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Along with mutations in the BRAF and NRAS genes, those in the promoter of the TERT gene 
(pTERT) are the most frequent somatic mutations in malignant melanoma (MM). (1) 
The latter have recently shown an important relevance since they condition a greater aggressiveness 
of the MM, which translates into worse survival, especially if they are associated with mutations in 
BRAF or NRAS. (2–5) 

Additionally, certain histological findings characteristic of MM, such as ulceration, the mitotic 
index or a higher Breslow index, allow a worse prognosis to be predicted. 

Furthermore, it has been described that fast-growing MM, with a more aggressive behavior, show 
almost twice as many mutations in pTERT than slow-growing ones.(6)  

There are histopathological findings in relation to specific mutations, such as in the case of 
BRAF. Thus, MM with BRAF mutations have a predominance of epithelioid cellularity with nest 
formation, intense pigmentation, and pagetoid extension. However, in the case of NRAS, such 
characteristic data have not been found. (7) Finally, it is unknown whether MM with a pTERT 
mutation present characteristic histological features like those with a BRAF mutation. 

Given the prevalence of mutations in pTERT and the possible prognostic value that it confers, 
our main objective was to characterize the population of patients with MM mutated in pTERT 
histologically. Thus, the present work intends to investigate whether MM with a mutation in pTERT 
present characteristic histological features and, in addition, if we detect them, to assess the influence 
of the presence or absence of a concomitant BRAF mutation. 

We defined and classified a set of histopathological variables through a previous study of 
interobserver variability that included the first 60 consecutive cases of the study population.
 
Once the study variables were established, all the cases of the study population (346 cases) were 
studied histologically. Finally, they were classified according to whether they had the mutation in 
pTERT and in BRAF. Univariate logistic regression models and a multivariate study consisting of 
a discriminant analysis of partial data were performed, in which it was observed that the presence 
of mutations in pTERT was related to intense elastosis, a high mitotic index and histological types 
other than acral lentiginous. These mutations differed according to the presence of BRAF mutations. 
BRAF-/pTERT+ MMs had no pigmentation, an expansive growth pattern, and the presence of 
intense elastosis, while BRAF+/pTERT+ MMs were characteristically nodular, with a polypoid 
morphology, ulcerated, and elevated mitotic and Breslow levels. 

Even though the error rate of the predictive capacity of the models was high, we have been able to 
observe that the presence of mutations in pTERT and their combination with mutations in BRAF is 
associated with some morphological characteristics, among which the association with an intense 
degree of solar elastosis and a nodular and polypoid appearance with typical characteristics of poor 
prognosis (presence of ulceration and a high tumor thickness and number of mitoses). 
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Junto con las mutaciones en los genes BRAF y NRAS, las mutaciones en el promotor de TERT 
(pTERT) son las mutaciones somáticas más frecuentes en el melanoma maligno (MM). (1)  

Estas últimas han mostrado recientemente una relevancia importante ya que condicionan una 
mayor agresividad del MM, lo que se traduce en una peor supervivencia, sobre todo si se asocian a 
mutaciones en BRAF o NRAS. (2–5) 

Adicionalmente, ciertos hallazgos histológicos característicos del MM como son la ulceración, el 
índice mitótico o un mayor índice de Breslow, permiten predecir un peor pronóstico. 

Además, se ha descrito que los MM de rápido crecimiento, con un comportamiento más agresivo, 
muestran casi el doble de mutaciones en el pTERT que los de lento crecimiento. (6) 

Existen ciertos hallazgos histopatológicos en relación con mutaciones concretas como es en el caso 
de BRAF. Así, los MM con mutaciones en BRAF tienen un predominio de celularidad epitelioide 
con formación de nidos, pigmentación intensa y extensión pagetoide. Sin embargo, en el caso de 
NRAS, no se han hallado datos tan característicos. (7) Por último, se desconoce si los MM con 
mutación en el pTERT presentan de una forma similar a aquellos con mutación en BRAF rasgos 
histológicos característicos.  

Dada la prevalencia de mutaciones en el pTERT y el posible valor pronóstico que confiere, nos 
planteamos como objetivo principal caracterizar histológicamente a la población de pacientes con 
MM mutados en pTERT. Así, el presente trabajo pretende investigar si los MM con mutación en 
pTERT presentan rasgos histológicos característicos y, además, en caso de que las detectemos, 
valorar la influencia de la presencia o ausencia de mutación de BRAF concomitante. 

Definimos y clasificamos un conjunto de variables histopatológicas mediante un estudio previo 
de variabilidad interobservador que incluyó los primeros 60 casos consecutivos de la población 
de estudio. Una vez establecidas las variables del estudio, se estudiaron histológicamente todos 
los casos de la población de estudio (346 casos). Por último, se clasificaron según presentaban 
la mutación en pTERT y en BRAF. Se realizaron modelos de regresión logística univariada y un 
estudio multivariado consistente en un análisis discriminante de datos parciales en el que se observó 
que la presencia de mutaciones en pTERT se relacionó con una elastosis intensa, un índice mitótico 
alto y tipos histológicos diferentes al lentiginoso acral. Estas mutaciones diferían según la presencia 
de mutaciones en BRAF. Los MM BRAF-/pTERT+ tenían ausencia de pigmentación, un patrón de 
crecimiento expansivo y la presencia de elastosis intensa, mientras que los MM BRAF+/pTERT+ 
eran característicamente nodulares, con una morfología polipoide, ulcerados y con un mitótico y un 
Breslow elevados. 
     
A pesar de que la tasa de error de la capacidad predictiva de los modelos era elevada, hemos podido 
observar que la presencia de mutaciones en pTERT y su combinación con mutaciones en BRAF 
se asocia a algunas características morfológicas, entre las que destacan la asociación a un grado 
intenso de elastosis solar y a la apariencia nodular y polipoide con características típicas de mal 
pronóstico (presencia de ulceración y un espesor tumoral y número de mitosis elevados). 

RESUMEN
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Situación actual y epidemiología  

1 Datos de incidencia y mortalidad a nivel general. 

En los últimos años se ha producido un aumento de la incidencia global de melanoma (MM). En un 
estudio reciente se mostró un aumento de la incidencia de un 161,3% entre los años 1990 y 2017. 
(8) 

Para comprender mejor la prevalencia global del cáncer, el proyecto Globocan representa una 
iniciativa de la “International Agency for Research on Cancer” (IARC) que tiene como objetivo 
proporcionar las estimaciones actuales de incidencia y mortalidad de los principales tipos de 
cáncer, entre los que figura el MM cutáneo. (9) Así, según esta base de datos “on-line”, en 2020 se 
registraron 324.635 nuevos casos de MM y un total de 57.043 muertes a nivel mundial. Respecto 
a tasas de incidencia global, Europa representó la región número 1 en número de casos incidentes, 
prevalentes y de mortalidad. (9,10) 

Al realizar el ajuste por edad, el orden de las tasas sufre algunas variaciones. De esta manera las 5 
regiones a nivel mundial con las tasas de incidencia estandarizadas por edad más altas fueron en 
orden decreciente:  Oceanía, Oeste de Europa, Norte de Europa, Norte América, Sur de Europa, 
Centro y Este de Europa. 

      

CAPÍTULO 4

Figura 1 Incidencia, mortalidad (2020) y prevalencia a 5 años a nivel mundial y 
por regiones. Fuente: Globocan 2020. (10)



CARACTERIZACIÓN HISTOLÓGICA DE LOS MELANOMAS CON MUTACIÓN EN EL PTERT

29

Según la incidencia ajustada por edad (figura 3), los valores más elevados se detectan en Australia 
y Nueva Zelanda, seguidos de forma decreciente por diferentes países del continente europeo 
(Dinamarca, Países Bajos, Noruega, Suecia, Suiza y Alemania). 

Figura 2 Tasas de incidencia y mortalidad ajustadas por edad y según regiones a 
nivel mundial. Fuente Globocan 2020. (10)

Figura 3 Tasas estimadas de incidencia y mortalidad ajustadas por edad y según 
países. Fuente Globocan 2020. (10
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Australia y Nueva Zelanda se sitúan en primera posición en cuanto a datos de incidencia a lo largo 
de los años. Las razones están bien documentadas y se han relacionado con la implicación que 
tiene la exposición a la radiación ultravioleta (UV) en la etiopatogenia del MM cutáneo. En esta 
región geográfica, los niveles de radiación UV son muy altos durante todo el año y la población 
mayoritaria presenta fototipos bajos. A ello se le une un comportamiento cultural y social que 
favorece la exposición solar y el bronceado. (11) 

Algunos investigadores han sugerido que el aumento de la incidencia de MM puede ser debido a un 
incremento del número de biopsias y a la tendencia a emitir el diagnóstico histológico de MM en 
lesiones melanocíticas atípicas, sobre todo en sus fases iniciales. Pero este razonamiento no explica 
algunas cuestiones como el aumento de las tasas de mortalidad, especialmente en hombres mayores. 
(12) 

Otros investigadores defienden que el aumento de incidencia de MM podría estar relacionado con 
un incremento de las campañas de detección precoz, lo que justificaría una mayor precocidad en el 
diagnóstico de lesiones más finas e indolentes. (13)  

A partir de los datos incluidos en el programa llamado “The Surveillance, Epidemiology, and 
End Results” (SEER), promovido por el organismo “National Cancer Institute” (NCI) de los 
EE. UU. se llevó a cabo un estudio del periodo comprendido entre 1992 y 2004 en la población 
blanca no hispánica y se encontró un aumento de la incidencia de MM de todos los grosores, 
independientemente del nivel socioeconómico. (14) De todos los participantes, las personas con un 
menor nivel socioeconómico y con un menor acceso a campañas de detección precoz, mostraron 
el aumento más pronunciado de incidencia de MM gruesos. Sin embargo, también se objetivó un 
aumento de incidencia de MM de todos los grosores en el grupo de pacientes con mayor estatus 
socioeconómico. (14)  

En el programa de cribado SCREEN (“Skin Cancer Research to Provide Evidence for Effectiveness 
of Screening in Northern Germany”) llevado a cabo en el norte de Alemania (región de Schleswig-
Holstein), de 1 año de duración, se observó que la incidencia de MM de todos los grosores aumentó 
durante ese mismo año, pero volvió a los niveles basales a los tres años siguientes a la finalización 
del programa de detección precoz. Por el contrario, en la población de control la incidencia creció 
ligeramente durante todo el periodo del estudio. (15) Estos resultados sugieren que las campañas de 
detección precoz son responsables en parte, pero no completamente, del aumento de incidencia de 
MM.  

Tras cinco años del fin del programa SCREEN en Schleswig-Holstein, se objetivó que las tasas 
de mortalidad tanto en hombres y mujeres fueron más de un 50% inferiores respecto a las tasas 
esperadas. Los autores defienden como limitación de su estudio que no pudieron llevar a cabo un 
ensayo clínico aleatorizado. (16) 

En lo que respecta a la mortalidad y a su variación a lo largo de los años, existen datos dispares 
según los grupos de edad y la zona geográfica. Así en Australia en el periodo de años de 1950 a 
2002, la mortalidad por MM disminuyó entre un 2 y 3 % en el grupo de edad de los 35 a los 54 
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años, sin embargo, las tasas permanecieron estables en el grupo de los 55 a los 79 años. (17) 

En el periodo entre 2002 y 2006 en Estados Unidos se observó un descenso de la mortalidad en 
individuos menores a 65 años. Sin embargo, hubo un aumento de la mortalidad en los mayores de 
65 años (+6,6% en hombres y +0,6% en mujeres). En cualquier caso, el descenso de la mortalidad 
en las personas más jóvenes podría estar en relación con el éxito de las campañas de educación 
pública y de detección precoz. (18,19)  

1.2 Distribución por sexo 

En lo que respecta al género, analizando los 10 países con mayor incidencia de MM y tras ajustar 
las tasas por edad, se observa una cierta dispersión de los datos, con unas tasas en general superiores 
en los hombres, similar en ambos sexos en los Países Bajos, o tasas mayores en las mujeres de 
Dinamarca, Noruega y Suecia (Fig. 4). No ocurre así con las tasas de mortalidad, que fueron 
superiores en los hombres en todos los países.  

Por último, en la población mayor de 50 años las tasas de incidencia y de mortalidad global fueron 
superiores en los hombres. (9)

1.3 Situación en España  

Un estudio tipo metaanálisis publicado en 2015, mostró una tasa de incidencia bruta de 
8,82/100.000 personas-año y una tasa de mortalidad bruta de 1,82 por 100.000 personas-año en 
España. (20) Al igual que lo que sucede en el resto de los países, existe una tendencia al alza de 
la incidencia con el paso de los años. La tasa de incidencia bruta estimada en el año 2020 se ha 
incrementado a valores de 12,3/100.000 personas-año y la de mortalidad bruta a 2,3 por 100.000 
personas-año. (Fig. 5 y 6) (9) 

Figura 4 Tasas de incidencia y mortalidad estimadas y ajustadas por edad según sexo 
en los 10 países con mayor prevalencia a nivel mundial. Fuente: Globocan 2020. (10)
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Es previsible que las tasas continúen aumentando en el futuro, especialmente en la población 
anciana. El motivo podría estar relacionado con una población más envejecida en la que hay una 
mayor prevalencia de MM gruesos. (14)

2. Factores pronósticos de melanoma  

2.1 Factores integrados en la estadificación actual del MM 

El sistema actual de estadificación fue creado por la “American Joint Committee on Cancer” 
(AJCC) en colaboración con la “Union for International Cancer Control” (UICC).  

Este sistema se basa en las siglas, TNM: T: tumor de “primary tumor”, N: ganglios linfáticos 
regionales de “regional lymph Nodes”, M: metástasis a distancia de “distant Metastatic sites”.  

La actual edición de la AJCC es la octava y está sustentada por los datos de supervivencia evaluados 
en más de 46.000 pacientes, de 10 centros de todo el mundo con MM de estadios del I al III desde 
1998. (21,22) 

Figura 5 Tasas estimadas brutas de incidencia en Europa en el año 2020. Fuente: 
Globocan 2020. (10)

Figura 6 Tasas estimadas brutas de incidencia en Europa en el año 2020. Fuente: 
Globocan 2020.
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En esta edición se ha prestado una atención especial a mejorar algunos aspectos importantes en 
cuanto a la clasificación y a la terminología para así obtener mejores modelos pronósticos que 
permitan optimizar la toma de decisiones con los pacientes de MM.  

Dado el gran avance de los últimos años en cuanto al tratamiento del MM en estadio IV que ha 
supuesto una mejoría en las tasas de supervivencia de estos pacientes, no se ha realizado en esta 
edición el análisis de los pacientes en estadio IV. Sin embargo, sí que se han incluido algunos 
cambios en la categoría IV que permitirán más adelante mejorar la estimación pronóstica y la 
estratificación de estos pacientes con enfermedad avanzada. (22) 

2.1.1 Tumor primario (T) 

La actual edición de la AJCC usa los mismos parámetros que se usaron en la séptima edición con 
la excepción del índice mitótico, que se ha eliminado como criterio de subclasificación para los 
tumores T1. Sin embargo, en el documento subraya que es un factor pronóstico importante que ha 
de tenerse en cuenta para el MM en cualquier estadio.  

El espesor tumoral medido en milímetros (índice de Breslow) es una variable continua que está 
asociada con el riesgo de recaída y de fallecimiento, y está integrado en la estadificación con 
intervalos.  

El valor que se debe anotar es el más cercano a 0,1 mm, con un solo decimal, a diferencia de los 2 
decimales que se tenían en cuenta anteriormente. (22) 

En la tabla 1 se sintetiza la información respecto a T. (Tabla 1). 

Tabla 1. Estadiaje del mm respecto a T (del inglés tumor/tumor)

T0  MM primario desconocido o completamente regresado 

Tis MM in situ (MMis) 

TX  MM cuyo espesor no puede ser calculado (por ejemplo, si el diagnóstico 
se ha hecho a partir de una muestra obtenida por curetaje) 

T1  MM 1 mm; T1a <0,8 mm sin ulceración/T1b <0,8 mm con ulceración 
o 0,8-1,0 mm con/sin ulceración 

T2  MM  >   1,0 a 2,0 mm; T2a sin ulceración/T2b con ulceración 

T3  MM 2,0 a 4,0 mm; T3a sin ulceración/T3b con ulceración 

T4  MM > 4,0m; T4a sin ulceración/T4b con ulceración o ulceración 
desconocida 

T: Características de la tumoración primaria 



CAPÍTULO I

34

La subdivisión de los tumores T1 por su grosor en la octava edición de la AJCC se basa en el 
análisis de 7.568 pacientes con T1N0. (22) En el análisis multivariante, la supervivencia específica 
fue peor para los MM 
≥ 0,8 en comparación con los  < 0,8 mm (riesgo relativo o HR “hazard ratio” 1,7). La supervivencia 
específica del MM fue también peor para aquellos con ulceración que para aquellos que no la tenían 
(HR 0.57). La distinción que utilizó el límite de 0,8 mm también fue predictiva para la positividad 
de la biopsia del ganglio centinela, pues menos del 5% de los MM <0.8 mm presentaron metástasis 
en el ganglio centinela, mientras que entre el 5 y el 12% en aquellos con espesor de 0,8-1,0 mm la 
presentaron.   

El índice mitótico (tomado como una variable dicotómica comparando <1 mitosis/mm2 con ≥1 
mitosis/mm2), no fue un factor independiente en el análisis multivariante en los pacientes con MM 
T1.  

Por esta razón, y a diferencia de la séptima edición en la que sí lo estaba, el índice mitótico no se 
contempla en la octava edición para el tumor primario T1. Sin embargo, en el análisis univariante 
de la actual estadificación se observó que en los MM sin afectación clínica nodal (cN0) la 
supervivencia específica disminuía progresivamente con el aumento del índice mitótico. (22)  

Por tanto, a pesar de que quede fuera del sistema de estadificación, el índice mitótico tiene un 
importante valor pronóstico dentro de todas las categorías de espesor y debe recogerse siempre en el 
informe histológico.  

2.1.2 Afectación regional nodal (N) 

Los ganglios linfáticos regionales constituyen una localización común para las metástasis de MM 
y su afectación tiene un gran impacto negativo en el pronóstico a largo plazo. A pesar del término, 
en este apartado se hace referencia a la extensión metastásica de la enfermedad a través de los 
conductos linfáticos y, por lo tanto, se incluye tanto la afectación ganglionar regional como la 
cutánea locorregional (satelitosis micro/macroscópicas, metástasis en tránsito). 

Para facilitar la estadificación, se ha establecido que todos los pacientes con una confirmación 
histológica de diseminación linfática (incluyendo metástasis ganglionares regionales, microsatélites, 
satélites y metástasis cutáneas o subcutáneas en tránsito) y sin metástasis a distancia, sean 
clasificadas como estadio III, independientemente de la carga de enfermedad ganglionar. En la 
actual edición la afectación ganglionar se clasifica como clínicamente oculta (detectada mediante el 
estudio histológico del ganglio centinela) o clínicamente detectada (a través de la exploración física 
o de una prueba de imagen). Esto constituye una diferencia terminológica respecto a la anterior 
edición, pues la afectación ganglionar se clasificaba como microscópica y macroscópica.  

Se acepta el diagnóstico de las metástasis ganglionares basado únicamente en la confirmación por 
tinción inmunohistoquímica, incluso si solo hay agregados de unas pocas células. (21) 
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No se hace distinción entre lesiones satélite, tanto microscópicas como macroscópicas, y metástasis 
en tránsito porque ambas representan una manifestación de enfermedad intralinfática. (Tabla 2). 

Tabla 2. Estadiaje del MM respecto a N (del inglés “node”/ganglio linfático)

2.1.3 Metástasis a distancia (M) 

En la estadificación los pacientes son subcategorizados según el lugar de afectación de las 
metástasis.  

Los cambios fundamentales con respecto a la séptima edición incluyen la integración de la 
valoración de presencia del marcador lactato deshidrogenasa (LDH) para cada una de las categorías 
y la creación de una cuarta categoría (M1d) basada en la presencia de metástasis del sistema 
nervioso central. (22). (Tabla 3). 

 

NX  Los ganglios no se pueden determinar (ejemplo: no se ha hecho el examen del ganglio 
centinela, han sido previamente resecados). 

