;), es una variable indicadora de la
ausencia (0) o presencia (1) de BRAF mutado en el paciente i. El hecho de que la

variable respuesta solo tome dos valores, permitio utilizar la distribuciéon
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Bernoulli para modelizarla, Y;~Bernoulli(p;), siendo p; la probabilidad de que

el paciente i presente BRAF mutado.

A partir del andlisis de regresién logistica multiple se construyéd un modelo
estadistico predictivo de mutacién en BRAF expresado en forma de féormula
matematica. Se estudié también la precision del modelo (capacidad para
predecir correctamente el estado mutacional de BRAF). Ademas, con el fin de
estimar la capacidad predictiva del modelo con datos nuevos, se realizé un
proceso de validacion cruzada (ver apartado 6: Limitaciones). Para ello se
seleccionaron aleatoriamente 47 melanomas de la base de datos
(aproximadamente la mitad) que se utilizaron para ajustar el modelo de
regresion. A continuacion el modelo ajustado se utilizd para estimar el estado
mutacional de BRAF del resto de melanomas de la base de datos y se compard

lo predicho con lo real.

Finalmente, se construyd un arbol de clasificacidon con el objetivo de predecir,
de forma intuitiva, el estado de mutacion wild-type/BRAF-mutado a partir de las
variables clinicas, histopatolégicas y dermatoscépicas. Como en la regresidon
logistica multiple, las variables dermatoscépicas de los melanomas fueron
incluidas en el modelo como probabilidades de que cada melanoma presentara
dichas caracteristicas, atendiendo al juicio de los dos investigadores (0 = ambos
investigadores consideraron que el melanoma no presentaba la caracteristica, %

= solo uno de los investigadores consideraba que el melanoma presentaba la
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caracteristica dermatoscdpica, 1 = los dos investigadores consideraron que el
melanoma presentaba la caracteristica dermatoscdpica). lgualmente, para
estudiar la capacidad predictiva del modelo con datos nuevos se utilizé el

método de validacidn cruzada tal como se ha descrito para la regresion logistica.

3.7.3 NIVEL DE SIGNIFICACION ESTADISTICA

Se considerd una diferencia estadisticamente significativa cuando el p-valor de
la prueba era <0,05. Para minimizar el riesgo de cometer un error de tipo Il (que
pasaran desapercibidas diferencias reales), se decidié no aplicar la correccion

para comparaciones multiples de Bonferroni (ver apartado 6: Limitaciones).

3.8 TRATAMIENTO DE LA BIBLIOGRAFIA

Las fuentes bibliograficas se obtuvieron a través de los motores de busqueda
Pubmed (que accede a la base de datos MEDLINE y esta disponible a través del
enlace  https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/) 'y  Google Scholar
(https://scholar.google.es, un buscador de Google® disefiado especificamente

para uso académico y cientifico).

La introduccién de las citaciones en el texto se ha realizado mediante el
programa gestor de referencias bibliograficas Zotero® (version 4.0.28)

seleccionando el estilo Vancouver de citacion.
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3.9 ASPECTOS ETICOS

Salvo por el andlisis de BRAF en todos los casos (llevado a cabo en el Laboratorio
de Biologia Molecular del IVO), el resto de procedimientos (toma de fotografias
dermatoscodpicas, visitas y procedimientos diagndsticos o terapéuticos) fueron
los mismos que en practica clinica habitual y no experimentaron ninguna
modificacion por razédn de su participacion en el estudio. Las imdagenes
dermatoscdpicas no permiten la identificacidon del paciente, y la clasificacion de
las fotografias se realizé de forma codificada. Los datos fueron tratados de forma

confidencial.

Los pacientes fueron informados sobre las caracteristicas del estudio y
aceptaron su inclusion en el mismo mediante la firma de un consentimiento

informado elaborado a tal efecto (Anexo 1).

El estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacién Clinica (CEIC) del

Hospital Arnau de Vilanova de Valencia (Anexo 2).
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISIS DESCRIPTIVO

4.1.1 VARIABLES GENETICAS Y CLINICAS

Se han estudiado un total de 93 melanomas de 93 pacientes (47 hombres y 46
mujeres), de los cuales 35 (37,6%) presentaban BRAF-mutado. En la Tabla 4.1 se
recogen los datos descriptivos referentes a estado mutacional de BRAF, edad,

sexo y localizacién.

Tabla 4.1 Datos descriptivos genéticos y clinicos de la muestra estudiada

Variables Categoria n (%) (N=93)
Genéticas
Wild-type 58 (62,4
BRAF yp (62,4)
Mutado 35(37,6)
Clinicas
Edad 60,5 + 16,3°
Edad <50 27 (29)
categorizada >50 66 (71)
Hombre 47 (50,5)
Sexo .
Mujer 46 (49,5)
Tronco 51 (54,8)

Localizacion
Extremidades 42 (45,2)

aValores expresados como media y desviacidn tipica
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4.1.2 VARIABLES HISTOPATOLOGICAS

En la Tabla 4.2 se recogen los datos referentes a las variables histolégicas:

Tabla 4.2 Datos descriptivos histopatolégicos de la muestra estudiada

Variables histopatolégicas Categoria n (%) (N=93)
MES 77 (82,8)
MN 10 (10,7)
Tipo histoldgico LMM 4 (4,3)
Spitzoide 1(1,1)
Nevoide 1(1,1)
Espesor de Breslow (mm) 1,2+1,3°
. <1mm 63 (67,7)
Breslow categorizado
>1mm 30(32,3)
| 5(5,7)
I 28 (31,8)
Niveles de Clark 1l 27 (30,7)
v 28 (31,8)
Y 0(0)
o Radial 31(33,3)
Fase de crecimiento .
Vertical 62 (66,7)
o . Ausente 79 (85)
Ulceracidn histoldgica
Presente 14 (15)
indice mitdtico 2,2+5,1°
indice mitético 0/mm? 44 (47,8)
categorizado > 1/mm? 48 (52,2)
Elastosis actinica Ausente 61 (75,3)
piel peritumoral Presente 20 (24,7)
o . Ausente 63 (70)
Regresion histoldgica
Presente 27 (30)
Epitelioide 81 (88)
Tipo celular* Fusocelular 8(8,7)
Nevoide 3(3,3)
. Ausente 60 (67,4)
Nevus asociado
Presente 29 (32,6)

aValores expresados como media y desviacidn tipica. *Si la celularidad es mixta (epitelioide +
fusocelular o epitelioide + nevoide), se asigna al grupo correspondiente a la celularidad no
epitelioide (fusocelular o nevoide respectivamente).
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4.1.3 VARIABLES DERMATOSCOPICAS

En la Tabla 4.3 se recogen los datos referentes a las variables dermatoscépicas
de los melanomas incluidos. Como se ha indicado en el apartado 3.7.2, se ha
considerado que un melanoma presenta una estructura dermatoscépica si
ambos investigadores coinciden en su caracterizacién. Las caracteristicas
observadas con mayor frecuencia fueron el reticulo pigmentado, los

puntos/glébulos y las manchas de pigmento.

Tabla 4.3 Datos descriptivos dermatoscopicos de la muestra estudiada

Variables dermatoscépicas? Categoria n (%) (N=93)
) . Ausencia 28 (31,8)
Reticulo pigmentado .
Presencia 60 (68,2)
, . . Ausencia 82(90,1)
Reticulo invertido )
Presencia 9(9,9)
i . Ausencia 17 (21,8)
Puntos o glébulos de pigmento .
Presencia 61 (78,2)
) Ausencia 58 (66,7)
Proyecciones .
Presencia 29 (33,3)
. Ausencia 8(9,8)
Manchas de pigmento .
Presencia 74 (90,2)
. . . ., Ausencia 44 (57,9)
Areas de hipopigmentacion .
Presencia 32 (42,1)
. Ausencia 43 (48,9)
Velo azul-blanquecino .
Presencia 45 (51,1)
Estructuras blancas brillantes Ausencia 65 (75,6)
(crisalidas) Presencia 21 (24,4)
» . Ausencia 71 (78,9)
Ulceracion dermatoscdpica .
Presencia 19 (21,1)
- . Ausencia 89 (96,7)
Estructuras exofiticas papilomatosas .
Presencia 3(3,3)
i Ausencia 93 (100)
Tapones cérneos .
Presencia 0(0)
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Variables dermatoscépicas? Categoria n (%) (N=93)

Ausencia 72 (80,9)
Vasos lineales irregulares
Presencia 17 (19,1)
. Ausencia 75 (90,4)
Vasos puntiformes .
Presencia 8(9,6)
Ausencia 88 (94,6)
Vasos glomerulares .
Presencia 5(5,4)
, . Ausencia 71 (82,6)
Areas rojo-lechosas .
Presencia 15 (17,4)
Ausencia 92 (98,9)
Vasos en coma .
Presencia 1(1,1)
Ausencia 92 (100)
Vasos en sacacorchos .
Presencia 0(0)
» . Ausencia 46 (61,3)
Regresién dermatoscopica .
Presencia 29 (38,7)
) » ) o Ausencia 55 (70,5)
Despigmentacidn blanca tipo cicatriz .
Presencia 23 (29,5)
» Ausencia 65 (78,3)
Regresién azul .
Presencia 18 (21,7)
. Ausencia 73 (81,1)
Peppering .
Presencia 17 (18,9)
) Ausencia 89 (96,7)
Blue reticular area .
Presencia 3(3,3)
Ausencia 87 (97,8
Blue whitish area . ( )
Presencia 2(2,2)
Ausencia 91 (100)
Blue globular area .
Presencia 0(0)
Ausencia 91 (100)
Blue structureless area .
Presencia 0(0)
. 3 L, Ausencia 66 (81,5)
Eritema/vasos en dreas de regresion .
Presencia 15 (18,5)
TDS 6,2+1,3°

aPara calcular la frecuencia absoluta y el porcentaje de melanomas que presentan cada una de las
caracteristicas dermatoscopicas se han tenido en cuenta Unicamente aquellos en los que los dos
observadores coinciden en su caracterizacion; "Valores expresados como media y desviacion
tipica.
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4.1.3.1 ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD, ESPECIFICIDAD, VPP Y VPN DE LA
REGRESION Y LA ULCERACION DERMATOSCOPICAS

Puesto que la ulceracidon dermatoscdpica fue mas frecuente que la ulceracion
histoldgica y la regresién dermatoscdpica también fue mads frecuente que la
histoldgica (siendo parametros de los que se espera que guarden una correlacion
directa), se procedid a estudiar la sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo y valor predictivo negativo de estas variables dermatoscdpicas,
evaluando la exactitud con la que son capaces de clasificar a los melanomas
segun el estado de ulceracion y regresion histoldgicas, considerando estas como
el gold-estandar. Los resultados de este andlisis se muestran en las Tablas 4.4y

4.5.

Tabla 4.4 Sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo
negativo de la ulceracion dermatoscdpica en cuanto a la ulceracidn histoldgica

Ulceracién

Caracteristica dermatoscopica® histologica s E VPP VPN
(Test diagndstico) (Eetreseretl)
Si No
Si 11 8

Ulceracu:m' No 1 70 92% 90% 56%  98%

dermatoscdpica

Total 12 78

aSe han tenido en cuenta Unicamente aquellos melanomas en los que los dos observadores
coinciden en la valoracién de sus caracteristicas dermatoscépicas. / Abreviaturas: Sensibilidad (S),

especificidad (E), valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN)
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Tabla 4.5 Sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo
negativo de la regresion dermatoscopica en cuanto a la regresion histoldgica.

Regresion

Caracteristica dermatoscopica® S 5 E e |
(Test diagndstico) (e e
Si No
Si 15 13

Regresion dermatoscopica No 6 39 71% 75% 54% 87%
Total 21 52

aSe han tenido en cuenta Unicamente aquellos melanomas en los que los dos observadores
coinciden en la valoracién de sus caracteristicas dermatoscépicas. / Abreviaturas: Sensibilidad (S),

especificidad (E), valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN)

4.1.3.2 CONCORDANCIA INTEROBSERVADOR DE LAS CARACTERISTICAS
DERMATOSCOPICAS

En nuestro estudio, la concordancia de la evaluacion de las distintas variables
dermatoscdpicas entre los 2 observadores (M.A. y R.B.) se valoré a través del
indice kappa de Cohen y se calcularon los intervalos de confianza (IC) al 95%.
(Tabla 4.6). La interpretacidn del valor de estos indices/coeficientes ya se ha
discutido con anterioridad y puede verse en el apartado 3.7.2 y en la Tabla 3.2.
Excepto 3 variables que mostraron una concordancia pobre (vasos en
sacacorchos y dos de los nuevos tipos descritos de regresion azul: blue globular
areay blue structureless area), en general la concordancia fue aceptable (k=0,41-
0,60), buena (k=0,61-0,80) o excelente (k=0,81-1,00). Las variables que
mostraron mayor concordancia interobservador fueron Ila ulceracién

dermatoscdpica, el velo azul-blanquecino, el peppering, el reticulo invertido, las
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proyecciones, los vasos lineales irregulares y las estructuras exofiticas
papilomatosas. Las que mostraron menor concordancia interobservador fueron
las manchas de pigmento, los vasos puntiformes, la blue whitish area, la blue

globular area y la blue structureless area.

Tabla 4.6 Indice kappa de Cohen para estudiar la concordancia de la valoracién de las
caracteristicas dermatoscodpicas entre los dos observadores (M.A. y R.B.)

Caracteristicas dermatoscopicas indice kappa (IC 95%)

Reticulo pigmentado 0,88 (0,75 -0,98)
Reticulo invertido 0,89 (0,69 -1)
Puntos o glébulos de pigmento 0,60 (0,42 -0,77)
Proyecciones 0,86 (0,73 -0,95)
Manchas de pigmento 0,53 (0,28 -0,77)
Areas de hipopigmentacion 0,63 (0,48 -0,78)
Velo azul-blanquecino 0,89 (0,78 - 0,98)
Estructuras blancas brillantes o crisdlidas 0,80 (0,66 - 0,93)
Ulceracién dermatoscopica 0,91 (0,78 -1)
Estructuras exofiticas papilomatosas 0,85(0-1)
Vasos lineales irregulares 0,87 (0,72 -0,97)
Vasos puntiformes 0,55 (0,28 - 0,78)
Vasos glomerulares 1(1-1)
Areas rojo-lechosas 0,76 (0,58 - 0,91)
Vasos en coma 1(1-1)
Vasos en sacacorchos 0(0-0)

Regresidn dermatoscdpica

0,60 (0,44 — 0,76)

Despigmentacién blanca tipo cicatriz

0,64 (0,47 - 0,79)

Regresion azul

0,71 (0,51 - 0,86)

Peppering 0,90 (0,76 - 1)
Blue reticular area 0,85(0,32-1)
Blue whitish area 0,48 (-0,026 — 0,85)
Blue globular area -0,01 (-0,026 - 0)
Blue structureless area -0,01 (-0,026 - 0)

Vasos o eritema en areas de regresion

0,65 (0,44 — 0,83)
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4.2 ANALISIS COMPARATIVO

En los siguientes apartados se muestran los datos relativos al estudio de la
asociacion entre las variables clinicas, histopatoldgicas y dermatoscdpicas con la

mutacion de BRAF.

4.2.1 ANALISIS UNIVARIANTE

4.2.1.1 VARIABLES CLINICAS

En la Tabla 4.7 se muestra el estudio de asociacidén entre las variables clinicas y
la presencia o ausencia de mutaciéon en BRAF. La edad se asocié de forma
estadisticamente significativa al estado mutacional de BRAF. Concretamente, los
pacientes con melanoma BRAF-mutado tenian una edad media
significativamente menor (54 afios) que los melanomas wild-type (64 afios)
(p=0,004). El sexo y la localizacién no se correlacionaron con la presencia de

mutaciones en BRAF. En la Figura 4.1 se pueden ver estos datos ilustrados.

Tabla 4.7 Caracteristicas clinicas segun el estado mutacional de BRAF

BRAF
Variables Categoria Wild-type Mutado  P-valor  OR (IC 95%)
58 (62,4) 35 (37,6)
Edad 64,3+15,42 54,3+16% 0,004°* -
Edad <50 11 (19) 16 (45,7) Ref.
) 0,009¢*
categorizada >50 47 (81) 19 (54,3) 0,3(0,1-0,8)
Hombre 32 (55,2) 15 (42,9) Ref.
Sexo 0,289¢
Mujer 26 (44,8) 20(57,1) 1,6 (0,6 —4,2)
Tronco 36 (62,1) 15 (42,9) Ref.
Localizacion 0,087¢
Extremidades 22 (37,9) 20(57,1) 2,2(0,8-5,6)

2Valores expresados como media y desviacion tipica; "Test t-Student; ‘Test exacto de Fisher; *P-valor < 0,05.
OR: Odds Ratio
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Figura 4.1 Graficos de las caracteristicas clinicas segun el estado de BRAF
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4.2.1.2 VARIABLES HISTOPATOLOGICAS

Los resultados del estudio de asociacion entre las variables histopatoldgicas y la

presencia de mutaciones en BRAF se recogen en la Tabla 4.8 y en la Figura 4.2. De

las caracteristicas analizadas, la Unica que alcanzé significacidn estadistica fue el tipo

celular:

e Practicamente todos los melanomas BRAF-mutados (94,29%) presentaban
Unicamente células epitelioides en la anatomia patoldgica, excepto 2 (5,7%)
gue presentaban celularidad nevoide (en uno de ellos este tipo era el
predominante del tumor y el otro tenia una celularidad mixta
epitelioide/nevoide); pero en cualquier caso ninguno de los BRAF-mutados

mostré células fusiformes en la histologia.

e Los melanomas wild-type eran también mayoritariamente epitelioides, pero
en menor medida (84,2%), y lo mas destacado fue que un 14% de ellos
mostré celularidad fusiforme, en contraste con lo que ocurria en los BRAF-

mutados.

