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CARACTERIZACION HISTOLOGICA DE LOS MELANOMAS CON MUTACION EN EL PTERT

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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RESUMEN

Junto con las mutaciones en los genes BRAF y NRAS, las mutaciones en el promotor de TERT
(pTERT) son las mutaciones somaticas mas frecuentes en el melanoma maligno (MM). (1)

Estas ultimas 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 histologicos caracteristicos del MM como son la ulceracion, el
indice mitdtico o un mayor indice de Breslow, permiten predecir un peor prondstico.

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

Existen ciertos hallazgos histopatologicos en relacion con mutaciones concretas como es en el caso
de BRAF. Asi, los MM con mutaciones en BRAF tienen un predominio de celularidad epitelioide
con formacion de nidos, pigmentacion intensa y extension pagetoide. Sin embargo, en el caso de
NRAS, no se han hallado datos tan caracteristicos. (7) Por ultimo, se desconoce si los MM con
mutacion en el pTERT presentan de una forma similar a aquellos con mutacion en BRAF rasgos
histolégicos caracteristicos.

Dada la prevalencia de mutaciones en el pTERT y el posible valor pronostico que confiere, nos
planteamos como objetivo principal caracterizar histolégicamente a la poblacioén de pacientes con
MM mutados en pTERT. Asi, el presente trabajo pretende investigar si los MM con mutacion en
pTERT presentan rasgos histologicos caracteristicos y, ademas, en caso de que las detectemos,
valorar la influencia de la presencia o ausencia de mutacion de BRAF concomitante.

Definimos y clasificamos un conjunto de variables histopatoldgicas mediante un estudio previo

de variabilidad interobservador que incluy¢6 los primeros 60 casos consecutivos de la poblacion

de estudio. Una vez establecidas las variables del estudio, se estudiaron histologicamente todos

los casos de la poblacion de estudio (346 casos). Por ultimo, se clasificaron segiin presentaban

la mutacion en pTERT y en BRAF. Se realizaron modelos de regresion logistica univariada y un
estudio multivariado consistente en un analisis discriminante de datos parciales en el que se observd
que la presencia de mutaciones en pTERT se relacion6 con una elastosis intensa, un indice mitotico
alto y tipos histologicos diferentes al lentiginoso acral. Estas mutaciones diferian segun la presencia
de mutaciones en BRAF. Los MM BRAF-/pTERT+ tenian ausencia de pigmentacion, un patrén de
crecimiento expansivo y la presencia de elastosis intensa, mientras que los MM BRAF+/pTERT+
eran caracteristicamente nodulares, con una morfologia polipoide, ulcerados y con un mitético 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 combinacidén con mutaciones en BRAF

se asocia a algunas caracteristicas morfologicas, entre las que destacan la asociacion a un grado
intenso de elastosis solar y a la apariencia nodular y polipoide con caracteristicas tipicas de mal
pronostico (presencia de ulceracion y un espesor tumoral y nimero de mitosis elevados).
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Situacién actual y epidemiologia
1 Datos de incidencia y mortalidad a nivel general.

En los ultimos afos se ha producido un aumento de la incidencia global de melanoma (MM). En un
estudio reciente se mostré un aumento de la incidencia de un 161,3% entre los afios 1990 y 2017.

®)

Para comprender mejor la prevalencia global del cancer, 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
cancer, entre los que figura el MM cutaneo. (9) Asi, segun 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 representd la regién numero 1 en nimero de casos incidentes,
prevalentes y de mortalidad. (9,10)

Incidence, both sexes Mortality, both sexes 5-year prevalence, both sexes

LAC** Africa LAC**
(5.8%) (4.7%) (5.1%)
Cceania \q LAC** « Oceania \‘
(5.9%) | Europe (9.9%) Europe (6.2%) Furope
Asia (46.4%) M.America* (45.2%) Asia (47.3%)
(7.3%) ‘ 114.7%) (6.23)
M.America* N.America*
(32.4%) Asia (33.7%)
(21%)
Population  Number Population  Number Population  Number
| Europe 150 627 | Europe 26 360 - Europe 517 196
[ *Morthern America 105172 | Asia 11 986 - *Maorthern America 368 049
[ ] Asia 23753 ] *Northern America B412 [ | Asia BB 197
Oceania 19239 | **Latin America and the Caribbean 5657 Oceania 68 070
| **| atin America and the Caribbean 18 881 | Africa 2679 | **Latin America and the Caribbean 55 663
| Africa 6963 Oceania 1949 | Africa 15 643
Total 324 635 Total 57043 Total 1092818

Figura 1 Incidencia, mortalidad (2020) y prevalencia a 5 afios a nivel mundial y
por regiones. Fuente: Globocan 2020. (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 mas altas fueron en
orden decreciente: Oceania, Oeste de Europa, Norte de Europa, Norte América, Sur de Europa,
Centro y Este de Europa.
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Age standardized (World) incidence and mortality rates, melanoma of skin

Incidence Mortality

Australia and New Zealand 35.8
Western Europe
Northern Europe
Northern America
Southern Europe
Central and Eastern Europe
Polynesia

World

Southern Africa
Melanesia

South America
Western Asia
Middle Africa F .
Central America 1.3 0.49
Eastern Africa 092 | 0.40
Caribbean 070 0.28
Western Africa 048 | 0.22
South-Eastern Asia 046 | 0.23
Northern Africa 045 | 0.20
Eastern Asia 039 0.19
South-Central Asia 033 0.19
Micronesia

60 S0 40 30 20 10 0 10 20 30 40 50 60

ASR (World) per 100 000
Figura 2 Tasas de incidencia y mortalidad ajustadas por edad y segun regiones a
nivel mundial. Fuente Globocan 2020. (10)

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

Estimated age-standardized incidence and martality rates (World) in 2020, melanoma of skin, both sexes,
all ages

Australia

New Zealand

Denmark

The Netherlands

Norway

Sweden

Switzerland

Germany

Slovenia

Finland

0 . X 16 20 24 28 32 36

Figura 3 Tasas estimadas de incidencia y mortalidad ajustadas por edad y segiin
paises. Fuente Globocan 2020. (10
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Australia y Nueva Zelanda se situan en primera posicion en cuanto a datos de incidencia a lo largo
de los afios. Las razones estan bien documentadas y se han relacionado con la implicacion que
tiene la exposicion a la radiacion ultravioleta (UV) en la etiopatogenia del MM cutdneo. En esta
region geografica, los niveles de radiacion UV son muy altos durante todo el afo y la poblacion
mayoritaria presenta fototipos bajos. A ello se le une un comportamiento cultural y social que
favorece la exposicion solar y el bronceado. (11)

Algunos investigadores han sugerido que el aumento de la incidencia de MM puede ser debido a un
incremento del numero de biopsias y a la tendencia a emitir el diagndstico histologico de MM en

lesiones melanociticas atipicas, 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 podria estar relacionado con
un incremento de las campaias de deteccion precoz, lo que justificaria una mayor precocidad en el
diagnostico de lesiones mas 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 llevo a cabo un estudio del periodo comprendido entre 1992 y 2004 en la poblacion
blanca no hispénica y se encontré un aumento de la incidencia de MM de todos los grosores,
independientemente del nivel socioecondmico. (14) De todos los participantes, las personas con un
menor nivel socioeconémico y con un menor acceso a campafias de deteccion precoz, mostraron

el aumento mas pronunciado de incidencia de MM gruesos. Sin embargo, también se objetivo un
aumento de incidencia de MM de todos los grosores en el grupo de pacientes con mayor estatus
socioeconomico. (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 (region de Schleswig-
Holstein), de 1 afo de duracion, se observd que la incidencia de MM de todos los grosores aumento
durante ese mismo afo, pero volvio a los niveles basales a los tres afios siguientes a la finalizacion
del programa de deteccion precoz. Por el contrario, en la poblacion de control la incidencia crecio
ligeramente durante todo el periodo del estudio. (15) Estos resultados sugieren que las campafias de
deteccion precoz son responsables en parte, pero no completamente, del aumento de incidencia de
MM.

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

En lo que respecta a la mortalidad y a su variacion a lo largo de los afos, existen datos dispares
segun los grupos de edad y la zona geografica. Asi en Australia en el periodo de afios de 1950 a
2002, la mortalidad por MM disminuy6 entre un 2 y 3 % en el grupo de edad de los 35 a los 54
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afios, sin embargo, las tasas permanecieron estables en el grupo de los 55 a los 79 anos. (17)

En el periodo entre 2002 y 2006 en Estados Unidos se observo un descenso de la mortalidad en
individuos menores a 65 afios. Sin embargo, hubo un aumento de la mortalidad en los mayores de
65 afios (+6,6% en hombres y +0,6% en mujeres). En cualquier caso, el descenso de la mortalidad
en las personas mas jovenes podria estar en relacion con el éxito de las campanas de educacion
publica y de deteccion precoz. (18,19)

1.2 Distribucion por sexo

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

Por ultimo, en la poblaciéon mayor de 50 afios las tasas de incidencia y de mortalidad global fueron
superiores en los hombres. (9)

Estimated age-standardized incidence and mortality rates (World) in 2020, melanoma of skin, all ages
[ P (excl. NMSC)
- Males Females

Australia
Mew Zealand

The Netherlands

Germany
slovenia
Finland

50 45 40 35 30 5 20 15 0 50 0 5.0 10 15 20 25 30 35 a0 45 50
ASRIWarld] per 100 000 e e

letklllll

Figura 4 Tasas de incidencia y mortalidad estimadas y ajustadas por edad seglin sexo
en los 10 paises con mayor prevalencia a nivel mundial. Fuente: Globocan 2020. (10)