N1  Un ganglio linfático afectado o metástasis en tránsito, satélite o microsatélites sin 
afectación ganglionar; N1a: ganglio detectado por estudio del ganglio centinela/N1b: 
ganglio detectado por exploración clínica/N1c: no ganglio, sí metástasis en tránsito, 
satélites o microsatélites. 

N2  Dos o tres ganglios afectados, o metástasis en tránsito, satélite o microsatélites con un 
solo ganglio afecto; N2a: ganglios clínicamente ocultos detectados por estudio del 
ganglio centinela/N2b: ganglios detectados por exploración clínica/N2c: un ganglio 
afecto y además metástasis en tránsito, satélites o microsatélites.  

N3  Cuatro o más ganglios afectos o metástasis en tránsito, satélites o microsatélites con dos 
o más ganglios afectos o cualquier número de ganglios apelotonados con o sin metástasis 
en tránsito, satélite o microsatélites; N3a: cuatro o más ganglios clínicamente 
ocultos/N3b: cuatro o más ganglios, al menos un ganglio de detectado clínicamente o 
bien presencia de ganglios en conglomerado/N3c: dos o más ganglios clínicamente 
ocultos o detectados y/o presencia de ganglios en conglomerado, además de la presencia 
de metástasis en tránsito, satélites o microsatélites. 

N: afectación ganglionar 
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Tabla 3. Estadiaje del MM respecto a M (del inglés metastasis/metástasis)

La LDH es un factor pronóstico independiente en paciente con MM metastásico, y una elevación de 
LDH no condiciona en esta edición un traslado a la categoría M1c. En la actual edición, cada una de 
las categorías M1 se subdivide en (0) para LDH en niveles normales y (1) para LDH elevada.  

2.2 Estadios del melanoma  

Tras haber revisado el significado de las siglas de la clasificación TNM, se agrupan los tumores en 
estadios según sus características (tabla 4.)  

Tabla 4. Estadios del MM según la octava edición de la AJCC

M1a Metástasis cutáneas a distancia, subcutáneas o linfáticas 

M1b Metástasis pulmonares 

M1c Metástasis en otras localizaciones, excepto el sistema nervioso central 

M1d Metástasis en el sistema nervioso central, con o sin afectación de otras localizaciones 

M: Afectación metastásica a distancia 

Estadio I Pacientes con MM de bajo riesgo (T1a, T1b y T2a) sin evidencia de metástasis 
regionales o a distancia. Se clasifica en IA y IB en función del espesor del tumor 
primario y la presencia o ausencia de ulceración.  

Estadio II  Incluye aquellos tumores primarios con más alto riesgo de recurrencia (T2b, T3a, 
T3b, T4a y T4b) sin evidencia de metástasis linfáticas ni a distancia. Se clasifica 
en IIA, IIB, IIC en función del espesor tumoral y la presencia o ausencia de 
ulceración. 

Estadio III  Incluye aquellos MM con evidencia histológica de afectación de ganglios 
linfáticos regionales o la presencia de metástasis en tránsito o satélites (N1, N2 y 
N3). Se subclasifican en IIIA, IIIB, IIIC, o IIID dependiendo de la extensión de la 
afectación linfática. 

También incluye aquellos pacientes cuyo tumor primario es desconocido (T0) y 
debutan con metástasis aisladas en los ganglios linfáticos, en la piel o tejido 
celular subcutáneo, asumiendo que no existen otras áreas afectadas.  

Estadio IV  Último estadio definido por la presencia de metástasis a distancia. Las metástasis 
del sistema nervioso central (M1d) están especialmente asociadas con un mal 
pronóstico. No hay subgrupos. 

También incluye la presencia de un tumor primario desconocido con metástasis a 
distancia.  
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2.3. Factores clínicos 

Respecto al género, las mujeres con MM presentan una mejor supervivencia respecto a los hombres, 
probablemente en relación con las diferencias en la biología tumoral o a la interacción tumor-
huésped.(23) 

La ventaja en supervivencia en las mujeres se ha descrito en todos los estadios tumorales, en los que 
el sexo femenino presenta una mejor supervivencia específica (HR 0,62-0,74) y un menor riesgo 
de desarrollar metástasis nodales (HR 0,58-0,70) que los varones. (24) Algunos autores consideran 
el sexo un factor pronóstico independiente mientras que otros encontraron que la ventaja de la 
supervivencia de las mujeres desaparecía tras ajustar para otras variables como la ulceración, la tasa 
mitótica, la localización anatómica y el espesor de Breslow. (25) 

La localización anatómica del tumor primario se ha reconocido como un factor pronóstico 
independiente para la supervivencia, siendo los MM situados en cabeza y cuello los que presentan 
peor supervivencia libre de enfermedad (SLE)(26) y peor supervivencia global (SG). Un estudio 
que incluía un análisis multivariado objetivó que la localización del MM en la cabeza y el 
cuello en comparación con otras localizaciones anatómicas, a pesar de asociarse a una menor 
tasa de positividad del ganglio centinela, fue un factor independiente y predictivo para una peor 
supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global.  (27) 

Igualmente la localización acral implica un peor pronóstico en términos de supervivencia, (28)(29) 
especialmente los MM de localización ungueal. (30) En otro estudio se observó que la localización 
acral es un factor de riesgo independiente para el desarrollo de metástasis ganglionares en MM en 
estadios I y II. (31)  

La edad avanzada se asocia generalmente a una disminución de la supervivencia específica. En 
un estudio reciente de 7.756 pacientes en estadio I/II y usando la cohorte de la base de datos de la 
AJCC, una edad mayor a 70 años se asoció con peores características del tumor primario y con un 
aumento de la mortalidad comparado con Los pacientes más jóvenes. Por contra, la incidencia de 
la positividad del ganglio centinela fue menor en el grupo de edad avanzada. (32) En un estudio 
relacionado, la edad junto con el número de metástasis ganglionares, la presencia de ulceración y la 
tasa mitótica estaban independientemente asociadas con un peor pronóstico en pacientes en estadio 
III. (33) 

2.4 Factores moleculares y séricos 

A fin de mejorar la valoración pronóstica de los pacientes con MM, se han estudiado varios 
biomarcadores moleculares.  

En algunos trabajos han hallado diversas mutaciones en algunos genes con una posible importancia 
pronóstica entre los que destacan: ERBB3, AKT, MITF, PTEN, BCL2 y NCOA3. Sin embargo, el 
valor relativo pronóstico tras ajustar por otras variables clínico-patológicas, particularmente por la 
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afectación ganglionar y por el espesor de Breslow no está bien establecido todavía y se necesitan 
estudios adicionales que confirmen su valor pronóstico independiente (34) 

El marcador sérico que ha sido ampliamente aceptado por su valor pronóstico es la enzima LDH 
en los melanomas metastásicos. La elevación de LDH en un paciente con MM se asocia a una 
peor supervivencia. Así un estudio que incluía 71 pacientes con MM avanzado (estadio IV), 
demostró que la LDH fue el único marcador tumoral que se relacionó de forma independiente 
con un peor pronóstico. Estos hallazgos llevaron a que se incorporara en la estadificación de la 
AJCC para los pacientes con enfermedad metastásica. (35,36)En los últimos años, han surgido las 
células circulantes tumorales como un nuevo biomarcador con utilidad tanto para el seguimiento 
clínico en tiempo real como para los resultados de la enfermedad, para los pacientes con múltiples 
cánceres sólidos entre los que figura el MM. La técnica diagnóstica más ampliamente usada para su 
valoración es la reacción en cadena de la transcriptasa inversa polimerasa cuantitativa que detecta 
múltiples antígenos moleculares asociados al MM. Es una técnica que presenta una alta sensibilidad 
diagnóstica y además tiene en cuenta la heterogeneidad tumoral. Esta técnica que cada vez es más 
reproducible, ofrece información traslacional acerca de la progresión tumoral, predicción de la 
respuesta al tratamiento y datos acerca de la supervivencia en los pacientes con MM. Los avances 
recientes del perfilado molecular y proteómico del MM,  podrían implementar la información y la 
utilidad clínica aportada por las células circulantes tumorales. (37) 

Por último, existen ciertas mutaciones genéticas tienen una mayor importancia por su alta 
prevalencia y/o importancia pronóstica. Entre ellas, destacan BRAF y pTERT que se desarrollará 
más adelante en el apartado de genética y biología molecular del MM (apartado 4.3).  

2.5 Factores y características histopatológicas del melanoma 

Respecto a los factores histopatológicos, los hallazgos asociados a mal pronóstico se pueden 
clasificar en mayores y menores, según lo consistentemente con lo que se han asociado con el 
mismo, y quedan especificados en la tabla 5 (34):  

Tabla 5. Factores histopatológicos que condicionan un peor pronóstico en el MM

	     *El más importante y con mayor valor pronóstico.  

MAYORES MENORES 

Valores elevados de espesor de Breslow* Niveles de Clark elevados 

Ulceración  Subtipo histológico diferente al 
melanoma de extensión superfical (MES) 
y LM 

Índice mitótico elevado Ausencia de linfocitos infiltrantes del 
tumor (TIL) 

Invasión linfovascular Regresión 

 Invasión perineural 
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La importancia pronóstica de la regresión presenta cierta controversia mostrando distintos 
resultados en la literatura científica. En algunos estudios, especialmente de hace varios años, se 
relacionó un peor pronóstico. En esta línea, un estudio identificó la regresión intensa como un factor 
de riesgo para el desarrollo de metástasis en el caso de MM finos. (38)  

Sin embargo, trabajos más recientes arrojan resultados diferentes. Otro grupo de investigación 
estudió el valor pronóstico de la regresión en una muestra de 664 pacientes y no encontró una 
asociación entre la presencia de esta y la SLP ni la SG. (39) 

Por el contrario, otro estudio que incluía 2 grandes cohortes de pacientes (una de 17.271 pacientes 
de Países Bajos y otra de 4.980 pacientes de Australia) halló un mejor pronóstico en aquellos 
pacientes en estadios I y II que presentaron regresión, especialmente en los MM de espesor fino o 
intermedio y del subtipo de MES (40) 

La regresión en el MM se inicia con un infiltrado inflamatorio, pero no es suficiente por sí sola para 
definir la presencia de regresión.  

La presencia de inflamación en el MM nos indica de que se ha producido una respuesta 
inmunológica por el huésped frente al tumor y puede resultar efectiva si frena o detiene el 
crecimiento del tumor o simplemente no es efectiva y conduce a la regresión parcial o total del 
tumor.(41)  

La regresión en sus fases iniciales  podría condicionar un mejor pronóstico y sin embargo, en fases 
más tardías podría condicionar un peor pronóstico en términos de supervivencia. (41) 

Un estudio sobre 201 casos de MM de espesor mayor a 0,75 mm a los que se les había hecho 
ganglio centinela demostró la ausencia de asociación entre la presencia de regresión y la positividad 
del ganglio centinela. (42) 

Múltiples trabajos han descrito que la presencia de un infiltrado inflamatorio denso en el MM sin 
otros signos de regresión condiciona un mejor pronóstico en el melanoma. (41) 

Conviene diferenciar según la densidad de la infiltración y la distribución de estos en 3 tipos: 
intensa (del inglés “brisk”) en el que los linfocitos se encuentran infiltrando toda la masa tumoral 
o a lo largo del margen de avance tumoral, leve/moderada (del inglés “non-brisk”) en el que los 
linfocitos se observan de forma aislada en el centro del tumor o salpicados en el margen de avance 
del tumor y ausente en el que no se observan linfocitos o si existen, éstos no interaccionan con los 
melanocitos tumorales. Estos subgrupos aportan información pronóstica en varios estudios.  

En un estudio de 3.330 casos de MM se observó que la mortalidad específica por MM fue de un 30 
y 50% respectivamente menor en los grupos con TIL leve y moderada en comparación con el grupo 
con ausencia de TIL. (43) 
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En otros trabajos se ha encontrado una asociación de los TIL con una buena respuesta a la 
inmunoterapia. Así, en un estudio de 94 cortes histológicos de MM previo al tratamiento con anti-
PD1, observaron una mayor supervivencia y una mejor respuesta clínica al fármaco en aquellos 
casos con una infiltración intensa de linfocitos CD8 (P < 0.0001). (44) 

Por último, los subtipos de MM nodular (MN), desmoplásico  y lentiginoso acral (MLA) se asocian 
con un peor pronóstico en comparación con el LM y el MES. (26) 

2.5.1. Fases de crecimiento del melanoma 

Durante la embriogénesis los melanocitos, derivados de la cresta neural, migran a la epidermis 
y a los folículos pilosos. Los melanocitos se distribuyen a lo largo de la membrana basal en una 
proporción de un melanocito por cada diez queratinocitos aproximadamente. Los melanocitos 
poseen dendritas que les permiten transferir los melanosomas a los queratinocitos vecinos, así como 
a los folículos pilosos.  

Los nevos se componen de células névicas, que son melanocitos que han perdido los procesos 
dendríticos y proliferan de forma clonal para constituir nidos de células.  

Los nevos comunes adquiridos comienzan como unas pequeñas placas planas (nevos de la unión) 
que con el tiempo se sobreelevan (nevos compuestos). Históricamente el concepto de la expansión 
de los nevos a la dermis se ha utilizado para explicar la transformación de un nevo de la unión a un 
nevo compuesto. Sin embargo, este concepto se ha cuestionado, pues existe una teoría alternativa 
que postula que la migración epidérmica de los nevos es la base de la formación de estos.  

La mayoría de los MM surgen como unos tumores indolentes superficiales confinados a la 
epidermis donde permanecen durante meses, incluso años. Durante esta fase, conocida como fase 
de crecimiento radial, el MM es curable con una exéresis simple. En algún punto, y probablemente 
en relación con la acumulación de aberraciones genéticas, el MM se transforma en un nódulo 
expansivo que sobrepasa la membrana basal e invade la dermis, alcanzando la fase de crecimiento 
vertical. (45) 

Aunque aún no se conocen con exactitud los mecanismos moleculares de progresión del MM, la 
técnica de hibridación genómica comparada muestra hallazgos importantes. (46) De hecho, se han 
hallado algunas amplificaciones de genes en loci específicos que codifican para proteínas implicadas 
en la progresión del ciclo celular, a su vez relacionadas con la adquisición de un potencial 
metastásico temprano en algunos tipos de MLA. Por el contrario, estas amplificaciones no son 
tan frecuentes en otros subtipos histológicos, o bien están presentes en las fases más tardías de la 
progresión. (47) 
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2.5.1.1 Fase de crecimiento radial 

Los MM en esta fase son finos, están confinados a la epidermis o tienen un mínimo componente 
dérmico, y tienen un comportamiento indolente. Incluye 2 patrones histológicos: el MMis y el MM 
maligno microinvasivo. 

2.5.1.1.1 Melanoma in situ 

El Mis es un tipo de MM en fase de crecimiento radial, cuyos melanocitos se encuentran 
exclusivamente epidermis sin sobrepasar la membrana basal. De los cuatros subtipos fundamentales 
de MM, la variable in situ la presentan 3 de ellos: el MES, el MLA y LMM, pero no el MN, que de 
entrada es invasivo.  

En la variante MES del MMis, los melanocitos malignos se extienden hacia arriba de su posición 
normal en la epidermis llegando a veces hasta el estrato córneo, proceso que se conoce como 
extensión pagetoide. El MLA in situ se caracteriza sin embargo por la distribución alineada y 
continuada a lo largo de la membrana basal de melanocitos dendríticos atípicos.  

El LM se caracteriza por la presencia de una proliferación más o menos continua lentiginosa con 
extensión pagetoide en todo el espesor epidérmico. Cuando se vuelve invasivo se conoce como 
LMM. 

2.5.1.1.2 Melanoma in situ microinvasivo  

Además de la afectación epidérmica, el MM microinvasivo se caracteriza por la extensión 
microscópica a la dermis papilar y tienden a presentar un comportamiento indolente. Por definición, 
el nido dérmico más grande no puede ser mayor que el nido epidérmico más grande y no se 
objetivan mitosis dérmicas. (48) A menudo presenta un infiltrado inflamatorio linfocítico y al 
contrario que el MM invasivo, la morfología de los melanocitos dérmicos es similar a los de la 
epidermis.  

2.5.1.2 Fase de crecimiento vertical 

Este término incluye a todos aquellos MM que invaden y rellenan la dermis papilar o incluso la 
dermis reticular y el tejido celular subcutáneo. Estas características se corresponden con los niveles 
de Clark III, IV o V respectivamente. (49) Algunas lesiones con un nivel II de Clark se pueden 
considerar en fase de crecimiento vertical si existe algún nido dérmico de mayor tamaño que el más 
grande de la epidermis o si hay alguna mitosis dérmica.  

Los MM en fase de crecimiento vertical pueden aparecer de novo o desde una fase de crecimiento 
radial. El tiempo desde que un MM en fase de crecimiento radial se hace invasivo y pasa, por tanto, 
a la fase de crecimiento vertical es muy variable. El MN no presentan fase de crecimiento radial 
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previa, si no que directamente desde su origen se encuentran en fase de crecimiento vertical. La 
probabilidad que tiene un MM invasivo de metastatizar se relaciona principalmente con el grosor 
de la lesión en milímetros desde la capa granular de la epidermis hasta el punto más profundo de la 
invasión (índice de Breslow). (50) 

2.5.2 Subtipos histológicos clásicos de melanoma  

En la tabla 6 sintetizamos los rasgos histopatológicos más característicos.  (51)  

Tabla 6. Subtipos histológicos de MM.

2.5.3 Variantes histológicas menos comunes 

A veces el diagnóstico clínico e histológico de un MM se convierte en un desafío y puede suceder 
que el MM se asemeje a lesiones benignas u a otro tipo de lesiones malignas de estirpe no 
melanocítica. Se han descrito más de 17 variantes de MM en las últimas décadas. Se describen a 
continuación las tres más características: 

2.5.3.1 Melanoma nevoide  

Se confunde frecuentemente con un nevo intradérmico benigno por su aspecto parecido tanto desde 
el punto de vista clínico como histológico.  
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Histológicamente el componente dérmico es hipercelular, suele presentar hipercromasia y presenta 
un fenómeno que se conoce como pseudomaduración por el que las células nevoides disminuyen de 
tamaño conforme se profundiza en el espesor vertical del tumor. Sin embargo, la celularidad suele 
ser hipercromática, claramente atípica y presenta abundantes figuras de mitosis. (52) Existen a su 
vez dos variantes; el MM spitzoide compuesto por células grandes y epitelioides y otra variante con 
células más pequeñas de aspecto nevoide. (53) 
2.5.3.2 Melanoma desmoplásico  

No es rara la confusión clínica con una cicatriz, con un fibroma o incluso con un epitelioma 
basocelular porque se presenta clínicamente como un nódulo o una placa tumoral de aspecto 
carnoso. (54) Una clave diagnóstica clínica es la presencia de un nódulo dérmico con pigmento en 
su periferia. Tienden a aparecer en zonas fotoexpuestas, típicamente el cuello, la cabeza o la parte 
superior de la espalda de individuos de una edad avanzada.  

Histológicamente se caracterizan por poseer un estroma fibromixoide y una mala delimitación 
lateral. Las células malignas tienen unos núcleos hipercromáticos y alargados, y tienden a agruparse 
con una disposición habitual en fascículos o bien, menos frecuentemente, a estar dispersas de forma 
aislada. Estas células muestran a menudo un neurotropismo y, en ocasiones, se observan algunos 
focos de linfocitos y mucina en la dermis. (55) Se considera una variante de peor pronóstico. (26) 

2.5.3.3 Melanoma dérmico solitario 

Es una lesión confinada a la dermis y/o al tejido celular subcutáneo sin un componente epidérmico. 
En realidad, no se sabe exactamente se trata de una lesión primaria, una metástasis dérmica de un 
MM primario desconocido o una lesión en la que ha regresado el componente epidérmico. (56) 

3. Genética y biología molecular del melanoma  

El conocimiento cada vez mayor de la biología del melanocito y de la patogénesis del MM ha 
conducido al desarrollo constante de terapias dirigidas y a la mejora de los cuidados de los pacientes 
con MM avanzado.  