Esta asociacidn negativa entre presencia de celularidad fusiforme y existencia de

mutaciones en BRAF fue estadisticamente significativa (OR 0; IC 95% 0-0,9; p=0,02).
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Tabla 4.8 Caracteristicas histopatoldgicas segun el estado mutacional de BRAF

BRAF
Variables Categoria Wild-type Mutado P-valor OR (IC 95%)
58 (62,4) 35 (37,6)
MES 48 (82,8) 29 (82,9)
MN 5 (8,6) 5(14,3)
Tipo histolégico LMM 4(6,9) 0(0) 0,224¢ NC
Spitzoide 1(1,7) 0(0)
Nevoide 0(0) 1(2,8)

Breslow (mm) 1,2 £1,22 1,4 +1,5° 0,492° NC
Breslow <1mm 39 (67,2) 24 (68,6) . Ref.
categorizado >1mm 19 (32,7) 11 (31,4) ! 0,9(0,3-2,5)

[ 4(7,1) 1(3,1) Ref.
1l 18(32,1) 10 (31,3) 2,2(0,2-120,1)
Clark ] 15 (26,8) 12 (37,5) 0,709¢ 3,1(0,3-170,3)
v 19 (34) 9(28,1) 1,9 (0,2 - 103,5)
\Y 0(0) 0(0) NC
.Fa.se de Radial 20 (34,5) 11 (31,4) 0.823¢ Ref.
crecimiento Vertical 38 (65,5) 24 (68,6) ' 1,1(04-3,1)
Ulceracioén No 50 (86,2) 29 (82,9) 0767 Ref.
histolégica si 8(13,8) 6(17,1) ’ 1,3(0,3-4,7)
indice mitético 2,1+442 2,4 +6,12 0,752 NC
indice mitdtico <1 28 (49,1) 16 (45,7) 0,a31¢ Ref.
categorizado >1 29 (50,9) 19 (54,3) 1,1(0,5-2,9)
Elastosis Ausente 33(67,3) 28 (87,5) Ref.
actinica piel 0,064¢
peritumoral Presente 16 (32,7) 4(12,5) 0,3(0,2-1,1)
Regresion No 37(67,3) 26 (74,3) 0638 Ref.
histolégica Si 18 (32,7) 9(25,7) ’ 0,7 (0,2-2,0)
Epitelioide 48 (84,2) 33(94,3) Ref.
Tipo celular? Fusocelular 8(14,0) 0(0) 0,020°* 0(0-0,9)
Nevoide 1(1,8) 2(5,7) 2,9(0,1-174,9)
Nevus asociado No 42(75) 18(34,6) 0,062¢ Ref.
Si 14 (25) 15 (45,4) 2,5(0,9-6,9)

aValores expresados como media y desviacion tipica; PTest t-Student; Test exacto de Fisher; 9Si la celularidad es mixta
(epitelioide + fusocelular o epitelioide + nevoide), se asigna al grupo correspondiente a la celularidad no epitelioide
(fusocelular o nevoide respectivamente);*P-valor < 0,05.

OR: Odds Ratio; NC: No calculable
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Figura 4.2 Graficos de las caracteristicas histopatoldgicas segtin el estado de BRAF
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Figura 4.2 (Continuacion)
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4.2.1.3 VARIABLES DERMATOSCOPICAS

Los resultados del estudio de asociacion entre las variables dermatoscopicas y la

presencia de mutaciones en BRAF se recogen en la Tabla 4.9 y la Figura 4.3. Hubo 3

variables dermatoscdpicas cuya presencia se asocid de forma estadisticamente
significativa a BRAF-mutado: las proyecciones (p=0,034), el velo azul-
blanquecino (p=0,002) y las estructuras exofiticas papilomatosas (p=0,048). De
ellos, el velo azul-blanquecino fue el pardmetro que se asocid con mayor fuerza

a BRAF-mutado, presentando una OR de 4,2.

Tabla 4.9 Caracteristicas dermatoscdpicas segun el estado mutacional de BRAF

BRAF
Variables® Categoria Wild-type Mutado P-valor OR (IC 95%)
58 (62,4) 35 (37,6)
i Ausencia 13 (24,1) 15 (44,1) Ref.
Reticulo pigmentado 0,062¢
Presencia 41 (75,9) 19 (55,9) 0,4(0,1-1,1)
Ausencia 49 (87,5) 33(94,3) Ref.
Reticulo invertido 0,4744
Presencia 7(12,5) 2(5,7) 0,4(0-2,4)
Ausencia 12 (26,1) 5(15,6) Ref.
Puntos o glébulos 0,404¢
Presencia 34 (73,9) 27 (84,4) 1,9(0,5-7,7)
Ausencia 41 (75,9) 17 (51,5) Ref.
Proyecciones 0,0349*
Presencia 13 (24,1) 16 (48,5) 2,9(1,1-83)
Ausencia 6(12,2) 2(6,1) Ref.
Manchas de pigmento 0,465¢
Presencia 43 (87,8) 31(93,9) 2,1(0,4-23,1)
Areas de Ausencia 27 (56,3) 17 (60,7) 0.811¢ Ref.
hipopigmentacién  presencia 21(43,7) 11 (39,3) ’ 0,8(0,3-24)
Ausencia 34 (61,8) 9(27,3) Ref.
Velo azul-blanquecino 0,002°*
Presencia 21(38,2) 24 (72,7) 4,2 (1,5-12,5)
Estructuras blancas Ausencia 44 (83) 21 (63,6) 0.069¢ Ref.
brillantes (crisalidas) Presencia 9(17) 12 (36,4) ’ 2,8(0,9-8,7)
Ulceracién Ausencia 44 (78,6) 27(79,4) 14 Ref.
dermatoscdpica Presencia 12 (21,4) 7 (20,6) 0,9(0,3-3)
iti Ausencia 58 (100) 31(91,2)
Estructura.? exofiticas 0,048 NC
papilomatosas Presencia 0(0) 3(8,8)
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BRAF

Variables® Categoria Wild-type Mutado P-valor OR (IC 95%)
58 (62,4) 35 (37,6)
Ausencia 43 (78,2) 29 (85,3) Ref.
Vasos lineales irregulares 0,580¢
Presencia 12 (21,8) 5(14,7) 0,6 (0,2—-2,2)
Ausencia 46 (86,8) 29 (96,7) Ref.
Vasos puntiformes 0,248¢
Presencia 7(13,2) 1(3,3) 0,2(0-1,9)
Ausencia 53(91,4) 35 (100) Ref.
Vasos glomerulares 0,153¢
Presencia 5(8,6) 0(0) 0(0-1,768)
; Ausencia 43 (81,1) 28 (84,8) Ref.
Areas rojo-lechosas 0,775¢
Presencia 10 (18,9) 5(15,2) 0,8(0,2-2,8)
Ausencia 58 (100) 34 (97,1)
Vasos en coma 0,376¢ NC
Presencia 0(0) 1(2,9)
Ausencia 57 (100) 35 (100)
Vasos en sacacorchos NC NC
Presencia 0(0) 0(0)
Regresién Ausencia 27 (57,5) 19 (67,9) 0.465 Ref.
dermatoscépica  Ppresencia 20 (42,5) 9(32,1) ’ 0,6 (0,2-1,9)
Despigmentacion blanca Ausencia 34 (68) 21(75) 0.609¢ Ref.
tipocicatriz  presencia 16 (32) 7 (25) ’ 0,7(0,2-2,2)
Ausencia 39 (76,5) 26 (81,2) Ref.
Regresion azul 0,785¢
Presencia 12 (23,5) 6(18,8) 0,8(0,2—-2,5)
Ausencia 44 (78,6) 29 (85,3) Ref.
Peppering 0,581¢
Presencia 12 (21,4) 5(14,7) 0,6 (0,2-2,2)
Ausencia 55 (94,8) 34 (100) Ref.
Blue reticular area 0,293¢
Presencia 3(5,2) 0(0) 0(0-4,1)
Ausencia 54 (100) 33 (94,3)
Blue whitish area 0,152¢ NC
Presencia 0(0) 2(5,7)
Ausencia 58 (100) 33 (100)
Blue globular area NC NC
Presencia 0(0) 0(0)
Ausencia 57 (100) 34 (100)
Blue structureless area NC NC
Presencia 0(0) 0(0)
Eritema o vasos en dreas Ausencia 40 (80) 26 (83,9) 0.773¢ Ref.
de regresion Presencia 10 (20) 5(16,1) ’ 0,8(0,2-2,8)
TDS 6,1+1,4° 6,3+1,2° 0,409¢ NC

3Se han tenido en cuenta Unicamente aquellos melanomas en los que los dos observadores coinciden en la
valoracién de sus caracteristicas dermatoscépicas; ®Valores expresados como media y desviacion tipica; ‘Test
t-Student; 9Test exacto de Fisher;*P-valor < 0,05.

OR: Odds Ratio; NC: No calculable
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Figura 4.3 Graficos de las caracteristicas dermatoscdpicas segun el estado de BRAF
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Figura 4.3 (continuacion)
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Figura 4.3 (continuacion)
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4.2.2 ANALISIS MULTIVARIANTE. MODELOS PREDICTIVOS

4.2.2.1 REGRESION LOGISTICA MULTIPLE

Como se ha indicado en el apartado 3.7.2, con el fin de estudiar la relacion entre
el estado mutacional de BRAF y las caracteristicas clinicas, histoldgicas y
dermatoscdpicas de los melanomas se realizé un andlisis de regresion logistica
multiple considerando como variable respuesta el estado de mutacién y como
variables explicativas aquellas que resultaron significativas en los test de
asociacion univariantes (edad, tipo celular, proyecciones, velo azul-blanquecino

y estructuras exofiticas papilomatosas).

Considerando la transformacion logistica para relacionar p; (probabilidad de que
el paciente i presente BRAF mutado) con el predictor lineal, el modelo de
regresion que considera el efecto de todas las variables explicativas que

resultaron significativas en los test de asociacion puede expresarse como:

logit(p;) = log (:; ) = [, + B, - edad + 3, - tipo_celular + B5 -

i

proyecciones + f3, - velo + s - estructuras_exofiticas.

Tras realizar el ajuste de dicho modelo, se observd que no todos los efectos de
las variables explicativas consideradas resultaron significativos y que podia
eliminarse alguno de ellos. Para seleccionar el modelo que mejor describe los
datos, se aplicd a continuacién el procedimiento automatico de seleccién de

variables por pasos hacia delante (Stepwise-forward), teniendo en cuenta el
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Bayesian Information Criterion (BIC). Este método consiste en partir de un
modelo inicial sin ninguna variable explicativa. En cada paso, se prueba la
inclusion en el modelo de cada una de las variables explicativas, de forma que se
irdn incluyendo aquellas variables para las que se obtiene una mejor calidad del

ajuste del modelo segun el valor del estadistico BIC.

Finalmente, el modelo resultante es aquel que considera como variables
explicativas: edad y probabilidad de que el melanoma presente la caracteristica

velo azul-blanquecino. Es decir:

Di
1-p;

logit(p;) = log( ) = Bo + B; - edad + 3, - velo

En la Tabla 4.10 se muestran los resultados del modelo de regresion logistica

multiple.

Tabla 4.10 Resultados del modelo de regresion logistica multiple

Error P_ OddS Ratio
Coeficientes Estimacion )
estandar valor (1C 95%)
Bo (Intercept) 1,0396 0,9420 0,27 -
0,96
B1 (Edad) -0,0396 0,0149 0,008
(0,93 -0,99)
- 4,3
B2 (Velo azul 1,4658 0,4985 0,003
blanquecino) (1,63 -11,51)
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4.2.2.1.1 INTERPRETACION DE LOS PARAMETROS DEL MODELO DE
REGRESION LOGISTICA MULTIPLE. PREDICCION DEL ESTADO
MUTACIONAL DE BRAF

El modelo estimado es, pues, de la forma:

Di
1-p;

logit(p;) = log( ) = fo + B; - edad; + 3, - velo;

= 1,0396 — 0,0396 - edad; + 1,4658 - velo;

Por tanto, a partir de la edad de un paciente y de su probabilidad de presentar
la caracteristica velo azul-blanquecino, podemos predecir la probabilidad de que
dicho paciente presente BRAF-mutado (p;) de la siguiente forma (despejando p;

de la ecuacién anterior):

e1,0396—0,0396-edadi+1,4658-veloi

bi = 1 + ¢1,0396-0,0396-edad;+1,4658-velo;

Esta formula puede introducirse en una hoja de calculo para poder obtener el

resultado de forma rapida y sencilla (ver apartado 5.4).

La interpretacién de los parametros del modelo estimado es la siguiente:

o ﬁo = 1,0396 representa el valor del logit de la probabilidad de que un
paciente presente BRAF mutado (logit(p;)) cuando su edad y su

probabilidad de presentar velo azul-blanquecino son 0.

logit(p;) = log((lfﬁ) Sy
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Por tanto, la probabilidad de BRAF mutado cuando la edad vy Ia

probabilidad de velo azul-blanquecino son 0 es de 0,739:

exp(Bo)
pi=—"—"—""7>—=20,739
b +exp(Bo))
B1 = —0,0396 representa el cambio que se produce en el logit(p;) de

gue un paciente presente BRAF mutado cuando la edad del paciente se
incrementa en una unidad y el resto de variables permanecen
constantes. La estimacién de f; es negativa (<0), por lo tanto la
probabilidad de BRAF-mutado disminuye conforme aumenta la edad
del paciente. En un modelo de regresion logistica las exponenciales de
los parametros coinciden con Odds Ratio (OR):
eP1 = ¢7003% = 0,9612

Esto significa que la probabilidad de que se encuentre BRAF-mutado se
divide por 1,04 (1/0,9612=1,04) por cada aumento de un afio en la edad
del paciente. Es decir, la Odds de BRAF-mutado (probabilidad de BRAF-
mutado sobre probabilidad de wild-type) disminuye un 4% por cada

aumento de un afio en la edad del paciente.

—~

B2 = 1,4658 representa el cambio que se produce en el logit(p;)

cuando el melanoma del paciente i presenta la caracteristica velo
azul-blanquecino frente a los pacientes que no la presentan. La

estimacion de .32 es positiva (>0), por lo tanto la probabilidad de BRAF
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mutado aumenta conforme aumenta la probabilidad de velo azul-
blanquecino. Como en un modelo de regresion logistica las

exponenciales de los parametros coinciden con OR tenemos que:
efz = 14658 = 4,331

Esto significa que la probabilidad de que se encuentre de BRAF-mutado
se multiplica por 4,33 cuando el melanoma presenta la caracteristica
velo azul-blanquecino con respecto a los melanomas que no la

presentan.

4.2.2.1.2 PRECISION DEL MODELO PREDICTIVO (REGRESION LOGISTICA)
v' ¢Como de bien predice este modelo nuestros datos?
Si entendemos que predecir correctamente equivale a que los ceros (wild-
type) sean estimados con una probabilidad de mutacién p; < 0,5 y los unos
(BRAF-mutado) con una probabilidad de mutacién p; = 0,5, podemos

concluir que (Tabla 4.11):

Tabla 4.11 Capacidad predictiva del modelo de regresion logistica multiple
considerado

Predichos
Wild-  BRAF- S E VPP VPN
type mut
49 9
Wild-type
(84,5 %) (15,5 %)
Observados 18 17 49% 85% 65% 73%
BRAF-mut

(51,4%) (48,6 %)
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Este modelo clasifica correctamente al 84,5 % de los melanomas wild-
type y al 48,6% de los melanomas con mutacién BRAF. Este modelo

clasifica correctamente, por lo tanto, al 71 % de los melanomas.

v'  Comparacién del porcentaje total de pacientes clasificados correctamente

con la proporcion de precision por azar:

La proporcion de precisidn por azar se calcula sumando la proporcién de
pacientes en cada grupo al cuadrado. En nuestro caso, la proporciéon de
pacientes con estado de mutacidn wild-type es 0,624 (62,4%) y con BRAF

mutado 0,376 (37,6%), por tanto:

0,624% + 0,376% = 0,531

Si se considera como util el modelo de regresién logistica cuando éste
mejora un 25% la proporcién de precisién por azar'®: 0,531-1,25 = 0,664
(66,4%). Debemos comparar esta proporcion con el porcentaje global del
modelo que, como se puede comprobar, es superior (71%).

v' ¢Cémo de bien predice este modelo datos que no han sido tenidos en

cuenta en su construccion?

Para estudiar la capacidad predictiva del modelo con datos nuevos, se
seleccionaron aleatoriamente 47 melanomas de la base de datos
(aproximadamente la mitad). Los datos correspondientes a estos 47

melanomas fueron utilizados para ajustar el modelo de regresién. El estado
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de mutacion wild-type/BRAF del resto de melanomas se predijo en funciéon
de su edad y probabilidad de presentar la caracteristica velo azul-
blanquecino a partir del modelo ajustado, comparandose lo predicho con lo
observado (método de validacidn cruzada, ver apartado 3.7.2 y apartado 6:

Limitaciones). Los resultados se muestran en la Tabla 4.12.

Tabla 4.12 Capacidad predictiva del modelo de regresion logistica multiple
considerando datos que no han sido utilizados en el ajuste de modelo

Predichos
E VPP VPN
Wild-type BRAF-mut
Wild- 21 8
type (72,4 %) (27,6 %)
Observados 65% 72% 58% 78%
BRAF- 6 11

mut (353%) (64,7 %)

Este modelo clasifica correctamente al 72,4 % de los melanomas wild-type y al
64,7 % de los melanomas con BRAF-mutado, considerando melanomas que no
han sido tenidos en cuenta en el ajuste del modelo de regresion. Este modelo
clasifica correctamente al 69,6 % de los melanomas no tenidos en cuenta a la

hora de ajustar el modelo.

4.2.2.2 ARBOL DE CLASIFICACION.

Al igual que en el modelo de regresidn logistica, al construir un arbol de
clasificacidn se pudo comprobar que las variables mas importantes para predecir

el estado de mutacidn BRAF eran el velo azul-blanquecino y la edad. En la Figura
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4.4 se muestra el arbol de clasificacion obtenido en el programa estadistico. En

la Figura 5.10 (Discusion) se ofrece una adaptacién simplificada de este arbol.