1.3 Situacién en Espafia

Un estudio tipo metaanalisis publicado en 2015, mostré una tasa de incidencia bruta de
8,82/100.000 personas-afio y una tasa de mortalidad bruta de 1,82 por 100.000 personas-afio en
Espana. (20) Al igual que lo que sucede en el resto de los paises, existe una tendencia al alza de
la incidencia con el paso de los afios. La tasa de incidencia bruta estimada en el afio 2020 se ha
incrementado a valores de 12,3/100.000 personas-afio y la de mortalidad bruta a 2,3 por 100.000
personas-afio. (Fig. 5y 6) (9)
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Es previsible que las tasas continlien aumentando en el futuro, especialmente en la poblacién
anciana. El motivo podria estar relacionado con una poblacion mas envejecida en la que hay una
mayor prevalencia de MM gruesos. (14)

Estimated crude incidence rates in 2020, melanoma of skin, both sexes,
all ages
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Figura 5 Tasas estimadas brutas de incidencia en Europa en el afio 2020. Fuente:
Globocan 2020. (10)

Estimated crude mortality rates in 2020, melanoma of skin, both sexes,
all ages
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Figura 6 Tasas estimadas brutas de incidencia en Europa en el afio 2020. Fuente:
Globocan 2020.

2. Factores pronosticos de melanoma
2.1 Factores integrados en la estadificacion actual del MM

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

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

La actual edicion de la AJCC es la octava y estd sustentada por los datos de supervivencia evaluados
en mas de 46.000 pacientes, de 10 centros de todo el mundo con MM de estadios del I al 11l desde
1998. (21,22)
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En esta edicion se ha prestado una atencion especial a mejorar algunos aspectos importantes en
cuanto a la clasificacion y a la terminologia para asi obtener mejores modelos pronodsticos que
permitan optimizar la toma de decisiones con los pacientes de MM.

Dado el gran avance de los tltimos afios en cuanto al tratamiento del MM en estadio IV que ha
supuesto una mejoria en las tasas de supervivencia de estos pacientes, no se ha realizado en esta
edicion el analisis de los pacientes en estadio I'V. Sin embargo, si que se han incluido algunos
cambios en la categoria IV que permitiran mas adelante mejorar la estimacion prondstica y la
estratificacion de estos pacientes con enfermedad avanzada. (22)

2.1.1 Tumor primario (T)

La actual edicion de la AJCC usa los mismos parametros que se usaron en la séptima edicién con
la excepcidn del indice mitotico, que se ha eliminado como criterio de subclasificacion para los
tumores T1. Sin embargo, en el documento subraya que es un factor prondstico importante que ha
de tenerse en cuenta para el MM en cualquier estadio.

El espesor tumoral medido en milimetros (indice de Breslow) es una variable continua que esta
asociada con el riesgo de recaida y de fallecimiento, y estd integrado en la estadificacion con

intervalos.

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

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

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

TO | MM primario desconocido o completamente regresado

Tis | MM in situ (MMis)

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

Tl | MM <1 mm; Tla <0,8 mm sin ulceracion/T1b <0,8 mm con ulceracion
0 0,8-1,0 mm con/sin ulceracion

T2 | MM > 1,0 a2,0 mm; T2a sin ulceracion/T2b con ulceracion

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

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

T: Caracteristicas de la tumoracion primaria
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La subdivision de los tumores T1 por su grosor en la octava edicion de la AJCC se basa en el
analisis de 7.568 pacientes con T1NO. (22) En el analisis multivariante, la supervivencia especifica
fue peor para los MM

> 0,8 en comparacion con los < 0,8 mm (riesgo relativo o HR “hazard ratio” 1,7). La supervivencia
especifica del MM fue también peor para aquellos con ulceracion que para aquellos que no la tenian
(HR 0.57). La distincion que utilizo el limite 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 metastasis
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 indice mitotico (tomado como una variable dicotomica comparando <1 mitosis/mm2 con >1
mitosis/mm?2), no fue un factor independiente en el andlisis multivariante en los pacientes con MM
T1.

Por esta razon, y a diferencia de la séptima edicion en la que si lo estaba, el indice mitotico no se
contempla en la octava edicion para el tumor primario T1. Sin embargo, en el andlisis univariante
de la actual estadificacion se observd que en los MM sin afectacion clinica nodal (cNO) la
supervivencia especifica disminuia progresivamente con el aumento del indice mitotico. (22)

Por tanto, a pesar de que quede fuera del sistema de estadificacion, el indice mitético tiene un
importante valor pronéstico dentro de todas las categorias de espesor y debe recogerse siempre en el
informe histologico.

2.1.2 Afectacion regional nodal (N)

Los ganglios linfaticos regionales constituyen una localizaciéon comun para las metéstasis de MM
y su afectacion tiene un gran impacto negativo en el pronodstico a largo plazo. A pesar del término,
en este apartado se hace referencia a la extension metastésica de la enfermedad a través de los
conductos linfaticos y, por lo tanto, se incluye tanto la afectacion ganglionar regional como la
cutanea locorregional (satelitosis micro/macroscopicas, metastasis en transito).

Para facilitar la estadificacion, se ha establecido que todos los pacientes con una confirmacion
histologica de diseminacion linfatica (incluyendo metéstasis ganglionares regionales, microsatélites,
satélites y metastasis cutaneas o subcutaneas en transito) y sin metastasis a distancia, sean
clasificadas como estadio III, independientemente de la carga de enfermedad ganglionar. En la
actual edicion la afectacion ganglionar se clasifica como clinicamente oculta (detectada mediante el
estudio histolégico del ganglio centinela) o clinicamente detectada (a través de la exploracion fisica
o de una prueba de imagen). Esto constituye una diferencia terminologica respecto a la anterior
edicion, pues la afectacion ganglionar se clasificaba como microscopica y macroscopica.

Se acepta el diagndstico de las metastasis ganglionares basado unicamente en la confirmacion por
tincidon inmunohistoquimica, incluso si solo hay agregados de unas pocas células. (21)
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No se hace distincion entre lesiones satélite, tanto microscopicas como macroscopicas, y metastasis
en transito porque ambas representan una manifestacion de enfermedad intralinfatica. (Tabla 2).

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

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

N1 | Un ganglio linfatico afectado o metastasis en transito, satélite o microsatélites sin
afectacion ganglionar; Nla: ganglio detectado por estudio del ganglio centinela/N1b:
ganglio detectado por exploracion clinica/N1c: no ganglio, si metastasis en transito,
satélites o microsatélites.

N2 | Dos o tres ganglios afectados, o metastasis en transito, satélite o microsatélites con un
solo ganglio afecto; N2a: ganglios clinicamente ocultos detectados por estudio del
ganglio centinela/N2b: ganglios detectados por exploracion clinica/N2c¢: un ganglio
afecto y ademas metastasis en transito, satélites o microsatélites.

N3 | Cuatro o mas ganglios afectos o metastasis en transito, satélites o microsatélites con dos
o mas ganglios afectos o cualquier nimero de ganglios apelotonados con o sin metastasis
en transito, satélite o microsatélites; N3a: cuatro o mas ganglios clinicamente
ocultos/N3b: cuatro o mas ganglios, al menos un ganglio de detectado clinicamente o
bien presencia de ganglios en conglomerado/N3c: dos o mas ganglios clinicamente
ocultos o detectados y/o presencia de ganglios en conglomerado, ademas de la presencia
de metastasis en transito, satélites o microsatélites.

N: afectacion ganglionar

2.1.3 Metastasis a distancia (M)

En la estadificacion los pacientes son subcategorizados segun el lugar de afectacion de las
metastasis.

Los cambios fundamentales con respecto a la séptima edicion incluyen la integracion de la
valoracion de presencia del marcador lactato deshidrogenasa (LDH) para cada una de las categorias
y la creacion de una cuarta categoria (M 1d) basada en la presencia de metastasis del sistema
nervioso central. (22). (Tabla 3).
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Tabla 3. Estadiaje del MM respecto a M (del inglés metastasis/metéstasis)

Mla | Metastasis cutaneas a distancia, subcutaneas o linfaticas

MI1b | Metastasis pulmonares

MIlc | Metastasis en otras localizaciones, excepto el sistema nervioso central

MI1d | Metastasis en el sistema nervioso central, con o sin afectacion de otras localizaciones

M: Afectacion metastasica a distancia

La LDH es un factor pronostico independiente en paciente con MM metastasico, y una elevacion de
LDH no condiciona en esta edicion un traslado a la categoria M1c. En la actual edicidon, cada una de

las categorias 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 clasificacion TNM, se agrupan los tumores en

estadios segun sus caracteristicas (tabla 4.)

Tabla 4. Estadios del MM segun la octava edicion de la AJCC

Estadio I

Pacientes con MM de bajo riesgo (T1a, T1b y T2a) sin evidencia de metastasis
regionales o a distancia. Se clasifica en [A y IB en funcion del espesor del tumor
primario y la presencia o ausencia de ulceracion.

Estadio II

Incluye aquellos tumores primarios con mas alto riesgo de recurrencia (T2b, T3a,
T3b, T4a y T4b) sin evidencia de metastasis linfaticas ni a distancia. Se clasifica
en ITA, IIB, IIC en funcion del espesor tumoral y la presencia o ausencia de
ulceracion.