3.1. Biología del melanocito 

Los melanocitos derivan de células madre pluripotenciales de la cresta neural. El desarrollo del 
melanocito está modulado por 2 factores: el gen KIT y el gen del factor de transcripción asociado a 
microftalmia (MITF). Por ello, no es de extrañar que en una proporción de MM estos dos factores 
constituyen oncogenes mutados o amplificados. (57) 

La hormona estimulante de alfa-melanocitos o melanotropina (MSH) es un péptido propigmentario 
que estimula al receptor de la melanocortina 1 (MC1R) situado en la superficie de los melanocitos. 
(58) Existen muchas variantes o polimorfismos del gen MC1R, algunas de las cuales son 
responsables del fenotipo pelirrojo/piel clara que se relaciona con un aumento del riesgo de MM y 
de otros cánceres de piel no MM. (59) 
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MC1R activa la expresión de MITF que estimula la transcripción de múltiples genes que participan 
en la conversión de tirosina a pigmentos de melanina. La estimulación de la pigmentación cutánea 
tras la exposición a luz ultravioleta ocurre mediante el daño del ADN del queratinocito, la inducción 
de la expresión de proopiomelanocortina (POMC), la secreción de MSH y la estimulación del 
MC1R en los melanocitos epidérmicos. (60) 

3.2 La evolución genética del melanoma desde las lesiones precursoras 

Se dispone de un estudio de la revista “New England Journal of Medicine” (45) sobre 150 
áreas de 37 MM primarios que tenía el fin de determinar la presencia de mutaciones y tratar de 
establecer el orden de la ocurrencia de estas. El espectro histopatológico de estas áreas iba desde 
unas lesiones benignas inequívocas, pasando por unas lesiones atípicas de malignidad intermedia, 
MM intraepidérmicos y MM invasivos.  Cada área se secuenció para 293 genes con relevancia 
oncológica.  

Las lesiones precursoras estaban relacionadas con mutaciones de los genes de la vía de las proteín-
quinasas activadas por mitógenos (MAPK). Las lesiones benignas inequívocas mostraban exclusiva 
y frecuentemente la mutación V600E en el gen BRAF mientras que aquellas caracterizadas como 
intermedias presentaban a menudo las mutaciones del gen NRAS y otras mutaciones conductoras. 
Un total del 77% de las áreas de las lesiones intermedias y de los MMis portaban la mutación en el 
promotor del gen de la transcriptasa inversa de telomerasa (pTERT), lo que indica que estas últimas 
mutaciones surgen en estadios tempranos de la progresión oncológica. Otras mutaciones ocurren 
más tarde en la progresión de la lesión como la inactivación bialélica de CDKN2A y las alteraciones 
en el número de copias, que se detectaron en los MM invasivos.  

Adicionalmente, las mutaciones en los genes PTEN y TP53 ocurrían en los MM primarios 
avanzados. La influencia de la radiación ultravioleta se detectó en todos los estadios, siendo un 
factor fundamental tanto en la iniciación como en la progresión del MM. 

Figura 7 Evolución genética del melanoma desde las lesiones precursoras. Fuente 
Hunter Shain A y colaboradores. (45) 
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3.3. Vía MAPK 

La vía MAPK está activada de forma constitutiva en casi todos los MM. (61) En las células 
no malignas se requiere la interacción entre un factor de crecimiento y su ligando para activar 
esta vía que conlleva a una serie de eventos que definitivamente promueven el crecimiento y la 
supervivencia. La familia de proteínas RAS constituye un mediador crítico en la transducción de 
señales en esta vía. 
El “Cancer Genome Atlas” (TCGA) es un proyecto creado por las instituciones americanas 
“National Insitute of Cancer” (NCI) y el “National Human Genome Research Institute” que 
tiene como objetivo caracterizar molecularmente y analizar datos genómicos, epigenéticos, 
transcriptómicos y proteómicos de diversos cánceres, entre los que figura el MM.  

Las mutaciones de tipo “hot spot” o puntos calientes de mutación son regiones del genoma donde 
se concentra un número inusual de mutaciones. El proyecto TCGA ha identificado mutaciones de 
tipo “hot spot” en el gen NRAS hasta en un 25-30 % de los MM cutáneos. (62)(63) Una mutación 
somática en el gen NRAS puede causar la activación constitutiva y continuada de la proteína 
NRAS, lo que lleva a su vez a la activación seriada de las serina/treonina quinasas que promueven 
la progresión del ciclo celular, la transformación y finalmente el aumento de la supervivencia 
celular. Además, esta cascada puede estar mediada por la sobreexpresión y/o la hiperactivación de 
múltiples receptores del factor del crecimiento, entre los que destacan c-Met, el receptor del factor 
de crecimiento epidérmico (EGFR) y KIT, así como por la pérdida de función del gen supresor 
tumoral NF1 que en condiciones normales actúa suprimiendo la señalización NRAS. (64) De 
hecho, la mutación NF1 es bastante frecuente en el MM cutáneo, así entre un 13-14% de los casos 
presentan la mutación.  (62,63) 

Los mediadores más importantes de RAS activado son las quinasas de serina/treonina BRAF 
y CRAF que se activan tras la unión de RAS. Para el funcionamiento de la vía MAPK, y en 
contraposición con la activación de BRAF cuya activación por sí sola es suficiente, la activación 
de la vía de CRAF requiere múltiples pasos adicionales. Esto puede explicar por qué la mutación 
activadora en el dominio BRAF quinasa está presente en el 40 al 50% de los pacientes con MM y, 
sin embargo, no hay descritas mutaciones activadoras de CRAF. (64)

D espués de su activación, RAF, en forma de homo- o de heterodímero inicia la fosforilación 
de MEK que conlleva a su vez a la fosforilación y activación de ERK que desencadena una 
señal de crecimiento y transformación constante mediante la proliferación (ciclina D, RBL2), la 
supervivencia (Bim, MCl-19) y la diferenciación celular. (64) 
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3.3.1 Prevalencia de las mutaciones BRAF y NRAS 

Se piensa que las mutaciones en el gen BRAF no ocurren en etapas tan tempranas de la 
melanogénesis, apareciendo algo más tarde en las fases iniciales del MM invasivo.  Existe cierta 
evidencia al respecto:  

- Las mutaciones en BRAF son frecuentes en los nevos melanocíticos, el MM en la fase de 
crecimiento vertical y en el MM metastásico (70-80%, 40-50% y 40-50% respectivamente). Sin 
embargo, raramente se detectan en el MMis y en el MM en la fase de crecimiento radial (10% y 6% 
respectivamente) (64,66,67) 
- En los nevos melanocíticos atípicos y en los MM primarios se ha observado policlonalidad (por 
ejemplo, células mutadas en BRAF mezcladas con células BRAF wild type), por el contrario, tal 
policlonalidad no se ha objetivado en las metástasis de MM ni en los casos de MM primario en más 
de una localización. (68,69) 

Las mutaciones en NRAS, aunque no tan frecuentes como en BRAF, son bastante prevalentes en el 
MM (15-20%). Tanto una como otra son más habituales en los MM cutáneos que aparecen en áreas 
sin signos histológicos de daño solar crónico que aquellos que aparecen en localizaciones con daño 
solar crónico. 

Excepto en raros excepcionales, las mutaciones activadoras de BRAF, NRAS suelen ser 
mutuamente exclusivas. (70) 

Figura 8 Esquema de la vía MAPK. Fuente Chowday y colaboradores. (65) 
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3.3.2 Implicación pronóstica de las mutaciones en BRAF y NRAS 

Respecto al valor pronóstico de la mutación en BRAF o NRAS, hay cierta controversia y 
disponemos estudios con hallazgos dispares en la literatura científica. 

Un trabajo que incluyó a 912 pacientes con MM halló que aquellos con mutaciones en los genes 
NRAS o BRAF se asociaban con un estadio tumoral más alto al inicio, lo cual indicaba que los MM 
en estadios iniciales de bajo riesgo y curables quirúrgicamente eran con más frecuencia MM sin 
mutaciones en dichos genes [NRAS “wild type” (NRASwt)/BRAF “wildtype” (BRAFwt)].  

Asimismo, hallaron tres veces más riesgo de muerte en los grupos de pacientes NRAS+ y BRAF+ 
en comparación con los grupos NRASwt  y BRAFwt. Este último hallazgo se observó únicamente 
en el grupo de pacientes con MM de alto riesgo después de ajustar por múltiples variables (edad, 
sexo, localización, estadio de la AJCC, grado de TIL y centro de procedencia). (43) 

Otro estudio de 147  casos de MM en estadios I y II detectó una peor supervivencia libre de 
enfermedad y supervivencia global en los casos BRAF+ respecto a los BRAF-. Tras ajustar por las 
variables espesor de Breslow, presencia de ulceración, edad, sexo,  localización e índice mitótico, 
la mutación BRAF constituyó un factor de riesgo para una peor supervivencia libre de enfermedad. 
(71) 

Sin embargo, en otro trabajo de 217 pacientes con MM, los casos con mutaciones en BRAF 
mostraron una tendencia hacia una mejor supervivencia global y relativa. Por el contrario, los casos 
con mutaciones en NRAS mostraron metástasis ganglionares tempranas y metástasis a distancia 
con mayor frecuencia. Además, la mutación en NRAS fue un factor independiente de riesgo para la 
progresión de la enfermedad en el análisis multivariado. (72)  

Por último, un estudio que contenía 332 casos de MM no obtuvo ningún resultado significativo en 
cuanto al valor pronóstico de la mutación en BRAF o NRAS. (73) 

3.3.3 Caracterización histológica de los MM con mutación en BRAF y NRAS 

Viros y colaboradores (7) en su estudio sobre 302 casos de MM, trataron de correlacionar algunas 
variables histopatológicas con las mutaciones en BRAF y NRAS.  

Describieron que los MM mutados en BRAF se asociaban con más frecuencia a algunas 
características histológicas específicas, a diferencia de aquellos MM mutados en NRAS, en los que 
no encontraron hallazgos histológicos característicos.  

Los MM con mutación en BRAF presentaban con más frecuencia una extensión pagetoide, la 
formación de nidos de melanocitos intraepidérmicos, un mayor engrosamiento de la epidermis 
afectada y una mejor delimitación de la piel de alrededor de la lesión. Además, las células eran 
más grandes, redondeadas y más pigmentadas que las de aquellos casos de MM que carecían de la 
mutación BRAF.  (7) 
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 Posteriormente un grupo integrado por algunos investigadores del estudio anterior obtuvieron unas 
conclusiones parecidas, aunque la fuerza de la asociación fue más débil respecto a algunas variables 
como la extensión pagetoide y la tendencia a formar nidos. (74) 

3.4 Importancia de la telomerasa transcriptasa inversa (TERT) 

En 1961, Leonard Hayflick demostró que, en cultivo celular, las células fetales humanas podían 
dividirse entre 40 a 60 veces antes de entrar en la fase de ausencia de división celular o senescencia. 
En base a lo anterior, el límite de Hayflick es el número de duplicaciones que puede sufrir una 
célula eucariota antes de entrar en senescencia. (75) 

Años más tarde, los ganadores del Premio Nobel, Elizabeth Blackburn, Jack Szostak y Caroline 
Greider, descubrieron un mecanismo que explicaba el límite de la replicación celular y consistía en 
que los telómeros se acortaban en cada ciclo de división celular. (76,77) 

Hoy día, bien es conocido que los telómeros son complejos de nucleoproteínas situados al final de 
cromosomas eucariotas consistentes en múltiples repeticiones de la secuencia de bases nitrogenadas 
de ADN TTAGGG.  

La principal función de los telómeros es preservar la integridad de los cromosomas y la estabilidad 
genética. (78) En cada división celular, el ADN telomérico disminuye por lo que los telómeros son 
cada vez más cortos. En un momento dado, esta pérdida da lugar a una parada en la división celular 
que conduce a la senescencia.  (79) 

Para conseguir la inmortalidad, las células necesitan superar la barrera telomérica. Hay básicamente 
dos vías para mantener la longitud de los telómeros y ambas dos activan a la enzima telomerasa. 
La primera vía es mediante una ribonucleoproteína polimerasa que alarga los telómeros añadiendo 
repeticiones en tándem de 5´-TTAGGG-3´a la zona terminal del cromosoma. La segunda vía 
es mediante un mecanismo no dependiente de telomerasa conocido como ALT (“alternative 
lenghtening of telomeres”). (80) 

La reactivación de la telomerasa está presente en aproximadamente un 90% de los cánceres en 
humanos y permite a las células cancerígenas mantener la longitud de los telómeros. (81) Por el 
contrario, los 10 a 15% casos restantes de cáncer no tienen actividad detectable de la telomerasa y 
se cree que al menos algunos de ellos la elongación de telómeros sería debida al mecanismo ALT. 
(80) 

Un estudio del fenotipo ALT en 6.110 tumores primarios de 94 tipos de cáncer, halló la presencia de 
la huella ALT en el 3,7% de todos los tumores, sin embargo, no lo detectaron en lesiones benignas y 
tejidos normales. (82) 

Más tarde, el mismo grupo de investigadores demostraron que tanto las mutaciones en los genes 
ATRX como las DAXX estaban muy relacionadas con el desarrollo de ALT en tumores pancreáticos 
endocrinos, mientras que las mutaciones ATRX estaban relacionadas con el fenotipo ALT en 
tumores del sistema nervioso central. (83) 
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Como excepción existen algunas células normales que tienen aumento de la actividad telomerasa, 
concretamente las células germinales y las células madre de los tejidos auto regenerativos. (78) 

El complejo de la telomerasa contiene múltiples componentes, siendo los más importantes, el ARN 
(TERTC), la subunidad catalítica de la telomerasa transcriptasa inversa y la diskerina (DKC1).  

Se ha demostrado que en las células telomerasa-negativas, como las células epiteliales o los 
fibroblastos, la enzima TERT es el único componente necesario para reestablecer la actividad del 
complejo de la telomerasa. El gen TERT se localiza en el cromosoma 5 e incluye 16 exones. El 
promotor core del gen TERT (pTERT) contiene 330 pares de bases “upstream” del punto de partida 
y se localiza en una zona rica en GC. (84) 

La adquisición de mutaciones en el pTERT se ha postulado como un mecanismo clave para el 
mantenimiento de la regulación al alta en los cánceres humanos, concretamente para mantener la 
capacidad del crecimiento celular infinito. Éstas condicionan un aumento de la expresión de TERT, 
un incremento de los niveles de la telomerasa y finalmente conducen a la inmortalidad celular. (85)  

En lo que respecta al riesgo de MM, se ha documentado una relación entre una mayor longitud de 
los telómeros y un mayor número de nevos por paciente, así como el riesgo de padecer MM. (86)
(84) 

Asimismo un estudio de 1.469 casos de MM y 1158 controles pareados detectó que la longitud de 
los telómeros fue mayor y que el acortamiento de los telómeros por la edad fue más rápido en los 
casos que en los controles. Además encontraron una asociación entre una mayor longitud de los 
telómeros y el riesgo de padecer MM, con un mayor impacto en el grupo de edad de los 30 a los 35 
años. (87) 

Hay distintos tipos de mutación en el pTERT según el locus de esta. En el MM las más prevalentes 
son la -146C>T y la -124C>T, siendo la primera la más frecuentemente descrita hasta el momento. 
Existen otras alteraciones somáticas descritas presentes en una menor frecuencia, que constituyen 
cambios en tándem CC > TT en las posiciones −124/−125 y −138/−139 bp. (88) 

La actividad de la telomerasa tiende a aumentar con la existencia y la malignidad de las lesiones 
melanocíticas, en orden creciente desde piel sana al nevo benigno, pasando por el nevo displásico y, 
finalmente, donde es mayor, en el MM. (84) 

Las mutaciones en el pTERT raramente se encuentran en los nevos melanocíticos. En base a este 
hecho, existe un estudio que pretendía analizar si la presencia de la mutación del pTERT podía 
ser una herramienta diagnóstica útil para diferenciar MM de nevo melanocítico. Así, se analizó la 
presencia de la mutación en el pTERT en una muestra de 86 MM primarios, 72 nevos melanocíticos 
y 40 lesiones melanocíticas de significado incierto.  
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De los 86 MM, 67 (77,9%) fueron pTERT positivos e incluían alguna de las mutaciones siguientes:  
-124C>T, -124_125CC>TT, -138_139CC>TT, o -146C>T.  

De los nevos melanocíticos solo 1 (1,4%) fue pTERT positivo. Y de las 40 lesiones melanocíticas de 
significado incierto solo 2 (5%) fueron pTERT positivas. Con estos resultados los autores postularon 
que la detección de la mutación como test diagnóstico para diferenciar MM frente a nevo tenía una 
precisión diagnóstica del 87.3% (IC al 95%= 81.1-92.1). Asimismo, sugirieron que el hallazgo de la 
mutación en aquellas lesiones que presentan dudas diagnósticas respecto a malignidad en el examen 
histopatológico debe inclinar la balanza hacia la malignidad, por tanto, al diagnóstico de MM. (89)   

3.4.1 Prevalencia y pronóstico de la mutación en pTERT 

Las mutaciones en pTERT junto con las mutaciones en BRAF, constituyen las mutaciones 
somáticas más frecuentes en el MM (en torno a un 40% de los casos). En líneas generales las 
mutaciones en pTERT se han asociado con un pronóstico más sombrío y en varios trabajos se 
han descrito peores tasas de supervivencia libre de enfermedad y de supervivencia específica en 
pacientes con mutación en el pTERT. (3,90) 

Así un metanálisis reciente que analizó 19 artículos que incluían en torno a 2500 casos describió 
una peor supervivencia global en los MM pTERT+, así como un mayor espesor de Breslow. (2) 

Un trabajo que incluyó 563 casos de MM primario encontró una prevalencia de la mutación en 
pTERT del 48,3%. Los subtipos detectados más frecuentes fueron en orden decreciente: -146 C>T, 
-124 C>T, y -138_139 CC>TT. 

 Fueron más frecuentes en tumores de cabeza y cuello y menos en localizaciones acrales. La 
presencia de la mutación en pTERT se asoció significamente con elastosis intensa, daño solar y 
aumento del número de léntigos en la zona corporal de MM, aumento de queratosis seborreicas, y 
mayor espesor de Breslow. Asimismo en el análisis multivariado se asoció de forma independiente 
con un mayor índice mitótico. Asimismo evaluaron el impacto sobre el pronóstico de la presencia 
de las mutaciones NRAS, pTERT, y BRAF, así como sus combinaciones y hallaron que el grupo 
con el peor impacto en la supervivencia fue NRAS+/pTERT+, seguido de NRAS+, BRAF+/
pTERT+,  pTERT+, y por último BRAF+. (5) 

En el estudio de Griewank y colaboradores analizaron 410 MM primarios (90) y hallaron una 
prevalencia de la mutación en el pTERT similar a la de estudios previos (43%). La frecuencia de la 
mutación varió según los subtipos de MM, siendo más frecuente en aquellos MM de piel no acral 
(48%) y en metástasis de MM con primario desconocido (50%) y fue menos frecuente en MM de 
mucosas (23%) y acral (19%). Además, la presencia de mutaciones en el pTERT se asoció con la 
mutación BRAF y NRAS y un mayor espesor de Breslow. Por último, la mutación en el pTERT fue 
un factor independiente de mal pronóstico y mostró una menor supervivencia en el grupo de MM no 
acrales cutáneos.  
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Un estudio de 287 casos de MM no-acral en estadios I/II trató de evaluar el impacto pronóstico de 
los subtipos de mutaciones en el pTERT. De los tres tipos de mutación en el pTERT analizados se 
observó en el análisis multivariado que la mutación en tándem -138/-139 CC> TT acarreaba el peor 
pronóstico en términos de supervivencia. En particular este efecto era más notable si se asociaba 
a la mutación BRAF/NRAS. Postularon que la mutación en tándem podría conllevar a una mayor 
inestabilidad genómica que las mutaciones habituales (146C>T y la 124C>T) (88) 

Siguiendo esta línea, se ha analizado la importancia de diferentes polimorfismos en la región del 
pTERT  y concretamente la variante rs2853669 podría tener cierto carácter protector en términos de 
pronóstico y supervivencia en el MM. De esta forma, un trabajo objetivó que aquellos casos de MM 
con ausencia del alelo del polimorfismo rs2853669 tuvieron peor supervivencia específica que los 
que portaban la variante de este. (3) 

Tras conocer la importancia del promotor de TERT tanto por su comportamiento en el desarrollo 
y crecimiento tumoral, así como por la alta prevalencia de mutaciones que asocia y, por último, 
por su implicación pronóstica en términos de supervivencia, resulta interesante analizar desde el 
punto de vista histológico el grupo de MM con mutaciones en el pTERT y de forma secundaria sus 
características histológicas según la concurrencia con mutaciones en el gen BRAF. 
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Junto con las mutaciones en BRAF y NRAS, las mutaciones en el promotor de TERT son las 
mutaciones somáticas más frecuentes en el melanoma. Hay algunas características histológicas 
que se asocian a la mutación BRAF, pero aún se desconoce si ocurre lo mismo en los melanomas 
con la mutación en el promotor de TERT. Dado el comportamiento biológico diferente que tienen 
los melanomas con mutaciones en el promotor de TERT, es posible que los tumores tengan 
características histológicas distintivas. 