Figura 4.4 Arbol de clasificacién para predecir el estado de mutacion wild-
type/BRAF-mutado
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La interpretacién predictiva del arbol seria la siguiente:

Si el melanoma no presenta velo azul-blanquecino (la probabilidad de que el
melanoma presente la caracteristica velo azul-blanquecino es inferior a 0,25;
esto es: ninguno de los dos observadores considerd que el melanoma presentaba
esta caracteristica), se puede concluir que el estado de mutacién es wild-type.

Por el contrario, si el melanoma presenta velo azul-blanquecino (aunque solo
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uno de los observadores considerara que lo presentaba) y el paciente tiene
menos de 77,5 afios, se puede concluir que el estado de mutacién es BRAF-
mutado. En cambio, si el melanoma presenta velo azul-blanquecino (aunque solo
uno de los dos observadores haya considerado que lo presenta) pero el paciente
tiene mas de 77,5 afios, el estado de mutacidn sera probablemente wild-type.
Los datos concretos respecto al nimero de casos y porcentaje de melanomas

con BRAF-mutado en cada rama se muestran en la Figura 4.4.

Por lo tanto, el indicador mas importante de mutacién en BRAF es la presencia
de velo azul-blanquecino, ya que su presencia o ausencia constituye la primera

ramificacion del modelo.

v' é¢Cémo de bien predice nuestros datos este arbol de clasificacién?

Este darbol clasifica correctamente al 74,1% de los melanomas wild-type y al
71,4% de los melanomas con mutacién BRAF. Este arbol clasifica correctamente

al 73,1 % de los melanomas (Tabla 4.13).

Tabla 4.13 Capacidad predictiva del arbol de clasificacién

Predichos
E VPP VPN
Wild-type  BRAF-mut
Wild- 43 15
type (74,1 %) (25,9 %)
Observados 71% 74% 63% 81%
BRAF- 10 25

mut (28,6 %) (71,4 %)
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v' ¢Cémo de bien predice este arbol datos que no han sido tenidos en cuenta
en su construccion?

Al igual que con el modelo de regresién logistica multiple, para estudiar la
capacidad predictiva del arbol de clasificacion con datos nuevos, se
seleccionaron aleatoriamente 47 melanomas de la base de datos
(aproximadamente la mitad) para ajustar el modelo y predecir el estado
mutacional del resto, comparando posteriormente lo predicho con lo
observado (método de validacidon cruzada, ver apartado 3.7.2 y apartado 6:

Limitaciones). Los resultados se muestran en la Tabla 4.14.

Tabla 4.14 Capacidad predictiva del arbol de clasificacién utilizando datos que no
han sido tenidos en cuenta en su construccion.

Predichos
S E VPP VPN
Wild-type BRAF-mut
Wild- 19 10
type (79,2 %) (20,8 %)
Observados 71% 66% 55% 79%
BRAF- 5 12

mut (45,5%) (54,5 %)

Asi pues, este arbol clasifica correctamente al 79,2% de los melanomas wild-
type y al 54,5% de los melanomas con mutacion BRAF, considerando
melanomas que no han sido tenidos en cuenta en la construccion del arbol
de clasificacion. Este arbol clasifica correctamente al 67,4 % de los

melanomas no tenidos en cuenta en el ajuste del modelo.

134



5.
DISCUSION



136



5 DISCUSION

En el presente trabajo se ha investigado la asociacién entre las caracteristicas
dermatoscopicas del melanoma cutaneo y el estado mutacional de BRAF. En el
momento en que se inicid el estudio no existia ninguna publicacion previa que
analizara esta asociacidn, por lo que se disefid como un estudio exploratorio al

respecto.

Ademas de las caracteristicas dermatoscdpicas, se incluyeron también variables
clinicas e histopatoldgicas con el fin de ajustar los resultados obtenidos en el
anadlisis de las variables dermatoscdpicas, asi como para comparar nuestros
resultados con los de estudios previos que examinan la asociacion de

caracteristicas clinicopatoldgicas con la presencia de mutaciones en BRAF.

De este modo, hemos podido constatar que los melanomas si que presentan
caracteristicas dermatoscépicas diferenciales en funcion del estado mutacional
de BRAF. A continuacién se discutirdn uno a uno los resultados de nuestro
estudio, tanto en lo que se refiere a las caracteristicas descriptivas de la muestra
analizada como, principalmente, en lo que se refiere a las caracteristicas
distintivas entre melanomas BRAF-mutados y melanomas wild-type (y la
capacidad de predecir el estado mutacional en base a estas), comparandolo todo

con los datos existentes al respecto en el momento actual.
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5.1 CARACTERISTICAS GENETICAS

Un 37,6% de los melanomas de nuestro trabajo presentaban mutaciéon en BRAF
(Figura 5.1), lo cual esta en consonancia con la frecuencia referida en los estudios
previos, tanto del dmbito nacional (32-39%)**#3 como internacional (36,4% en el

metaandlisis mas reciente’?).

Figura 5.1 Prevalencia de BRAF-mutado en la muestra estudiada

BRAF mutado (37.63 %)

Wild-type (62.37 %)

5.2 CARACTERISTICAS CLiNICAS E HISTOPATOLOGICAS

En 2013 se publicaron los resultados de la primera fase del proyecto del Registro
Nacional de Melanoma Cutaneo (RNMC) de Espafia®, en el que se describen las
caracteristicas del tumor en el momento del diagndstico. En este estudio se
analizaron las caracteristicas de 13.628 melanomas diagnosticados a lo largo de
un periodo de 15 afos en nuestro pais (1997-2011), constituyendo el trabajo

mas amplio de este tipo en nuestro medio. Por lo tanto constituye el principal
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referente con el que comparar los datos descriptivos clinicos e histopatoldgicos

de nuestra muestra.

5.2.1 EDAD

Las edades de los casos incluidos en nuestro estudio estaban comprendidas
entre los 18 y los 90 afios, con una media de 60 afios. Esta media es
practicamente superponible a la obtenida por el RNMC, que fue de 57 afios?, asi
como a la obtenida en otros estudios de nuestro pais, que oscila entre los 57 y

los 60 afios”&110:111

En cuanto a la comparativa entre melanomas BRAF-mutados y wild-type,
encontramos que existe una diferencia estadisticamente significativa entre
ambos grupos (p=0,004): los melanomas BRAF-mutados aparecen en pacientes
mas jovenes (media: 54 afos) que los melanomas wild-type (media: 64 afios). La
significacién estadistica se mantiene ademds en el analisis multivariante

(p=0,008).

Este hallazgo esta en consonancia con lo descrito en el mayor y mads reciente
metaanalisis sobre la asociacion de las caracteristicas clinicopatoldgicas del
melanoma primario con la presencia de mutaciones en BRAF de Kim et al’},
publicado en junio de 20157, En él, encuentran que la prevalencia de mutacién
en BRAF es significativamente mayor en pacientes de edad mas joven.

Concretamente, categorizando la edad de forma dicotémica, encuentran que el
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36,9% de los pacientes <50 afios presentan mutacién en BRAF, frente a un 25,3%
de los pacientes 250 anos (p<0,001). Si examinamos nuestros datos de la misma
forma, encontramos que en nuestra muestra en el grupo de pacientes <50 afios
se observa mutacion BRAF en 16/27 (59,3% de los casos), frente a 19/66 (28,8%)
en el grupo de pacientes =50 afios (p=0,009). Esta mayor frecuencia de mutacién
de BRAF en melanomas de pacientes mds jovenes ha sido observada de forma

reiterada en muchas otras publicaciones’%8%84112,113

Todo esto, ademads, es acorde con la nueva clasificacién o taxonomia de los
melanomas sugerida por Bastian®’ en la que, como se sefialaba en la
Introduccion (apartado 1.4.2), los melanomas con alta frecuencia de mutaciones
en BRAF constituirian un grupo (ubicado en el mismo taxon que los nevus
adquiridos) que se caracteriza por aparecer en pacientes mas jovenes y que han

experimentado exposicidn solar intermitente (versus crénica)’t72112113,

En resumen, la edad media de nuestra muestra es superponible a la descrita en
otras publicaciones de nuestro medio. Nuestra observacién de que las
mutaciones en BRAF son significativamente mas frecuentes en melanomas de
pacientes mds jovenes esta en consonancia con lo descrito hasta el momento en
la literatura, asi como con la nueva clasificacion de los melanomas y los nuevos
conocimientos que se tienen sobre las distintas vias patogénicas que conducen

a la aparicion del melanoma.
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5.2.2 SEXO

En nuestro estudio hay practicamente el mismo nimero de mujeres (46 mujeres:
49,5%) que de hombres (47 hombres: 50,5%), de forma similar a lo que ocurre
en otros estudios de nuestro medio®!!. Sin embargo, en los datos del RNMC
existe cierto predominio femenino, con un 56,5% de mujeres y un 43,5% de
hombres?, y ocurre lo mismo en algunos estudios de nuestro pais anteriormente

pu blicados7,110,111,115

La ausencia de predominio femenino en nuestra serie podria deberse a la
tendencia a una mayor incidencia de melanoma en varones que se ha ido
produciendo en los Ultimos afios?. De hecho, en varios paises ya supera de forma
considerable a la incidencia en mujeres, como ocurre en Estados Unidos, donde
actualmente la incidencia en hombres (28,5casos/100.000personas-afio)
practicamente duplica a la de mujeres (16,9casos/100.000personas-afio)®. En
este sentido, el hecho de incluir en nuestro estudio Unicamente melanomas
diagnosticados a partir de 2011 podria justificar la ausencia de predominio
femenino en nuestra muestra. En efecto, asi ocurre en otros trabajos recientes

de nuestro pais3¥11,

Por lo que respecta al andlisis de asociacion con BRAF-mutado, en nuestro
estudio no se encuentran diferencias estadisticamente significativas entre
hombres v mujeres, en consonancia con lo publicado
70,71,82,83,91,112,113.

anteriormente
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5.2.3 LOCALIZACION

En nuestro trabajo, los melanomas se localizaron con mayor frecuencia en el
tronco (54,8%), que en las extremidades (45,2%), al contrario que en el RNMC
(47,2% y 52,8% respectivamente, una vez excluidos los melanomas de cabeza y
mucosas para igualar el total sobre el que se calcula el porcentaje?). Esta
diferencia probablemente se deba a la exclusion de los melanomas
palmoplantares de nuestro estudio, que en el RNMC estarian incrementando el
numero de melanomas de localizacion en extremidades. Apoyando esta
explicacion, encontramos que en otros estudios de nuestro medio que analizan
los melanomas de manos y pies como grupo independiente (no incluyéndolos
dentro del grupo de melanomas de localizacion en extremidades) también se
observa este predominio de tronco sobre extremidades’*'®, De todos modos, en
otros trabajos también se ha descrito, como en el nuestro, una mayor frecuencia
de melanomas en tronco que en extremidades, aun incluyendo los melanomas

palmoplantares®83115,

Respecto al analisis de asociacion con BRAF-mutado, en numerosas
publicaciones se ha descrito una mayor frecuencia de mutacién en BRAF en los
melanomas localizados en tronco (versus extremidades)®*7%783112_Sin embargo,
en nuestro estudio no se han hallado diferencias estadisticamente significativas
en cuanto a la localizacion. Es mas, solo el 42,9% de los melanomas con BRAF

mutado de nuestra muestra estaban localizados el tronco, mientras que el 57,1%
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estaban en las extremidades. Sin embargo, los melanomas con BRAF wild-type
fueron en nuestra muestra mas frecuentes en tronco (62,1%) que en

extremidades (37,9%).

Esta mayor frecuencia de mutaciones en BRAF en melanomas localizados en
extremidades no es estadisticamente significativa, y no debe entenderse como
un hallazgo que contradiga los nuevos conocimientos sobre la patogenia del
melanoma (y la nueva clasificacion de Bastian). Lo que importa cuando
pensamos en la via patogénica del melanoma no es la localizacién en si, sino la

presencia o ausencia de dafio solar crénico en la piel.

Generalmente se acepta que el tronco es una localizacién habitualmente
fotoprotegida sometida a exposicién solar intermitente y, por tanto, una zona
de piel sin dafio solar crénico en la que deberian predominar los melanomas con
BRAF-mutado. Sin embargo, las extremidades son consideradas en algunos
estudios como zona habitualmente fotoprotegida’”®®'” y en otros como zona de

dafio actinico crénico (algunos consideran asi antebrazos y piernas!®

, otros solo
dorso de manos!?), existiendo una importante heterogeneidad entre

publicaciones™.

Asumir que una zona anatomica esta habitualmente fotoprotegida y otra
habitualmente fotoexpuesta puede llevar a error, ya que esto va a depender de

la localizacién geografica de los pacientes y de sus habitos de vida. Si queremos
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valorar con fiabilidad la presencia o ausencia de dafio actinico crénico, la medida
mads objetiva es la histologia (elastosis solar), no la localizaciéon anatdmica’®. De
hecho, en un reciente estudio se comprueba que los melanomas que aparecen
en piel con elastosis solar tienen caracteristicas clinico-patoldgicas similares
entre si y significativamente distintas a los que aparecen en piel sin elastosis

solar, independientemente de su localizacién anatémica®.

Por lo tanto, la localizacién anatémica tiene un menor valor que la elastosis solar
ala hora de agrupar a melanomas con similar patogenia (y, por tanto, con similar
base genética). De hecho, como se discute mas adelante (apartado 5.2.8), en
nuestro estudio la relacién entre elastosis solar y frecuencia de mutaciones en
BRAF si que muestra (aunque sin alcanzar la significacién estadistica) la

tendencia esperada.

5.2.4 TIPO HISTOLOGICO

Segun los datos del RNMC?, en Espafia el melanoma de extensién superficial
supone el 65% de los casos, el melanoma nodular un 19,8%, el lentigo maligno
melanoma un 8,9% y el melanoma lentiginoso acral un 5,8% (el 0,4% restante es
de mucosas). Sin embargo, en nuestro estudio el melanoma de extensién
superficial supone un mayor porcentaje de los casos (82,8%), seguido por el
melanoma nodular (10,7%), el lentigo maligno melanoma (4,3%) y otros tipos
histoldgicos (spitzoide y nevoide, 1 caso de cada, que suponen entre ambos un

2,2%).
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A la hora de comparar la frecuencia de los distintos tipos de melanoma que
observamos en nuestra serie con los descritos en la literatura, debemos tener
presente que la localizacidn facial o palmoplantar es criterio de exclusién. Por lo
tanto, no hay en nuestra muestra ninguin caso de melanoma lentiginoso acral, y
muy pocos de tipo lentigo maligno melanoma (Unicamente aquellos de
localizaciéon extrafacial). De hecho, en otro estudio sobre la relacidn
dermatoscopia-genética en el que se tienen en cuenta criterios de exclusion muy
parecidos a los nuestros, de Fargnoli et al*®, el melanoma de extension
superficial supone un 80% de los casos y el melanoma nodular un 12,5%, que son
frecuencias casi idénticas a las que nosotros hemos obtenido. Asimismo, en un
estudio publicado en 2006 en el que se analizaban las caracteristicas de 1571
melanomas en Valencia diagnosticados en 2 centros de referencia (IVO vy
Hospital General), y en el que los melanomas de manos y pies también se
separaban del resto de melanomas de extremidades, encontramos que de 1073
melanomas localizados en tronco o extremidades, cerca también del 80% eran

de extension superficial (822: 77%)’.

Por lo tanto, en cuanto a la frecuencia observada de los distintos tipos
histoldgicos, tampoco parece haber una discordancia entre los datos obtenidos
en nuestra muestray lo descrito anteriormente en la literatura, una vez se tienen

en cuenta los criterios de exclusion de nuestro estudio.
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Por lo que respecta a la posible relacién con la presencia de mutaciones en BRAF,
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas respecto al tipo
histoldgico. En nuestro estudio un 50% (5/10) de los melanomas nodulares
presentaban BRAF mutado frente a un 37,6% de los melanomas de extension
superficial (29/77), diferencia que no es significativa. Esto contrasta con lo
descrito mayormente en la literatura, en la que se encuentra una mayor

frecuencia de mutaciones BRAF en melanomas de extensidn superficial’®7182,

Asi, en el metaanalisis de Kim et al’*

encuentran que la frecuencia mas alta de
mutacidn en BRAF se encuentra en melanomas de extensién superficial (50,4%),
seguida del melanoma nodular (40,7%), lentigo maligno melanoma (19,5%) y
melanoma lentiginoso acral (14,6%) (p<0,001)’. Para entender esta

discordancia, de nuevo debemos tener en cuenta los criterios de exclusidon de

nuestro estudio.

En el estudio multicéntrico de la Comunidad Valenciana, de Garcia-Casado et
al®, cuya poblacién de estudio es mas parecida a la nuestra (se incluyen
Unicamente melanomas localizados en tronco y extremidades —excluyendo
acrales—) encuentran, como nosotros, que las mutaciones en BRAF no se asocian
al tipo histoldgico de extensién superficial. En él, las frecuencias de mutacion
recuerdan mas a las nuestras, presentando mutacién el 59,2% de los melanomas
nodularesy el 27% de los de extensidn superficial, asociandose la mutacion BRAF

con el tipo nodular de forma estadisticamente significativa®.
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Aunque en nuestra muestra solo hubo 4 casos de lentigo maligno melanoma,
cabe sefalar que ninguno de ellos mostraba mutacion en BRAF. Esta baja
frecuencia de mutacién BRAF en este tipo histoldgico, intimamente relacionado

121

con el dafo solar crénico*, va en consonancia tanto con lo publicado al

respecto’®? como con lo que sabemos actualmente sobre la patogenia

molecular del melanoma®>"7%%>,

5.2.5 PROFUNDIDAD DE INVASION

El espesor de Breslow medio de nuestra muestra fue de 1,2mm, que se situa por
debajo del descrito en el RNMC, que es de 1,97mm. Si se categoriza, tenemos
gue un 67,7% de nuestros melanomas presentaban un indice de Breslow <1mm,

frente a un 50,1% de los del RNMC.