Estadio II1

Incluye aquellos MM con evidencia histologica de afectacion de ganglios
linfaticos regionales o la presencia de metastasis en transito o satélites (N1, N2 y
N3). Se subclasifican en II1A, IIIB, IIIC, o IIID dependiendo de la extension de la
afectacion linfatica.

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

Estadio IV

Ultimo estadio definido por la presencia de metéstasis a distancia. Las metéstasis
del sistema nervioso central (M1d) estan especialmente asociadas con un mal
pronostico. No hay subgrupos.

También incluye la presencia de un tumor primario desconocido con metastasis a
distancia.
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2.3. Factores clinicos

Respecto al género, las mujeres con MM presentan una mejor supervivencia respecto a los hombres,
probablemente en relacion con las diferencias en la biologia tumoral o a la interaccion 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 especifica (HR 0,62-0,74) y un menor riesgo

de desarrollar metastasis nodales (HR 0,58-0,70) que los varones. (24) Algunos autores consideran
el sexo un factor prondstico independiente mientras que otros encontraron que la ventaja de la
supervivencia de las mujeres desaparecia tras ajustar para otras variables como la ulceracion, la tasa
mitotica, la localizacion anatomica y el espesor de Breslow. (25)

La localizacion anatomica del tumor primario se ha reconocido como un factor pronostico
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 incluia un analisis multivariado objetivé que la localizacion del MM en la cabeza y el

cuello en comparacion con otras localizaciones anatomicas, 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 localizacion acral implica un peor pronostico en términos de supervivencia, (28)(29)
especialmente los MM de localizacion ungueal. (30) En otro estudio se observo que la localizacion
acral es un factor de riesgo independiente para el desarrollo de metastasis ganglionares en MM en
estadios [ y II. (31)

La edad avanzada se asocia generalmente a una disminucion de la supervivencia especifica. En

un estudio reciente de 7.756 pacientes en estadio I/Il y usando la cohorte de la base de datos de la
AJCC, una edad mayor a 70 afios se asoci6 con peores caracteristicas del tumor primario y con un
aumento de la mortalidad comparado con Los pacientes mas jovenes. 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 nimero de metéstasis ganglionares, la presencia de ulceracion y la
tasa mitotica estaban independientemente asociadas con un peor prondstico en pacientes en estadio
II1. (33)

2.4 Factores moleculares y séricos

A fin de mejorar la valoracion pronostica 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
pronostica entre los que destacan: ERBB3, AKT, MITF, PTEN, BCL2 y NCOA3. Sin embargo, el
valor relativo pronostico tras ajustar por otras variables clinico-patoldgicas, particularmente por la
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afectacion ganglionar y por el espesor de Breslow no esta bien establecido todavia y se necesitan
estudios adicionales que confirmen su valor prondstico independiente (34)

El marcador sérico que ha sido ampliamente aceptado por su valor pronostico es la enzima LDH

en los melanomas metastéasicos. La elevacion de LDH en un paciente con MM se asocia a una

peor supervivencia. Asi un estudio que incluia 71 pacientes con MM avanzado (estadio IV),
demostr6 que la LDH fue el Ginico marcador tumoral que se relacioné de forma independiente

con un peor pronostico. Estos hallazgos llevaron a que se incorporara en la estadificacion de la
AJCC para los pacientes con enfermedad metastasica. (35,36)En los ultimos afios, han surgido las
células circulantes tumorales como un nuevo biomarcador con utilidad tanto para el seguimiento
clinico en tiempo real como para los resultados de la enfermedad, para los pacientes con multiples
canceres solidos entre los que figura el MM. La técnica diagnostica mas ampliamente usada para su
valoracion es la reaccion en cadena de la transcriptasa inversa polimerasa cuantitativa que detecta
multiples antigenos moleculares asociados al MM. Es una técnica que presenta una alta sensibilidad
diagnostica y ademads tiene en cuenta la heterogeneidad tumoral. Esta técnica que cada vez es mas
reproducible, ofrece informacion traslacional acerca de la progresion tumoral, prediccion de la
respuesta al tratamiento y datos acerca de la supervivencia en los pacientes con MM. Los avances
recientes del perfilado molecular y protedmico del MM, podrian implementar la informacion y la
utilidad clinica aportada por las células circulantes tumorales. (37)

Por ultimo, existen ciertas mutaciones genéticas tienen una mayor importancia por su alta
prevalencia y/o importancia prondstica. Entre ellas, destacan BRAF y pTERT que se desarrollara
mas adelante en el apartado de genética y biologia molecular del MM (apartado 4.3).

2.5 Factores y caracteristicas histopatoldgicas del melanoma

Respecto a los factores histopatologicos, los hallazgos asociados a mal prondstico se pueden
clasificar en mayores y menores, segun lo consistentemente con lo que se han asociado con el

mismo, y quedan especificados en la tabla 5 (34):

Tabla 5. Factores histopatoldgicos que condicionan un peor pronodstico en el MM

MAYORES MENORES

Valores elevados de espesor de Breslow* | Niveles de Clark elevados

Ulceracion Subtipo histologico diferente al
melanoma de extension superfical (MES)
y LM

Indice mitético elevado Ausencia de linfocitos infiltrantes del
tumor (TIL)

Invasion linfovascular Regresion

Invasion perineural

*El mas importante y con mayor valor prondstico.
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La importancia pronostica de la regresion presenta cierta controversia mostrando distintos
resultados en la literatura cientifica. En algunos estudios, especialmente de hace varios afios, se
relacion6 un peor pronostico. En esta linea, un estudio identificé la regresion intensa como un factor
de riesgo para el desarrollo de metastasis en el caso de MM finos. (38)

Sin embargo, trabajos mas recientes arrojan resultados diferentes. Otro grupo de investigacion
estudio el valor prondstico de la regresion en una muestra de 664 pacientes y no encontr6 una
asociacion entre la presencia de esta y la SLP ni la SG. (39)

Por el contrario, otro estudio que incluia 2 grandes cohortes de pacientes (una de 17.271 pacientes
de Paises Bajos y otra de 4.980 pacientes de Australia) halld6 un mejor pronostico en aquellos
pacientes en estadios I y II que presentaron regresion, especialmente en los MM de espesor fino o
intermedio y del subtipo de MES (40)

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

La presencia de inflamacion en el MM nos indica de que se ha producido una respuesta
inmunologica 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 regresion parcial o total del
tumor.(41)

La regresion en sus fases iniciales podria condicionar un mejor prondstico y sin embargo, en fases
mas tardias podria condicionar un peor pronodstico en términos de supervivencia. (41)

Un estudio sobre 201 casos de MM de espesor mayor a 0,75 mm a los que se les habia hecho
ganglio centinela demostr6 la ausencia de asociacion entre la presencia de regresion y la positividad
del ganglio centinela. (42)

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

Conviene diferenciar seglin la densidad de la infiltracion y la distribucion 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, €stos no interaccionan con los
melanocitos tumorales. Estos subgrupos aportan informacidn prondstica en varios estudios.

En un estudio de 3.330 casos de MM se observo que la mortalidad especifica por MM fue de un 30
y 50% respectivamente menor en los grupos con TIL leve y moderada en comparacion con el grupo
con ausencia de TIL. (43)
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En otros trabajos se ha encontrado una asociacion de los TIL con una buena respuesta a la
inmunoterapia. Asi, en un estudio de 94 cortes histolégicos de MM previo al tratamiento con anti-
PDI, observaron una mayor supervivencia y una mejor respuesta clinica al farmaco en aquellos
casos con una infiltracion intensa de linfocitos CDS8 (P < 0.0001). (44)

Por tultimo, los subtipos de MM nodular (MN), desmoplésico y lentiginoso acral (MLA) se asocian
con un peor prondstico en comparacion 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 foliculos pilosos. Los melanocitos se distribuyen a lo largo de la membrana basal en una
proporcion de un melanocito por cada diez queratinocitos aproximadamente. Los melanocitos
poseen dendritas que les permiten transferir los melanosomas a los queratinocitos vecinos, asi como
a los foliculos pilosos.

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

Los nevos comunes adquiridos comienzan como unas pequefias placas planas (nevos de la union)
que con el tiempo se sobreelevan (nevos compuestos). Historicamente el concepto de la expansion
de los nevos a la dermis se ha utilizado para explicar la transformacion de un nevo de la union a un
nevo compuesto. Sin embargo, este concepto se ha cuestionado, pues existe una teoria alternativa
que postula que la migracion epidérmica de los nevos es la base de la formacion de estos.

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

Aunque aun no se conocen con exactitud los mecanismos moleculares de progresion del MM, la
técnica de hibridacion gendmica comparada muestra hallazgos importantes. (46) De hecho, se han
hallado algunas amplificaciones de genes en loci especificos que codifican para proteinas implicadas
en la progresion del ciclo celular, a su vez relacionadas con la adquisicion de un potencial
metastasico temprano en algunos tipos de MLA. Por el contrario, estas amplificaciones no son

tan frecuentes en otros subtipos histologicos, o bien estan presentes en las fases mas tardias de la
progresion. (47)
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2.5.1.1 Fase de crecimiento radial

Los MM en esta fase son finos, estan confinados a la epidermis o tienen un minimo componente
dérmico, y tienen un comportamiento indolente. Incluye 2 patrones histologicos: 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 posicion
normal en la epidermis llegando a veces hasta el estrato corneo, proceso que se conoce como
extension pagetoide. E1 MLA in situ se caracteriza sin embargo por la distribucion alineada y
continuada a lo largo de la membrana basal de melanocitos dendriticos atipicos.