HIPÓTESIS
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OBJETIVOS

1. Objetivo principal 

Identificar hallazgos histológicos característicos del melanoma con mutación en el promotor del gen 
TERT 

2 Objetivos secundarios 

1. Realizar un estudio de concordancia interobservador para establecer la reproducibilidad de las 
variables histológicas del melanoma 
2. Identificar las características histológicas asociadas a los grupos definidos según la presencia o 
no de mutaciones tanto en el promotor de TERT como en BRAF (TERT+ BRAF-/TERT+BRAF+/
TERT-BRAF-/TERT-BRAF+) 
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El presente trabajo se compone de 2 estudios:  

El estudio 1 tenía como objetivo definir las variables del estudio 2, así como establecer su 
reproducibilidad.  

Para la selección de las variables histológicas, se incluyeron, por un lado, las variables definidas por 
los autores  Viros y colaboradores en su trabajo (7) y, por otro lado, otras variables adicionales que 
consideramos relevantes.  

De cualquier modo, se revisó la reproducibilidad mediante un estudio interobservador de tipo 
observacional, transversal, retrospectivo y descriptivo. 

El estudio 2 tuvo como objetivo principal establecer la caracterización histológica de los 
MM mutados en el pTERT y, de forma secundaria, analizar si las características histológicas 
eran diferentes según la presencia de mutaciones en BRAF y/o pTERT. A tal efecto, los casos 
se clasificaron según tuvieran o no alguna mutación patogénica en pTERT, y de esta forma 
se establecieron 2 grupos, pTERT+/pTERT-. Para el análisis secundario con las posibles 
combinaciones derivadas de la presencia de alguna mutación patogénica en pTERT o BRAF se 
obtuvieron 4 grupos: pTERT-/BRAF-, pTERT+/BRAF-, pTERT+/BRAF+, pTERT-/BRAF+. 
El estado mutacional estaba registrado en la base de datos y su determinación fue realizada por 
secuenciación Sanger y PCR según la metodología descrita en el anexo 1. 

Con tal fin, se realizó un estudio con un diseño observacional, transversal, de carácter retrospectivo 
y descriptivo.  

1. Esquema de trabajo

CAPÍTULO 7
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9. Contexto y participantes 

Para los 2 estudios todos los casos seleccionados eran MM invasivos incluidos en la base de datos 
de MM del Servicio de Dermatología del Instituto Valenciano de Oncología.  

Los cortes histológicos se obtuvieron de forma consecutiva de los archivos de anatomía patológica 
del IVO del periodo comprendido desde de enero de 2004 hasta enero de 2017.  

La Fundación Instituto Valenciano de Oncología (IVO) es una entidad privada sin ánimo de lucro. 
Además, es uno de los primeros centros monográficos de cáncer que se abrieron en España y, desde 
su inauguración en 1976, ha sido pionero en el tratamiento de los procesos oncológicos. En la 
Comunidad Valenciana es el único de sus características y supone un centro de referencia nacional e 
internacional en el tratamiento del MM.  

	 La base de datos de MM se creó en el año 2000 y desde entonces se han introducido datos 
epidemiológicos, clínicos e histológicos de los pacientes de forma prospectiva desde la primera 
visita en la consulta de dermatología. 	  

	 Toda la información de la base de datos de melanoma se ha procesado de forma uniforme 
desde el inicio por el mismo clínico investigador (Dr. Eduardo Nagore).  

Las muestras evaluadas fueron laminillas que incluían cortes de 5 micras teñidos con hematoxilina 
y eosina, siguiendo procedimientos estandarizados, obtenidos a partir del bloque de parafina donde 
se almacenaba el tumor primario. 

Se obtuvo la aprobación del Comité Ético de Investigación Clínica del IVO, el documento de 
aprobación se recoge en el anexo 2.  

El documento de consentimiento informado para la donación voluntaria de muestras biológicas para 
investigación obtenidas en el curso de procedimientos quirúrgicos, terapéuticos o diagnósticos se 
recoge en el anexo 3.   

 Por último, se recogió el consentimiento informado de todos los pacientes que participaron en los 
estudios (anexo 4). 

10.Criterios de inclusión 

MM en estadio I o superior 
Disponer de una muestra tumoral representativa para su análisis (bloque) 
Disponer de datos de la mutación respecto a pTERT 
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11. Criterios de exclusión  

MM primario extracutáneo 
MM con tumor primario de localización desconocida 
MMis o microinvasivo 
MM de mucosas 

12. Variables recogidas en la base de datos de MM del IVO 

Las variables se recogen y describen en detalle en el anexo 5.  

13. Descripción de los estudios 

11.6.1 Estudio 1: Establecimiento de las variables del estudio mediante un estudio de concordancia 
interobservador  

11.6.1.1. Esquema del trabajo realizado en el Estudio 1

11.6.1.2 Equipo clínico y procedimiento de revisión 

Nuestro estudio se llevó a cabo por dos grupos de investigadores, el primero compuesto por un 
dermatopatólogo y un dermatólogo de la misma institución [Instituto Valenciano de Oncología, 
(IVO) (OS y EN), Valencia] y el segundo compuesto por un patólogo (Hospital Universitario 12 de 
Octubre, Madrid) (JLRP) y una dermatóloga (Hospital de Manises, Valencia) (VSM).  

Basados en la experiencia clínica de los investigadores se realizó una exploración preliminar que 
tenía como objetivo incluir variables histológicas adicionales a las ya consideradas por la literatura 
científica en estudios previos para el estudio de concordancia interobservador.  
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Figura 10 Esquema del trabajo 1. 
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Cada grupo recibió un cuaderno de investigador en papel con la definición de las variables del 
estudio para poder consultarlo durante la valoración de los casos. Durante este procedimiento se 
desconocían las características demográficas clínicas, así como el estado mutacional, tratándose los 
cortes histológicos de forma pseudoanonimizada. Los cuadernos usados en el estudio se muestran el 
anexo 6.  

Además, se proporcionaron hojas en papel para la recogida de datos codificadas mediante un 
número. Posteriormente los datos se exportaron a una tabla Excel (Microsoft versión 16.43).  

Aquellas variables que no pudieron evaluarse se consideraron como “no aplicable”. Aquellos cortes 
que no eran óptimos para su valoración por cualquier motivo (deterioro, mala tinción, rotura de 
cristal) se excluyeron del trabajo. Las hojas de recogida de datos se muestran en el anexo 7. 

11.6.2. Características histopatológicas 

En las sucesivas rondas se valoraron las características que se enumeran a continuación. Las 
variables desde la 1 a la 7 son las definidas en el estudio de Viros et al. (7).  

		 1. Extensión pagetoide 

		 Hace referencia a la presencia de los melanocitos por encima de la membrana basal,
 		 ya sea formando nidos o de forma aislada. Se clasificó según la cantidad en 4 
		 grados (0=100% melanocitos en unión dermoepidérmica, 1=75-100% melanocitos 
		 en unión dermoepidérmica, 2=50% extensión pagetoide, 3=más de un 50% de 		
		 extensión pagetoide). 

		 2. Formación de nidos intradérmicos 

		 Los nidos intradérmicos están constituidos por agregados de 5 o más células, ya 
		 sea en la membrana basal o en estratos epidérmicos más altos. Se clasifica según la 
		 proporción de melanocitos que se encuentran formando nidos en 4 grados 
		 (0=ausencia de nidos, 1=menos del 25% de melanocitos en nidos, 2= 25-50% de los
		 melanocitos en nidos, 3= más del 50% de los melanocitos en nidos). 

		 3. Pigmentación de los melanocitos 

		 Se cuantificó el pigmento melánico en el interior de los melanocitos a través de 
		 objetivos de 20X y/o 40X. Los melanófagos quedaron excluidos de la valoración. 
		 Se determinó en la zona más pigmentada de todo el tumor. Se clasificó según 
		 cantidad en 5 grados (0=ausencia de pigmento, 1=leve, 2=moderado, 3=alto, 4=muy 	
		 alto). 
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		 4. Distribución del pigmento 

		 Se clasificó independientemente de la intensidad de pigmento por el tamaño del área 
		 pigmentada del tumor. Se clasifica según la extensión del área pigmentada en 3 
		 grados (0=ausente, 1=localizada, 2= extensa). 

		 5. Contorno epidérmico 

		 Se comparó el grosor epidérmico de las zonas laterales de crecimiento radial 
		 del melanoma con el grosor de la piel normal adyacente. Se clasificó en 5 tipos 
		 (0=atrófico, 1= adelgazado, 2=normal, 3=engrosado, 4=hipertrófico).  

		 6. Delimitación lateral 

		 Se observó la transición de la epidermis en la zona periférica tumoral a la piel 
		 normal. Se clasificó en 3 tipos (0=discontinua, 1= gradual pero continua, 2= 
		 abrupta).  

		 7. Morfología celular  

		 Se determinó la morfología celular en la zona más celular del tumor y a través de 
		 objetivos de 20X. Se clasificó en 5 tipos (0= redondeada, 1=ovoide, 2=elongada, 3= 
		 fusiforme, 4=sin predominio). 

		 8. Patrón de crecimiento   

		 En analogía con otros tumores cutáneos se definen 2 patrones a pequeño aumento. El 
		 patrón expansivo posee una morfología habitualmente redondeada y empuja el 
		 estroma tumoral, sin embargo, el patrón infiltrativo muestra unos límites peor 
		 definidos y diseca los haces de colágeno del estroma. Se clasificó en 3 tipos (0=Sin 
		 predominio, 1=expansivo, 2=infiltrativo).  

		 9. Elastosis solar  

		 Es una característica derivada del daño que produce la radiación ultravioleta en 
		 la dermis. Se observa la presencia de un material azul-grisáceo con la tinción de 
		 hematoxilina y eosina, denominado elastótico, consecuencia de la degeneración de 
		 las fibras elásticas y que sustituye de una forma variable al colágeno normal. 
		 Inicialmente son de un grosor normal, pero en casos de elastosis más marcada se 
		 engruesan hasta formar ovillos, incluso en fases avanzadas se observan masas de 
		 material amorfo elastótico. Se realizaron 2 clasificaciones, de acuerdo con una 
		 clasificación descrita previamente, con aumentos de 100X y 200X. La primera, 
		 incluyó 4 grados de elastosis solar: 0=ausencia de fibras elásticas, 1=mínima, 
		 2=moderada, 3=alta, la segunda, en 2 grados 0= non chronic sun induced damage” 	
		 (NON-CSD), 1= “chronic sun damage” (CSD). (91) 
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		 10. Ulceración 

		 La ulceración se define como la interrupción epidérmica en todo su grosor en una 
		 zona específica con una reacción acompañante característica (depósito de fibrina, 
		 neutrófilos) La piel adyacente suele mostrar adelgazamiento, aplanamiento 
		 o hiperplasia reactiva. Se clasificó en 2 grados según la presencia o ausencia 
		 (0=ausente y 1=presente). (92) 

		 11. Tipo de ulceración. 

		 Se evaluó la presencia de 2 tipos diferentes de ulceración tumoral no traumática. 
		 La ulceración infiltrativa, en la que las células tumorales invaden y erosionan la 
		 epidermis y la ulceración expansiva, en la que el crecimiento nodular empuja la 
		 epidermis y la adelgaza hasta romperla.  Se definieron 3 categorías:  0= Ausencia, 1= 
		 expansiva, 2= infiltrativa. (92) 

		 12. Presencia de morfología polipoide 
		
		 La morfología polipoide se considera una variante exofítica del MN en el cual la 
		 mayor parte del volumen del tumor se localiza sobre la superficie de la piel y suele 
		 ser pediculado o sésil. (93,94) 

		 Se clasificó en 2 grados según la presencia o ausencia (0=ausente y 1=presente). 

		 13. Regresión   

		 Tal como describieron la Dra. Requena y colaboradores (41), se establece cuando: 
		 “El estroma fibroso reemplaza progresivamente la parte central del tumor. A medida 
		 que esto ocurre, los melanocitos comienzan a desaparecer y empiezan a aparecer 
		 linfocitos y vasos sanguíneos neoformados. En las fases iniciales de la regresión 
		 se observan fenómenos inflamatorios. La fibrosis todavía no se aprecia pues aparece 
		 en estadios tardíos, pero pueden observarse melanófagos y vacuolas en la membrana 
		 basal de la epidermis. Puede haber fisuras en la unión dermo-epidérmica y es 
		 habitual encontrar queratinocitos necróticos o melanocitos que aparecen como 
		 células pequeñas, redondeadas y eosinofílicas (cuerpos de Civatte) en la base de 
		 las crestas epidérmicas. En las fases más tardías de la regresión, la epidermis se 
		 vuelve atrófica, aún pueden observarse algunos melanocitos no atípicos y en 
		 ocasiones se visualiza hiperplasia melanocítica y melanocitos atípicos en la unión 
		 dermo-epidérmica. En la dermis papilar se observa una fibrosis y un edema en 
		 grado variable, así como neovascularización o dilatación vascular junto con 
		 melanófagos y algunos linfocitos.” Se clasificó según la intensidad (0= ausencia, 
		 1=leve, 2=marcada) 
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		 14. Presencia de necrosis 

		 La necrosis se consideró significativa cuando un área de al menos un cuarto de un 
		 campo a gran aumento estaba ocupada por células necróticas y leve cuando aparece 
		 algún agregado de al menos 5 células. Los casos con agregados de menos de 5 
		 células necróticas se consideraron negativos. (95) 

		 Se clasificó en 2 grados (0= ausente, 1= presente). 

		 15. Presencia de pleomorfismo 

		 El pleomorfismo es un término usado en histología y citopatología para describir 
		 variabilidad en el tamaño, la forma y la tinción de las células y/o sus núcleos. Es 
		 una característica frecuente en las neoplasias malignas y las lesiones displásicas.  Se 
		 clasificó en 2 grados (0=ausente, 1=presente).  

		 16. Pseudoacantólisis o patrón discohesivo.  

		  Se definió como la tendencia a presentar en algunas áreas del tumor zonas en las que 
		  se ha perdido la cohesión celular. Las células adquieren una morfología redondeada.  
		  Se clasificó en 2 grados (0=ausente, 1=presente). 

7.6.1.7 Análisis estadístico  

Los datos recogidos se analizaron usando los programas estadísticos SPSS versión 15.0 (SPSS, 
Chicago Ilinois, EE. UU.) y R (versión 3.5.1).  

El acuerdo entre los dos grupos fue realizado mediante la medida estadística del coeficiente Kappa 
(k) que es una herramienta de uso ampliamente extendido para medir el acuerdo interobservador 
ajustado por el azar en una escala ordinal o nominal. 

De acuerdo con Landis y Koch, la interpretación de los resultados del coeficiente K se muestran en 
la tabla 7.  (96)  
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Tabla 7. Grado del acuerdo según el coeficiente Kappa

Para cada característica se construyeron tablas de contingencia y se calcularon los valores 
específicos de los coeficientes ajustados.  

Se utilizó el “software” estadístico R (3.5.1) con el paquete irr (0.84) para calcular los coeficientes 
kappa. Para aquellas variables no ordinales, en las que todos los niveles de desacuerdo entre 
los observadores se ponderan equitativamente, se utilizó el método “equal” y para las variables 
ordinales, en las que los desacuerdos son ponderados de acuerdo con el cuadrado de las distancias 
respecto al acuerdo perfecto, se utilizó el método “squared”. (97–99) 

7.6.2 Estudio 2: Caracterización histológica de los melanomas mutados en el promotor de TERT. 
Caracterización de las combinaciones TERT+ BRAF-/TERT+BRAF+/TERT-BRAF-/TERT-
BRAF+) 

7.6.2.1 Equipo clínico y procedimiento de revisión 

El estudio se llevó a cabo por dos dermatólogos investigadores del Instituto Valenciano de 
Oncología (IVO) (OS y EN) y una dermatóloga investigadora del Hospital de Manises (VSM). 
Todos habían participado en el estudio interobservador previo.  

Para la evaluación cuantitativa de la morfología celular y de la superficie celular se contó con la 
participación de una cuarta dermatóloga investigadora del IVO y los datos se volcaron directamente 
en una hoja Excel (Microsoft versión 16.37). 

Para la valoración de los casos se usó un cuadernillo en papel con la definición de variables del 
estudio, su descripción y su clasificación para poder consultarlo durante la evaluación de los casos 
(Anexo 6). Durante este procedimiento no se conocían las características clínicas de los casos ni el 
estado mutacional, se trataron de forma pseudoanónima y únicamente se proporcionaban los cortes 
histológicos.  

Además, se proporcionaron hojas en papel para la recogida de datos codificadas mediante un 
número (Anexo 7). Posteriormente los datos se exportaron a una tabla Excel (Microsoft versión 
16.37). 
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Cuando alguna característica concreta no podía evaluarse se consideraba como “no evaluable”. 

7.6.2.5 Datos epidemiológicos y clínico-patológicas generales 

Se recogieron las siguientes variables: la edad al diagnóstico (de forma continua y en rangos según 
3 grupos <40, 40-65, >65), el sexo (varón/mujer), la localización del tumor primario (cabeza/
cuello, extremidades superiores, tronco, extremidades inferiores, acral), el estadio al diagnóstico 
(localizado, locorregional y metástasis a distancia) y el tipo histológico (LMM, MES, MN, MLA, 
otros). 

7.6.2.6 Características histopatológicas 

Se valoraron las variables que se muestran a continuación.  

	 1. Extensión pagetoide. 2 grados según la presencia de melanocitos suprabasales (0= 
	 menos del 25%, 1=más del 25%) 

	 2. Formación de nidos. 2 grados según la presencia de melanocitos de nidos 
	 (0=menos del 25%, 1=más del 25%) 

	 3. Pigmentación de los melanocitos. 2 grados según la cantidad de pigmento 
	 (0=ausente o mínima, 1=evidente).  

	 4. Contorno epidérmico. 3 categorías según el grosor epidérmico de la epidermis 
	 de la periferia tumoral respecto a la adyacente sana, (0= Atrófico o adelgazado, 1= 
	 Normal, 2= Engrosamiento).  

	 5. Patrón de crecimiento. 3 categorías (0= Sin predominio, 1= predominantemente 
	 expansivo, 2= predominantemente infiltrativo). 

	 6. Elastosis (2 grados; 0= No CSD, 1= CSD) 

	 7. Elastosis (3 grados; 0=ausencia, 1= No CSD, 2= CSD). Esta variable, a diferencia 
	 de la anterior, desglosó la variable No CSD dos grados según si había ausencia 
	 elastosis o presencia discreta, sin alcanzar los criterios definitorios de la elastosis en 
	 grado CSD.  

	 8. Morfología celular cualitativa. 3 categorías (0= redonda u ovoide, 1= elongada o 
	 fusiforme, diámetro largo aproximadamente 1/3 mayor que el corto, 2= no hay 
	 predominio).  

	 9. Morfología celular cualitativa. En la parte más celular del tumor a 200x, se 
	 midieron 5 diámetros mayores y 5 menores de forma aleatoria y se obtuvieron las 
	 medias respectivas. Posteriormente se realizó el cociente de la media de diámetros 
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	 menores entre media de diámetros mayores. Según los resultados del cociente: 0,71-
	 1= redonda u ovoide, 0,1-0,7= fusiforme o alargada 

	 10. Morfología polipoide. 2 categorías (0= ausencia, 1=presencia).   

	 11. Acantólisis. 2 categorías (0= ausencia, 1=presencia).   

	 12. Superficie celular. La medición se realizó en la parte más celular del tumor, 
	 tomando las medidas de 5 células de forma aleatoria con el microscopio óptico.  
	 Para ello se utilizó la fórmula matemática para el cálculo de la superficie de la elipse 
	 (producto de semieje mayor, semieje menor y número π). 