De nuevo, como ocurria con el género de los pacientes, debemos tener en
cuenta que nuestra muestra se limita a melanomas diagnosticados a partir de
2011, y que la muestra del RNMC se recoge desde 1997. La progresiva
disminucién en el espesor tumoral de las lesiones diagnosticadas, con una
evidente disminucidon de los melanomas gruesos (todo ello a pesar de un
aumento global de la incidencia y gracias a un diagndstico mas precoz), se ha

puesto de manifiesto en multiples estudios*”8

, Y puede justificar lo observado
en el nuestro. De hecho, en otros trabajos recientes de nuestro pais ya se

observan datos de espesor tumoral mas parecidos a los nuestros, como en el de

Ciudad-Blanco et al***, con un 67% de melanomas con un indice de Breslow
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<1mm, el de Troya-Martin et al*'*, en el que suponen el 66,7%, o el de Gamo
(tesis doctoral)'?2, en el que son el 67,6%. Por lo tanto, parece que en estudios
espafioles que recogen melanomas diagnosticados a partir de 2005, 2/3 de los
casos corresponden a melanomas delgados con Breslow <1mm, y nuestra

muestra refleja esta nueva realidad.

En cuanto al estudio de asociacién, ninguna de las variables que valoran la
profundidad de invasién tumoral (espesor de Breslow, nivel de Clark y fase de
crecimiento) se asocid de forma estadisticamente significativa a la presencia de
mutaciones en BRAF. Ni siquiera se observd una tendencia: el 67,2% y el 68,6%
de los melanomas BRAF wild-type y los BRAF-mutados respectivamente

mostraban un espesor de Breslow <1mm.

Los datos al respecto en la literatura son contradictorios, aunque
predominantemente no muestran relacién entre el espesor tumoral y el estado
mutacional de BRAF’1929397 No obstante, hay tanto estudios que encuentran
que las mutaciones predominan en melanomas mas delgados’®, como otros que

encuentran que predominan en melanomas mas gruesos®.

En cualquier caso, el hecho de que nuestro grupo de melanomas BRAF-mutados
y el grupo de melanomas wild-type sean equivalentes en cuanto al espesor
tumoral es un dato de gran relevancia teniendo en cuenta el primer (y principal)

objetivo de nuestro trabajo: el estudio de las diferencias dermatoscdpicas entre
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ellos. Se sabe que una mayor o menor profundidad de invasién tumoral supone
la visualizacidn de unos hallazgos dermatoscdpicos distintos?*?%. Por lo tanto, si
el grupo BRAF-mutado y el grupo wild-type son homogéneos en cuanto a
profundidad tumoral, resulta mas probable que las diferencias dermatoscdpicas
observadas entre ellos se deban a la genética del melanoma y no a una diferencia

de profundidad de invasion.

De hecho, esta es una clara limitacién en la interpretacién de los resultados del
estudio dermatoscopia-BRAF de Bombonato et al’* que los propios autores
admiten®®. En su trabajo encuentran un espesor de Breslow medio
significativamente superior en el grupo de lesiones con BRAF-mutado. Esto
podria verse condicionado por el hecho de que realizan la determinacién de
BRAF predominantemente en melanomas avanzados, con finalidad terapéutica
o de estudio prondstico®® (este punto se discute con mds detalle en el apartado
5.3.2.4). El hecho es que en nuestro trabajo hemos logrado evitar este posible
sesgo, gracias a que la determinacion de BRAF se ha realizado en todos los casos
de melanoma en los que se disponia de imagen dermatoscdpica,

independientemente de su grosor.

Por lo tanto, el espesor tumoral de los melanomas de nuestro estudio no solo

refleja la nueva realidad epidemioldgica del melanoma en nuestro pais>!1411>122,
sino que ademas la homogeneidad en cuanto a profundidad de invasion entre el

grupo de melanomas con y sin mutacion de BRAF da mayor validez a la posible
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relacién entre las diferencias dermatoscépicas observadas entre los grupos y su

distinta base genética.

5.2.6 ULCERACION HISTOLOGICA

En nuestro estudio, un 15,1% de los melanomas presentaba ulceracién, un
porcentaje cercano, aunque inferior, al referido por el RNMC, que es del 20,6%.
Tal como ocurria con el espesor de Breslow, la tendencia actual es a un
diagndstico cada vez mas precoz?, lo cual supone también una menor proporcion
de casos ulcerados’, como ponen de manifiesto los estudios més recientes de

nuestro medio, en los que el porcentaje de casos ulcerados oscila entre el 7-

11%114,115,122

De nuevo nos encontramos con que nuestra muestra parece concordar con lo
observado en la practica clinica habitual de los Ultimos afios en nuestro pais, de
forma que no existe un predominio de melanomas mads avanzados, a diferencia
de lo que parece ocurrir en los estudios dermatoscopia-BRAF de Pozzobon et al*®
(42% de casos ulcerados) y, en menor medida, Bombonato et al’* (26% de casos
ulcerados). De todos modos, el dato de prevalencia de ulceracién ofrecido en el
de Pozzobon et al*® no es todo lo confiable que debiera ser. En realidad solo 17
casos estaban ulcerados, pero solo disponen de datos sobre ulceracidn
histoldgica en 40 de los 72 casos incluidos, por lo que hay 32 casos en los que no
cuentan con informacion al respecto. Sin embargo, es probable que pocos o

ninguno de esos 32 casos tuviera ulceraciéon histoldgica, ya que el nUmero de
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casos con ulceracidon dermatoscdpica no fue mucho mayor (20 casos de los 72
valorados) y, como se discute mas adelante, la dermatoscopia parece tener una

alta sensibilidad en la deteccidn de ulceracion (apartado 5.3.1.2).

En lo que se refiere al estudio de asociacidon, en nuestro trabajo no observamos
diferencias significativas entre el grupo de melanomas con BRAF mutado (17,1%
ulcerados) y el grupo de melanomas wild-type (13,8% ulcerados), en
consonancia con lo descrito en el metaanélisis de Kim et al”* y otros trabajos
posteriores no incluidos en el metaanalisis®*°>°3, No obstante, cabe sefialar
también que hay otros estudios en los que si que se ha encontrado mayor

frecuencia de ulceracidn en melanomas con mutacién en BRAF383°1,

5.2.7 INDICE MITOTICO

Ni el RNMC ni el resto de estudios que describen las caracteristicas clinico-
patoldgicas del melanoma en nuestro pais referidos hasta el momento
presentan datos sobre la frecuencia de la presencia de mitosis en el estudio
histolégico. No obstante, si extraemos los datos de otros trabajos vemos que en

dos recientes®*1%3

encuentran presencia de mitosis (21/mm?) en un 45% de los
melanomas (57/126 y 401/892 respectivamente). En nuestro estudio

encontramos una frecuencia similar, con un 52% presentando >1mitosis/mm?en

el estudio histoldgico.
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En cuanto al estudio de asociacion, nosotros no hemos encontrado diferencias
significativas en cuanto a indice mitético entre el grupo con BRAF-mutado y el
grupo wild-type, como ocurre en uno de los pocos estudios que analiza este
aspecto®. No obstante, Thomas et al®? si que encontraron una asociacién con un
mayor indice mitdtico, asi como previamente Long et al*?*, si bien en este Gltimo
caso estudiaban Unicamente melanomas metastasicos y habia una altisima
proporcion de ellos con presencia de mitosis en la histologia del primario (86%,

126/146).

5.2.8 ELASTOSIS ACTINICA EN PIEL PERITUMORAL

Nuevamente, el RNMC no nos aporta informacion respecto a esta caracteristica.
En el trabajo de Garcia-Casado et al®® encontramos que un 23% del total de los
melanomas presentaba elastosis solar. En el metaanélisis de Kim et al’* tenemos
que de 2064 melanomas (de 14 estudios distintos con datos sobre elastosis
solar), 620 presentaban este hallazgo (30%). En nuestra muestra se disponia de
informacidn sobre este parametro en 81 de los 93 casos incluidos y 20 de ellos
(24,7%) presentaban elastosis solar, siendo por tanto un porcentaje equivalente

a lo publicado anteriormente.

Por lo que respecta al estudio de asociacion, nosotros observamos una tendencia
a una asociacion inversa entre elastosis solar y frecuencia de mutaciones en
BRAF que se acerca a la significacion estadistica aunque sin alcanzarla (p=0,06).

Asi, de los melanomas BRAF-mutados, solo un 12,5% de los casos asienta en piel
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con elastosis solar, frente a un 32,7% de los casos wild-type. En el estudio de
Garcia-Casado et al®® la diferencia es significativa y los porcentajes son muy

parecidos, del 16,9% y el 33,6% respectivamente (p=0,04).

En el metaanalisis de Kim et al”*

presentan los datos de otro modo, observandose
qgue un 28,5% de los melanomas que asienta en piel con elastosis solar presentan
mutacion en BRAF, frente a un 51,9% de los que asientan en piel sin elastosis
solar (p<0,001). Si mostramos nuestros datos del mismo modo, obtenemos
proporciones similares, con un 20% (4/20) frente a un 46% (28/61)

respectivamente. Otros estudios confirman también la menor frecuencia de

elastosis solar en los melanomas BRAF-mutados®>%’.

Por lo tanto, la tendencia observada en nuestro estudio hacia una asociacion
inversa entre la presencia de elastosis solar y la frecuencia de mutaciones en

71859297 v con los nuevos

BRAF concuerda con lo publicado hasta el momento
conocimientos sobre la patogenia molecular del melanoma®"2, El limitado

numero de casos de nuestra muestra podria haber impedido alcanzar la

significacion estadistica.

5.2.9 REGRESION HISTOLOGICA

Un 30% de nuestros melanomas mostraba regresion histoldgica. EI RNMC no
ofrece datos respecto a este pardmetro pero es conocido que la prevalencia se

sitia entre el 10-35%'%, y en un estudio reciente de nuestro medio es del
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25,9%'%, por lo que nuestra muestra parece coincidir con lo esperado, a
diferencia de lo que ocurre en el estudio dermatoscopia-BRAF de Pozzobon et
al®®, en el que un 53% de los melanomas presentaba regresién histoldgica.

Bombonato et al’! no incluyen informacién sobre este parametro.

En lo relativo al analisis de asociacidn, en nuestro estudio no se observaron
diferencias significativas en cuanto a regresiéon entre el grupo de melanomas con
BRAF mutado y el grupo con BRAF wild-type. Muy pocos estudios han analizado
comparativamente este pardmetro y los pocos que lo han hecho, o bien no han
encontrado asociacién®°®, como nosotros, o bien han encontrado una menor
frecuencia de regresidn en los melanomas con BRAF mutado (Estrozi et al®,
p=0,001). Esto contrasta con lo descrito por Pozzobon et al*’, que sugieren una
tendencia a una mayor frecuencia de regresion en los melanomas BRAF mutado
(p=0,08), lo cual les concuerda con su hallazgo de que uno de los signos
dermatoscopicos de regresion, el peppering, si que les resulta asociado a
mutacion en BRAF de forma estadisticamente significativa (p=0,015), y sugieren
gue la ausencia de significacion en la regresion histolégica se podria deber al
escaso numero de casos en los que disponian de este dato (solo el 42%). Sin

/91

embargo, en el reciente estudio de Bombonato et al*, que incluye los casos de

Pozzobon et al*®

, aunque no ofrecen datos sobre la regresién histoldgica, ya no
obtienen asociacidn significativa entre regresidn dermatoscépica y mutacion de

BRAF.
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Por lo tanto, globalmente podemos afirmar que la frecuencia de regresion
histoldgica en nuestra muestra fue la esperable en una muestra de nuestro
entorno, y que la ausencia de asociacion con el estado mutacional de BRAF es

acorde con lo publicado hasta el momento.

5.2.10 TIPO CELULAR

Aunque este es un parametro poco estudiado en los trabajos previamente
publicados, decidimos incluirlo ante los hallazgos de Viros et al’’ que concluian
gue los melanomas con BRAF-mutado tendian a tener células mas grandes y

redondeadas (podriamos decir mds epitelioides) que los wild-type.

En nuestro estudio, el tipo celular predominante fue el epitelioide en el 88% de
los melanomas, el fusocelular en el 8,7% y el nevoide en el 3,3%. Si comparamos
segln estado de BRAF, si que existian diferencias estadisticamente significativas:
ningin melanoma BRAF-mutado mostré componente celular fusiforme (0%),
frente a un 14% de los melanomas wild-type (p=0,02), de forma que
practicamente todos los melanomas con BRAF-mutado (94,3%) mostraban tipo
celular epitelioide, frente a un 84,2% de los melanomas wild-type. Del tercer tipo
celular encontrado, el nevoide, hubo solo 3 casos, 2 de ellos eran BRAF-mutados

y 1 era wild-type.

Pozzobon et al*® incluyen informacién respecto al tipo celular y encuentran una

frecuencia de tipo celular epitelioide del 79%, aunque solo disponen de este dato
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histolégico en 24 casos, que suponen el 33% de sus pacientes. Respecto a los
melanomas con componente fusocelular solo tienen 2 casos (8%), uno con BRAF-
mutado y otro wild-type. Finalmente, encuentran otro tipo celular,
sarcomatoide, en 3 casos con BRAF-mutado. En cualquier caso, no encuentran

diferencias significativas entre los grupos.

En el estudio de Viros et al’, aunque se elabora una clasificacién de la morfologia
celular mas compleja (1 = redondeada, 2 = ovalada, 3 = elongada y 4 = fusiforme)
y no contemplan como tal el tipo celular epitelioide, si que contemplan el tipo
celular fusiforme, suponiendo un 6,3% de los 296 casos que estudian, porcentaje
similar al nuestro (8,7%). En su trabajo, solo un 2,8% de los melanomas con
BRAF-mutado (4/141) presentaron células fusiformes, frente a practicamente un
10% (15/155: 9,7%) de los wild-type, porcentajes que concuerdan con lo
observado en nuestro estudio a este respecto. Es mas, tanto en el estudio de
Viros et al’” como en el posterior de Broekaert et al®*> (que usan los mismos
criterios y buscan confirmar los hallazgos del primero), la presencia de
morfologia celular distinta a la redondeada (mds hacia fusiforme) se revelé como
un predictor negativo de BRAF-mutado, con una OR de 0,58 (IC 95% 0,44-0,76;
P<0,0001) y de 0,49 (IC 95% 0,035-0,66, p<0,0001) en el primer y el segundo
estudio respectivamente. De forma equivalente, en nuestro trabajo la presencia

de células fusiformes mostré una correlacién inversa con la presencia de
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mutacion en BRAF, revelandose también como un predictor negativo, con OR=0

(1C95% 0-0,9; p=0,02).

En un trabajo més reciente sobre la morfologia celular y su relacién con BRAF#,
en los melanomas primarios BRAF-mutados un 85% de los casos mostraba
celularidad epitelioide y un 0% celularidad fusiforme, frente al 73% vy el 3%

respectivamente de los wild-type, sin alcanzar significacion estadistica.

También Garcia-Casado et al®® encuentran que los melanomas BRAF-mutados
muestran un mayor predominio del tipo celular epitelioide de forma
estadisticamente significativa (89,3% de los mutados frente a 73,9% de los wild-
type). La celularidad no era predominantemente epitelioide en un 10,7% de los
BRAF-mutados frente a un 26,1% de los wild-type (p=0,03). Es de suponer que
en buena parte de estos melanomas la celularidad predominante seria fusiforme
y que por tanto esta seria, como en nuestro estudio, mas frecuente en los wild-
type que en los BRAF-mutados, pero como no ofrecen datos desglosados al

respecto no se puede comparar adecuadamente.

En definitiva, nuestros hallazgos respecto al tipo celular son acordes a lo
publicado hasta el momento: el tipo celular fusiforme es significativamente mas
infrecuente en los melanomas BRAF-mutados que en los wild-type, siendo los
melanomas BRAF-mutados predominantemente epitelioides. La significacién se

pierde, sin embargo, al realizar el analisis multivariante.
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5.2.11 NEVUS ASOCIADO

La frecuencia con que se encuentra nevus preexistente en la histologia del
melanoma varia entre un 10-36%3%88387-89115 En nyestro estudio fue de un
32,6%, por lo que coincide con lo esperable.

Los datos existentes respecto a la posible correlacién entre mutaciones en BRAF
y presencia de nevus asociado en la histologia son contradictorios. Hay varios
trabajos que no encuentran correlacion38389% v otros tantos que si que
encuentran una frecuencia significativamente mayor en los melanomas BRAF-
mutados®®887113 En estos Ultimos estudios, la frecuencia de nevus entre los
BRAF-mutados es de un 40-53% y entre los wild-type es de un 20,5-24%.

En nuestro estudio encontramos resultados similares a estos, ya que
observamos una clara tendencia a una mayor frecuencia de nevus asociado
entre los melanomas BRAF-mutados (45,4%) que entre los wild-type (25%), si
bien no llega a alcanzarse el nivel de significacién estadistica (p=0,06).

Aunque dados los resultados contradictorios existentes no podemos llegar a
conclusiones al respecto, es cierto que en la taxonomia de las lesiones
melanociticas propuesta por Bastian®” encajaria muy bien esta mayor frecuencia

de nevus coexistente en los melanomas BRAF-mutados (ver apartado 1.4.4.2).

5.2.12 RESUMEN DE LAS CARACTERISTICAS CLINICAS E
HISTOPATOLOGICAS DE LA MUESTRA ESTUDIADA

Por lo que respecta a las caracteristicas globales de la muestra estudiada,

aunque desde un punto de vista estadistico su representatividad no se puede
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establecer con exactitud (ver apartado 6: Limitaciones), parece que se ajusta
adecuadamente a las caracteristicas clinicas e histopatoldgicas esperables

teniendo en cuenta la epidemiologia actual del melanoma en nuestro entorno.