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

2.5.1.1.2 Melanoma in situ microinvasivo

Ademas de la afectacion epidérmica, el MM microinvasivo se caracteriza por la extension
microscopica a la dermis papilar y tienden a presentar un comportamiento indolente. Por definicion,
el nido dérmico mas grande no puede ser mayor que el nido epidérmico mas grande y no se
objetivan mitosis dérmicas. (48) A menudo presenta un infiltrado inflamatorio linfocitico y al
contrario que el MM invasivo, la morfologia 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 subcutaneo. Estas caracteristicas 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 algiin nido dérmico de mayor tamafio que el mas
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. E1 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 lesién en milimetros desde la capa granular de la epidermis hasta el punto mas profundo de la
invasion (indice de Breslow). (50)

2.5.2 Subtipos histologicos clasicos de melanoma

En la tabla 6 sintetizamos los rasgos histopatoldgicos mas caracteristicos. (51)

Tabla 6. Subtipos histologicos de MM.

MES LMM MLA MN
Patr6n de Pagetoide Lentiginoso | Lentiginoso | AUSENTE*
crecimiento difuso
radial
Tipo celular Epitelioide | Epitelioide, | Fusiforme, | No aplica
predominante en fusiforme y | epitelioide o
la zona de dendritica dendritica
crecimiento (raro)
radial
Epidermisenla | Normal a Atrofica Hiperplasica | No aplica
zona de hiperplasica
crecimiento
radial
Tipo celular Epitelioide Fusiforme y | Fusiformey | Epitelioide
predominante en epitelioide epitelioide
la zona de
crecimiento
vertical
Desmoplasia Rara Frecuente Frecuente Rara
Neurotropismo Raro Frecuente Frecuente Raro
Regresion A veces Frecuente Variable Rara
regresion
parcial
*Por definicion de consenso, se admite la extension intraepidérmica
hasta un maximo de 3 crestas mas alla del nédulo tumoral.

2.5.3 Variantes histologicas menos comunes

A veces el diagnostico clinico e histologico de un MM se convierte en un desafio y puede suceder
que el MM se asemeje a lesiones benignas u a otro tipo de lesiones malignas de estirpe no
melanocitica. Se han descrito mas de 17 variantes de MM en las ultimas décadas. Se describen a
continuacion las tres mas caracteristicas:

2.5.3.1 Melanoma nevoide

Se confunde frecuentemente con un nevo intradérmico benigno por su aspecto parecido tanto desde
el punto de vista clinico como histologico.
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Histologicamente el componente dérmico es hipercelular, suele presentar hipercromasia y presenta
un fendmeno que se conoce como pseudomaduracion por el que las células nevoides disminuyen de
tamano conforme se profundiza en el espesor vertical del tumor. Sin embargo, la celularidad suele
ser hipercromatica, claramente atipica 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
c¢lulas mas pequefias de aspecto nevoide. (53)

2.5.3.2 Melanoma desmoplasico

No es rara la confusion clinica con una cicatriz, con un fibroma o incluso con un epitelioma
basocelular porque se presenta clinicamente como un nédulo o una placa tumoral de aspecto
carnoso. (54) Una clave diagnostica clinica es la presencia de un nddulo dérmico con pigmento en
su periferia. Tienden a aparecer en zonas fotoexpuestas, tipicamente el cuello, la cabeza o la parte
superior de la espalda de individuos de una edad avanzada.

Histoldgicamente se caracterizan por poseer un estroma fibromixoide y una mala delimitacién
lateral. Las células malignas tienen unos nucleos hipercromaticos y alargados, y tienden a agruparse
con una disposicion habitual en fasciculos 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 prondstico. (26)

2.5.3.3 Melanoma dérmico solitario

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

3. Genética y biologia molecular del melanoma

El conocimiento cada vez mayor de la biologia 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. Biologia del melanocito

Los melanocitos derivan de células madre pluripotenciales de la cresta neural. El desarrollo del
melanocito estd modulado por 2 factores: el gen KIT y el gen del factor de transcripcion asociado a
microftalmia (MITF). Por ello, no es de extrafiar que en una proporcion 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 canceres de piel no MM. (59)
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MCIR activa la expresion de MITF que estimula la transcripcion de multiples genes que participan
en la conversion de tirosina a pigmentos de melanina. La estimulacion de la pigmentacion cutanea
tras la exposicion a luz ultravioleta ocurre mediante el dafio del ADN del queratinocito, la induccién
de la expresion de proopiomelanocortina (POMC), la secrecion de MSH y la estimulacion del
MCIR en los melanocitos epidérmicos. (60)

3.2 La evolucion genética del melanoma desde las lesiones precursoras

Se dispone de un estudio de la revista “New England Journal of Medicine” (45) sobre 150

areas de 37 MM primarios que tenia el fin de determinar la presencia de mutaciones y tratar de
establecer el orden de la ocurrencia de estas. El espectro histopatoldgico de estas areas iba desde
unas lesiones benignas inequivocas, pasando por unas lesiones atipicas de malignidad intermedia,
MM intraepidérmicos y MM invasivos. Cada drea se secuencid para 293 genes con relevancia
oncologica.

Las lesiones precursoras estaban relacionadas con mutaciones de los genes de la via de las protein-
quinasas activadas por mitégenos (MAPK). Las lesiones benignas inequivocas mostraban exclusiva
y frecuentemente la mutacion VO0OE 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 areas de las lesiones intermedias y de los MMis portaban la mutacion en el
promotor del gen de la transcriptasa inversa de telomerasa (pTERT), lo que indica que estas tltimas
mutaciones surgen en estadios tempranos de la progresion oncologica. Otras mutaciones ocurren
mas tarde en la progresion de la lesion como la inactivacion bialélica de CDKN2A vy las alteraciones
en el numero de copias, que se detectaron en los MM invasivos.

Adicionalmente, las mutaciones en los genes PTEN y TP53 ocurrian en los MM primarios
avanzados. La influencia de la radiacion ultravioleta se detectd en todos los estadios, siendo un
factor fundamental tanto en la iniciacion como en la progresion del MM.

o Benign Intermediate Melanoma Invasive Meta-
&Y Lesion Lesion In Situ Melanoma stasis
Evolutionary

Model . .

Point
Mutations
Copy-Number
Alterations

Mutation |
Signature |

Ultraviolet radiation {

BRAF V60OE TERT CDKN2A

Genes encoding TP53?
SWIJSNF ~ PTEN?

BRAF V600K + TERT subunits

Driver Genes NRAS + TER

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

La via MAPK esta activada de forma constitutiva en casi todos los MM. (61) En las células

no malignas se requiere la interaccion entre un factor de crecimiento y su ligando para activar
esta via que conlleva a una serie de eventos que definitivamente promueven el crecimiento y la
supervivencia. La familia de proteinas RAS constituye un mediador critico en la transduccion de
sefales en esta via.

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 gendmicos, epigenéticos,
transcriptomicos y protedmicos de diversos canceres, entre los que figura el MM.

Las mutaciones de tipo “hot spot” o puntos calientes de mutacion son regiones del genoma donde
se concentra un numero 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 cuténeos. (62)(63) Una mutacion
somatica en el gen NRAS puede causar la activacion constitutiva y continuada de la proteina
NRAS, lo que lleva a su vez a la activacion seriada de las serina/treonina quinasas que promueven
la progresion del ciclo celular, la transformacion y finalmente el aumento de la supervivencia
celular. Ademas, esta cascada puede estar mediada por la sobreexpresion y/o la hiperactivacion de
multiples receptores del factor del crecimiento, entre los que destacan c-Met, el receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR) y KIT, asi como por la pérdida de funcion del gen supresor
tumoral NF1 que en condiciones normales actua suprimiendo la sefializacion NRAS. (64) De
hecho, la mutacion NF1 es bastante frecuente en el MM cutaneo, asi entre un 13-14% de los casos
presentan la mutacion. (62,63)

Los mediadores mas importantes de RAS activado son las quinasas de serina/treonina BRAF

y CRAF que se activan tras la uniéon de RAS. Para el funcionamiento de la via MAPK, y en
contraposicion con la activacion de BRAF cuya activacion por si sola es suficiente, la activacion
de la via de CRAF requiere multiples pasos adicionales. Esto puede explicar por qué la mutacion
activadora en el dominio BRAF quinasa esta presente en el 40 al 50% de los pacientes con MM vy,
sin embargo, no hay descritas mutaciones activadoras de CRAF. (64)

D espués de su activacion, RAF, en forma de homo- o de heterodimero inicia la fosforilacion
de MEK que conlleva a su vez a la fosforilacion y activacion de ERK que desencadena una
sefal de crecimiento y transformacion constante mediante la proliferacion (ciclina D, RBL2), la
supervivencia (Bim, MCI-19) y la diferenciacion celular. (64)
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Figura 8 Esquema de la via MAPK. Fuente Chowday y colaboradores. (65)

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 mas tarde en las fases iniciales del MM invasivo. Existe cierta
evidencia al respecto:

- Las mutaciones en BRAF son frecuentes en los nevos melanociticos, el MM en la fase de
crecimiento vertical y en el MM metastésico (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 melanociticos atipicos 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 metastasis de MM ni en los casos de MM primario en mas
de una localizacion. (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 mas habituales en los MM cutaneos que aparecen en areas
sin signos histoldgicos de dafio solar cronico que aquellos que aparecen en localizaciones con dafio
solar cronico.