	 13. Presencia de ulceración. 2 categorías (0= ausencia, 1=presencia).   

	 14. Regresión. 0= ausencia, 1= leve. Presencia <50% del área del tumor, 2= marcada. 
	 Presencia >50% del área del tumor. 

	 15. Tipo histológico. 5 categorías (1= LMM, 2= MES, 3=MN, 4=MLA, 5= otros, sin 
	 clasificar).  

	 16. Índice de Breslow. Se midió de forma continua y se establecieron 2 categorías (1= 
	 menor a igual 2 mm, 2= mayor a 2 mm).  

	 17. Presencia de nevo previo. 2 categorías (0= ausencia, 1=presencia).   

	 18. Infiltrado linfocítico intratumoral. 3 categorías (0=No, 1= non-brisk, 2=brisk) 

	 19. Índice mitótico. Se midió de forma discreta y se establecieron 3 categorías (1=0 
	 mitosis/mm2,2= 1-5 mitosis/mm2, 3= más de 5 mitosis/mm2). 

	 20. Satelitosis microscópica. 2 categorías (1= ausencia, 2=presencia). 

	 21. Invasión vascular. 2 categorías (1= ausencia, 2=presencia). 

	 22. Invasión perineural. 2 categorías (1= ausencia, 2=presencia). 

	 Los resultados de las variables 13 a 22 se tomaron a partir de los datos ya recogidos 
	 en la base de datos de MM. 

7.6.2.7 Análisis genético de BRAF y pTERT 

Los procedimientos utilizados para el análisis de las mutaciones, en el pTERT y en BRAF se 
incluyen en el anexo 1.  
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7.6.2.8 Análisis estadístico 

Para el estudio de las diferencias distribución de variables y el análisis univariado se utilizó el 
programa estadístico SPSS versión 27.0 (SPSS, Chicago Ilinois, EE. UU.). 

Las diferencias en la distribución de las variables cualitativas se evaluaron usando la prueba Ji 
cuadrado de Pearson o la prueba exacta de Fisher (cuando la frecuencia esperada era menor del 
5%).  

Se comprobó que las variables cuantitativas continuas forma celular (cociente de diámetro menor 
y mayor) y superficie celular (producto radio mayor, menor y π) seguían una distribución normal 
mediante la prueba de Shapiro Wilk (anexo 8). Posteriormente se aplicó el estadístico T de Student 
para comparar las medias de los resultados de ambos grupos (según la presencia o ausencia de 
mutación en pTERT).  

Se realizó una regresión logística univariada binaria para calcular los odds ratios y definir el 
intervalo de confianza del 95% de la asociación entre el estado mutacional y el resto de las variables 
histológicas. 

Para el estudio multivariante en primer lugar se analizaron las variables del estudio y se eliminaron 
los casos que contenían exceso de valores faltantes. Se utilizó el software estadístico R versión 4.1.0 
(R Foundation for Statitical Computing, Viena, Austria). 

A fin de obtener un archivo de datos completos y consistentes para poder ser analizados y tratar 
valores faltantes, se realizó una imputación múltiple que se llevó a cabo con la librería mice v 
3.13.0. 

Para establecer la idoneidad de las imputaciones se realizó un PCA (Análisis de componentes 
principales) mediante la librería ropls v 1.24.0. 

Finalmente se llevó a cabo un análisis discriminante de mínimos cuadrados parciales (PLSDA) que 
es una técnica multivariante de análisis supervisado.  

A fin de obtener el número de componentes mínimos cuadrados parciales (PLS) para minimizar 
la tasa de error se llevó a cabo la técnica hold-out repetida sobre el 70% de los datos para 
entrenamiento y el 30 % para validación.   Utilizando la librería ropls v 1.24.0. se creó el primer 
modelo y se validó por individuos y por variables.  

Para la validación de individuos se usó tanto la suma de cuadrados residual (SCR) como la medida 
T2 de hotelling y para la validación de variables se utilizaron los p valores de los coeficientes de 
regresión y los VIPs (variable importance in the projection). 

Se llevó a cabo un cribado sucesivo hasta alcanzar el modelo PLSDA final con su validación 
correspondiente.  
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Estudio 1: Establecimiento de las variables del estudio mediante un estudio de concordancia 
interobservador  

8.1.1 Descripción de la población 

Para este primer estudio se seleccionaron los primeros 60 casos consecutivos diagnosticados en el 
servicio de Dermatología del IVO desde enero de 2004 hasta enero de 2017. 

Se excluyeron 5 casos, 4 de ellos por ser no interpretables debido a su pequeño tamaño y 1 por 
duplicidad (2 cortes de un mismo caso). Finalmente, se analizaron 55 casos (Fig. 5). 

Se realizaron dos rondas de evaluación histológica. 

La población del estudio incluyó 55 pacientes, 28 (50,9%) varones y 27 (49,1%) mujeres, con 
una edad media en el momento del diagnóstico de 58,9 años (rango 23-82 años).  Los datos 
correspondientes a la localización del tumor primario, al tipo histológico, al estadio tumoral, así 
como al perfil mutacional se recogen en la tabla 8.  
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Figura 11 Diagrama de flujo del proceso de selección de casos para el estudio 1 
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Tabla 8 Características epidemiológicas, clínico-patológicas 
y mutacionales de los pacientes incluidos en el estudio 1.

 
 
 
 

RESULTADOS
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8.1.2 Resultados del estudio de concordancia interobsevador  

Primera ronda 

La concordancia media fue moderada (k=0,48).  

Los valores más altos de concordancia se obtuvieron para la morfología polipoide (k=0,82) 
pigmentación (k=0,75), elastosis solar de 4 categorías (k=0,72), ulceración (k=0,68), y elastosis de 
2 categorías (k=0,67).  

Los valores más bajos se correspondieron con el pleomorfismo (k=0,16), la necrosis (k=0,25), la 
morfología celular (k=0,32) y la delimitación lateral (k=0,32). 

En la tabla 8 se exponen los resultados de los coeficientes k para cada variable (segunda columna).  

Tras la primera ronda se simplificaron múltiples variables y quedaron reclasificadas de la siguiente 
manera: 

	 Extensión pagetoide, 2 categorías:  
		  0: Prácticamente todos los melanocitos en la unión dermoepidérmica. La mayoría 
		  de los melanocitos (75-100%) están en la unión dermoepidérmica y menos del 25% 
		  en estratos más altos en la epidermis. 
		  1: Franca extensión pagetoide: >25% de melanocitos en estratos suprabasales. 
	 Formación de nidos, 2 categorías:  
		  0: Melanocitos aislados o raramente formando pequeños nidos. Menos de 25% de 
		  nidos intraepidérmicos 
		  1: >25% de los melanocitos en nidos 
	 Pigmentación de los melanocitos, 3 categorías:  
		  0: Ausente o débil. Apenas visible pequeño aumento. A gran aumento, melanocitos 
		  con pigmento difuso débil o pocos gránulos de pigmento. 
		  1: Moderada. Pigmentación visible a pequeño aumento con citoplasma más claro que 
		  el núcleo teñido de hematoxilina. 
		  2: Intensa o muy intensa. Fácilmente visible a bajo aumento con una intensidad de 
		  pigmento citoplásmico parecida o superior a la del núcleo. 
		  Para el análisis estadístico de la segunda ronda se transformó en una nueva variable 
		  denominada “presencia de pigmentación intensa” con 2 categorías (“sí/no”), 
		  agrupándose las categorías 0 y 1 en una sola (0/”no”) y la categoría 2 en la nueva 
		  categoría 1 (“sí”) 
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	 Contorno epidérmico, 3 categorías:  
		  0: Atrofia o adelgazado:  epidermis claramente adelgazada con aplanamiento de las 
		  crestas epidérmicas, epidermis adelgazada, pero con atenuación parcial de las crestas 
		  epidérmicas 
		  1: Normal, parecida a la epidermis adyacente 
		  2: Engrosamiento, epidermis engrosada con alargamiento de las crestas epidérmicas 
		  hasta x2 el grosor de la epidermis adyacente. Hiperplasia, epidermis engrosada más 
		  de x2 el grosor de la epidermis adyacente 
	 Morfología celular cualitativa, 3 categorías: 
		  0: Redonda u ovoide: redondeada, diámetro largo y corto similar/ovoide, diámetro 
		  largo aproximadamente 1/3 mayor que el corto.  
		   1: Elongada o fusiforme: elongada, diámetro largo de 1/3 a x2 veces mayor que el 
		  corto/fusiforme, diámetro largo x2 veces mayor que el corto 
		  2: no hay predominio de ningún subtipo, al menos 2 subtipos distribuidos 
		  aproximadamente al 50% 

Además, se eliminaron del estudio la variable pleomorfismo por su baja reproducibilidad y 
prevalencia y la variable delimitación lateral también por su baja reproducibilidad y su escasa 
relevancia clínica.  

Segunda ronda 

Se analizaron los mismos casos que en la primera ronda.  

No se analizaron ni la elastosis solar ni la morfología polipoide por la alta reproducibilidad obtenida 
en la primera ronda. 

 Se obtuvo una concordancia media moderada (k=0,49). Los valores más altos de acuerdo se 
obtuvieron para la extensión pagetoide (k=0,73), la pigmentación (k=0,64), la presencia de 
ulceración (k=0,64) y el patrón de crecimiento (k=0,62). La concordancia fue débil para; la 
morfología celular (k=0,33), la presencia de pseudoacantólisis (k=0,34), el tipo de ulceración 
(k=0,36) y la necrosis (k=0,37). Tras la segunda ronda y debido a su baja reproducibilidad se 
eliminaron para el estudio 2 las variables tipo de ulceración y necrosis. La variable contorno 
epidérmico también se eliminó porque, aunque la reproducibilidad fue moderada se consideró que 
tenía poca relevancia clínica,  

Dada la buena reproducibilidad de la elastosis tanto la medida en 4 categorías como la de 2, no 
se valoró en la 2ª ronda. Además, para el estudio 2 se excluyó la que recogía la categorización en 
4 grados pues determinamos que la de 2 grados era igualmente reproducible, válida y relevante. 
Posteriormente y para el estudio se analizó una variante de esta y se tuvieron en cuenta los casos no 
CSD pues nos interesaba conocer cómo se clasificaba la categoría no CSD respecto a la ausencia o 
presencia de elastosis leve.   

RESULTADOS
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En la tabla 9 se exponen los resultados de los coeficientes k para cada variable (tercera columna).  

Tabla 10. Resultados de los coeficientes kappa (nivel de acuerdo) de las tres rondas de evaluación 
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8.2 Estudio 2: Caracterización histológica de los melanomas mutados en el promotor de TERT. 
Caracterización histológica de las combinaciones TERT+ BRAF-/TERT+BRAF+/TERT-BRAF-/
TERT-BRAF+. 

8.2.1 Descripción de la población 

Se incluyeron 346 casos consecutivos de MM invasivo registrados en el periodo desde enero de 
2004 a enero de 2017 del servicio de dermatología del IVO.  

De los 346 casos incluidos en el estudio y tras comprobar que no disponíamos de cortes adicionales, 
se excluyeron 4 casos por ser no valorables, bien por el deterioro de la muestra (rotura del cristal) (1 
caso), bien por problemas en el procesamiento (3 casos), que hicieron imposible la interpretación de 
los casos (Fig. 6).

La población del estudio incluyó a 179 (52,3%) varones y 163 (47,7%) mujeres con una edad 
mediana en el momento de diagnóstico de 58 años (rango, 18-90 años).  

Respecto a la localización de la lesión primaria, la más frecuente fue el tronco (42,1%), el tipo 
histológico más frecuente fue el MES (55,6%) y, por último, el estadio tumoral localizado el más 
frecuente (74%).  

RESULTADOS

Figura 12 Diagrama de flujo de estudio 2  
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Los resultados restantes correspondientes a los datos epidemiológicos y clínico-patológicos se 
pueden ver en la tabla 10. 

Tabla 11. Características epidemiológicas y clínico-patológicas 
de los pacientes incluidos en el estudio 2. 

En cuanto al perfil mutacional, el 100% de los casos se estudiaron para la mutación pTERT y el 
95,3 % para la mutación BRAF.  

148 (43,3%) de los 342 casos valorados tenían una mutación en pTERT y 124 (38%) de los 326 
casos con estudio de BRAF tenían alguna mutación patogénica. (Tabla 11). 
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Tabla 11. Perfil mutacional de los pacientes incluidos en el estudio 2. 

Se realizó un análisis de las diferencias en la distribución de las variables según el perfil mutacional 
en pTERT, además de una regresión logística univariada y un análisis multivariado. 

Con el fin de analizar el comportamiento de las distintas combinaciones posibles de BRAF y 
pTERT, se hizo un análisis de distribución de variables según los subgrupos de mutaciones, una 
regresión logística univariada multinomial y un análisis multivariado.  

8.2.2 Análisis de distribución de variables y estudio univariado pTERT+ versus pTERT- 

Las tablas con todos los resultados del estudio 2 se encuentran en el anexo 9 

Los MM pTERT+ mostraron una menor presencia de nidos intraepidérmicos respecto a los pTERT- 
(51% en los mutados y 67,6% en los no mutados; OR=0,5; IC=0,3-0,8; p=0,004). (Fig. 13).

RESULTADOS

Figura 13 Análisis de distribución de las variables formación de nidos 
y presencia de la mutación pTERT.  
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Los MM pTERT+ presentaron más frecuentemente ausencia pigmentación intensa que los pTERT- 
(49% versus 37%, respectivamente). En la regresión logística univariada se objetivó una asociación 
negativa significativa entre la presencia de pigmentación intensa y la mutación en pTERT (OR=0,5; 
IC=0,3-0,8; p=0,004). (Fig. 14). 

Los MM pTERT+ presentaban más frecuentemente un patrón de crecimiento expansivo (40,8%) 
que los MM pTERT- (27%) (p=0,014). (Fig. 9). Por tanto, el patrón infiltrativo fue más frecuente 
en los melanomas pTERT- (72,6%) que en los pTERT+ (59,2%) (patrón infiltrativo y mutación en 
pTERT: OR=0,6; IC=0,3-0,9; p=0,020). 

La ulceración fue más frecuente en el grupo de los MM pTERT+ (33,8%) que en los pTERT- 
(18,1%) (OR=2,3; IC=1,4-3,9; p=0,001) (Fig. 16).   
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Respecto a la elastosis se objetivó que los MM pTERT+ presentaron más frecuentemente elastosis 
en grado CSD (12,2%) respecto a los pTERT- (4,3%) (OR=3,6; IC=1,5-8,7; p=0,004) (Fig. 17).

La presencia de acantólisis fue más habitual en los MM pTERT+ (21,8%) que en los pTERT- 
(13,7%) (OR=1,8; IC=1,0-3,1; p=0,05) (fig. 18).

RESULTADOS

Figura 13 Análisis de distribución de las variables formación de nidos 
y presencia de la mutación pTERT.  
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La morfología polipoide fue más frecuente en los MM pTERT+ (16,1%) que en los MM pTERT- 
(5,3%) (OR=1,8; IC=1,6-7,5; p=0,002) (fig. 19). 

En relación con el índice de Breslow, los MM pTERT+ mostraron con mayor frecuencia un índice 
de Breslow mayor a 2 mm (54,7%; OR=2,6; IC=1,7-4,1; p<0,001) que los MM pTERT- (31,4%).  

Los MM pTERT+ mostraron en mayor proporción un índice mitótico mayor a 5 mitosis/mm2, 
(29,9%) (OR=9; IC=4,1-19,9; p=0,000) que los MM pTERT- (7%) (Fig. 21).
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Los MM pTERT+ mostraron con menor frecuencia el grosor epidérmico normal que los MM 
pTERT- (27,4% versus 43,7% respectivamente; OR= 0,3; IC= 0,1-1,0; p=0,047).

La invasión vascular fue más frecuente en los MM pTERT+ (4,1%) que en los  (1,0%) con un valor 
próximo a la significación estadística en el análisis univariado (p=0,064) (OR=4,1; IC=0,2-9,4; 
p=0,086). 

Los MM pTERT+ presentaban células de mayor tamaño, con una superficie celular mayor que los 
MM pTERT- (319,15 µm2 y 296,37 µm2 respectivamente; p=0,043). 

Figura 13 Análisis de distribución de las variables formación de nidos 
y presencia de la mutación pTERT.  

RESULTADOS

Figura 13 Análisis de distribución de las variables formación de nidos 
y presencia de la mutación pTERT.  
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8.2.3 Análisis de distribución de variables y estudio univariado multinomial BRAF+/pTERT+ 
versus BRAF-/pTERT+ versus BRAF+/pTERT- versus BRAF-/pTERT-  

Respecto a la pigmentación, en el análisis de distribución de variables por subgrupos observamos 
una tendencia muy próxima a la significación estadística, en la que el grupo BRAF-/pTERT+ 
mostró ausencia de pigmentación intensa en mayor proporción (48,6%) respecto a los otros grupos, 
BRAF+/pTERT+ (29,8%), BRAF-/pTERT- (22,2%) y BRAF+/pTERT- (18,3%) (p=0,008). (Figura 
24).   

En la regresión logística multinomial se observó una asociación positiva significativa entre la 
combinación BRAF-/pTERT+  y ausencia de pigmentación intensa en relación con el grupo BRAF-/
pTERT- (OR=2,6, IC=1,4-4,9; p=0,004).    
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El patrón expansivo fue más frecuente en el subgrupo BRAF-/pTERT+ (53,6% p=0,003) 
(OR=3,4; IC:1,7-7, p=0,004) que en el resto de los subgrupos (BRAF+/pTERT+=29,9%, BRAF+/
pTERT-=29,3%, y BRAF-/pTERT-= 25%; p=0,003) (Figura 25).

El grupo con mayor prevalencia de ulceración en nuestro estudio fue el de la doble mutación 
BRAF+/pTERT+ (33%) respecto al resto de grupos [BRAF-/pTERT+ (21,4%), BRAF+/pTERT- 
(19,1%) y BRAF-/pTERT- (17,9%) (p<0,001) (Figura 26)]. En el estudio univariado se observó una 
asociación positiva entre el grupo BRAF+/pTERT+ y la presencia de ulceración (OR=3,8; IC=2,0-
3,7; p<0,001). 

RESULTADOS

Figura 13 Análisis de distribución de las variables formación de nidos 
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Los MM BRAF-/pTERT+ fueron los que mayor porcentaje de elastosis tipo CSD presentaron 
(22,9%) (OR=9,2; IC=3,1-27,2; p<0,001) frente el resto de las combinaciones: BRAF+/pTERT- 
(4,9%), BRAF+/pTERT+ (4,3%) y BRAF-/pTERT- (2,5%) (Figura 27).

Los MMs BRAF+/pTERT+ fueron los que presentaron una mayor prevalencia de la morfología 
polipoide (23,6%) (OR=9,5; IC=3,1-29,6; p<0,001), seguidos de BRAF+/pTERT- (12,5%) 
(OR=4,4; IC=1,2-16,6; p=0,027), BRAF-/pTERT+ (8,75%) y, por último, el grupo de MM BRAF-/
pTERT- (3,1%). 
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El grupo BRAF+/pTERT+ fue el que presentó una significativa mayor prevalencia de Breslow 
mayor a 2 mm (56,8%) (OR=3,2; IC=1,8-5,8; p<0,001) seguido de cerca de la combinación BRAF-/
pTERT+ (51,4%) (OR=2,6; IC=1,4-4,7; p=0,002), respecto a los MMs BRAF+/pTERT- (34%) y 
BRAF-/pTERT- (29,2%). 