En cuanto a las diferencias que hemos encontrado entre los melanomas BRAF-
mutados y melanomas wild-type respecto a todas estas caracteristicas, son
acordes con la evidencia disponible hasta el momento. En base a ellas, podemos
caracterizar los melanomas BRAF-mutados como melanomas que aparecen en
pacientes mas jévenes, en los que es especialmente infrecuente la presencia de
células fusiformes, predominando las epitelioides, y con una tendencia a
aparecer con mayor frecuencia en piel sin elastosis solar (sin dafo solar crénico)
y con presencia de nevus asociado en la histologia. Este perfil se ajusta con
llamativa precision al previsto en base a los nuevos conocimientos sobre la
patogenia molecular del melanoma y la nueva clasificacion propuesta por

Bastian®’.

Finalmente, cabe destacar que en caracteristicas histoldgicas con importante
repercusién dermatoscopica (espesor de Breslow, ulceracién y regresion),
nuestra muestra parece adecuarse mejor a la epidemiologia actual del
melanoma en nuestro medio que las estudiadas en los otros 2 principales
trabajos realizados hasta el momento con el mismo objetivo (Pozzobon et al*® y
Bombonato et al’'), por los motivos que han sido detallados en los apartados

correspondientes (apartados 5.2.5, 5.2.6 y 5.2.9) —siempre teniendo en cuenta
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gue en ninguno de estos estudios se ha establecido |la representatividad por

métodos estadisticos—.

Todo esto supone un sélido fundamento que proporciona mayor validez a los
hallazgos de nuestro trabajo en el analisis comparativo entre las caracteristicas

dermatoscdpicas de los melanomas BRAF-mutados y los wild-type.
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5.3 CARACTERISTICAS DERMATOSCOPICAS

5.3.1 ANALISIS DESCRIPTIVO DE LA PREVALENCIA DE LAS DISTINTAS
CARACTERISTICAS DERMATOSCOPICAS

En la Tabla 5.1 se comparan las frecuencias con que se observan las distintas

estructuras dermatoscépicas en nuestro trabajo con las descritas en la literatura.

Podemos comprobar cdémo las frecuencias de las caracteristicas
dermatoscdpicas observadas en nuestro estudio son, en general, similares a las
frecuencias descritas en la literatura tomada en su conjunto, teniendo en cuenta

la amplia variabilidad de algunas de ellas.

Los valores obtenidos en el Consensus Net Meeting on Dermoscopy (CNMD) se
exponen en primer lugar. Si bien el nimero de lesiones analizadas en este
estudio fueron limitadas (85 lesiones), el nimero de observadores fue el mas
elevado de todos los estudios dermatoscépicos realizados hasta el momento (40
observadores), lo cual confiere un especial interés a sus datos sobre
concordancia interobservador. Estos, que debido al elevado numero de
observadores muestran unos indices de kappa bajos (oscilando entre la pobre
concordancia y la aceptable concordancia), ayudan a explicar algunas llamativas
discordancias observadas en la literatura sobre la prevalencia de determinadas

caracteristicas dermatoscopicas, como veremos a continuacion.
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Tabla 5.1 Comparativa de la frecuencia de las principales estructuras dermatoscépicas. Los
numeros corresponden a porcentajes (%). Se resaltan en negrita los resultados que mds se
aproximan a los nuestros (aproximadamente +10 puntos porcentuales de diferencia).

Presente Estudios con informacion relevante sobre la frecuencia de

estudio ‘enmp Estudios BRAF-dermatoscopia las caracteristicas dermatoscdpicas
Armen-  CNMD Pozzo- “Bombo- “Farg- “Tejera  Ciudad  Troya  Seide-
Estructura got 2 bon® nato®! noli§° 1‘26 115 114y nari'?’ Otros¥
Reticulo 68,2 86 76 - 82,4 75 57 57,8 62 -
Reticul
Setieu’o 9,9 - - 12,8 - - 9,5 - - oyus
invertido
Puntos o
. 78,2 79 94 28,5 - 37,1 44 *ox 86,9 -

glébulos
] -

e 333 55 32 16,9 412 318 13 20 292 s
ciones
Manchas 90,2 46 62 41,3 - - ** 84,4 - -
Areas de
hipopig- 42,1 a4 - - - ** - 86,7 - -
mentacion
Velo 51,1 49 57 - 19,6 36,4 22 42,2 37,6 59,742
Crisalidas 24,4 - 64 37,8 - - 11 - - 3142
Ulceracién 211 - 28 26,7 - 25 - - - -
Regresion
dermatos- 38,7 64 - 33,1 54,9 e - 80 85,5 5442
copica
Despig-
mentacion 595 - 33 - - ** 19,5 - - 411w
blanca tipo
cicatriz
Peppering 16,3 - 53 18 - (A LIS - - 3042
\'

' asos 19,1 - - - - 197 18 - - 333m
lineales
V. punti- 9,6 - 1 1 - 15 8,5 - N YN
formes
V.gl -

glomeru- g4 - - - - - 0,5 - - 1,33

lares
Al jo-

reas rojo: 17,4 } 65 30,8 B 7,6 _ _ _ 4,73
lechosas
Eritema 18,5 - - - - - - - - 17,331
TDS 6,2 - 71 - 6,58 - - - 5,96 -

() CNMD: Consensus Net Meeting on Dermoscopy. Los porcentajes se han extraido de la Tabla Ill del articulo de
Argenziano et al??, en la que se muestra la distribucion de criterios dermatoscépicos individuales en lesiones de
melanoma.

(*) En estos estudios los porcentajes no aparecen directamente, se han calculado en base a los datos
presentados en ellos.

(-) No presentan datos respecto a la caracteristica dermatoscépica comparada.
(**) Si que presentan datos pero la caracteristica se ha evaluado de forma distinta por lo que no es comparable.

(¥) Datos de estudios realizados especificamente para la determinacion de la frecuencia de ciertas caracteristicas
dermatoscdpicas
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5.3.1.1 DISCORDANCIAS LLAMATIVAS ENTRE ESTUDIOS

Destaca la discordancia entre la alta frecuencia de MANCHAS DE PIGMENTO

observada en nuestro estudio (90,2%) y las observadas en el CNMD (46%)* y por
Bombonato et al’* (41,3%). Esta caracteristica dermatoscdpica es especialmente
problematica, como revela la amplia variabilidad entre estudios. Una parte
importante del problema puede ser que las manchas no estdn definidas de forma
precisa en términos de tamafio y color. Por consiguiente, el reconocimiento de
este parametro dermatoscdpico sufre en comparacién con el de otros, como ya
se ha sefialado anteriormente en la literatura!®. Asi, la concordancia
interobservador de este parametro dermatoscépico fue la mds baja de todas las
analizadas en el CNMD, con un indice kappa de solo 0,21%2, Aunque en nuestro
estudio la concordancia es aceptable, el indice kappa es de los mas bajos, con un
0,53, a pesar de que los 2 observadores tenian una misma guia de definicion de
las variables con fotografias con la intencién de aumentar al maximo la

concordancia, como se ha indicado en el apartado 3.6.2.

Nuestra definicidn de mancha de pigmento se ajustd a la expuesta por Troya-
Martin et al*** (cualquier drea de pigmento sin estructuras, independientemente
del color o el tamafio). Precisamente ellos obtienen un resultado practicamente
idéntico al nuestro (84,4%). También en nuestro pais, Ciudad-Blanco et al**®
tienen resultados muy distintos porque dividen esas “areas de pigmento sin

estructuras” en manchas de pigmento propiamente dichas y dreas
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desestructuradas u homogéneas, sin aclarar demasiado esta diferenciacién, ya
qgue definen las dreas desestructuradas como “dreas de pigmentacion difusa en
ausencia de otras estructuras identificables”, una definicidén que se superpone a
la de las manchas de pigmento. Esto resulta en un bajo porcentaje de manchas
de pigmento en su estudio, del 37,5%, que sin embargo se acerca mas a la
frecuencia descrita en el CNMD que el nuestro. Con todo, parece que los
hallazgos referidos a las manchas de pigmento deben interpretarse con cierta

cautela.

Otro parametro que muestra valores muy dispares entre distintas publicaciones

es el de los PUNTOS O GLOBULOS DE PIGMENTO, cuya frecuencia va desde un

28,5% de los melanomas en el estudio de Bombonato et al’* hasta un 86,9% en
el de Seidenari et al**’. En el CNMD este parametro (con una frecuencia de 79%,
practicamente igual a la nuestra, del 78,2%) mostré una pobre concordancia
interobservador (indice kappa 0,33). Esto podria justificar, al menos en parte, la
variabilidad entre estudios. Los glébulos son estructuras mejor definidas
mientras que los puntos y, sobre todo, su diferenciacién de los gldbulos, son mas
complejos de valorar. De hecho, se suelen valorar conjuntamente con los
glébulos, a pesar de su diferente fundamento histopatolégico?’. La presencia de
un unico punto en toda la lesién podria, ademas, pasar desapercibida en ciertos
casos, o incluso podria no considerarse suficiente como para afirmar que el

melanoma presenta “puntos o glébulos”.
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También en cuanto a REGRESION encontramos diferencias notables entre
estudios. No solo en cuanto a las frecuencias descritas, sino también en cuanto
a la forma de referirse a esta caracteristica, lo que dificulta la comparacién. Hay
estudios en los que se presentan datos sobre regresién dermatoscépica en

general, oscilando desde un 33,1% hasta un 85,5%.

En algunos estudios a la regresién dermatoscépica en general la llaman Blue-
White Structures (BWS)?*%¢, término que incluye tanto la regresién azul como la
blanca, que con frecuencia aparecen entremezcladas. Otros, sin embargo,
muestran datos concretos del tipo de regresion dermatoscopica observada, y
aqui es donde encontramos mayor variabilidad de nomenclaturas y mayor
dificultad para comparar. El peppering ha recibido en la literatura distintos
nombres (peppering®’°, blue pepper-like granules®, granularity®*®, blue-gray
dots'?’, blue-gray areas'?*'3!), mientras que la despigmentacién blanca tipo
cicatriz tiene una nomenclatura mds uniforme, usando este término (white scar-
like depigmentation®*3%13%) o, menos frecuentemente, el de regresién blanca o

dreas blancas?**.

Sin embargo, el mayor problema es que esta divisidon es notablemente confusa
en algunos estudios. Por ejemplo, en el de Tejera-Vaquerizo et al*?® utilizan los
términos Regression y Blue-gray areas como 2 caracteristicas dermatoscopicas
independientes, por lo que Regression no es un concepto general que incluya la

regresion azul, y podria estar refiriéndose Unicamente a la regresion blanca, pero
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no aclaran este punto. Por su parte, Ciudad-Blanco et al**® hablan de unas
“estructuras blanco-azuladas”, denominacidon que parece corresponder a BWS,
es decir, a regresion en general; de hecho, refieren que “su hallazgo traduce la
presencia de zonas de regresién tumoral en las lesiones”. Sin embargo, a la hora
de mostrar los datos, la informacién relativa a las “dreas blancas cicatriciales” se
muestra de forma separada, independiente de las “estructuras blanco-

azuladas”, concepto que por lo tanto no las incluiria.

Mas allda de estos conceptos confusos, el hecho es que hay una amplia
variabilidad en la frecuencia con que se observa regresién dermatoscdpica, tanto
como concepto global como dividida en regresidn blanca y azul. Idealmente,
todos los articulos que estudian la regresién dermatoscdpica deberian aportar
informacién sobre la existencia o no de regresion histoldgica, sin embargo la
mayoria no lo hace. En un articulo citado constantemente en casi todos los
articulos posteriores sobre regresién dermatoscdpica, Zalaudek et al®
seleccionaron 158 lesiones cutdneas (nevus y lesiones melanociticas ambiguas)
qgue mostraban BWS en la dermatoscopia e hicieron una correlacién
histopatoldgica, estableciendo una guia de actuacidn ante la presencia de
regresion dermatoscépica. Sin embargo, lo que no se suele resaltar es el hecho
de que en este estudio todas las lesiones que dermatoscépicamente mostraban

BWS, histoldégicamente mostraban regresion, hecho muy relevante.
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Seria de esperar que, aunque la correlacién no fuera exacta, si que hubiera cierta
similitud y proporcionalidad entre la prevalencia de regresidn dermatoscépica y
la de regresién histoldgica. Esto se cumple sin duda en nuestro caso, ya que
observamos regresién dermatoscdpica en un 38,7% de los melanomas y
regresion histolégica en un 30%. También se cumple en el de Pozzobon et al*®,
gue muestra una prevalencia de peppering del 53%, que es elevada pero acorde
a la prevalencia de regresidn histoldgica de su estudio (también del 53%). Sin

"4 en el

embargo, no se cumple en absoluto en el estudio de Troya-Martin et a
que los propios autores resaltan la discordancia entre el 80% de regresion
dermatoscépica y el 33,4% de regresion histoldgica. Argumentan que quizas los
cortes histoldgicos podrian subestimar el porcentaje de regresion tumoral. Pero
si esto fuera asi, y realmente con nuevos cortes se demostrara lo esperado (que
la regresion dermatoscépica tuviera su correlato histoldgico), la prevalencia de
regresion histoldgica seria desproporcionadamente elevada respecto a la que se
ha descrito en la literatura que, como se ha sefialado en el apartado 5.2.9, oscila

entre el 10-35%'%. Por lo tanto, parece mas probable una sobreestimacién de la

regresion dermatoscdpica que una infravaloracidn de la histolégica.

Otros estudios que muestran una prevalencia muy elevada de regresion
dermatoscdpica (85,5-92,9%%”'%’) no muestran datos sobre la prevalencia de
regresion histoldgica. No obstante, o bien ocurre en ellos lo mismo que en el de

Troya-Martin et al*** y no hay un correlato histoldgico a tanta regresion
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dermatoscdpica, o si lo hay quizas haya habido un sesgo de seleccion de los
melanomas que hace que la prevalencia de regresién histolégica sea

desproporcionadamente elevada.

Por lo tanto, lo observado en nuestro estudio parece ajustarse mejor a los
conocimientos disponibles sobre la regresion dermatoscépica y su correlacion
con la histopatologia, y la frecuencia que nosotros describimos parece mads
ajustada a la realidad de una muestra representativa y no sesgada de melanomas

que la observada en otros trabajos.

De hecho, los valores que nosotros hemos obtenido de sensibilidad (71%),
especificidad (75%) y valor predictivo negativo (87%) de la regresion
dermatoscépica han sido notablemente elevados (tomando la regresién
histolégica como gold-estandar), si bien el valor predictivo positivo ha sido
bastante mds bajo (54%). Es de suponer que en los estudios previamente
mencionados, en los que se produce esa gran desproporcién entre regresion
dermatoscdpica y regresion histoldgica, estos valores seran mucho peores,

particularmente en lo que a especificidad y valor predictivo positivo se refiere.

Asi pues, son necesarios nuevos estudios que confirmen que existe una
correspondencia mds o menos directa y proporcionada entre la prevalencia de

regresion histoldgica y dermatoscépica.
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Para concluir con la discusidn acerca de la regresion dermatoscépica, de las otras
apariencias que puede adquirir la regresién azul en la dermatoscopia (distintas
al peppering)*” hemos podido observar Blue-reticular area en 3 casos (Figura 5.2)
y Blue-whitish area en 2 (Figura 5.3). Este ultimo de especial importancia porque

debe diferenciarse del velo azul-blanquecino?-?’:

e Velo azul-blanquecino: zona sobreelevada/nodular del melanoma que
histolégicamente muestra acantosis y ortoqueratosis compacta sobre

una proliferacién tumoral intensamente pigmentada.

e Blue-whitish area: zona plana/macular de la lesidn que histolégicamente
corresponde a drea de regresion con intensa melanofagia +

hiperqueratosis.

Figura 5.2 Melanomas con Blue-reticular areas de regresion
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Figura 5.3 Melanomas con Blue-whitish areas de regresion

g

La poca frecuencia con que hemos observado estas caracteristicas es acorde a la
frecuencia global de regresidon dermatoscépica observada en nuestro trabajo, si
bien contrasta con la altisima frecuencia descrita por Seidenari et al?’. En su
estudio, la prevalencia de blue-reticular area en melanomas es del 60,7% vy el
20,5% en melanomas in situ e invasores respectivamente; y la de la blue-whitish

area es del 20% y el 63,5% en melanomas in situ e invasores respectivamente.

De todos modos, las diferencias entre estos otros tipos de regresion azul han
sido muy poco exploradas en la literatura, en muchos casos son sutiles y dudosas
(como demuestra el hecho de que, en conjunto, los nuevos tipos de regresion
azul fueron los pardmetros con peor concordancia interobservador de todo
nuestro estudio). En consecuencia, lo habitual es que toda la regresién azul se
agrupe como una unica variable, que ademas puede a su vez agruparse con la

regresion blanca en una Unica variable general (regresion dermatoscépica).
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Las AREAS DE HIPOPIGMENTACION, definidas como &reas sin estructura de

pigmentacién menor al resto de la lesién??, tuvieron una prevalencia en nuestro
estudio (42,1%) practicamente idéntica a la descrita en el CNMD (44%)%. Se trata
de un parametro de valoracion confusa, con una pobre concordancia
interobservador (indice kappa 0,25 en el CNMD?%). Quizds por eso el valor
obtenido por Troya-Martin et al***, del 86,7%, es tan dispar con el nuestro y el
del CNMD. Ademads, es un hallazgo inespecifico de escasa utilidad en el
diagndstico de melanoma??, por lo que practicamente carece de interés.

Probablemente este es el motivo por el que muy pocos estudios lo analizan.

5.3.1.2 CONCORDANCIAS Y PARAMETROS POCO ESTUDIADOS

El resto de estructuras definidas en el CNMD tienen en nuestro estudio una
prevalencia similar a la descrita mayoritariamente en la literatura preexistente,

como se puede comprobar en la Tabla 5.1: RETICULO PIGMENTADO,

PSEUDOPODOS/PROYECCIONES, VELO AZUL-BLANQUECINO vy las distintas

ESTRUCTURAS VASCULARES.