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

Respecto al valor prondstico de la mutacion en BRAF o NRAS, hay cierta controversia y
disponemos estudios con hallazgos dispares en la literatura cientifica.

Un trabajo que incluy6 a 912 pacientes con MM hall6 que aquellos con mutaciones en los genes
NRAS o BRAF se asociaban con un estadio tumoral mas alto al inicio, lo cual indicaba que los MM
en estadios iniciales de bajo riesgo y curables quirtirgicamente eran con mas frecuencia MM sin
mutaciones en dichos genes [NRAS “wild type” (NRASwt)/BRAF “wildtype” (BRAFwt)].

Asimismo, hallaron tres veces mas riesgo de muerte en los grupos de pacientes NRAS+ y BRAF+
en comparacion con los grupos NRASwt y BRAFwt. Este ultimo hallazgo se observo tinicamente
en el grupo de pacientes con MM de alto riesgo después de ajustar por multiples variables (edad,
sexo, localizacion, estadio de la AJCC, grado de TIL y centro de procedencia). (43)

Otro estudio de 147 casos de MM en estadios [ y II detectd 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 ulceracion, edad, sexo, localizacion e indice mitotico,
la mutacion BRAF constituy6 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 metastasis ganglionares tempranas y metastasis a distancia
con mayor frecuencia. Ademas, la mutacién en NRAS fue un factor independiente de riesgo para la
progresion de la enfermedad en el anélisis multivariado. (72)

Por ultimo, un estudio que contenia 332 casos de MM no obtuvo ningun resultado significativo en
cuanto al valor pronostico de la mutacion en BRAF o NRAS. (73)

3.3.3 Caracterizacion histologica de los MM con mutacion en BRAF y NRAS

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

Describieron que los MM mutados en BRAF se asociaban con mas frecuencia a algunas
caracteristicas histologicas especificas, a diferencia de aquellos MM mutados en NRAS, en los que
no encontraron hallazgos histologicos caracteristicos.

Los MM con mutacion en BRAF presentaban con mas frecuencia una extension pagetoide, la
formacion de nidos de melanocitos intraepidérmicos, un mayor engrosamiento de la epidermis
afectada y una mejor delimitacidn de la piel de alrededor de la lesion. Ademas, las células eran
mas grandes, redondeadas y mas pigmentadas que las de aquellos casos de MM que carecian de la
mutacion 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 asociacion fue mas débil respecto a algunas variables
como la extension pagetoide y la tendencia a formar nidos. (74)

3.4 Importancia de la telomerasa transcriptasa inversa (TERT)

En 1961, Leonard Hayflick demostrd que, en cultivo celular, las células fetales humanas podian
dividirse entre 40 a 60 veces antes de entrar en la fase de ausencia de division celular o senescencia.
En base a lo anterior, el limite de Hayflick es el nimero de duplicaciones que puede sufrir una
c¢lula eucariota antes de entrar en senescencia. (75)

Afios mas tarde, los ganadores del Premio Nobel, Elizabeth Blackburn, Jack Szostak y Caroline
Greider, descubrieron un mecanismo que explicaba el limite de la replicacion celular y consistia en
que los telémeros se acortaban en cada ciclo de division celular. (76,77)

Hoy dia, bien es conocido que los teldémeros son complejos de nucleoproteinas situados al final de
cromosomas eucariotas consistentes en multiples repeticiones de la secuencia de bases nitrogenadas
de ADN TTAGGG.

La principal funcion de los telomeros es preservar la integridad de los cromosomas y la estabilidad

genética. (78) En cada division celular, el ADN telomérico disminuye por lo que los telomeros son

cada vez mas cortos. En un momento dado, esta pérdida da lugar a una parada en la division celular
que conduce a la senescencia. (79)

Para conseguir la inmortalidad, las células necesitan superar la barrera telomérica. Hay basicamente
dos vias para mantener la longitud de los telomeros y ambas dos activan a la enzima telomerasa.

La primera via es mediante una ribonucleoproteina polimerasa que alarga los teldémeros afiadiendo
repeticiones en tindem de 5'-TTAGGG-3"a la zona terminal del cromosoma. La segunda via

es mediante un mecanismo no dependiente de telomerasa conocido como ALT (“alternative
lenghtening of telomeres™). (80)

La reactivacion de la telomerasa esta presente en aproximadamente un 90% de los canceres en
humanos y permite a las células cancerigenas mantener la longitud de los telomeros. (81) Por el
contrario, los 10 a 15% casos restantes de cancer no tienen actividad detectable de la telomerasa y
se cree que al menos algunos de ellos la elongacion de teldmeros seria debida al mecanismo ALT.
(80)

Un estudio del fenotipo ALT en 6.110 tumores primarios de 94 tipos de cancer, hall6 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)

Mas 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 pancreaticos
endocrinos, mientras que las mutaciones ATRX estaban relacionadas con el fenotipo ALT en
tumores del sistema nervioso central. (83)
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Como excepciodn 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 multiples componentes, siendo los mas importantes, el ARN
(TERTC), la subunidad catalitica 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 unico 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 adquisicion de mutaciones en el pTERT se ha postulado como un mecanismo clave para el
mantenimiento de la regulacion al alta en los canceres humanos, concretamente para mantener la
capacidad del crecimiento celular infinito. Estas condicionan un aumento de la expresion 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 relacion entre una mayor longitud de
los telémeros y un mayor nimero de nevos por paciente, asi como el riesgo de padecer MM. (86)
(84)

Asimismo un estudio de 1.469 casos de MM y 1158 controles pareados detectd que la longitud de
los telémeros fue mayor y que el acortamiento de los telomeros por la edad fue mas rapido en los
casos que en los controles. Ademas encontraron una asociacion entre una mayor longitud de los
telomeros y el riesgo de padecer MM, con un mayor impacto en el grupo de edad de los 30 a los 35
anos. (87)

Hay distintos tipos de mutacion en el pTERT segtn el locus de esta. En el MM las mas prevalentes
son la -146C>T y la -124C>T, siendo la primera la mas frecuentemente descrita hasta el momento.
Existen otras alteraciones somaticas descritas presentes en una menor frecuencia, que constituyen
cambios en tindem 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
melanociticas, en orden creciente desde piel sana al nevo benigno, pasando por el nevo displasico y,
finalmente, donde es mayor, en el MM. (84)

Las mutaciones en el pTERT raramente se encuentran en los nevos melanociticos. En base a este
hecho, existe un estudio que pretendia analizar si la presencia de la mutacion del pTERT podia

ser una herramienta diagnostica util para diferenciar MM de nevo melanocitico. Asi, se analiz6 la
presencia de la mutacion en el pTERT en una muestra de 86 MM primarios, 72 nevos melanociticos
y 40 lesiones melanociticas de significado incierto.

49



50

CAPITULO 1

De los 86 MM, 67 (77,9%) fueron pTERT positivos e incluian alguna de las mutaciones siguientes:
-124C>T, -124 _125CC>TT, -138 _139CC>TT, o -146C>T.

De los nevos melanociticos solo 1 (1,4%) fue pTERT positivo. Y de las 40 lesiones melanociticas de
significado incierto solo 2 (5%) fueron pTERT positivas. Con estos resultados los autores postularon
que la deteccion de la mutacion como test diagndstico para diferenciar MM frente a nevo tenia una
precision diagnostica del 87.3% (IC al 95%= 81.1-92.1). Asimismo, sugirieron que el hallazgo de la
mutacion en aquellas lesiones que presentan dudas diagnoésticas respecto a malignidad en el examen
histopatologico debe inclinar la balanza hacia la malignidad, por tanto, al diagnostico de MM. (89)

3.4.1 Prevalencia y pronostico de la mutacion en pTERT

Las mutaciones en pTERT junto con las mutaciones en BRAF, constituyen las mutaciones
somaticas mas frecuentes en el MM (en torno a un 40% de los casos). En lineas generales las
mutaciones en pTERT se han asociado con un prondstico mas sombrio y en varios trabajos se
han descrito peores tasas de supervivencia libre de enfermedad y de supervivencia especifica en
pacientes con mutacion en el pTERT. (3,90)

Asi un metanalisis reciente que analiz6 19 articulos que incluian en torno a 2500 casos describid
una peor supervivencia global en los MM pTERT+, asi como un mayor espesor de Breslow. (2)

Un trabajo que incluy6 563 casos de MM primario encontrd una prevalencia de la mutacion en
pTERT del 48,3%. Los subtipos detectados mas frecuentes fueron en orden decreciente: -146 C>T,
-124 C>T, y -138 139 CC>TT.