En el análisis por subgrupos se observó que era el grupo BRAF+/pTERT+  el que más 
frecuentemente mostró un índice mitótico superior a 5 mitosis/mm2 (35,6%) (OR=36,6; IC=10,0-
133,3; p<0,001) seguido por el grupo BRAF-/pTERT+ (24,3%) (OR=5,6; IC=2,1-15,4; p=0,001) la 
combinación BRAF+/pTERT- (8,2%) y, por último, el grupo BRAF-/pTERT- (6,4%). 

Observamos una asociación significativa positiva entre el grupo de MM BRAF+/pTERT+ y la 
presencia de acantólisis (OR=2,3; IC=1,1-4,7; p=0,024).   

RESULTADOS
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Respecto a la tendencia a formar nidos, los MM BRAF-/pTERT+ se asociaron a menor presencia de 
nidos (OR=0.4; IC 0,2-0,7; p=0,002). 

El grupo de los MM mutados en BRAF+/pTERT+ fue el que presentó una mayor superficie celular 
media (346,98 µm2), seguido de los MM BRAF+/pTERT- (304,52 µm2), de los MM BRAF-/
pTERT- (296,82 µm2) y por último de los BRAF-/pTERT+ (292,42 µm2) (p=0,045).

Para las siguientes variables no hallamos resultados ni asociaciones estadísticamente significativas: 
extensión pagetoide, morfología celular cualitativa, morfología celular cuantitativa, regresión, tipo 
histológico, presencia de nevo previo, presencia de infiltrado linfocitario intratumoral,  presencia de 
satelitosis microscópica ni de invasión perineural (anexo 11).  

8.2.4 Análisis multivariado 

8.2.4.1 Imputación de la base de datos.  

En primer lugar, se realizaron algunos ajustes de las categorías de las variables. Esto fue debido 
a que algunas categorías contenían muy pocos casos que dificultaban el análisis estadístico y tras 
observar que las categorías se podían agrupar en el análisis de componentes principales se procedió 
al ajuste. Así la variable tipo histológico se transformó en 4 categorías en vez de 5 eliminando la 
opción “otros, sin clasificar” y la variable infiltrado linfocitario intratumoral se reclasificó de 3 
categorías a 2 como “ausente/presente” al igual que la variable regresión que se reagrupó de 3 a 2 
categorías como “ausente/presente”. 

Además, el espesor de Breslow y la tasa de mitosis se incluyeron en modo numérico y, por último, 
para la valoración de la elastosis se consideró la elastosis medida en 3 categorías (Ausencia/No 
CSD/CSD) y la de 2 categorías (No CSD/CSD), por considerarla más informativa. 
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Se eliminaron 8 casos por contener más de un 25% de valores faltantes. Así pues, la muestra 
final a imputar contenía 324 pacientes. A fin de asegurar que estos casos eran aleatorios y que su 
imputación era segura se realizó un análisis de coocurrencia. (figura 32).

Las variables que presentaron patrones de coocurrencia fueron las asociadas a la presencia de 
mutaciones, pero no supuso un conflicto pues no debían incluirse en la imputación. Sin embargo, 
la variable patrón de crecimiento presentaba un alto porcentaje de valores perdidos (19,7%) y 
quedaba próxima al 20% que es el límite aceptado para poder imputar una variable. Se comprobó 
la idoneidad de la imputación de dicha variable mediante un análisis de componente principales 
(ACP).  

Tras analizar los “loadings” de los dos modelos, no se observó que las estructuras de relación 
encontradas en la base de datos se vieran afectadas por la imputación. (Figura 33).

RESULTADOS
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Asimismo, tampoco se objetivaron grandes diferencias en los gráficos de la cantidad de variabilidad 
explicada por cada componente (bondad de ajuste o R²) (Fig. 28).  

Estos 2 hallazgos permitieron afirmar que no había peligro en la imputación de la variable patrón de 
crecimiento, a pesar de su elevado porcentaje de valores faltantes. 

8.2.4.2 PLSDA de la mutación pTERT y variables histológicas 

Se realizó un “hold-out” repetido a fin de analizar la tasa error para el distinto número de 
componentes de mínimos cuadrados parciales o “partial least squares” (PLS) y se escogió el 
modelo de 2 componentes pues no se encontraron diferencias significativas entre los números 
de componentes a extraer. Se obtuvo un primer modelo, se cribó y se realizó la validación por 
individuos y por variables. Hubo un individuo de la muestra que rompió la estructura de relación del 
modelo y se excluyó del análisis. Se procedió de nuevo a la validación por individuos y variables. 
El modelo final permitió visualizar un comportamiento diferente entre los 2 grupos de mutación 
(tasa de error= 31,58%) (Fig.29).
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Se analizaron las relaciones encontradas por el modelo y se presentaron a través del gráfico con 
los pesos o “weights” (Fig. 30), hallándose una posible relación de la mutación pTERT con una 
elastosis en grado CSD, un índice mitótico alto y con los tipos histológicos diferentes al MLA.
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8.2.4.3 PLSDA de la combinación de las mutaciones pTERT y BRAF y variables histológicas 

En primer lugar, se eliminaron los 15 pacientes de la muestra que no tenían valores para la variable 
BRAF, por lo que la muestra final fue de 309 pacientes.  

Se realizó la elección de componentes a utilizar por el modelo mediante un hold-out repetido. 
Mediante una prueba de análisis de la varianza (ANOVA) se observó una clara diferencia en la 
tasa de error entre los modelos con 2-3 componentes y los modelos con 4-7 componentes por lo 
que se optó finalmente por seleccionar el modelo con 2 componentes pues mediante un t-test no se 
detectaron diferencias estadísticamente significativas entre el de 2 y 3 componentes.  

Se creó un primer modelo, pero debido a una tasa de error alta (50%) se cribó y se validó por 
individuos y por variables. El modelo final (Fig. 31) mejoró el poder predictivo y permitió reducir la 
tasa de error respecto al modelo previo (32,93%)

Se analizaron las relaciones encontradas por el modelo y se presentaron a través del gráfico con 
los pesos o “weights” (Fig. 32). De esta manera, los MM BRAF-/pTERT+ tenían ausencia de 
pigmentación, un patrón de crecimiento expansivo y la presencia de elastosis CSD, mientras que los 
MM BRAF+/pTERT+ eran característicamente nodulares, con una morfología polipoide, ulcerados 
y con un Breslow y un índice mitótico elevados, además mostraron una relación ligera con el patrón 
de crecimiento infiltrativo y con una ausencia de elastosis.  

CAPÍTULO 8

Figura 37 Gráficos representativos del modelo de regresión (Asociación de 
variables a la presencia de las distintas combinaciones de mutaciones pTERT y 

BRAF). En azul añil o 1: BRAF-/pTERT-, en rojo o 2: BRAF+/pTERT-, en verde 
o 3: BRAF-/pTERT+ y en turquesa o 4: BRAF+/pTERT+. 
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RESULTADOS

Los MM BRAF-/pTERT- mostraron un índice mitótico y un Breslow bajo y una 
asociación ligera a tipos histológicos diferentes al MN.  

Del grupo BRAF+/pTERT- no se obtuvieron resultados.

Figura 38 Análisis multivariado. Modelo final del PLS-DA con el  gráfico de 
pesos o “weights” que muestra la relación de las variables del estudio con la 

presencia de la mutación en pTERT. En azul las variables que se relacionan con la 
mutación en pTERT y en rojo las variables que por el contrario no mostraron una 
relación con pTERT. En gris las variables que no mostraron relación significativa 

con la mutación pTERT en el estudio multivariado. 
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Nuestra investigación nos ha permitido detectar algunas características histopatológicas que podrían 
asociarse a la mutación en el promotor de TERT en el MM. También hemos observado cómo la 
prevalencia de estos hallazgos se podría ver influenciada en ocasiones por la presencia o la ausencia 
de una mutación concomitante en BRAF. 

Para ello realizamos en primer lugar el estudio 1 titulado: “Variabilidad interobservador en 
el análisis histológico del melanoma: Análisis de 55 casos” que consistía en un estudio de 
concordancia interobservador basado en 2 fases o rondas de revisión para lograr un consenso 
y establecer varias de las variables histopatológicas que usaríamos en el estudio 2 titulado: 
“Caracterización de los melanomas con mutación en pTERT” y que define el objetivo principal de 
esta tesis doctoral.  

El análisis de las características histológicas es complicado, como lo demuestra la primera parte 
del estudio. A lo largo de la literatura se han publicado varios trabajos en los que se ha evaluado la 
concordancia inter- e intraobservador de los parámetros histológicos más relevantes del melanoma 
cutáneo. Así existen varios estudios en la literatura científica que han evaluado la reproducibilidad 
interobservador de múltiples características histológicas de lesiones melanocíticas, algunos de ellos 
centrados en una sola característica y otros consideraron varias características a la vez. (7,92,100–
105) 

Las mayores tasas de concordancia se alcanzaron para la variable pronóstica más importante, el 
espesor de Breslow, un hecho predecible pues es una variable cuantitativa lo cual se asocia a una 
mayor objetividad en su evaluación. (92,101,103,106–110) 

Por el contrario, otras variables mostraron una baja o moderada reproducibilidad tales como el nivel 
de Clark o el estadiaje del MM según la AJCC. (41,105,108,111–113) 

Es destacable que la falta de reproducibilidad no se ha descrito únicamente entre diferentes 
observadores, si no también se puede objetivar en las observaciones de un mismo investigador, lo 
que se conoce como variabilidad intraobservador.  En esta línea, el estudio conducido por Beatson 
y colaboradores que incluía 623 casos de MM, detectó en un 14% de los casos, discordancia en 
los resultados en cuanto al establecimiento del estadio del MM según la AJCC entre una primera 
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y una segunda opinión diagnóstica de un mismo investigador, con una repercusión potencial 
importante en el manejo de los pacientes. Los investigadores de este estudio recomiendan una 2ª 
opinión diagnóstica desde el punto de vista histológico en todos los casos de MM y si se detecta 
discordancia, el caso debería discutirse en un comité multidisciplinar y con el propio paciente para 
consensuar la actitud respecto al manejo del caso. (105) 

Otro estudio en el que participaron 187 patólogos de 10 estados diferentes de EE. UU. consistente 
en la valoración de un set de secciones histológicas de lesiones melanocíticas de todo el espectro 
respecto a la malignidad obtuvo buena reproducibilidad intra- e interobservador en la categorización 
de lesiones de los extremos del espectro (nevus o mínima atipia y melanoma invasivo) sin embargo 
para el resto de las categorías la concordancia intraobservador (y lógicamente menor concordancia 
interobservador) fue muy inferior. (100). 

Nuestro estudio número 1 analiza la reproducibilidad de algunas de las características definidas en 
el trabajo previo de Viros y colaboradores (7). 

Se dispone de otro estudio posterior realizado por varios de los investigadores del trabajo previo 
(7,74) que mostró valores similares de reproducibilidad, exceptuando la formación de nidos, el 
contorno epidérmico y la delimitación lateral cuyos valores son más bajos que los obtenidos en el 
estudio previo. (7) 

En nuestra experiencia, observamos peores resultados de concordancia para la mayoría de las 
variables (tabla 12) 

Asimismo, en el estudio número 1 se analizaron ciertas características adicionales, tales como la 
presencia del patrón discohesivo o el patrón de crecimiento que no habían sido valoradas por Viros 
y colaboradores en su trabajo. 
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Tabla 13. Resultados de coeficientes kappa de las dos rondas de evaluación 
de nuestro estudio y del estudio de Viros et al (7) y Broekaert et al (74)  
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Una posible explicación para algunas de las discordancias halladas es que el MM suele ser una 
lesión de gran tamaño y puede mostrar franca heterogeneidad en las distintas áreas del tumor. 
En este sentido, en el caso de la variable presencia de nidos y la extensión pagetoide, podemos 
encontrar un área con gran presencia de nidos o invasión intraepidérmica en comparación con 
otra región tumoral adyacente que muestre ausencia de estos hallazgos, lo cual según la zona en 
que se fije el investigador, puede conducir a una baja reproducibilidad. Por este motivo, algunas 
características se observan sólo en determinadas secciones histológicas o laminillas, requiriendo 
cortes seriados para detectarse. 

Tanto la presencia de nidos como la extensión pagetoide se redefinieron de la 1ª a la 2ª ronda y se 
redujeron las categorías que pasaron de 4 a 2. De hecho, mejoró sustancialmente la reproducibilidad 
de la extensión pagetoide mientras que la de la formación de nidos permaneció estable. Es un 
ejemplo de que la reagrupación de categorías de una variable puede mejorar en algunos casos su 
reproducibilidad o al menos mantenerla, siempre garantizando el mantenimiento de la relevancia de 
ésta.   

Respecto a la delimitación lateral, hemos detectado que a menudo el MM puede mostrar distintas 
transiciones de piel afecta a piel adyacente perilesional de un lado respecto al otro de la sección que 
se observa en la laminilla. Así, dependería del lado que elige el evaluador para aportar un resultado. 
La misma justificación se podría aplicar al contorno epidérmico.  

La concordancia media de la 1ª y 2ª ronda para la variable ulceración fue buena en nuestro estudio 
(k=0.67), en línea con otros trabajos previos de la literatura científica. (41,92,95,105,111).  

A pesar de que fue buena en la 1ª ronda, se volvió a valorar en la 2ª ronda, pues debíamos volver a 
valorar el tipo de ulceración y conllevaba el examen inherente de la presencia de ulceración, y se 
observó que se mantenía la reproducibilidad de esta (k= 0,68 y 0,65 respectivamente).  

Un motivo por el cual la concordancia no llegó a ser perfecta podría ser porque la evaluación de la 
ulceración solo se puede hacer en algunas secciones o cortes histológicos ya que puede afectar a un 
área concreta del tumor y no a toda su extensión.  

Además, cuando hay una pérdida focal de epidermis puede ser problemático establecer la presencia 
real de esta característica, porque podemos encontrarnos ante una ulceración real o un artefacto 
por el tallado incorrecto de la pieza. Así mismo puede ser dificultoso distinguir entre ulceración 
traumática y no traumática. En este sentido resulta facilitador que exista una cicatriz dérmica o 
biopsia previa, que, por otra parte, no siempre está presente. (111) Respecto a la variable tipo de 
ulceración la concordancia tras la 2ª ronda fue débil pero cercana al valor de moderada (k=0,36) 
y tras la 1ª ronda moderada (k=0,46). Se trata en nuestra opinión de una variable difícil de 
valorar, pues no es habitual ni en la práctica diaria ni en la literatura científica. Debido a la baja 
reproducibilidad y por la difícil valoración de ésta se decidió eliminar para el estudio número 2.  

DISCUSIÓN



104

La morfología celular medida de forma cualitativa mostró una concordancia discreta, y menor que 
en estudios previos (7,74) Obtuvimos unos valores muy similares tras la 1ª y 2ª ronda (k= 0,32 y 
0,30 respectivamente) a pesar de que se redujeron las categorías de 5 a 3 en la 2ª ronda.  

Una posible explicación a este hecho es que en el MM se observa una gran heterogeneidad celular o 
pleomorfismo de unas localizaciones a otras del tumor, lo cual hace difícil la interpretación de esta 
variable. Adicionalmente, si el corte histológico es perpendicular al eje largo de la celularidad, la 
citomorfología podría visualizarse redondeada, o por el contrario si es tangencial podría observarse 
más alargada de lo que realmente es. 

Para intentar solucionar los problemas de reproducibilidad de la variable para el estudio número 2, 
se incluyó la medición mediante una técnica semicuantitativa mediante el cociente de las medias de 
5 mediciones de diámetro menor y mayor.  

Esta medición también nos permitió conocer datos acerca de tamaño celular pues nos permitió 
calcular la media de la superficie celular tumoral.  Sus resultados se incluyeron en el estudio número 
2.  

La variable pigmentación mostró una concordancia interobservador sustancial, en línea con otros 
estudios previos (k 1ª ronda=0,75; k 2ª ronda= 0,64). (7,74) Se volvió a valorar en la 2ª ronda para 
verificar de nuevo la reproducibilidad pues se simplificó en menos categorías y, además, añadimos 
la variable relacionada “distribución de pigmento” al observar previamente que algunas lesiones 
mostraban una pigmentación difusa, mientras que otras la presentaban focalmente. La variable 
distribución del pigmento mostró una concordancia moderada (k 2ª ronda= 0,52). Esta variable 
fue también finalmente eliminada del estudio número 2 pues decidimos que no era relevante, pues 
observamos que en caso de que una lesión se consideraba pigmentada, la distribución solía ser 
extensa en gran parte o en la totalidad de la lesión y no focal.  

La morfología polipoide mostró una concordancia interobservador casi perfecta en nuestro estudio 
(k 1ª ronda= 0.81). Por este motivo, no se analizó en la 2ª ronda. Aunque la concordancia fue muy 
elevada, en ciertos casos puede ser difícil de interpretar, debido a que algunas lesiones tienden a ser 
más pediculadas por un lado de la lesión que por otro o que su morfología polipoide es sutil por lo 
que puede generar dudas para su valoración. 

Respecto a la regresión, hallamos una concordancia interobservador moderada (k 1ª ronda=0,51, k 
2ª ronda= 0,52). En la literatura científica encontramos resultados heterogéneos. 

La mayor parte de estudios, que tratan de evaluar distintas características a la vez mostraron una 
reproducibilidad baja (106,110,114), mientras que otro estudio centrado en la regresión como única 
variable mostró tasas más altas. (115) Es esperable que un estudio que se centra únicamente en una 
característica alcance mayores niveles de concordancia interobservador que aquellos que evalúan 
varias variables, más aún si hay formación o entrenamiento previo, pues toda la atención se dirige a 
esa característica en concreto.   
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Adicionalmente, la categorización de la regresión y su evaluación han cambiado a lo largo del 
tiempo, lo cual puede contribuir a la variabilidad en la concordancia. Respecto a esto, algunos 
estudios consideran tres grados de regresión en función de la antigüedad de esta: temprana, 
intermedia o tardía (108), mientras que otros consideran solo dos grados según la presencia o 
la ausencia de esta (110,114). En un estudio de reproducibilidad de la valoración de regresión 
histológica de MM finos en el que participaron 2 patólogos, obtuvieron una alta reproducibilidad 
respecto al establecimiento de la presencia o ausencia de esta, sin embargo, la concordancia 
disminuyó cuando trataron de clasificar la regresión según su momento evolutivo en temprana, 
intermedia o tardía. (115).  

El pleomorfismo celular y la necrosis fueron unas variables que mostraron una concordancia baja, 
por lo que se eliminaron finalmente tras la 1ª y 2ª ronda respectivamente.  

La variable pleomorfismo es muy subjetiva y las células del MM, al igual que ocurre en el caso 
de otros tumores malignos, son muy heterogéneas en su morfología, especialmente en algunas 
áreas del tumor, por lo que su valoración está sujeta a bastante subjetividad. No hemos encontrado 
estudios que analicen la reproducibilidad de esta variable en la literatura científica.  

Respecto a la necrosis, un trabajó que incluyó 55 casos de MM y que incluyó a 9 dermatopatólogos 
de 8 instituciones italianas para establecer la reproducibilidad de varias características histológicas, 
solo halló necrosis en un caso. (102) Al ser una característica poco prevalente, que en muchas 
ocasiones solo afecta a un área tumoral pequeña, puede pasar desapercibida.  

Por último, respecto a la acantólisis,  su reproducibilidad fue discreta (k 1ª ronda=0,42; k 2ª 
ronda=0,34), se decidió mantener para el estudio 2 pues realmente nos parecía un hallazgo relevante 
y característico de algunas lesiones y convenía valorarlo, aunque esta variable debía interpretarse 
con cautela y necesitaría más entrenamiento y una definición consensuada con más patólogos para 
su análisis en futuros estudios. 

El estudio número 1 reveló una reproducibilidad media de las variables estudiadas moderada. 
La reproducibilidad de las características histológicas del MM muestra una gran variabilidad de 
unos estudios a otros. Es conveniente en la fase preliminar de cualquier trabajo de investigación 
de calidad definir y clasificar adecuadamente las variables tras valorar su reproducibilidad. 
Una variable puede ser muy relevante, pero si su reproducibilidad es baja, sus resultados deben 
interpretarse con cautela o bien directamente debe eliminarse del estudio.  

Una vez definidas las variables que usaríamos para el estudio 2, éste fue llevado a cabo, donde 
describimos que varias de las características de la lesión primaria podrían proporcionar cierta 
información acerca del estado mutacional de un MM, respecto a pTERT y a su posible combinación 
con BRAF.  