El reticulo invertido y las crisdlidas son estructuras dermatoscdpicas menos
representadas en estudios dermatoscdpicos generales por haber sido definidas

con posterioridad al CNMD. Por lo que respecta al RETICULO INVERTIDO, en

nuestro estudio presenta una prevalencia (9,9%) que es superponible a la
descrita por Bombonato et al’* (12,8%) y por Ciudad-Blanco et al**® (9,5%), si bien

inferior al 27% descrito en un estudio realizado ad hoc*?.
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Las CRISALIDAS O ESTRUCTURAS BLANCAS BRILLANTES se observaron en

nuestro estudio con una frecuencia del 24,4% de los melanomas, similar a la
descrita por Bombonato et al’* (37,8%). Ademas, en un amplio estudio realizado
por Di Stefani et al** y publicado en 2010 se analizaron dermatoscdpicamente
400 melanomas con la intencidn de determinar la frecuencia de este parametro
dermatoscdpico, observandolo en el 31% de los casos, en consonancia con

nuestros hallazgos.

La prevalencia de ULCERACION DERMATOSCOPICA que hemos observado

(21,1%) es superponible a la observada en otros estudios (25-28%). A su vez, es
proporcionada a la prevalencia de ulceracidn histoldgica en nuestra muestra
(15%), presentando respecto a esta unos valores muy altos de sensibilidad (92%),
especificidad (90%) y valor predictivo negativo (98%), aunque con un valor

predictivo positivo mas limitado (56%).

Estos valores, aunque no han sido analizados en otros trabajos, probablemente
serian similares en otros estudios, dado que en todos ellos existe una relacidn
estrecha entre el numero de melanomas con ulceracidn dermatoscopica y con
ulceracién histoldgica (casos con ulceracion dermatoscdpica/casos con
ulceracidn histoldgica: 19/14 en nuestro estudio, 20/17 en el de Pozzobon et al*®,

46/37 en el de Bombonato et al’'. Tejera-Vaquerizo et al**® no ofrecen datos de

ulceracidn histoldgica).
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Como se puede comprobar, en todos ellos el nUmero de casos con ulceracion

dermatoscopica superaba al de ulceracion histoldgica. Esto plantea 2 posibles

explicaciones, no excluyentes entre si:

Falsos positivos en la dermatoscopia: puede que lo que parece ulceracidon en
la dermatoscopia, no lo sea en la histopatologia. Es, probablemente, lo que
explique la mayoria de las discordancias dermatoscopia-histologia. No existe
una definicion “oficial” de la ulceracion dermatoscdpica, ni en el CNMD de
2003 ni en la muy reciente estandarizacion de la terminologia en
dermatoscopia de junio de 20162, En esta Ultima, de hecho, mencionan en
la discusidn que el término “ulceracién” no se incluye en el diccionario que
elaboran porque es facilmente comprensible. En la practica, la presencia de
una costra en la lesion se interpreta como ulceracion dermatoscépica. Sin
embargo, la costra también puede deberse a una herida traumdtica del
melanoma con caracteristicas histoldgicas diferenciales de la auténtica
ulceracién provocada por el crecimiento tumoral®, constituyendo un falso
positivo de la dermatoscopia. Esto ocurre y lo hemos podido comprobar en
nuestros casos. Por ejemplo, en uno de ellos, en los que el clinico sefialé que
el melanoma estaba ulcerado, el patélogo aclara especificamente que no se
observa ulceracién, sefialando que si que hay una costra fibrinopurulenta en
la superficie de la lesién y adelgazamiento de la epidermis, pero sin solucién

de continuidad en ningun corte (Figura 5.4 A). En otro caso, en el que se
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solicitaron mas cortes, de nuevo el patdlogo encontrd costra superficial y
adelgazamiento epidérmico, pero sin solucidn de continuidad (Fig. 5.4 By C).
e Falsos negativos en la histologia: podria ser que la dermatoscopia fuera
capaz de detectar pequefias ulceraciones que histoldgicamente no se
habrian observado porque habrian quedado fuera de los cortes estudiados.
Esto tendria una importante repercusién ya que de ser asi, seria
fundamental que el dermatélogo notificara siempre al patélogo la presencia
de ulceracion dermatoscdpica, para que este la buscara insistentemente en
el estudio histolégico, solicitando mas cortes si fuera necesario. Tendria una
gran relevancia, ya que la presencia o ausencia de ulceracidn tiene una
repercusién directa y fundamental en la correcta estadificacion del
melanoma. No hemos podido confirmar esta posibilidad, pero parece

razonable y creemos que deberia ser objeto de estudio en el futuro.

Por su parte, la sensibilidad y el valor predictivo negativo de la ulceracion
dermatoscdpica son muy altos a la luz de los datos obtenidos en nuestro estudio.
Tan solo un melanoma con ulceracién histolégica escapd a la deteccién mediante
dermatoscopia. Fue el unico falso negativo de la dermatoscopia. Revisando la
imagen dermatoscépica a posteriori, si que observamos un area que podria
corresponder a la pequefia ulceracién focal observada en la histologia (Figura

5.5).
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En cuanto a las ESTRUCTURAS EXOFIiTICAS PAPILOMATOSAS, no hemos

encontrado estudios previos que valoren como tal su prevalencia en una serie
de melanomas. En nuestra muestra las presentaban 3 melanomas (3,3%) (Figura
5.6). En pocas publicaciones podemos encontrar mencion a este hallazgo, y lo
hacen de forma sucinta y general, sefialando su rareza en melanomas?*3, De
todos modos este es un pardametro no incluido como tal ni en el CNMD de 2003%
ni en la reciente estandarizacion de la terminologia en dermatoscopia®. Es un
concepto que, de hecho, se superpone directamente con otra caracteristica
dermatoscdépica mas descrita: las FISURAS Y CRIPTAS. Estas no son mas que los
espacios crateriformes (criptas o tapones cdrneos de morfologia irregular —
comedo-like openings irreqularly shaped—??) o hendiduras ramificadas (fisuras)
gue se observan en el cuerpo tumoral, delimitando precisamente las estructuras
exofiticas papilomatosas, habitualmente en nevus y queratosis seborreicas®.
Por lo tanto, podriamos considerar todas estas caracteristicas dermatoscépicas

como superpuestas entre si.

Teniendo todo esto presente (presencia de estructuras exofiticas papilomatosas,
fisuras, criptas o superficie papilomatosa en general), encontramos este tipo de
hallazgos dermatoscépicos descritos fundamentalmente en melanomas

nevoides®*® y en melanomas verrucosos o queratosis seborreica-like!3*%®,

Por lo que respecta a los melanomas nevoides, un reciente estudio sobre este

tipo de melanoma encontré que el 48% de ellos mostraba superficie
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papilomatosa y simulaban nevus intradérmicos a la inspeccidn clinica y
dermatoscdpica®®3. Uno de los 3 melanomas de nuestro estudio con estructuras
exofiticas papilomatosas mostraba este aspecto vy, efectivamente,
histolégicamente correspondia a un melanoma nevoide (Figura 5.6, imagen

superior izquierda).

Por su parte, los melanomas queratosis seborreica-like, una variante
extraordinariamente rara®3®, pueden mostrar pseudoquistes de millium, tapones
cdérneos y/o una superficie papilomatosa y queratdsica (verrucosa)**!3%, con la
que se corresponde otro de nuestros casos (Figura 5.6, las 2 imagenes
inferiores). De hecho, el diagndstico diferencial que se planteaba el dermatdlogo
que extirpd la lesidn era entre queratosis seborreica y melanoma. Detrds de este
aspecto clinico-dermatoscépico puede subyacer cualquiera de los tipos
histoldgicos cldsicos de melanoma®®®; en nuestro caso correspondia a un

melanoma nodular cuya histologia combinaba celularidad epitelioide y nevoide.

Finalmente, el tercero de nuestros casos era un melanoma de extension
superficial que mostraba un area sobreelevada en la que podiamos observar
varias estructuras exofiticas papilomatosas delimitadas entre si por fisuras

(Figura 5.6, imagen superior derecha).
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Figura 5.6 Melanomas con estructuras exofiticas papilomatosas / fisuras

. ‘I .
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5.3.2 ANALISIS COMPARATIVO DE LAS CARACTERISTICAS
DERMATOSCOPICAS DE MELANOMAS BRAF-MUTADOS FRENTE
A MELANOMAS WILD-TYPE

Los melanomas con BRAF-mutado mostraron proyecciones (pseudépodos o
proyecciones radiales), velo azul-blanquecino vy estructuras exofiticas
papilomatosas con mayor frecuencia que los wild-type. El resto de pardmetros

dermatoscopicos no mostraron diferencias significativas entre ambos grupos.

5.3.2.1 PROYECCIONES

En lo que se refiere a las proyecciones (pseuddpodos y proyecciones radiales),
en nuestro estudio un 48,5% de los melanomas BRAF-mutados las presentaban
(Figura 5.7), frente a solo un 24% de los wild-type (p=0,034). Aunque en el
analisis multivariante pierde significacién, este hallazgo es acorde con lo
recientemente descrito por Bombonato et al’’. En su estudio, el 25,4% de los
melanomas BRAF-mutados los presentaba (18/71), frente a un 10,9% de los wild-
type (11/101), siendo también estadisticamente significativo y manteniendo
ademas esta significacion en el analisis multivariante (OR 2,66; p=0,03). Ni el
estudio de Pozzobon et al*® ni el de Fargnoli et al*® encuentran asociacion
estadisticamente significativa, aunque cabe sefialar que en el segundo si que se
observan proyecciones con mayor frecuencia en los BRAF-mutados (52,2%) que
en los wild-type (32,1%) (p=0,148), y hay que recordar que los casos de Pozzobon

et al*® estan incluidos en el de Bombonato et al’“.
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Figura 5.7 Ejemplos de melanomas BRAF-mutados con proyecciones
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Las proyecciones corresponden histolégicamente a nidos elongados de células
tumorales, dispuestos como tubulos paralelos a la superficie de la piel, ubicados
en la periferia de la lesion?137138 Se consideran un signo de proliferaciéon y
crecimiento tumoral®, concretamente crecimiento superficial (radial)*

relativamente rapido®.

En 2004 Loewe et al**® describieron una mayor prevalencia de mutaciones en
BRAF en lesiones melanociticas dermatoscopicamente inestables
(correspondientes a lesiones en seguimiento con dermatoscopia digital, con un
periodo de seguimiento medio de 12 meses). Asi, hallaron que la probabilidad
de encontrar BRAF mutado era 7 veces mayor en aquellas lesiones que
mostraron cambios estructurales, y 13 veces mayor en aquellas que mostraban
crecimiento activo, incluso tratandose de nevus melanociticos benignos. De
hecho, incluyen precisamente una imagen dermatoscépica de un melanoma con

proyecciones como ejemplo de lesidn en crecimiento con BRAF mutado.

Posteriormente, Zalaudek et al**° publicaron en 2011 un interesante articulo que
estudiaba la prevalencia de mutacion BRAF en distintos patrones
dermatoscdpicos de nevus melanociticos benignos. En él se comprobd que habia
una mayor frecuencia de mutaciones en los nevus con patrén dermatoscépico
globular (G) o patrén mixto con gldbulos en periferia (MP), en comparacién con
los nevus con patrén dermatoscdpico reticular (R) o mixto con gldbulos centrales

0 area homogénea central (MC).
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Previamente, Kittler et al*** habian demostrado que el patrén MP corresponde a
nevus en crecimiento (en crecimiento basicamente radial, ya que lo que
aumenta fundamentalmente es su didmetro). Estos nevus se agrandan
simétricamente mientras desarrollan progresivamente un reticulo central o un
area marrén sin estructura. Finalmente desaparecen los gldbulos periféricos
indicando que el crecimiento activo ha cesado. Al finalizar ese crecimiento, los
nevus presentan un patrén dermatoscopico reticulado (R) o mixto con glébulos
centrales o drea homogénea central (MC). De este modo, en adultos los nevus
muestran principalmente el patrén Ry el patrén MC, mientras que en nifos y

adolescentes predominan el patrén G y MP#2,

Por lo tanto, los nevus melanociticos en crecimiento (radial) activo, que en la

141

dermatoscopia muestran glébulos en la periferia’*', presentan mutaciones en

BRAF con mayor frecuencia que los nevus estables!®®, en consonancia con lo

descrito por Loewe et al**°.

Teniendo en cuenta esto, no sorprende hallar una mayor frecuencia de
24,91
’

proyecciones, que son un signo dermatoscdpico de crecimiento radial activo

en los melanomas con BRAF-mutado.

En 2014 aparecié publicado un articulo en el que se planteaba una posible
correlacién entre un patron dermatoscopico que denominaron Dark

Homogeneous Streak Pattern con mutaciones en el gen KIT*3, Fue, de hecho, el
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primer articulo publicado en plantear la posibilidad de que distintas mutaciones
podian condicionar distintos patrones de crecimiento tumoral que podrian
identificarse mediante dermatoscopia. Este patrdn correspondia a lesiones que
mostraban en dermatoscopia extensas dreas homogéneas oscuras
(hiperpigmentadas) con proyecciones en la periferia. La hiperpigmentacion,
ademads, ya habia sido descrita previamente en la literatura como una

caracteristica de los melanomas KIT-mutados'#.

Podria parecer que la asociacién de este patrén dermatoscédpico con KIT-mutado
entraria en contradiccién con la asociacidn que tanto Bombonato et al’* como
nosotros hemos observado entre las proyecciones y las mutaciones en BRAF. Sin

embargo hay que tener en cuenta algunas consideraciones al respecto.

En primer lugar, tanto nosotros como Bombonato et al* valoramos la presencia
o ausencia de proyecciones en la dermatoscopia, no un patréon concreto
compuesto por una lesidén que es homogénea hiperpigmentada con (numerosas)

proyecciones en sus margenes.

En segundo lugar, hay que tener presentes las limitaciones del estudio que
sugirié la correlacidon entre mutacion en KIT y el Dark Homogeneous Streak
Pattern. En dicho estudio seleccionan Unicamente 3 melanomas que comparten
este aspecto dermatoscdpico. A esos 3 melanomas les hacen estudio genético y

obtienen que los 3 tienen mutacién en KIT. En base a este hallazgo sugieren que
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existe una correlacién entre dicha mutacion y el patrén dermatoscopico
observado. No obstante, esta sugerencia se basa en lo observado en esos 3
Unicos melanomas, sin ningun analisis comparativo que proporcione solidez
estadistica a la posible asociacién. De momento ninguna otra publicacién ha

reproducido estos resultados.

Es importante destacar, ademas, que 2 de los 3 melanomas pertenecian a un
mismo paciente, por lo que no podria descartarse que la similitud del patrén
dermatoscdpico tuviera mas relacion con la posible mutacién de linea germinal
gue pueda tener el paciente (en algin gen de susceptibilidad a mdultiples
melanomas) que con la mutacién en KIT detectada. En este sentido, en un
reciente estudio realizado en pacientes con multiples melanomas primarios se
observo que en los portadores de mutacion en CDKN2A (que se relaciona con el
desarrollo de multiples melanomas primarios y melanoma familiar), cada
paciente mostré un patrén dermatoscépico similar y especifico en sus
lesiones®. Sabemos por otro estudio que las mutaciones adicionales que llevan
a la apariciéon de cada uno de los melanomas que desarrollan este tipo de
pacientes no suelen ser las mismas, de forma que solo en un 24% de los casos
coincide el gen mutado entre 2 melanomas primarios**®, por lo que la similitud
dermatoscdpica observada entre los melanomas de un mismo paciente con
multiples melanomas'®® es mas probable que se deba a la mutacién en linea

germinal (que es la misma) que a las mutaciones posteriores (que son
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habitualmente distintas'*). Esto podria restar valor a la correlacién sugerida
entre mutacion en KIT y el Dark Homogeneous Streak Pattern puesto que 2 de
los 3 melanomas analizados pertenecian a un mismo paciente: no se puede
descartar que la similitud dermatoscépica entre esos 2 melanomas se deba a la
mutacién en linea germinal que tenga dicho paciente y no a la mutacién

posterior en KIT.

Finalmente, es todavia mas relevante la existencia de varios datos en la literatura

gue van en contra de la posible asociacién de las proyecciones con KIT-mutado:

e Por una parte, se sabe que las mutaciones en KIT son frecuentes en

melanomas de piel con dafio solar crénico (28%), mientras que son

extremadamente raras o inexistentes en melanomas de piel sin dafio

solar crénico (0%)'¥. Pues bien, se ha observado que precisamente en

los melanomas de piel con dafio solar crénico (en los que es mas

frecuente encontrar KIT mutado’’) las proyecciones son la estructura
dermatoscdpica mas infrecuente (solo presente en un 0,5%)%.

e Por otra parte, también se sabe que las mutaciones en KIT se relacionan
con un crecimiento tumoral especialmente lento®’, mientras que las
proyecciones reflejan un crecimiento activo y relativamente rapido°2,

Ademas, los melanomas en los que es mas frecuente la mutacién de KIT

se caracterizan histolégicamente por un crecimiento lentiginoso, con

melanocitos aislados sin tendencia a formar nidos®, mientras que las
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proyecciones corresponden precisamente a células tumorales

agrupadas formando nidos elongados ubicados en la periferia de la

IeSién21’137’138

Con todo, parece improbable que las proyecciones se correlacionen
precisamente con mutaciones en KIT, mientras que si que parece razonable que
se correlacionen con BRAF ya que concuerda con lo que se conoce sobre el

patrén de crecimiento de los tumores que tienen mutado este gen.

5.3.2.2 VELO AZUL-BLANQUECINO

Un 72,7% de los melanomas BRAF-mutados presentaba velo azul-blanquecino
en nuestro estudio (Figura 5.8), frente a un 38,2% de los melanomas wild-type,
una diferencia muy llamativa que es estadisticamente significativa tanto en el

analisis univariante (p=0,002) como en el multivariante (p=0,003).