Fueron mas frecuentes en tumores de cabeza y cuello y menos en localizaciones acrales. La
presencia de la mutacion en pTERT se asoci6 significamente con elastosis intensa, dafio solar y
aumento del numero de Iéntigos en la zona corporal de MM, aumento de queratosis seborreicas, y
mayor espesor de Breslow. Asimismo en el andlisis multivariado se asoci6 de forma independiente
con un mayor indice mitdtico. Asimismo evaluaron el impacto sobre el prondstico de la presencia
de las mutaciones NRAS, pTERT, y BRAF, asi como sus combinaciones y hallaron que el grupo
con el peor impacto en la supervivencia fue NRAS+/pTERT+, seguido de NRAS+, BRAF+/
pTERT+, pTERTH, y por tltimo BRAF+. (5)

En el estudio de Griewank y colaboradores analizaron 410 MM primarios (90) y hallaron una
prevalencia de la mutacion en el pTERT similar a la de estudios previos (43%). La frecuencia de la
mutacion varid segun los subtipos de MM, siendo mas frecuente en aquellos MM de piel no acral
(48%) y en metastasis de MM con primario desconocido (50%) y fue menos frecuente en MM de
mucosas (23%) y acral (19%). Ademas, la presencia de mutaciones en el pTERT se asocid con la
mutacion BRAF y NRAS y un mayor espesor de Breslow. Por tltimo, la mutacion en el pTERT fue
un factor independiente de mal prondstico y mostrd una menor supervivencia en el grupo de MM no
acrales cutdneos.
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Un estudio de 287 casos de MM no-acral en estadios I/II trat6 de evaluar el impacto prondstico de
los subtipos de mutaciones en el pTERT. De los tres tipos de mutacion en el pTERT analizados se
observo en el analisis multivariado que la mutacion en tdndem -138/-139 CC> TT acarreaba el peor
pronostico en términos de supervivencia. En particular este efecto era mas notable si se asociaba

a la mutacion BRAF/NRAS. Postularon que la mutacion en tdndem podria conllevar a una mayor
inestabilidad gendmica que las mutaciones habituales (146C>T y la 124C>T) (88)

Siguiendo esta linea, se ha analizado la importancia de diferentes polimorfismos en la region del
pTERT y concretamente la variante rs2853669 podria tener cierto caracter protector en términos de
pronostico y supervivencia en el MM. De esta forma, un trabajo objetivd que aquellos casos de MM
con ausencia del alelo del polimorfismo rs2853669 tuvieron peor supervivencia especifica 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, asi como por la alta prevalencia de mutaciones que asocia y, por ultimo,
por su implicacion pronostica en términos de supervivencia, resulta interesante analizar desde el
punto de vista histologico el grupo de MM con mutaciones en el pTERT y de forma secundaria sus
caracteristicas histologicas seglin 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 somaticas mas frecuentes en el melanoma. Hay algunas caracteristicas histologicas
que se asocian a la mutacion BRAF, pero atn se desconoce si ocurre lo mismo en los melanomas
con la mutacion en el promotor de TERT. Dado el comportamiento bioldgico diferente que tienen
los melanomas con mutaciones en el promotor de TERT, es posible que los tumores tengan
caracteristicas histologicas distintivas.
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1. Objetivo principal

Identificar hallazgos histoldgicos caracteristicos del melanoma con mutacion en el promotor del gen
TERT

2 Objetivos secundarios

1. Realizar un estudio de concordancia interobservador para establecer la reproducibilidad de las

variables histologicas del melanoma
2. Identificar las caracteristicas histologicas asociadas a los grupos definidos segun 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 tenia como objetivo definir las variables del estudio 2, asi como establecer su
reproducibilidad.

Para la seleccion de las variables histologicas, 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 reviso la reproducibilidad mediante un estudio interobservador de tipo
observacional, transversal, retrospectivo y descriptivo.

El estudio 2 tuvo como objetivo principal establecer la caracterizacion histologica de los

MM mutados en el pTERT y, de forma secundaria, analizar si las caracteristicas histologicas
eran diferentes segun la presencia de mutaciones en BRAF y/o pTERT. A tal efecto, los casos
se clasificaron segun tuvieran o no alguna mutacion patogénica en pTERT, y de esta forma

se establecieron 2 grupos, pTERT+/pTERT-. Para el andlisis secundario con las posibles
combinaciones derivadas de la presencia de alguna mutacion 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 determinacion fue realizada por
secuenciacion Sanger y PCR segtn la metodologia descrita en el anexo 1.

Con tal fin, se realizo un estudio con un disefio observacional, transversal, de caracter retrospectivo
y descriptivo.

1. Esquema de trabajo

Estudio de
concordancia
interobservador

Definicién de
variables del
estudio 2
i Caracterizacién histoldgica | " Analizar caracteristicas
nn::n:enaum histolégicas de
de TERT subgrupos:

\TERT+ BRAF-[TERT+BRAFs/TERT.
BRAFTERT DRAF)

Estudio2 | Estudio 2

Figura 9 Estructura de la tesis
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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 Dermatologia del Instituto Valenciano de Oncologia.

Los cortes histologicos se obtuvieron de forma consecutiva de los archivos de anatomia patolégica
del IVO del periodo comprendido desde de enero de 2004 hasta enero de 2017.

La Fundacién Instituto Valenciano de Oncologia (IVO) es una entidad privada sin 4nimo de lucro.
Ademas, es uno de los primeros centros monograficos de cancer que se abrieron en Espana y, desde
su inauguracion en 1976, ha sido pionero en el tratamiento de los procesos oncologicos. En la
Comunidad Valenciana es el inico de sus caracteristicas y supone un centro de referencia nacional e
internacional en el tratamiento del MM.

La base de datos de MM se cre6 en el afio 2000 y desde entonces se han introducido datos
epidemiologicos, clinicos e histoldgicos de los pacientes de forma prospectiva desde la primera
visita en la consulta de dermatologia.

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

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

Se obtuvo la aprobacion del Comité Etico de Investigacion Clinica del IVO, el documento de
aprobacion se recoge en el anexo 2.

El documento de consentimiento informado para la donacidn voluntaria de muestras bioldgicas para
investigacion obtenidas en el curso de procedimientos quirargicos, terapéuticos o diagndsticos se
recoge en el anexo 3.

Por ultimo, se recogi6 el consentimiento informado de todos los pacientes que participaron en los
estudios (anexo 4).

10.Criterios de inclusion
MM en estadio | o superior

Disponer de una muestra tumoral representativa para su analisis (bloque)
Disponer de datos de la mutacion respecto a pTERT
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11. Criterios de exclusion

MM primario extracutaneo

MM con tumor primario de localizacion 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. Descripcion 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

Exploracién preliminar
10 casos

’ Se establecen lo varfables o estudia

Estudio de concordancia
10 casos previos+ 50
casos adicionales

:

Definicion de variables
del estudio 2

Figura 10 Esquema del trabajo 1.

11.6.1.2 Equipo clinico y procedimiento de revision

Nuestro estudio se llevo a cabo por dos grupos de investigadores, el primero compuesto por un
dermatopatologo y un dermatdlogo de la misma institucion [Instituto Valenciano de Oncologia,
(IVO) (OS y EN), Valencia] y el segundo compuesto por un patdlogo (Hospital Universitario 12 de
Octubre, Madrid) (JLRP) y una dermatéloga (Hospital de Manises, Valencia) (VSM).

Basados en la experiencia clinica de los investigadores se realizd una exploracion preliminar que
tenia como objetivo incluir variables histologicas adicionales a las ya consideradas por la literatura
cientifica en estudios previos para el estudio de concordancia interobservador.



CARACTERIZACION HISTOLOGYM BRIAMDESTE MENOIAS CON MUTACION EN EL PTERT

Cada grupo recibid un cuaderno de investigador en papel con la definicion de las variables del
estudio para poder consultarlo durante la valoracioén de los casos. Durante este procedimiento se
desconocian las caracteristicas demogréficas clinicas, asi como el estado mutacional, tratindose los
cortes histologicos de forma pseudoanonimizada. Los cuadernos usados en el estudio se muestran el
anexo 6.

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

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

11.6.2. Caracteristicas histopatoldgicas

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

1. Extension pagetoide

Hace referencia a la presencia de los melanocitos por encima de la membrana basal,
ya sea formando nidos o de forma aislada. Se clasifico segun la cantidad en 4
grados (0=100% melanocitos en unién dermoepidérmica, 1=75-100% melanocitos
en union dermoepidérmica, 2=50% extension pagetoide, 3=mas de un 50% de
extension pagetoide).

2. Formacidn de nidos intradérmicos

Los nidos intradérmicos estan constituidos por agregados de 5 o mas células, ya

sea en la membrana basal o en estratos epidérmicos mas altos. Se clasifica segtn la
proporcion de melanocitos que se encuentran formando nidos en 4 grados
(O=ausencia de nidos, 1=menos del 25% de melanocitos en nidos, 2= 25-50% de los
melanocitos en nidos, 3= mas del 50% de los melanocitos en nidos).

3. Pigmentacion de los melanocitos

Se cuantifico el pigmento melanico en el interior de los melanocitos a través de
objetivos de 20X y/o 40X. Los melanotagos quedaron excluidos de la valoracion.
Se determiné en la zona mas pigmentada de todo el tumor. Se clasifico segun
cantidad en 5 grados (O=ausencia de pigmento, 1=leve, 2=moderado, 3=alto, 4=muy
alto).
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4. Distribucion del pigmento

Se clasifico independientemente de la intensidad de pigmento por el tamafio del area
pigmentada del tumor. Se clasifica seglin la extension del area pigmentada en 3
grados (O=ausente, 1=localizada, 2= extensa).

5. Contorno epidérmico

Se compard el grosor epidérmico de las zonas laterales de crecimiento radial
del melanoma con el grosor de la piel normal adyacente. Se clasifico en 5 tipos
(O=atrofico, 1= adelgazado, 2=normal, 3=engrosado, 4=hipertrofico).

6. Delimitacion lateral

Se observo la transicion de la epidermis en la zona periférica tumoral a la piel
normal. Se clasifico en 3 tipos (O=discontinua, 1= gradual pero continua, 2=
abrupta).