Se ha descrito que la presencia de mutaciones en BRAF es un hallazgo muy frecuente en el MM 
(7,116), aunque también es prevalente en lesiones melanocíticas benignas(45). Sin embargo, la 
mutación en el pTERT es más características de lesiones melanocíticas malignas que benignas y 
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suele aparecer más tardíamente en la evolución de la progresión de una lesión melanocítica hacia 
la malignidad (45). De hecho, algunos autores, sugieren que la presencia de mutaciones en pTERT 
podría ayudar a inclinar la balanza a favor del diagnóstico de melanoma en aquellas lesiones 
melanocíticas de significado incierto. (89) 

En general la presencia de la mutación en el pTERT se asocia a un pronóstico más sombrío (3,85) y 
se ha vinculado a algunas características de agresividad histológica como la variante histológica de 
MN y una mayor velocidad de crecimiento. (6)  

La presencia simultánea de mutaciones en pTERT y BRAF en el MM ha sido estudiada 
previamente por algunos autores quienes han descrito una asociación significativa entre las mismas 
(85,90,117,118). 

Algunos estudios reflejan el comportamiento biológico de los MM mutados en mutaciones 
puntuales, pero existen hasta el momento pocos trabajos que evalúen el impacto o las características 
de los MM con la presencia simultánea de las 2 mutaciones más frecuentes halladas hasta el 
momento, BRAF y pTERT a excepción de dos estudios. 

El primer estudio es muy relevante, pues analiza diversas características clínico-patológicas e 
histológicas en caso de coexistencia de la doble mutación (BRAF+/pTERT+). Sin embargo, y 
aunque los resultados son interesantes, éstos son presentados con una estadística básica en la 
que expone las diferencias entre la distribución de variables, sin mostrar un análisis de regresión 
logística que permita valorar una posible asociación entre las variables del estudio. Asimismo, el 
tamaño muestral es pequeño, pues analiza únicamente 53 casos de MM. (4) 

Aunque no encontraron una asociación estadísticamente significativa entre las 2 mutaciones, sí que 
observaron que el grupo de MM que portaba la doble mutación mostraba una mayor prevalencia de 
algunos parámetros clínico-patológicos adversos, como el espesor de Breslow, el índice mitótico, 
las metástasis en el ganglio centinela, la presencia de ulceración y la ausencia de regresión en 
comparación con los casos que presentan las mutaciones de forma aislada. (4) 

El segundo estudio analizaba el comportamiento de los MM con mutaciones en los genes pTERT, 
y BRAF o NRAS. Observaron coocurrencia de las mutaciones pTERT y BRAF en un 26,3% de 
los casos y de pTERT y NRAS en un 6,9% de los casos. Hallaron una peor supervivencia y mayor 
prevalencia de algunas características histológicas asociadas a peor pronóstico en aquellos casos en 
los que coocurrían mutaciones en NRAS y pTERT o en BRAF y pTERT. Así los peores datos de 
supervivencia se obtuvieron para el grupo pTERT+/NRAS seguidos por el grupo pTERT-/NRAS+ y 
por el grupo pTERT+/BRAF+.  (5) 

De manera parecida, pero en otro tumor, concretamente en el carcinoma papilar de tiroides se 
ha descrito una asociación significativa en la coexistencia de las 2 mutaciones, así como un peor 
pronóstico en términos de supervivencia. (4) 
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Es probable que las 2 mutaciones ejerzan un rol sinérgico; por un lado, la mutación en pTERT 
aumentaría la proliferación celular (84) y por otro, la mutación en BRAF promovería un 
comportamiento más agresivo (4,119). La función biológica de estos 2 genes está interconectada, 
pues las mutaciones en el pTERT crean puntos nuevos de unión a factores de transcripción ETS, 
algunos de los cuales son dianas de la vía de señalización de BRAF, y también permiten eludir la 
apoptosis a la que se verían abocadas las células hiperproliferativas al activar la telomerasa cuando 
los telómeros se acortan en el punto próximo a la crisis telomérica. (4,117)  

En nuestro estudio, al valorar el patrón de crecimiento en los casos de MM, observamos que los 
MM pTERT+ tenían una mayor frecuencia de patrón de crecimiento expansivo que en los pTERT-. 

 Además, resulta interesante que, tras analizar los subgrupos de combinaciones de las mutaciones, 
fue el grupo BRAF-/pTERT+ el único en el que se detectó una predominancia del patrón expansivo 
frente al infiltrativo contrastando con el resto de los grupos. Igualmente, en el análisis multivariado 
se observó una relación del patrón expansivo con la presencia de la combinación BRAF-/pTERT+, 
una relación que se perdía en el caso de la adición de la mutación BRAF (BRAF+/pTERT+) en el 
que por el contrario se visualizó una ligera asociación con el patrón de crecimiento infiltrativo.  

Una posible explicación a los hallazgos respecto al patrón de crecimiento es que los MM pTERT+, 
podrían crecen más rápido y no tienen tiempo para disecar los haces de colágeno, fenómeno 
característico de los tumores con patrón de crecimiento expansivo, que ejercen un efecto de empuje 
en la matriz peritumoral, mostrando, en la mayoría de los casos, un margen de avance redondeado 
con buena delimitación.  

En relación con este aspecto, en un estudio de 126 casos de MM encontraron que los MM de rápido 
crecimiento se asociaban con la mutación en NRAS, pero no pudieron demostrar la asociación con 
la mutación BRAF porque la asociación no fue estadísticamente significativa 125). Posteriormente 
el mismo grupo de investigadores publicaron que la presencia de mutaciones en el pTERT sí que se 
asociaba de forma estadísticamente significativa con un aumento de la velocidad de crecimiento del 
MM. (6).  

La variante histológica de MN desde su origen presenta una fase de crecimiento vertical y destaca 
por un crecimiento rápido y expansivo. En nuestro trabajo, dicha variante fue significativamente 
más prevalente en los MM pTERT+ que en aquellos pTERT-. Sin embargo, no hallamos una 
asociación significativa en el análisis univariado.  

En la misma línea, en otros estudios publicados previamente, se observó una mayor prevalencia de 
MN en aquellos con la mutación en el pTERT.  (4,85,90,118). En un estudio de 287 MM primarios, 
el grupo de MM con subtipo histológico de MN fue que el que mayor prevalencia de mutaciones en 
pTERT mostró (42/76, 55,3%) con un OR=2,80; IC=1,63-4,92; 0=0,0002) en comparación con el 
resto de los subtipos histológicos (85).  
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En nuestro análisis por subgrupos, el grupo con mayor prevalencia del tipo histológico MN fue 
aquel con la doble mutación (BRAF+/pTERT+), frente a la presencia de las mutaciones de forma 
aislada.   

De forma paralela, en el estudio multivariado se observó una posible relación entre el subtipo MN 
y el subgrupo BRAF+/pTERT+ y por el contrario una asociación ligera entre el grupo BRAF-/
pTERT- y la ausencia del subtipo MN.  

En consonancia con otros estudios previos, en nuestra serie no hubo ningún caso de MLA con 
mutación en el pTERT (4,85,90,118) Además, en el análisis multivariado hallamos una relación 
entre la mutación pTERT y la ausencia de MLA.   

Respecto a la ulceración, observamos los MM pTERT+ mostraron una prevalencia mayor de la 
misma en comparación con los no mutados. En el análisis por subgrupos de mutación se objetivó 
que el conjunto BRAF+/pTERT+ fue el que presentó la mayor prevalencia de ulceración respecto al 
resto de grupos. Esta relación se observó también en el análisis multivariado. 

En líneas generales, otros estudios previos presentaron resultados similares (118) (85).  

Así, un estudio que incluía una serie de 116 MM, el 53,8% de los mutados en pTERT+ mostraron 
ulceración, mientras sólo el 30% de los pTERT- la presentaron (p=0,003) (OR=2,3; p<0,001) (118).  

De manera paralela, en otro trabajo sobre 287 MM hallaron una prevalencia de ulceración mayor 
en los MM pTERT+ respecto a los MM pTERT- (41,34% y 24,43% respectivamente) (OR=2,34, 
IC=1,04-5,26; p=0,04). (85) 

Por el contrario, se dispone de otro trabajo de 53 casos de MM en el que no hallaron una mayor 
prevalencia de ulceración en el grupo de MM pTERT+. Sin embargo, sí que detectaron una 
asociación significativa en los casos en que se daban simultáneamente las 2 mutaciones (BRAF+/
pTERT+). (4) 

El espesor de Breslow, fue en nuestro trabajo significativamente mayor en los MM pTERT+ 
respecto a los pTERT-.  

Al analizar las combinaciones de mutaciones tanto el grupo de MM BRAF-/pTERT+ como los MM 
BRAF+/pTERT+ se asociaron a mayores espesores de Breslow (espesor > a 2 mm respecto al resto 
de grupos.  

De manera paralela, en otros trabajos previos también se muestran resultados similares, aunque el 
modo de presentar los resultados difiere de unos estudios a otros, pues algunos consideran el valor 
medio del espesor de Breslow (4,118) mientras que otros tienen en cuenta el resultado medido en 
intervalos (5,85). 
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 Así, en un trabajo en el que consideraron 4 intervalos de espesor de Breslow, observaron que 
tanto la significación estadística como la medida de asociación (OR) eran crecientes a medida que 
los valores de los intervalos de Breslow crecían. Así, 60 de los 287 casos de MM, presentaron un 
espesor de Breslow >4 mm, y de éstos, 31 (61,7%) tenían la mutación en pTERT, mostrando en 
la regresión logística univariada una asociación significativa, siendo la OR la mayor de todas las 
categorías (OR=3.3; Ref=1,7-6,5; p=0,0006)(85).  

En la misma línea otro trabajo halló el espesor medio de Breslow de los MM mutados en el pTERT 
fue más de 2 veces mayor que los no mutados (espesor medio= 8,1 mm y 2,9 mm respectivamente, 
p=0,02). (118) 

Teniendo en cuenta las combinaciones de las mutaciones, un estudio reflejó que de las 4 
combinaciones posibles entre BRAF y pTERT, el grupo BRAF+/pTERT+ fue el que mayor espesor 
de Breslow medio mostró con mucha diferencia respecto a los otros 3 grupos, (BRAF+/pTERT+= 
7,8 mm, BRAF-/pTERT+=2,65 mm, BRAF+/pTERT-=2,62 mm BRAF-/pTERT-= 1,86 mm) 
(p=0,0012) (4).   

Otro estudio demostró en un análisis univariado  una asociación significativa a mayor espesor de 
Breslow en el grupo de MM BRAF-/pTERT+ y BRAF+/pTERT+.(5) 

En nuestra investigación observamos una mayor prevalencia de índice mitótico elevado (>5mitosis/
mm2) en los MM pTERT+ respecto a los pTERT-. En el estudio multivariado también resultó ser 
una variable relacionada con la mutación pTERT.  

Al realizar el análisis por subgrupos, se observó que los MM BRAF+/pTERT+ presentaron 
una mayor prevalencia de índice mitótico elevado, seguido por el conjunto BRAF-/pTERT+. 
En el análisis multivariado reveló que son principalmente los MM BRAF+/pTERT+ los que se 
relacionaban con un índice mitótico elevado.  

El índice mitótico, que junto al espesor de Breslow y la ulceración tiene una gran importancia 
pronóstica, guarda relación con la proliferación tumoral, de hecho, aquellos tumores con un índice 
mitótico elevado crecen más rápido.  

A excepción de la variable patrón de crecimiento, todas fueron en nuestra investigación más 
prevalentes o bien su asociación fue mayor en/al grupo BRAF+/pTERT+ respecto al grupo BRAF-/
pTERT+.  

Así, tanto un elevado índice mitótico, como un mayor espesor de Breslow, el patrón de crecimiento 
expansivo, la presencia de ulceración, así como la variante de MN se han asociado en nuestra 
investigación a la mutación pTERT. Dichas características son causa o consecuencia de una mayor 
velocidad de crecimiento y definen un comportamiento más agresivo del MM y un peor pronóstico. 
Nuestros resultados por tanto son congruentes con los de la publicación previa de la literatura 
científica que se describe que los MM pTERT+ presentan más frecuentemente una mayor velocidad 
de crecimiento respecto a los pTERT-. (6) 
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En un estudio de 58 casos se observó que los MM pTERT+ presentaban un índice mitótico medio 
más elevado que los no mutados (5,6 y 2,8 mitosis/mm2 respectivamente, p=0,041). Además, al 
analizar los grupos posibles de ausencia o presencia de mutaciones BRAF y pTERT, identificaron 
que el valor más alto de espesor medio se correspondía con el grupo de de MM BRAF+/pTERT+ 
(6,73mitosis/mm2) (p=0,029). (4) 

En otro trabajo que analizaba las características de los MM con coocurrencia de mutaciones en 
BRAF/NRAS y pTERT se observó una asociación significativa independiente a un mayor índice 
mitótico en el grupo pTERT+ y aún más intensa en el grupo BRAF+/NRAS+(5). 

Un hallazgo llamativo en nuestra investigación fue que los MM pTERT+ presentaban 
característicamente un aumento de la elastosis solar tipo CSD en comparación con los no mutados. 
Al analizar este dato en los casos con escasa o nula elastosis, se objetivó que los MM pTERT+ 
tendían a presentar más elastosis ligera (NO CSD) frente a la ausencia de elastosis (52,4%) en 
comparación con los MM pTERT-.  

Al realizar el análisis por subgrupos de mutación, fue el grupo de MM BRAF-/pTERT+ el que 
mayor prevalencia de elastosis CSD presentó frente al resto de grupos.  En el estudio multivariado 
también observamos una relación entre la presencia de la mutación pTERT y la elastosis intensa 
(CSD), y teniendo en cuenta también la mutación simultánea BRAF se observó una relación entre 
la elastosis CSD con el grupo BRAF-/pTERT+. Sin embargo, en el grupo BRAF+/pTERT+ se 
objetivó la tendencia contraria, es decir, la adición de la mutación BRAF a la mutación pTERT se 
relacionó de forma débil con la ausencia de elastosis.  

Ante lo descrito previamente, la presencia de elastosis intensa parece ser un hallazgo característico 
de la mutación en pTERT, por el contrario, nada característico de la mutación exclusiva en BRAF. 
Así se ha visto que los MM con mutación en BRAF no suelen localizarse en áreas con signos de 
daño solar donde la presencia de lentigos solares es llamativa, o en zonas de piel fotoexpuesta 
a diferencia de los MM que además de la mutación en BRAF también presentan la mutación en 
pTERT que si se asocian a estas características. (5) 

Por otro lado, otros estudios describieron una asociación de las mutaciones espontáneas en pTERT 
a la exposición solar crónica y a la exposición solar intermitente (85). De hecho, las mutaciones 
en pTERT se han visto asociadas a la radiación ultravioleta (UV) con una alta tasa de transiciones 
C>T y CC>TT en las secuencias de dímeros de pirimidina (118,121). La elastosis solar es un 
fenómeno que aparece como consecuencia del daño solar acumulado a lo largo de la vida, lo cual es 
concordante con los hallazgos descritos y los de nuestro estudio.  

A pesar de que los estudios en la literatura reflejan lo contrario, tanto estos como el nuestro 
contrastan con un estudio de 189 casos de MM en el cuál no encontraron una asociación 
significativa entre la presencia de la mutación en el pTERT y la presencia de elastosis intensa. (122) 

Asimismo, la ausencia de asociación de elastosis solar a la mutación en BRAF en nuestro trabajo, es 
un fenómeno que se ha descrito en estudios previos. (5,85,123–125)  
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Nos planteamos la hipótesis de que quizás la mayor prevalencia de elastosis intensa favorezca 
el crecimiento expansivo del MM, al encontrarse la masa tumoral con una “barrera” de material 
elastótico, fenómeno también más prevalente en nuestro trabajo en los MM BRAF-/pTERT+ 
respecto al resto de combinaciones. 

Los MM pTERT+ mostraron una menor tendencia a formar nidos intraepidérmicos en comparación 
con los no mutados. No encontramos una explicación lógica a este fenómeno. Es posible, que las 
mutaciones en pTERT condicionen una fase de crecimiento radial con mayor frecuencia de tipo 
lentiginoso, pero esta afirmación es una mera especulación que requeriría de otro tipo de estudios 
para poder corroborarla. Hasta el momento, no hay evidencia en la literatura científica de una 
asociación negativa de la tendencia a formar nidos en los MM con mutación en pTERT. Al observar 
los subgrupos de mutación, detectamos una asociación negativa significativa entre la presencia de 
nidos y la variante BRAF-/pTERT+ y cercana a la significación estadística con la variante BRAF+/
pTERT-. Por el contrario, las lesiones melanocíticas con mutación en BRAF se han asociado 
positivamente con una tendencia a presentar grandes nidos confluentes intraepidérmicos y en la 
unión dermo-epidérmica, fenómeno que nosotros no hemos observado en nuestra serie (126)(7). 

Respecto a la pigmentación de las lesiones, en nuestro estudio detectamos un mayor porcentaje de 
MM pTERT+ con escasa o nula pigmentación en comparación con los MM pTERT-.  

En un estudio de 1.254 casos de MM, compararon los casos de MM amelanóticos e 
hipomelanóticos  con los pigmentados y detectaron una mayor tendencia en los primeros a 
presentar el genotipo MC1R R/R además de ciertas características fenotípicas como el pelo rojo, 
los lentigos en el dorso de manos y una tendencia a haber padecido de quemaduras solares. (127) 
En consecuencia, quizás exista una posible asociación entre la mutación en pTERT con algunas 
variantes de MC1R que podrían explicar nuestros hallazgos.  De hecho, un estudio describió una 
asociación significativa entre las mutaciones en el pTERT y la presencia de variantes no-sinónimas 
de MC1R. La asociación fue estadísticamente significativa para los individuos con fototipos III-IV 
y con los MM localizados en la piel sin signos de daño solar crónico. (128). 

Este hallazgo podría justificar en parte algunos de los hallazgos que hemos detectado más 
frecuentemente en los MM mutados en pTERT, como un mayor espesor de Breslow o la presencia 
de ulceración. Los MM amelanóticos suelen pasar desapercibidos, se diagnostican en estadios más 
avanzados, con un mayor espesor de Breslow y, en ocasiones, cuando ya presentan ulceración.  

Tras realizar el análisis por subgrupos, es destacable que el grupo BRAF-/pTERT+ fue el que mayor 
porcentaje de MM hipomelanóticos/amelanóticos mostró. En el estudio multivariado igualmente 
se detectó una posible relación entre el grupo BRAF-/pTERT+ y la ausencia de pigmentación de la 
lesión.  

En cuanto a la pigmentación de los MM con mutación en BRAF los resultados son dispares. Un 
grupo de investigadores describió que los melanomas con mutación en BRAF tendían a presentar 
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mayor pigmentación que los no mutados, y postularon que podría deberse a una cooperación de 
MITF y BRAF. (7) Por el contrario, otro grupo encontró una alta presencia de mutaciones BRAF en 
MM amelanóticos (70,3%) aún mayor en MM finos (89%). (129) 

Otra característica que observamos asociada a la mutación en pTERT fue la presencia de morfología 
polipoide. Es destacable que, al realizar el análisis por subgrupos de mutaciones, se observó una 
prevalencia aumentada de morfología polipoide del grupo BRAF+/pTERT+ y del grupo BRAF+/
pTERT- respecto al resto de combinaciones. En el análisis multivariante se observó una posible 
relación del grupo BRAF+/pTERT+ con la presencia de morfología polipoide. Al igual que sucedía 
con la variante histológica de MN, que fue más prevalente en el grupo de MM BRAF+/pTERT+, 
los resultados respecto a la morfología polipoide son reproducibles. Este hallazgo no resulta extraño 
pues la morfología polipoide se considera una variante de pronóstico aún más sombrío de MN. 
(130).  