Sorprendentemente, Bombonato et al’* no incluyen el velo azul-blanquecino
entre las caracteristicas dermatoscdpicas que someten a analisis estadistico
comparativo, por lo que desafortunadamente no es posible comparar nuestro
hallazgo con el principal estudio similar previo. Sin embargo, en el de Fargnoli et
al®® si que se observa una tendencia a una mayor frecuencia de velo azul-
blanquecino en melanomas BRAF-mutados (30,4%) frente a los wild-type (10,7%)
(p=0,078), y en el de Pozzobon et al*® también es algo mas frecuente el velo azul-
blanquecino en los BRAF-mutados (64%) que en los wild-type (52%), aunque no

se puede hablar ni siquiera de tendencia (p=0,740).
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Figura 5.8 Ejemplos de melanomas BRAF-mutados con velo azul-blanquecino
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El velo azul-blanquecino se define como un drea irregular, sin estructura, de
pigmentacion azulada, recubierta por un velo blanquecino que le confiere un
aspecto en vidrio esmerilado y que no ocupa toda la lesién?2. Su correlato
histoldgico es una epidermis acantdsica con ortoqueratosis compacta sobre un

131 Mas concretamente, este

area de dermis superficial cargada de melanina
parametro dermatoscdpico, que se ubica en una zona elevada del tumor,
corresponde a grandes nidos confluentes de células tumorales intensamente
pigmentadas en dermis superficial, que aparecen velados por un engrosamiento

epidérmico suprayacente (acantosis, ortoqueratosis compacta e hipergranulosis

mds 0 menos pronunciadas)?13%,

Hay que recordar que si lo que hay en dermis es un denso agregado de
melandfagos (en lugar de una proliferacidon tumoral), la imagen dermatoscopica
se parece, por el aspecto velado azul-blanquecino, pero se sitla en una zona
aplanada de la lesidon y corresponde al Blue-whitish area, signo de regresién?’.
Esta diferenciacion, a veces sutil, no estaba bien establecida cuando se realizo el
CNMD?, lo que podria explicar la pobre concordancia interobservador que tenia
este pardmetro en dicho trabajo?!. En trabajos recientes se intenta ya
diferenciarlos mejor usando distintos términos, como por ejemplo velo azul
blanquecino sobre drea elevada en contraste con velo azul blanquecino sobre
drea macular®®. Desafortunadamente, en la reciente estandarizacidn de la

terminologia en dermatoscopia no queda especificada la forma de diferenciar
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terminoldgicamente estos dos parametros!®2, Para evitar confusiones, nosotros
hemos preferido llamar velo azul-blanquecino a aquello que cldsicamente se
entiende como tal, esto es, el que se observa en un drea elevada
correspondiente a proliferacion tumoral, y Blue-whitish area (area azul-
blanquecina) a lo que corresponde a una zona macular de regresién tumoral. El
hecho es que, una vez claro el concepto de velo azul-blanquecino, este
pardmetro es muy especifico y por lo tanto muy Util en el diagndstico de
melanoma?!y de hecho es la caracteristica dermatoscépica mas conocida por los

dermatdlogos®2.

Si tenemos presente su correlato histoldgico (i.e. grandes nidos de células
tumorales intensamente pigmentadas en dermis superficial bajo una epidermis
engrosada que produce el efecto de velado?!), la mayor frecuencia de esta
caracteristica dermatoscépica en los melanomas con BRAF-mutado observada
en nuestro trabajo estd en llamativa consonancia con lo descrito por Viros et al*’.
En su estudio encuentran que los melanomas BRAF-mutados muestran mayor
tendencia a formar nidos tumorales, de células mas pigmentadas, y con una
epidermis mds engrosada que los melanomas wild-type, de forma
estadisticamente significativa. Estas caracteristicas histolomorfolégicas
diferenciales fueron confirmadas posteriormente por Broekaert et al’>. No
sorprende, por lo tanto, que el velo-azul blanquecino sea también mas frecuente

en estos melanomas.
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5.3.2.3 ESTRUCTURAS EXOFITICAS PAPILOMATOSAS

Un 8,8% de los melanomas BRAF-mutados mostraron estructuras exofiticas
papilomatosas, frente a un 0% de los melanomas wild-type, diferencia
significativa en el analisis univariante (p=0,048), aunque no en el multivariante.
Realmente fueron solamente 3 los casos que las presentaron (Figura 5.6), como
se ha sefialado anteriormente, y justamente los 3 casos tenian mutacion en
BRAF. No existen estudios previos con los que comparar este hallazgo y, dado el

escaso numero, la coincidencia mutacional podria deberse simplemente al azar.

No obstante, existe algun dato en la literatura que podria apoyar este hallazgo.
Practicamente ningun estudio sobre BRAF refiere el dato sobre la papilomatosis
(histoldgica y/o clinica) de las lesiones analizadas. Sin embargo, existe un articulo
de 2003 sobre la frecuencia de estas mutaciones en distintas lesiones
melanociticas en la que los nevus benignos se desglosan en varios tipos, entre
ellos el tipo papilomatoso, y en él encuentran que estos nevus papilomatosos
son los que con mayor frecuencia muestran mutaciones en BRAF, mas que

149 De confirmarse, esto estaria en

cualquier otro tipo de nevus benigno
consonancia con lo observado en nuestro estudio. Desafortunadamente, la
papilomatosis no fue uno de los parametros histomorfolégicos analizados por
Viros et al’’ ni por Broekaert et al’?, y otros estudios sobre histologia y BRAF solo

analizan aquellas caracteristicas habitualmente recogidas en los informes sobre

melanoma, lo cual no incluye la papilomatosis. Harian falta nuevos estudios que
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confirmaran o refutaran la posible mayor frecuencia de BRAF-mutado en

lesiones melanociticas con papilomatosis.

5.3.2.4 PARAMETROS QUE SE HAN CORRELACIONADO CON BRAF EN
OTROS TRABAJOS PERO NO EN EL NUESTRO

La ULCERACION DERMATOSCOPICA se correlaciond con BRAF-mutado en el

trabajo de Bombonato et al’l, y también en el de Pozzobon et al*® una vez
excluian los melanomas acrales y faciales. Sin embargo en nuestro estudio no se
observaron diferencias, siendo la frecuencia de ulceracién dermatoscdpica
practicamente la misma en los BRAF-mutados (20,6%) que en los wild-type

(21,4%).

Como Fargnoli et al*® no incluyen datos al respecto y los casos de Pozzobon et
al®® estan incluidos en el estudio de Bombonato et al’*, nos centraremos en este
ultimo. En su trabajo ellos encuentran que 28/71 (39,4%) de los BRAF-mutados
y 18/101 (17,8%) de los wild-type muestran ulceracion dermatoscopica,
diferencia que es estadisticamente significativa incluso después del analisis

multivariante.

Como se ha explicado anteriormente (apartado 5.3.1.2), la ulceracién
dermatoscdpica estd, por su naturaleza, en intima relacidon con la ulceracion
histoldgica, ya que la correspondencia histoldgica en este caso es directa v,
aunque en un mismo trabajo la ulceracién dermatoscépica suele ser algo mas

prevalente que la histoldgica, la diferencia es muy pequefia y corresponde a lo
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gue podriamos llamar falsos positivos de la dermatoscopia. En consonancia con
esto, tanto en el estudio de Bombonato et al’* como en el de Pozzobon et al*®
encuentran que la ulceracién histoldgica también se asocia con BRAF-mutado,
una relacién que tiene en la literatura observaciones contradictorias pero que

ha sido finalmente descartada en el metaanalisis de 201572

Llama la atencién que los estudios que establecen que la ulceracién es mas
frecuente en los melanomas BRAF-mutados, también muestran una diferencia
significativa en el espesor de Breslow (mayor espesor en los mutados). Sin
embargo, esta diferencia de espesor también ha sido descartada en el
metaandlisis de 20157, De hecho en el metaanalisis anterior, de 20117, los

melanomas BRAF-mutados incluso eran significativamente mas delgados.

Se debe tener presente que los melanomas gruesos muestran ulceracién con

130151 "‘nor lo que si en un determinado estudio

mayor frecuencia que los delgados
el espesor de Breslow es significativamente mayor en el grupo de melanomas
BRAF-mutados, no es de extraiar que la frecuencia de ulceraciéon también lo sea.

Pero cuando esto ocurre, parece mds probable que la ulceracion tenga mas que

ver con lo avanzado que ya estd el melanoma que con la mutacidn en cuestién.

Parece, por tanto, que Unicamente podriamos afirmar con confianza que las
mutaciones en BRAF condicionan una mayor tendencia a la ulceracion si se

demostrara que para un mismo espesor medio de Breslow, los melanomas BRAF-
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mutados tienen ulceracién con mayor frecuencia que los wild-type, ya que seria
una diferencia no esperable por el grosor tumoral y por tanto atribuible a aquello
que diferencia los grupos: el estado mutacional. Pero esto no ocurre en ningun

estudio.

Asi pues, cabe preguntarse por qué en estudios como el de Bombonato et al’* se
observan esas diferencias significativas en cuanto a la ulceracién (tanto
dermatoscdépica como histolégica) y en cuanto al espesor de Breslow. Los
propios autores reconocen que una posible limitacion de su estudio es que
determinan el estado de BRAF principalmente en melanomas avanzados con
finalidad terapéutica, lo cual puede afectar a las caracteristicas dermatoscépicas
observadas ya que cuanto mds avanzado es un melanoma, mas florida es la
dermatoscopia y mas frecuente la ulceracidon, que puede enmascarar otras
caracteristicas dermatoscdpicas®’. Se ha descrito, ademads, que las mutaciones
en BRAF son mas frecuentes en melanomas de rapido crecimiento (aquellos que
aumentan de espesor a un ritmo de >0,5mm/mes, alcanzando réapidamente un
espesor elevado)®'3, La posible mayor proporcién de melanomas de rapido
crecimiento en el grupo BRAF-mutado (respecto al grupo wild-type), en
combinacion con el sesgo de seleccién cometido (consistente en realizar analisis
molecular Unicamente en melanomas avanzados), podria haber condicionado de
alguna manera que en el estudio de Bombonato et al’* el espesor de Breslow

medio y la frecuencia de ulceracion (histologica y dermatoscépica) fueran
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mayores en el grupo BRAF-mutado que en el wild-type. En cualquier caso, el
hecho es que, como se ha indicado, en los metaandlisis realizados al respecto no
se observa esta mayor frecuencia de ulceracidon ni mayor espesor de Breslow

medio en los melanomas BRAF-mutados respecto a los wild-type’®’?.

En conclusién, la ausencia de correlacién observada en nuestro trabajo entre la
ulceracidon dermatoscépica (e histolégica) y el estado mutacional de BRAF, es
mas acorde con lo descrito hasta el momento en la literatura (incluyendo el mas
reciente metaanalisis), que la diferencia observada en el estudio de Bombonato

et al’!, que podria deberse a un sesgo de seleccidn.

Por lo que respecta al PEPPERING, fue un parametro significativamente mas
frecuente en los melanomas BRAF-mutados en el estudio de Pozzobon et al*,
pero nosotros no hemos observado diferencias. De hecho la diferencia que ellos
observaron parece descartada por el estudio de Bombonato et al’* que incluia
Sus casos y que, como nosotros, tampoco encontré correlacidn. Ademas, la
ausencia de asociacion entre regresidon dermatoscdpica y mutaciones en BRAF
esta en consonancia con la ausencia de asociacidn existente entre regresion
histoldgica y mutaciones en BRAF, observada tanto en nuestro estudio como en

la literatura®, tal como se ha explicado en el apartado 5.2.9.

En el estudio de Bombonato et al’* encontraron también una asociacidn inversa

entre la presencia de VASOS PUNTIFORMES vy presencia de mutacidn en BRAF,
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constituyendo un predictor negativo de BRAF-mutado, siendo una caracteristica
significativamente mas frecuente en los wild-type®!. Nosotros, sin embargo, no
hemos encontrado diferencias significativas. Los vasos puntiformes suelen
observarse en areas hipomelandticas o amelanéticas de melanomas delgados®.
Quizas el predominio de melanomas gruesos en el grupo BRAF-mutado podria
haber condicionado la diferencia observada respecto a los vasos puntiformes en

l91

el estudio de Bombonato et al’*, como ocurria con la ulceracion.

Para acabar, de los parametros dermatoscdpicos que no mostraron diferencias

significativas, el RETICULO PIGMENTADO fue el que mayor diferencia mostrd

entre los grupos, acercandose a la significacidon estadistica pero sin alcanzarla.
Asi, en nuestro trabajo el reticulo pigmentado fue menos frecuente en los
melanomas BRAF-mutados (55,9%) que en los wild-type (75,9%); p=0,06 (OR 0,4;

IC95% 0,1-1,1).

Esto estaria en consonancia con lo descrito por Zalaudek et al**® en su estudio
sobre dermatoscopia de nevus y mutaciones en BRAF, en el que los nevus de
patron reticular mostraban BRAF-mutado con una frecuencia significativamente

menor que otros.

Sin embargo, en los estudios realizados hasta el momento actual sobre
correlacién entre BRAF-mutado y dermatoscopia del melanoma no se han

encontrado diferencias significativas. Desafortunadamente, el mas amplio de
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ellos, el de Bombonato et al’t, no muestra datos respecto al reticulo pigmentado,
por lo que no podemos comparar nuestros resultados ni sabemos si en su
muestra también hubo alguna diferencia al respecto, aunque no fuera
significativa. Tanto en el de Fargnoli et al*®* como en el de Pozzobon et al*® las
diferencias fueron muy pequenas y no significativas, aunque es cierto que la
frecuencia de reticulo en los BRAF-mutados se situé en ambos trabajos por
debajo de la frecuencia en los wild-type (78,3% vs. 85,7% en el de Fargnoli** y
75% vs. 80% en el de Pozzobon®). Por lo tanto, serian necesarios nuevos estudios
gue confirmaran o descartaran la posible correlacidn inversa existente entre la

presencia de reticulo pigmentado y BRAF-mutado.

En cualquier caso, para entender la posible menor frecuencia de reticulo
pigmentado en las lesiones melanociticas con BRAF-mutado conviene recordar
su correlato histoldgico. El uso de la microscopia confocal de reflectancia (RCM
por sus siglas en inglés) ha aclarado con mayor precisién la correlacion
dermatoscopia-histopatologia’®. En los estudios que utilizan esta técnica se ha
visto que el reticulo pigmentado corresponde en RCM a areas oscuras (mas o
menos redondeadas/ovaladas) correspondientes a papilas dérmicas (que
dermatoscopicamente constituyen los agujeros de la red de pigmento), rodeados
por anillos regulares de células brillantes/reflectantes (reticulo tipico) o
engrosamientos irregulares de los espacios interpapilares con presencia de

células brillantes/reflectantes (reticulo atipico) que conforman la cuadricula del
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reticulo pigmentado en la dermatoscopia. Histolégicamente, las células
reflectantes que constituyen la cuadricula del reticulo corresponden a
gueratinocitos basales pigmentados y a un aumento del nimero de melanocitos
en la capa basal, con un crecimiento lentiginoso y formacién ocasional de nidos

en la unién dermo-epidérmica®?.

En sus estudios sobre correlacion BRAF-histomorfologia, tanto Viros et al”’

como
Broekaert et al”* encontraron que este patrén de crecimiento (en el que
predomina el aumento del nimero de melanocitos basales individuales sobre la
formacidn de nidos) fue significativamente menos frecuente en los melanomas
BRAF-mutados que en los wild-type. Asi pues, de confirmarse, la menor
frecuencia de reticulo pigmentado en los melanomas BRAF-mutados estaria en
consonancia con lo descrito por estos autores, y de nuevo esto corroboraria la

influencia que tiene una distinta base genética en el patron de crecimiento de

los melanomas.

5.3.2.5 RESUMEN DEL ANALISIS COMPARATIVO DE LAS
CARACTERISTICAS DERMATOSCOPICAS

Los melanomas BRAF-mutados mostraron en nuestro estudio una mayor
frecuencia de velo azul-blanquecino, proyecciones y, de forma menos
significativa por el escaso nimero de casos, estructuras exofiticas papilomatosas
en el andlisis univariante. Todo ello es consistente con los conocimientos que

tenemos sobre la histologia y el comportamiento bioldgico de estos melanomas,
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como se ha expuesto detalladamente. En el andlisis multivariante, solo el velo
azul-blanquecino se mantiene como parametro dermatoscdpico fuertemente
asociado a mutacién en BRAF, constituyendo un claro predictor positivo (OR

4,33; p=0,003).

Puesto que en nuestro trabajo los dos grupos de melanomas (BRAF-mutados y
wild-type) son equivalentes entre si en las principales caracteristicas histolégicas
gue modifican la dermatoscopia (espesor de Breslow, ulceracidn y regresién), las
diferencias dermatoscdpicas observadas se pueden atribuir al distinto estado
mutacional con mayor fiabilidad que en los estudios previos (Pozzobon et al*® y

Bombonato et al’?).

La correlacion observada en dichos estudios (pero no por nosotros) entre
algunos pardmetros dermatoscdpicos (ulceraciéon, peppering y vasos
puntiformes) y el estado mutacional de BRAF, podria deberse, al menos en parte,
a un sesgo de seleccién (casos mas avanzados®® o con una prevalencia de

regresion muy elevada®®) que no se habria producido en el nuestro.
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5.4 PREDICCION DEL ESTADO MUTACIONAL DE BRAF

Se han elaborado modelos estadisticos predictivos del estado mutacional de
BRAF que se fundamentan en los parametros que mantienen significacion
estadistica en el andlisis multivariante: la edad del paciente y el velo azul-

blanquecino.

Segun los resultados obtenidos, conforme aumenta la edad de los pacientes
disminuye la probabilidad de presentar mutacién en BRAF. Asi, la probabilidad
de presentar BRAF-mutado disminuye un 4% por cada aumento de un afio de la

edad del paciente.

En cambio, la probabilidad de presentar BRAF-mutado es 4 veces mayor en los
melanomas que presentan velo azul-blanquecino en la dermatoscopia con

respecto a los que no la presentan.

El modelo estimado de regresidn logistica multiple constituye una férmula
matematica (ver Resultados, apartado 4.2.2) con la que podemos predecir la
probabilidad de que un paciente presente el estado de mutacion BRAF a partir

de su edad y la presencia o ausencia de velo azul-blanquecino.