7. Morfologia celular

Se determin6 la morfologia celular en la zona mas celular del tumor y a través de
objetivos de 20X. Se clasifico en 5 tipos (0= redondeada, 1=ovoide, 2=elongada, 3=
fusiforme, 4=sin predominio).

8. Patron de crecimiento

En analogia con otros tumores cutaneos se definen 2 patrones a pequeiio aumento. El
patron expansivo posee una morfologia habitualmente redondeada y empuja el
estroma tumoral, sin embargo, el patron infiltrativo muestra unos limites peor
definidos y diseca los haces de colageno del estroma. Se clasifico en 3 tipos (0=Sin
predominio, 1=expansivo, 2=infiltrativo).

9. Elastosis solar

Es una caracteristica derivada del dafio que produce la radiacion ultravioleta en

la dermis. Se observa la presencia de un material azul-grisaceo con la tincion de
hematoxilina y eosina, denominado elastotico, consecuencia de la degeneracion de
las fibras elasticas y que sustituye de una forma variable al coldgeno normal.
Inicialmente son de un grosor normal, pero en casos de elastosis mas marcada se
engruesan hasta formar ovillos, incluso en fases avanzadas se observan masas de
material amorfo elastotico. Se realizaron 2 clasificaciones, de acuerdo con una
clasificacion descrita previamente, con aumentos de 100X y 200X. La primera,
incluy6 4 grados de elastosis solar: O=ausencia de fibras elasticas, 1=minima,
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. Ulceracion

La ulceracién se define como la interrupcion epidérmica en todo su grosor en una
zona especifica con una reaccion acompafiante caracteristica (depdsito de fibrina,
neutrdfilos) La piel adyacente suele mostrar adelgazamiento, aplanamiento

o hiperplasia reactiva. Se clasifico en 2 grados seglin la presencia o ausencia
(O=ausente y 1=presente). (92)

11. Tipo de ulceracion.

Se evaluo la presencia de 2 tipos diferentes de ulceracion tumoral no traumatica.

La ulceracion infiltrativa, en la que las células tumorales invaden y erosionan la
epidermis y la ulceracidén expansiva, en la que el crecimiento nodular empuja la
epidermis y la adelgaza hasta romperla. Se definieron 3 categorias: 0= Ausencia, 1=
expansiva, 2= infiltrativa. (92)

12. Presencia de morfologia polipoide

La morfologia polipoide se considera una variante exofitica 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 clasifico en 2 grados segun la presencia o ausencia (O=ausente y 1=presente).
13. Regresion

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 sanguineos neoformados. En las fases iniciales de la regresion

se observan fenomenos inflamatorios. La fibrosis todavia no se aprecia pues aparece
en estadios tardios, pero pueden observarse melandfagos y vacuolas en la membrana
basal de la epidermis. Puede haber fisuras en la union dermo-epidérmica y es
habitual encontrar queratinocitos necroticos o melanocitos que aparecen como
células pequenas, redondeadas y eosinofilicas (cuerpos de Civatte) en la base de

las crestas epidérmicas. En las fases mas tardias de la regresion, la epidermis se
vuelve atrofica, ain pueden observarse algunos melanocitos no atipicos y en
ocasiones se visualiza hiperplasia melanocitica y melanocitos atipicos en la union
dermo-epidérmica. En la dermis papilar se observa una fibrosis y un edema en
grado variable, asi como neovascularizacion o dilatacion vascular junto con
melanofagos y algunos linfocitos.” Se clasifico segun la intensidad (0= ausencia,
I=leve, 2=marcada)
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14. Presencia de necrosis

La necrosis se considerd significativa cuando un area de al menos un cuarto de un
campo a gran aumento estaba ocupada por células necroticas y leve cuando aparece
algun agregado de al menos 5 células. Los casos con agregados de menos de 5
células necroéticas se consideraron negativos. (95)

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

15. Presencia de pleomorfismo

El pleomorfismo es un término usado en histologia y citopatologia para describir
variabilidad en el tamafio, la forma y la tincidn de las células y/o sus nticleos. Es
una caracteristica frecuente en las neoplasias malignas y las lesiones displasicas. Se
clasifico en 2 grados (O=ausente, 1=presente).

16. Pseudoacantolisis o patron discohesivo.

Se defini6 como la tendencia a presentar en algunas areas del tumor zonas en las que
se ha perdido la cohesion celular. Las células adquieren una morfologia redondeada.
Se clasifico en 2 grados (O=ausente, 1=presente).

7.6.1.7 Anélisis estadistico

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

El acuerdo entre los dos grupos fue realizado mediante la medida estadistica 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 interpretacion de los resultados del coeficiente K se muestran en
la tabla 7. (96)
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Tabla 7. Grado del acuerdo segun el coeficiente Kappa

COEFICIENTE KAPPA GRADO DEL ACUERDO
<0,00) Sin acuerdo

0,00-0,20 Insignificante

0,21-0,40 Discreto

0,41-0,60 Moderado

0,61-0,80 Sustancial

0,81-1,00 Casi perfecto

Para cada caracteristica se construyeron tablas de contingencia y se calcularon los valores
especificos de los coeficientes ajustados.

Se utilizo el “software” estadistico 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 utilizé 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 utilizo el método “squared”. (97-99)

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

7.6.2.1 Equipo clinico y procedimiento de revision

El estudio se llevo a cabo por dos dermatologos investigadores del Instituto Valenciano de
Oncologia (IVO) (OS y EN) y una dermat6loga investigadora del Hospital de Manises (VSM).
Todos habian participado en el estudio interobservador previo.

Para la evaluacion cuantitativa de la morfologia celular y de la superficie celular se cont6 con la
participacion de una cuarta dermatologa investigadora del IVO y los datos se volcaron directamente
en una hoja Excel (Microsoft version 16.37).

Para la valoracion de los casos se us6 un cuadernillo en papel con la definicion de variables del
estudio, su descripcion y su clasificacion para poder consultarlo durante la evaluacion de los casos
(Anexo 6). Durante este procedimiento no se conocian las caracteristicas clinicas de los casos ni el
estado mutacional, se trataron de forma pseudoandénima y Gnicamente se proporcionaban los cortes
histolégicos.

Ademas, se proporcionaron hojas en papel para la recogida de datos codificadas mediante un
nimero (Anexo 7). Posteriormente los datos se exportaron a una tabla Excel (Microsoft version
16.37).
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Cuando alguna caracteristica concreta no podia evaluarse se consideraba como “no evaluable”.
7.6.2.5 Datos epidemiologicos y clinico-patoldgicas generales

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

7.6.2.6 Caracteristicas histopatologicas
Se valoraron las variables que se muestran a continuacion.

1. Extension pagetoide. 2 grados segun la presencia de melanocitos suprabasales (0=
menos del 25%, 1=mas del 25%)

2. Formacion de nidos. 2 grados segun la presencia de melanocitos de nidos
(O=menos del 25%, 1=mas del 25%)

3. Pigmentacion de los melanocitos. 2 grados segun la cantidad de pigmento
(O=ausente o minima, 1=evidente).

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

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

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

7. Elastosis (3 grados; O=ausencia, 1= No CSD, 2= CSD). Esta variable, a diferencia
de la anterior, desgloso la variable No CSD dos grados segun si habia ausencia

elastosis o presencia discreta, sin alcanzar los criterios definitorios de la elastosis en
grado CSD.

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

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

10. Morfologia polipoide. 2 categorias (0= ausencia, 1=presencia).

11. Acantolisis. 2 categorias (0= ausencia, 1=presencia).

12. Superficie celular. La medicion se realizo en la parte mas celular del tumor,
tomando las medidas de 5 células de forma aleatoria con el microscopio Optico.
Para ello se utilizé la formula matematica para el calculo de la superficie de la elipse
(producto de semieje mayor, semieje menor y nimero ).

13. Presencia de ulceracion. 2 categorias (0= ausencia, 1=presencia).

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

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

16. Indice de Breslow. Se midié de forma continua y se establecieron 2 categorias (1=
menor a igual 2 mm, 2= mayor a 2 mm).

17. Presencia de nevo previo. 2 categorias (0= ausencia, 1=presencia).
18. Infiltrado linfocitico intratumoral. 3 categorias (0=No, 1= non-brisk, 2=brisk)

19. indice mitdtico. Se midio de forma discreta y se establecieron 3 categorias (1=0
mitosis/mm2,2= 1-5 mitosis/mm2, 3= mas de 5 mitosis/mm?2).

20. Satelitosis microscopica. 2 categorias (1= ausencia, 2=presencia).
21. Invasion vascular. 2 categorias (1= ausencia, 2=presencia).
22. Invasion perineural. 2 categorias (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 Andlisis genético de BRAF y pTERT

Los procedimientos utilizados para el analisis de las mutaciones, en el pTERT y en BRAF se
incluyen en el anexo 1.
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7.6.2.8 Anélisis estadistico

Para el estudio de las diferencias distribucion de variables y el andlisis univariado se utilizé el
programa estadistico SPSS version 27.0 (SPSS, Chicago Ilinois, EE. UU.).

Las diferencias en la distribucion 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 comprob6 que las variables cuantitativas continuas forma celular (cociente de didmetro menor
y mayor) y superficie celular (producto radio mayor, menor y m) seguian una distribucién normal
mediante la prueba de Shapiro Wilk (anexo 8). Posteriormente se aplico el estadistico T de Student
para comparar las medias de los resultados de ambos grupos (segun la presencia o ausencia de
mutacion en pTERT).