Respecto al patrón discohesivo, objetivamos una asociación con la presencia de la mutación en 
pTERT. En el análisis por subgrupos de mutación, detectamos una asociación positiva entre la doble 
mutación (BRAF+/pTERT+) y la presencia del patrón discohesivo.  El patrón discohesivo se ha 
asociado en algunos tumores a un pronóstico más sombrío, como en el caso del cáncer de pulmón. 
(131) En el melanoma ha sido escasamente descrito y se desconoce su implicación en el pronóstico. 
Además, casi todos los casos describen el patrón si se observa en su porción intraepidérmica o 
suprabasal. (132–134). Sin embargo, nosotros hemos encontrado algunos casos con este hallazgo 
únicamente en la porción dérmica y tan solo consideramos la presencia de este hallazgo si era 
llamativo en tal localización. No obstante, es un hallazgo difícil de objetivar pues en ocasiones 
sólo se observa en algunos cortes o secciones del tumor. Además, en ocasiones podría tratarse de 
un artefacto debido a la fijación en formol defectuosa, por ello, tuvimos en cuenta únicamente los 
casos en los que visualizamos claramente una discohesión intercelular con los bordes redondeados 
de las mismas, recordándonos a la observada en otros procesos acantolíticos clásicos como el 
pénfigo vulgar. Planteamos la hipótesis de que los MM pTERT+ al crecer más rápido provocarían 
una ruptura de las uniones intercelulares que aportaría este patrón discohesivo en algunas áreas del 
tumor.  

Los MM mutados en pTERT mostraron una tendencia a la mayor prevalencia de invasión vascular. 
No observamos diferencias estadísticamente significativas ni en el análisis de regresión logística 
univariada ni en el análisis de subgrupos de mutación, quizás por la baja prevalencia de esta 
característica.  

Los MM pTERT+ tenían melanocitos de mayor tamaño, tal y cómo observamos al evaluar el área 
celular. Además, en nuestro estudio observamos que la presencia de la mutación en BRAF confería 
un tamaño celular grande, más aún si se combina con la mutación en pTERT. 

En la misma línea, y refiriéndonos sólo a BRAF, Viros y colaboradores describieron un mayor 
tamaño celular de los MM BRAF+ (112,8 µm2) en comparación con los mutados en NRAS (85,4 
µm2) y los no mutados (89,3 µm2). Sin embargo, vemos en su cálculo del área celular de su estudio 
que sus resultados son en general muy inferiores a los nuestros. Al analizar la metodología de su 

CAPÍTULO 9



113

estudio, observamos que calcularon el área celular únicamente realizando el producto del diámetro 
mayor y el menor. No obstante, consideramos que esta fórmula fue una estimación menos precisa, 
pues el cálculo de la superficie celular de una elipse es el producto del diámetro mayor, el menor 
y el número (π). De realizarse este ajuste, sus resultados se amplificarían algo más de tres veces y 
serían más concordantes con nuestros resultados. 

No encontramos diferencias estadísticamente significativas en el análisis univariado de los 
datos para las variables, regresión, nevo previo, infiltrado linfocítico intratumoral, satelitosis 
microscópica, invasión perineural ni morfología celular.  

Nuestro presenta una serie de limitaciones que deben tenerse en cuenta para la interpretación final 
de los resultados: 1. Debido a la complejidad del estudio se trata de un estudio unicéntrico con una 
muestra de población pequeña. 2. El carácter retrospectivo del contenido puede generar un sesgo 
de memoria de aquellos datos no registrados previamente en la base de datos. 3. El hecho de que 
el estudio sea unicéntrico y la particularidad de que el IVO es un centro monográfico de cáncer 
puede conllevar a un sesgo de selección debido a una mayor prevalencia de melanoma avanzado 
o invasivo frente a formas menos invasivas, lo cual puede influir en los resultados respecto al 
hallazgo de características más agresivas de los MM. 4. Los resultados encontrados en el análisis 
discriminante de datos parciales (PLSDA) de los casos con mutación pTERT como en el de los 
casos con las distintas combinaciones de las mutaciones pTERT y BRAF presentaron una tasa de 
error en torno al 30% por lo que, aunque encontramos posibles relaciones entre las variables, estas 
deben ser consideradas con cautela.  

En nuestro estudio número 2 hemos hallado múltiples características histológicas que se asocian de 
manera significativa con la presencia de la mutación en pTERT, fundamentalmente en el análisis 
univariado. Algunas de ellas se observan también en el análisis multivariado. Estas características, 
que a veces confieren un peor pronóstico en términos de supervivencia global podrían en parte 
justificar o ayudar a la interpretación de por qué los MM con mutación en pTERT tienen un 
comportamiento más agresivo. Por otra parte, otras características de las cuales se desconoce su 
implicación pronóstica y que no se suelen describir en un examen histológico convencional, parecen 
relacionarse con la presencia de la mutación en pTERT. Son necesarios más estudios con un mayor 
tamaño muestral para demostrar si estas características son útiles para predecir el estatus genético 
del MM. Estos estudios nos permitirían estratificar los MM por su potencial agresividad y nos 
ayudarían a tomar decisiones cada vez más acertadas y precisas para optimizar el manejo de los 
casos.
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CONCLUSIONES

1.     La reproducibilidad media de las variables histológicas de melanoma maligno incluidas en 
nuestro estudio de concordancia fue moderada. Así la extensión pagetoide, la pigmentación, el 
patrón de crecimiento, la elastosis, la morfología polipoide y la ulceración mostraron una concor-
dancia sustancial. La formación de nidos, el contorno epidérmico, la distribución del pigmento y 
la regresión presentaron una concordancia moderada. Por último, la morfología celular, el tipo de 
ulceración, la delimitación lateral, la necrosis, el pleomorfismo y el patrón discohesivo mostraron 
una concordancia baja. 

2.     La presencia de mutaciones en pTERT se relacionó con la elastosis tipo CSD (“chronic sun-in-
duced damage), un índice mitótico elevado y tipos histológicos diferentes al lentiginoso acral. 

3.     Las características asociadas a la mutación pTERT diferían según la presencia o ausencia 
simultánea de mutaciones en BRAF. Los MM BRAF-/pTERT+ tenían ausencia de pigmentación, un 
patrón de crecimiento expansivo y la presencia de elastosis intensa, mientras que los MM BRAF+/
pTERT+ eran característicamente nodulares, con una morfología polipoide, ulcerados y con un 
Breslow y un índice mitótico elevados.
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ANEXO 1: Determinación del estado mutacional  

 1. Análisis genético de BRAF  

 1.1 Extracción de ADN.  

La extracción de ADN se llevó a cabo sobre bloques representativos del tumor, con un alto porcen-
taje de células tumorales (>50%), del mismo del que se realizó el estudio inmunohistoquímico. Se 
emplearon cinco cortes de 5 μm de grosor de la muestra incluida en parafina. En los casos en que 
el porcentaje de células tumorales fue inferior al establecido, se realizó la selección del material 
de la zona tumoral mediante disección con un tisue- arrayer manual (Beecher TMA-421) tomando 
varios cilindros del área tumoral. El tejido se desparafinó y se digirió con proteinasa K (20mg/ml de 
tampón de lisis) a 56o. Tras la digestión se procedió a la purificación de ADN empleando el kit de 
purificación “QIAamp® DNA Mini kit” (QIAGEN).  

Una vez diluido el ADN se pudo emplear directamente para llevar a cabo las amplificaciones, en 
otros caso se congeló a -20oC hasta su uso.  

1.2Detección de mutaciones en BRAF.  

El análisis de la mutación de V600E del gen BRAF se realizó́ mediante amplificación del exón 15 
según lo descrito por Hacker y colaboradores. (135) 

2. Análisis genético de TERT 

2.1 Procedimiento de detección de mutaciones en la región promotora de TERT.  

El análisis de las mutaciones de la región promotora del gen TERT (desde la posición -27 a -286 
desde el sitio de inicio ATG) se realizó mediante amplificación con cebadores específicos y poste-
rior secuenciación Sanger.  

La PCR se llevó a cabo en un volumen de 10 μl que contenía 10 ng de ADN, 50 mMKCl, 0,1mM 
dNTP y 0,11mM de cada cebador. Las concentraciones de MgCl2, otros aditivos y las condiciones 
de temperatura se ajustaron de acuerdo con las secuencias de los cebadores. Los productos de am-
plificación se purificaron con Exosap (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) para retirar el exce-
dente de cebador. Para la secuenciación se empleó el kit Dideoxy terminator (Big Dye Terminator 
v3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems, Austin, TX, USA) combinado con los cebadores 
forward y reserve en reacciones independientes. Los productos de secuenciación se precipitaron con 
etanol y se analizaron en un secuenciador capilar (Abi Prism 3130xl Genetic Analyzer).  

2.2 Análisis de datos obtenidos.  

Los datos secuenciados fueron analizados usando el software Genious Pro 5.6.5 partiendo como re-
ferencia con las secuencias de la base de datos genética NCBI, TERT (cr 5: 1,295,071 – 1,295,521, 
hg19 GRCH37), BRAF (NG_007873.2) and NRAS (NG_007572.1).  

CAPÍTULO 12
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ANEXO 2: Aprobación por comité de ética de la Fundación IVO 
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ANEXO 3: Consentimiento informado para la donación voluntaria de muestras biológicas 
para investigación obtenidas en el curso de procedimientos quirúrgicos, terapéuticos o 
diagnósticos.   
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ANEXO 4: Consentimiento informado de todos los pacientes que participaron en los estudios . 
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ANEXO 4: Consentimiento informado de todos los pacientes que participaron en los estudios . 
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ANEXO 5: Variables recogidas en la base de datos de MM del IVO. 
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ANEXO 6: Cuadernillo en papel con la definición de variables del estudio, su descripción y su 
clasificación para poder consultarlo durante la evaluación de los casos. 

6.1 Cuaderno primera ronda (ESTUDIO 1) 
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6.2 Cuadernillo segunda ronda (ESTUDIO 1) 
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6.3 Cuadernillo ESTUDIO 2 
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ANEXO 7: Hoja de recogida de datos de cada caso. 

7.1 Hoja de recogida de datos primera ronda (ESTUDIO 1) 

7.2 Hoja de recogida de datos segunda ronda (ESTUDIO 1) 
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ANEXO 8: Gráficos de distribución normal de las variables cuantitativas continuas forma 
celular (cociente de diámetro menor y mayor) y superficie celular. 

 7.3 Hoja de recogida de datos ESTUDIO 2  

Diferencia entre diámetro menor/mayor para forma celular 
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Variable Total pTERT+ pTERT- p 
 N % N % N % 
Extensión pagetoide       0 ,092 

CAPÍTULO 12

ANEXO 6: Tablas con los resultados del estudio 2. Análisis de distribución de variables y 
estudio univariado.  

9.1 Diferencias en la distribución de variables según la presencia o ausencia de mutaciones en el 
promotor de TERT 
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9.2 Diferencias en la distribución de variables según el perfil mutacional de BRAF y pTERT 
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Variable OR IC 95% OR P 
Extensión pagetoide 
   No 
   Sí 

 
Ref. 
0,7 

 
Ref. 
0,5-1,1 

0,104 

Nidos 
   No  
   Sí 

 
Ref. 
0,5 

 
Ref. 
0,3-0,8 

0,004 

Pigmentación 
   No 
   Si 

 
Ref. 
0,5 

 
Ref. 
0,3-0,8 

0,004 

Distribución del pigmento 
   Ausente 
   Focal  
   Extenso 

 
Ref. 
0,6 
0,4 

 
Ref. 
0,3- 1,1 
0,2-0,7 

(0,007) 
 
0,105 
0,002 

Patrón de crecimiento  
   Expansivo 
    

 
Ref. 
0,6 

 
Ref. 
0,3-0,9 

0,020 
 

Morfología celular 
   Redonda/ovoide 
   Alargada/fusiforme 
   No hay predominio 

 
Ref. 
2,1 
0,7 

 
Ref.  
0,7-6,7 
0,1-3,7 

(0,375) 
 
0,190 
0,645 

Ulceración 
   No  
   Sí 

 
Ref.  
2,3 

 
Ref. 
1,4-3,9 

0,001 
 

Regresión 
   Ausente 
   Menor a 50% 
   Mayor a 50% 

 
Ref. 
1,0 
1,3 

 
Ref. 
0,3-3,0 
0,4-4,2 

(0,889) 
 
0,997 
0,627 

Elastosis 
   No CSD 
   CSD 

 
Ref.  
2,2 

 
Ref. 
1,0-4,9 

0,05 

ANEXOS

9.3 Regresión logística univariada de la asociación de las variables de estudio con la presencia o 
ausencia de mutaciones en el promotor de TERT 
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   Sí 0,9 0,4-2,1 0,817 2,6 1,4-4,9 0,004 1,5 0,7-2,8 0,274 

Distribución del pigmento 
   Ausente 
   Focal  
   Extensa 

 
Ref.  
2,0 
1,6 

 
Ref.  
0,6-6,8 
0,6-4,6 

 
 
0,259 
0,383 

 
Ref.  
0,5 
0,4 

 
Ref.  
0,2-1,2 
0,2-0,7 

 
 
0,124 
0,004 

 
Ref.  
0,9 
0,6 

 
Ref.  
0,4-2,3 
0,3-1,4 

 
 
0,845 
0,245 

Patrón crecimiento 
    
   Expansivo 

 
Ref. 
1,2 

 
Ref. 
0,6-2,8 

 
 
0,604 

 
Ref.  
3,4 

 
Ref.  
1,7-7,0 

 
 
0,001 

 
Ref.  
1,2 

 
Ref. 
0,6-2,6 

 
 
0,493 

Morfología celular 
   Redonda/ovoide 
   Alargada/fusiforme 
   No hay predominio 

 
Ref.  
0,9 
NC 

 
Ref. 
0,1-8,5 
NC 

 
 
0,901 
NC 

 
Ref.  
3,2 
0,5 

 
Ref.  
0,7-13,7 
0,1-4,4 

 
 
0,121 
0,511 

 
Ref. 
1,7 
0,4 

 
Ref. 
0,3-8,9 
0,1-4,0 

 
 
0,503 
0,461 

Ulceración 
   No  
   Sí 

 
Ref. 
1,1 

 
Ref.  
0,5-2,6 

 
 
0,849 

 
Ref.  
1,3 

 
Ref.  
0,6-2,6 

 
 
0,548 

 
Ref.  
3,8 

 
Ref.  
2,0-7,3 

 
 
<0,001 

Regresión 
   Ausente 
   Menor a 50% 
   Mayor a 50% 

 
Ref.  
0,4 
0,5 

 
Ref.  
0,0-3,0 
0,1-4,5 

 
 
0,350 
0,542 

 
Ref.  
1,1 
1,1 

 
Ref.  
0,3-3,8 
0,3-4,8 

 
 
0,927 
0,885 

 
Ref.  
0,5 
1,0 

 
Ref.  
0,1-2,4 
0,2-4,5 

 
 
0,384 
0,966 

Elastosis 
   No CSD 
   CSD 

 
Ref. 
0,7 

 
Ref. 
0,2-3,7 

 
 
0,713 

 
Ref. 
5,0 

 
Ref. 
1,9-12,7 

 
 
0,001 

 
Ref. 
0,5 

 
Ref.  
0,1-2,3 

 
 
0,358 

Elastosis 3 cat 
   Ausencia 
   No CSD 
   CSD 

 
Ref.  
0,8 
1,0 

 
Ref.  
0,4-1,7 
0,2-5,3 

 
 
0,503 
0,978 

 
Ref.  
2,0 
9,2 

 
Ref.  
1,0-3,8 
3,1-27,2 

 
 
0,044 
<0,001 

 
 
1,2 
0,7 

 
Ref.  
0,7-2,3 
0,1-3,9 

 
 
0,502 
0,703 

Acantólisis 
   No  
   Sí 

 
Ref.  
1,1 

 
Ref.  
0,4-2,7 

 
 
0,915 

 
Ref. 
1,1  

 
Ref.  
0,5-2,6 

 
 
0,767 

 
Ref.  
2,3 

 
Ref.  
1,1-4,7 

 
 
0,024 

Polipoide 
   No  
   Sí 

 
Ref.  
4,4 

 
Ref.  
1,2-16,3 

 
 
0,027 

 
Ref.  
2,9 

 
Ref.  
0,8-10,8 

 
 
0,106 

 
Ref.  
9,5 

 
Ref.  
3,1-29,6 

 
 
<0,001 

Tipo histológico 
   LMM 
   MES 
   MN 
   MLA 
    

 
Ref. 
1,1 
4,3 
2,3 
NC 

 
Ref.  
0,1-11,2 
0,5-39,4 
0,3-19,7 
NC 

 
 
0,943 
0,199 
0,455 
NC 

 
Ref.  
NC 
1,0 
0,4 
2,1 

 
Ref.  
NC 
0,3-3,4 
0,1-1,3 
0,3-15,4 

 
 
NC 
0,974 
0,112 
0,448 

 
Ref.  
NC 
4,4 
1,4 
4,5 

 
Ref.  
NC 
0,8-24,1 
0,3-7,5 
0,4-49,6 

 
 
NC 
0,085 
0,662 
0.219 

Breslow 
   2 mm 
   >2 mm 

 
Ref.  
1,2 

 
Ref.  
0,6-2,5 

 
 
0,534 

 
Ref.  
2,6 

 
Ref.  
1,4-4,7 

 
 
0,002 

 
Ref.  
3,2 

 
Ref.  
1,8-5,8 

 
 
<0,001 

Nevus previo  
   No  
   Sí 

 
Ref.  
1,0 

 
Ref. 
0,5-2,2 

 
 
0,916 

 
Ref.  
0,5 

 
Ref.  
0,3-1,2 

 
 
0,124 

 
Ref.  
1,1 

 
Ref.  
0,6-2,2 

 
 
0,698 

 
   No 
   “Non-brisk” 
   “Brisk” 

 
Ref.  
1,1 
0,5 

 
Ref.  
0,6-2,2 
0,1-4,9 

 
 
0,748 
0,579 

 
Ref.  
1,1 
NC 

 
Ref.  
0,6-2,0 
NC 

 
 
0,817 
NC 

 
Ref.  
2,1 
1,1 

 
 
1,1-3,8 
0,2-5,9 

 
 
0,023 
0,936 

Tasa mitosis 
   0 mit/mm2 

   1-5 mit/mm2 
   >5 mit/mm2 

 
Ref.  
3,3 
3,2 

 
Ref.  
1,4-8,3 
0,8-13,6 

 
 
0,007 
0,112 

 
Ref.  
1,3 
5,6 

 
Ref.  
0,7-2,6 
2,1-15,4 

 
 
0,424 
0,001 

 
Ref.  
6,7 
36,6 

 
 
2,3-20,0 
10,0-133,3 

 
 
0,001 
<0,001 

Satelitosis microscópica 
   No  
   Sí 

 
Ref.  
1,3 

 
Ref.  
0,2-7,4 

 
 
0,758 

 
Ref.  
1,4 

 
Ref.  
0,3-6,3 

 
 
0,686 

 
Ref.  
2,8 

 
Ref.  
0,8-10,3 

 
 
0,118 

Invasión vascular 
   No  
   Sí 

 
Ref.  
NC 

 
Ref.  
NC 

 
 
NC 

 
Ref.  
1,8 

 
Ref.  
0,3-13,3 

 
 
0,551 

 
Ref.  
3,7 

 
Ref.  
0,7-20,1 

 
 
0,136 

Invasión perineural 
   No 
   Sí 

 
Ref.  
NC 

 
Ref.  
NC 

 
 
NC 

 
Ref. 
0,9 

 
Ref.  
0,1-10,0 

 
 
0,923 

 
Ref.  
0,9 

 
Ref.  
0,1-9,8 

 
 
0,914 

 

ANEXOS

 9.4 Regresión logística multinomial univariada  
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Tabla morfología y área celular según perfil mutacional según las combinaciones entre pTERT y 
BRAF 

Tabla morfología y área celular cuantitativa según presencia o ausencia de mutación en pTERT 



163

ANEXOS


	Tesis Virginia Sanz Motilva
	Portada
	Índice
	Capítulo 1. Siglas
	Capítulo  2. Abstract
	Capítulo 3. Resumen
	Capítulo 4. Introducción
	Capítulo 5. Hipótesis
	Capítulo 6. Objetivos
	Capítulo 7. Material y métodos
	Capítulo 8. .Resultados
	Capítulo 9. Discusión
	Capítulo 10. Conclusiones
	Capítulo 11. Bibliografía
	Capítulo 12. Anexos