Si se introduce dicha férmula en una hoja de cdlculo, se puede obtener de forma

rapida y sencilla el calculo de esa probabilidad a partir de estos pardmetros.
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En la Figura 5.9 se muestra una captura de pantalla de esa hoja de célculo, a la

que se puede acceder a través del siguiente enlace:

https://g00.gl/bnnpSK

Figura 5.9 Hoja de calculo basada en el modelo de regresién logistica multiple

BRAF-predictor |

Archivo Editar Ver Insertar Formato Datos Herramientas Complementos Ayuda Ul

-~

& ~ P € % .0 00123~ Calibri - 1 - B 7 5 A. -

=EXP(1,0396-0,0396%C1+1,4658%C3)/(1+EXP(1,0396-0,0396%C1+1,4658%C3))

A B @ D E F
Edad del paciente : 26
Velo azul-blanquecino 1

1= presente / 0 = ausente

La probabilidad de que el melanoma presente BRAF mutado es: | 81,39%.|

Rellenar unicamente los campos en amarillo. NO MODIFICAR EL CONTENIDO DE LA CELDA ROJA

Por otra parte, se ha construido un arbol de clasificacion (Figura 4.4) siguiendo
el ejemplo de Viros et al’’ y Broekaert et al*’. Este arbol se basa en la presencia
o0 ausencia de velo azul-blanquecino y en la edad superior o inferior a 77,5 afios.
El indicador mds importante de la mutacion BRAF es la presencia de velo azul-
blanquecino, que constituye la primera ramificacién del arbol. En la Figura 5.10

se muestra una adaptacion visual de este modelo:
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https://goo.gl/bnnpSK

Figura 5.10 Modelo predictivo del estado mutacional de BRAF: arbol de
clasificacion

Velo azul-
blanquecino

No Si
WT ' Edad
>77.5 afios <77.5 afios
BRAF-
Wi mutado

WT= BRAF no mutado (wild-type)

La precision de los modelos predictivos que hemos obtenido se sitia en torno al
70% (es decir, son capaces de clasificar correctamente al 70% de los melanomas).
Esta precisidn es similar a la del 76% que tiene el arbol mostrado en el articulo
de Viros et al’’, y superior a las precisiones de entre 59,3% y 61,9% de los arboles
de clasificacion obtenidos en el estudio de Broekaert et al’’>. Pero nuestros
modelos presentan una importante ventaja en comparacién a los de estos
estudios previos: las caracteristicas dermatoscoépicas y la edad son datos
facilmente obtenidos por cualquier dermatdlogo en su préctica clinica. Por el

/92

contrario, para utilizar los modelos de Viros et al’’ y Broekaert et al*? se requiere

una revision minuciosa de la anatomia patoldgica realizada por un patdlogo
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experto que identifique adecuadamente los datos histomorfoldgicos que ellos

analizan (y que no se registran de forma rutinaria en los informes histoloégicos).

Ademas de estos estudios, un trabajo muy reciente elabora también distintos
modelos predictivos en base a los datos disponibles sobre edad, localizacidn,
estadio en el momento del diagndstico, tipo histoldgico y espesor tumoral®®,

Obtienen una precisiéon en sus modelos similar a la obtenida por nosotros, que

oscila entre el 65-71%.

De todos modos, con estos niveles de precision no parece que los modelos
estadisticos predictivos puedan sustituir de momento al andlisis mediante
técnicas moleculares: el riesgo de clasificar mal el melanoma sigue sin ser
aceptable puesto que la mala clasificacidn tiene importantes repercusiones. Asi,
podriamos privar de tratamiento eficaz especifico a pacientes cuyo melanoma
fuese BRAF-mutado pero que hubiésemos clasificado como wild-type, y
podriamos estar dando tratamiento ineficaz y privando de alternativas mas
adecuadas a pacientes wild-type que hubiésemos clasificado erréneamente

como BRAF-mutado.

Por lo tanto, a falta de nuevos estudios que ofrezcan modelos predictivos con
una precision 6ptima, la determinaciéon mediante técnicas de biologia molecular

del estado mutacional de BRAF es ineludible.
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6 LIMITACIONES

Las principales limitaciones del presente trabajo han sido las siguientes:

1. La disponibilidad de imagen dermatoscépica fue el principal factor
limitante del nimero de casos incluidos en el estudio. Esto se debe a que la
realizacion adecuada de la fotografia dermatoscdpica de los melanomas
depende, por una parte, del grado de sospecha de malignidad que tiene el
dermatédlogo que atiende al paciente y, por otra parte, de la disponibilidad

en ese momento de acceso al equipo de fotografia dermatoscopica.

2. Los casos no han sido reevaluados histolégicamente, sino que se han
tomado los datos ofrecidos en los informes histopatoldgicos, procedentes
de los Servicios de Anatomia Patoldgica del IVO y del Hospital Arnau de
Vilanova, con lo cual podria existir cierta heterogeneidad de criterio. No
obstante, cabe sefalar al respecto que ambos centros siguen el mismo
protocolo de recogida de datos histoldgicos®®, como se ha explicado en el

apartado 3.5.3.

3. Desde un punto de vista estadistico, la representatividad de la muestra
analizada no se puede conocer con exactitud ya que para ello sus
caracteristicas se tendrian que haber comparado con las caracteristicas del
conjunto de melanomas diagnosticados en el marco y periodo del estudio.

Esto no ha sido posible puesto que en el D.S. Arnau de Vilanova-Lliria no
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existe un registro de todos los melanomas que se diagnostican y aunque una
considerable proporcion de casos son derivados al IVO (e introducidos en la
base de datos de este centro), otros no. Para compensar esta limitacion en
la medida de lo posible, en la Discusidén (apartado 5) se ha llevado a cabo
una minuciosa comparativa con los datos existentes en la literatura,
haciendo especial hincapié en los datos procedentes de estudios recientes

de nuestro entorno.

En el andlisis estadistico se ha prescindido de aplicar la correccién para
comparaciones miltiples de Bonferroni. Este método consiste en ajustar el
nivel de significacion estadistica en funcidon del nimero de contrastes
realizados cuando se realizan multiples comparaciones como en nuestro
estudio. Concretamente, si se realizan k contrastes de hipodtesis, el nivel de
significacidn a utilizar en cada contraste deberia ser "0,05/x". De este modo
se intenta evitar un aumento en el riesgo de cometer un error de tipo |
(concluir que existe una diferencia estadisticamente significativa cuando
realmente no la hay). Sin embargo, al aplicar este método se produce un
aumento en el riesgo de cometer un error de tipo Il (que pasen
desapercibidas diferencias reales). De hecho, algunos autores restringen su
uso a estudios con caracteristicas muy concretas (fundamentalmente
aquellos en los que es esencial no cometer un error de tipo 1) y recomiendan

no aplicarlo de forma rutinaria en todos los estudios de investigacién
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médica’®. Puesto que nuestro estudio se planteé con una finalidad
exploratoria, es decir, con el objetivo de evaluar si existen en los melanomas
cutdneos caracteristicas dermatoscdpicas que se asocien a la presencia de
mutaciones en BRAF (algo que no habia sido investigado previamente y de
lo que apenas existen datos a dia de hoy), lo mas importante en nuestro caso
era no cometer un error de tipo Il, por lo que se decidié no tener en cuenta
el ajuste de Bonferroni. De hecho, tampoco se ha tenido en cuenta en

ninguno de los trabajos previamente publicados al respecto.

La capacidad predictiva para datos nuevos de los modelos predictivos
obtenidos en nuestro trabajo se ha estudiado mediante el método
estadistico de validacidn cruzada. Realmente, la forma idénea de validar un
modelo predictivo es comprobar si predice correctamente un nuevo
conjunto de datos. No obstante, normalmente no se dispone de otro
conjunto de datos con el que poder validar el modelo®®. Una alternativa
cuando esto ocurre es dividir la muestra en dos submuestras, de forma que
una se utilice para ajustar el modelo obtenido y la otra para evaluarlo. En
esto se fundamenta la validacion cruzada que se ha aplicado en nuestro
estudio para estimar la capacidad de nuestros modelos a la hora de predecir
correctamente el estado mutacional con datos nuevos®®®. Seria interesante

que futuros estudios (con otros conjuntos de datos) los validaran.
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7 CONCLUSIONES

1. Los presencia de velo azul-blanquecino se relaciona con la presencia de

mutaciones en BRAF en el melanoma cuténeo.

2. Llas estructuras dermatoscépicas mas frecuentes en los melanomas
estudiados han sido las manchas de pigmento (90%), los puntos/glébulos

(78%), el reticulo pigmentado (68%) y el velo azul-blanquecino (51%).

3. Los melanomas BRAF-mutados aparecen en pacientes significativamente

mas jévenes que los melanomas wild-type.

4. Ninguna caracteristica histopatoldgica se relaciona con la presencia de
mutaciones en BRAF de forma estadisticamente significativa tras someter los

datos al analisis multivariante.

5. Los modelos predictivos elaborados revelan que conforme aumenta la edad
de los pacientes, disminuye la probabilidad de encontrar BRAF-mutado (un
4% por cada aumento de un afio de la edad del paciente). Por el contrario,
la probabilidad de presentar mutacion en BRAF es 4 veces mayor en los
melanomas que presentan velo azul-blanquecino en la dermatoscopia con
respecto a los que no la presentan. Los modelos obtenidos son capaces de
predecir el estado mutacional de BRAF con una precisién del 70% en base a
la presencia o ausencia de velo azul-blanquecino en la dermatoscopia y la

edad del paciente.
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8 SUGERENCIAS Y FUTUROS DESARROLLOS DEL TEMA TRATADO

A lo largo del presente trabajo hemos identificado algunas dreas de

incertidumbre que necesitarian esclarecerse en futuros estudios:

1. REGRESION DERMATOSCOPICA Y REGRESION HISTOLOGICA

e Dada la amplia variabilidad y discrepancias observadas en la
literatura al respecto, seria interesante examinar si realmente existe
una correspondencia mas o menos directa y proporcionada entre la
prevalencia de regresiéon dermatoscdpica y la prevalencia de

regresion histoldgica (ver apartado 5.3.1.1).

2. ULCERACION DERMATOSCOPICA Y ULCERACION HISTOLOGICA

e Existe la posibilidad de que la dermatoscopia sea capaz de detectar
ulceraciones que pasan por alto (por su pequefio tamafio y/o su
localizacion excéntrica) en el anadlisis histopatoldgico. Dada la
importante repercusidon que tiene el hecho de detectar ulceracion
histologica en la estadificacion del melanoma (y, por tanto, en su
manejo y prondstico), seria de especial interés estudiar esta

posibilidad (ver apartado 5.3.1.2).

3. PAPILOMATOSIS Y ESTADO MUTACIONAL DE BRAF

e La papilomatosis, tanto dermatoscépica como histopatoldgica,

podria ser mas frecuente en los melanomas BRAF mutados a la luz de
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los resultados de nuestro trabajo. Seria interesante estudiar mas
ampliamente este hecho teniendo en cuenta los muy escasos datos

al respecto existentes en la literatura (ver apartado 5.3.2.3).

4. RETICULO PIGMENTADO Y ESTADO MUTACIONAL DE BRAF

e Nuestro estudio revela una posible menor frecuencia del reticulo
pigmentado en la dermatoscopia de melanomas BRAF-mutados
respecto a los wild-type, pero no ha alcanzado la significacién
estadistica. Puesto que es una diferencia que si que parece tener una
justificacion en base a los conocimientos sobre correlacion
dermatoscopia-histopatologia actuales, seria interesante confirmar o

descartar esta diferencia (ver apartado 5.3.2.4).

5. VALIDACION DE LOS MODELOS PREDICTIVOS

e Seria interesante que nuevos estudios con otros conjuntos de datos
validaran la capacidad predictiva de nuestros modelos predictivos
(basados en la dermatoscopia del melanoma y la edad del paciente),
asi como la de los modelos previamente descritos basados en

92,97

pardmetros clinicopatoldgicos’™® o histomorfoldgicos (ver

apartado 6).
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ANEXO 1 CONSENTIMIENTO INFORMADO

HOJA INFORMATIVA PARA EL PACIENTE

El paciente acepta entrar a formar parte del proyecto de investigacion titulado: “Correlacién

&

entre patrones der p en

con la fr ia de i BRAF”, cuyo
objetivo y caracteristicas se detallan en este documento y que, en ningun caso, podrd
comportar peligro adicional para su salud. Para ello se solicita la autorizacién por escrito del
paciente y la aceptacién por parte del investigador y de la Direccién del Hospital segun el art.

10 de la Ley General de Sanidad 14/86.

OBJETIVO DEL PROYECTO

El objetivo del proyecto es el estudio de la relacion que puede existir entre ciertas
caracteristicas morfoldgicas de los melanomas con la presencia de mutacién en BRAF, que se
ha implicado en el desarrollo de estas lesiones y que constituye actualmente una diana

terapéutica en casos de melanoma avanzado.

METODOLOGIA EMPLEADA
Como participante:

1. Serd entrevistado por un dermatdlogo que le interrogard sobre aspectos
habitualmente recogidos en la historia de los pacientes que son revisados por lesiones
melanociticas y que le realizard una completa exploracion fisica.

2. Se le tomard foto dermatoscopica (mediante un aparato acoplado a una camara
digital) de las lesiones en las que esté indicada la extirpacion.

3. Alas lesiones extirpadas, ademas del estudio histoldgico habitual, una vez confirmado
el diagnostico, se les realizard un estudio genético para detectar la presencia de
mutacién en el gen BRAF. Esta técnica se hard de forma extraordinaria por su

participacién en el presente estudio.

BENEFICIOS ESPERADOS PARA EL PARTICIPANTE O LA SOCIEDAD

Los beneficios directos para el participante serian, en el caso de los melanomas, la
identificacion de la presencia o ausencia de mutacién BRAF de cara a poder ofrecer un
tratamiento especifico en caso de requerirlo.

Asi mismo, los conocimientos que se puedan adquirir en cuanto a la correlacién entre
morfologia dermatoscépica con las mutaciones genéticas implicadas en el desarrollo de
melanomas, mejoraria la comprension de la formacién de estas proliferaciones melanocitarias

y podria beneficiar a la sociedad en general.
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ANEXO 1 (CONTINUACION)

INCOMODIDADES Y RIESGOS DERIVADOS DEL ESTUDIO

1. En este proyecto no se somete al paciente a ningin procedimiento terapéutico distinto
del habitual.

2. La dermatoscopia se usa habitualmente en las consultas de Dermatologia y no implica
ningun riesgo para el paciente.

3. Ala hora de tomar la foto dermatoscdpica puede ser necesario aplicar una sustancia
sobre la piel como medio de inmersion que le serad retirada una vez obtenida la

imagen.

CARACTER VOLUNTARIO DE SU PARTICIPACION

Su participacion en este estudio es VOLUNTARIA.

Si usted decide no participar, su relacién con los médicos que lo atienden, su derecho a los
servicios de salud u otros servicios que le corresponden no se veran afectados en absoluto.

Si usted decide participar, puede libremente dejar de participar en el momento que lo decida,
sin que ello altere la relacion médico-enfermo ni se produzca perjuicio en su atencién

sanitaria.

CONFIDENCIALIDAD

El tratamiento, la comunicacion y la cesién de los datos de caracter personal de todos los
sujetos participantes se ajustard a lo establecido en la Ley Orgédnica 15/1999 de 13 de
diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter Personal, garantizando los derechos del
paciente de acceso, rectificacion y peticién de cancelacion.

Ninguna informacidn suya serd transferida a otras personas ajenas al personal investigador sin
Su permiso por escrito.

El acceso a su informacion personal quedard restringido al Investigador principal y sus
colaboradores, autoridades sanitarias, al Comité Etico de Investigacién Biomédica y personal
autorizado, cuando lo precisen para comprobar los datos y procedimientos del estudio, pero
siempre manteniendo la confidencialidad de los mismos de acuerdo a la legislacién vigente en
nuestro pais.

En ningln caso las muestras serdan motivo de lucro directo, bien sea por la venta del material o
de los derechos para realizar estudios sobre los mismos.

Tendrd acceso a la informacidn referente a este proyecto el personal investigador adscrito al
mismo, siendo el investigador principal el Dr. Miquel Armengot Carbd, con quien podra

contactar personalmente al teléfono 963868529.

240




ANEXO 1 (CONTINUACION)

CONSENTIMIENTO INFORMADO
CONSENTIMIENTO POR ESCRITO

Titulo del estudio: Correlacién entre patrones dermatoscépicos en melanoma con la
frecuencia de mutaciones BRAF

Yo,

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado con:

Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:
12 Cuando quiera

29 Sin tener que dar explicaciones.
32 Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Firma del Participante Firma del Investigador
Nombre: Nombre:
Fecha: Fecha:
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ANEXO 2. INFORME FAVORABLE DEL CEIC H. ARNAU DE VILANOVA

K GENERALITAT VALENCIANA

N CONSELLERIA SANITAT

AGENCIA VALENCIANA DE SALUT

Departament de Salut de Valéncia

Arnau de Vilanova - Lliria

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA - CEIC

HOSPITAL ARNAU DE VILANOVA DE VALENCIA

Reunidos los miembros del Comité Etico de Investigacion Clinica del
Hospital Arnau de Vilanova, en su sesion del dia 29 de febrero de 2012, y una
vez estudiada la documentacion presentada por el Dr. Miguel Armengol Cabé
del Servicio de Dermatologia, tiene a bien informar que el proyecto de
investigacion titulado “Correlacion entre patrones dermatoscoépicos en
melonoma y nevus con la frecuencia de mutaciones BRAF”, se ajusta a
las normas deontoldgicas establecidas para tales casos.

Y para que conste, lo firma en Valencia con fecha veintinueve de febrero de
dos mil doce.
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Hospital Arnau de Vilanova : Sant Climent, 12 - 46015 Valéncia - Teléfon 96 386 85 00 - Fax 96 386 81 97
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