Se realiz6 una regresion logistica univariada binaria para calcular los odds ratios y definir el
intervalo de confianza del 95% de la asociacion entre el estado mutacional y el resto de las variables
histologicas.

Para el estudio multivariante en primer lugar se analizaron las variables del estudio y se eliminaron
los casos que contenian exceso de valores faltantes. Se utilizd el software estadistico R version 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 realiz6 una imputacién multiple que se llevo a cabo con la libreria mice v
3.13.0.

Para establecer la idoneidad de las imputaciones se realizo un PCA (Analisis de componentes
principales) mediante la libreria ropls v 1.24.0.

Finalmente se llevo a cabo un andlisis discriminante de minimos cuadrados parciales (PLSDA) que
es una técnica multivariante de analisis supervisado.

A fin de obtener el nimero de componentes minimos cuadrados parciales (PLS) para minimizar
la tasa de error se llevo a cabo la técnica hold-out repetida sobre el 70% de los datos para
entrenamiento y el 30 % para validacion. Utilizando la libreria ropls v 1.24.0. se creo el primer
modelo y se validd por individuos y por variables.

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

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

8.1.1 Descripcion de la poblacion

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

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

Se realizaron dos rondas de evaluacion histologica.

PACIENTES TOTALES
n=60

Caso duplicado Muestra no
(n=1) representativa (n=4)

PACIENTES INCLUIDOS
EN EL ESTUDIO

N=55

Figura 11 Diagrama de flujo del proceso de seleccion de casos para el estudio 1

La poblacion del estudio incluyd 55 pacientes, 28 (50,9%) varones y 27 (49,1%) mujeres, con
una edad media en el momento del diagndstico de 58,9 afios (rango 23-82 anos). Los datos
correspondientes a la localizacion del tumor primario, al tipo histolégico, al estadio tumoral, asi
como al perfil mutacional se recogen en la tabla 8.



RESULTADOS

Tabla 8 Caracteristicas epidemioldgicas, clinico-patoldgicas
y mutacionales de los pacientes incluidos en el estudio 1.

VARIABLE Numero (%)

SEXO (Numero/% total)

Var6n 28 (50,9%)
Mujer 27 (49,1%)
EDAD

Media 58,9
Rango (23-82)
Por intervalos (Ntimero/% total)

<40

40-65 5(9,1%)
>65 27 (49,1%)

23 (41,8%)

LOCALIZACION (Numero/%

total)
Cabeza/cuello 8 (14,6%)
Extremidades superiores 9 (16,4%)
Tronco 15 (27,3%)
Extremidades inferiores 14 (25,5%)
ACRAL 9 (16,4%)
TIPO HISTOLOGICO
(Numero/% total)
LMM 3 (5,5%)
MES 28 (50,9%)
MN
MLA 19 (34,6%)
Otros 4 (7,3%)

1 (1,8%)
ESTADIO TUMORAL

(Numero/% total)

Localizado 36 (65,5%)

Locorregional 19 (34,5%)

Metastasis a distancia 0 (0%)
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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 mas altos de concordancia se obtuvieron para la morfologia polipoide (k=0,82)
pigmentacion (k=0,75), elastosis solar de 4 categorias (k=0,72), ulceracion (k=0,68), y elastosis de
2 categorias (k=0,67).

Los valores més bajos se correspondieron con el pleomorfismo (k=0,16), la necrosis (k=0,25), la
morfologia celular (k=0,32) y la delimitacion 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 multiples variables y quedaron reclasificadas de la siguiente
manera:

Extension pagetoide, 2 categorias:
0: Practicamente todos los melanocitos en la union dermoepidérmica. La mayoria
de los melanocitos (75-100%) estan en la uniéon dermoepidérmica y menos del 25%
en estratos mas altos en la epidermis.
1: Franca extension pagetoide: >25% de melanocitos en estratos suprabasales.
Formacion de nidos, 2 categorias:
0: Melanocitos aislados o raramente formando pequefios nidos. Menos de 25% de
nidos intraepidérmicos
1: >25% de los melanocitos en nidos
Pigmentacion de los melanocitos, 3 categorias:
0: Ausente o débil. Apenas visible pequefio aumento. A gran aumento, melanocitos
con pigmento difuso débil o pocos granulos de pigmento.
1: Moderada. Pigmentacion visible a pequefio aumento con citoplasma mas claro que
el nucleo tefiido de hematoxilina.
2: Intensa o muy intensa. Facilmente visible a bajo aumento con una intensidad de
pigmento citoplasmico parecida o superior a la del nucleo.
Para el andlisis estadistico de la segunda ronda se transform6 en una nueva variable
denominada “presencia de pigmentacion intensa” con 2 categorias (“si/no”),
agrupandose las categorias 0 y 1 en una sola (0/”no”) y la categoria 2 en la nueva
categoria 1 (“si”)
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Contorno epidérmico, 3 categorias:
0: Atrofia o adelgazado: epidermis claramente adelgazada con aplanamiento de las
crestas epidérmicas, epidermis adelgazada, pero con atenuacion 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 mas
de x2 el grosor de la epidermis adyacente

Morfologia celular cualitativa, 3 categorias:
0: Redonda u ovoide: redondeada, diametro largo y corto similar/ovoide, didmetro
largo aproximadamente 1/3 mayor que el corto.
1: Elongada o fusiforme: elongada, diametro largo de 1/3 a x2 veces mayor que el
corto/fusiforme, didmetro largo x2 veces mayor que el corto
2: no hay predominio de ningun subtipo, al menos 2 subtipos distribuidos
aproximadamente al 50%

Ademas, se eliminaron del estudio la variable pleomorfismo por su baja reproducibilidad y
prevalencia y la variable delimitacidn lateral también por su baja reproducibilidad y su escasa
relevancia clinica.

Segunda ronda
Se analizaron los mismos casos que en la primera ronda.

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

Se obtuvo una concordancia media moderada (k=0,49). Los valores mas altos de acuerdo se
obtuvieron para la extension pagetoide (k=0,73), la pigmentacion (k=0,64), la presencia de
ulceracion (k=0,64) y el patréon de crecimiento (k=0,62). La concordancia fue débil para; la
morfologia celular (k=0,33), la presencia de pseudoacantdlisis (k=0,34), el tipo de ulceracion
(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 ulceracion y necrosis. La variable contorno
epidérmico también se elimino porque, aunque la reproducibilidad fue moderada se consider6 que
tenia poca relevancia clinica,

Dada la buena reproducibilidad de la elastosis tanto la medida en 4 categorias como la de 2, no

se valord en la 2° ronda. Ademas, para el estudio 2 se excluyo la que recogia la categorizacion en

4 grados pues determinamos que la de 2 grados era igualmente reproducible, valida y relevante.
Posteriormente y para el estudio se analizé una variante de esta y se tuvieron en cuenta los casos no
CSD pues nos interesaba conocer como se clasificaba la categoria no CSD respecto a la ausencia o
presencia de elastosis leve.
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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 evaluacion

55 CASOS
55 CASOS (1? (2°
RONDA) RONDA)
Extension
pagetoide 0,45ﬂ 0,73
Formacion de
nidos 0,47 0,41
Pigmentacion (0,75 0,64
Distribucion
del pigmento [ND 0,52
Patron de
crecimiento  [0,35 0,62
Contorno
epidérmico 0,39 0,41
Delimitacion
lateral 0,32 IND
[Elastosis solar|0,72 IND
Tipo de
elastosis 0,67 IND
Morfologia
celular 0,32 0,30
Ulceracion (0,68 0,65
Tipo de
ulceracion 0,43 0,36
Morfologia
polipoide 0,81 INA
Regresion 0,51 0,52
INecrosis 0,25 0,37
Patron
discohesivo 10,42 0,34
Pleomorfismo |0,16 IND




RESULTADOS

8.2 Estudio 2: Caracterizacion histoldgica de los melanomas mutados en el promotor de TERT.
Caracterizacion histologica de las combinaciones TERT+ BRAF-/TERT+BRAF+/TERT-BRAF-/
TERT-BRAF+.

8.2.1 Descripcion de la poblacion

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

De los 346 casos incluidos en el estudio y tras comprobar que no disponiamos 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 interpretacion de
los casos (Fig. 6).

PACIENTES TOTALES

n=346
Rotura de cristal Fallo en
_ procesamiento
(n=1) (n=3)

PACIENTES INCLUIDOS
EN EL ESTUDIO

N=342

Figura 12 Diagrama de flujo de estudio 2

La poblacion del estudio incluyo6 a 179 (52,3%) varones y 163 (47,7%) mujeres con una edad
mediana en el momento de diagnostico de 58 afios (rango, 18-90 afios).

Respecto a la localizacion de la lesion primaria, la mas frecuente fue el tronco (42,1%), el tipo
histoloégico mas frecuente fue el MES (55,6%) y, por ultimo, el estadio tumoral localizado el mas
frecuente (74%).
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Los resultados restantes correspondientes a los datos epidemiologicos y clinico-patolégicos se
pueden ver en la tabla 10.

Tabla 11. Caracteristicas epidemiologicas y clinico-patoldgicas
de los pacientes incluidos en el estudio 2.

VARIABLE Numero %
SEXO

Varoén 179 52,3
Mujer 163 47,7
EDAD ﬂ
<40 afios 47 13,7
40-65 anos 169 49,4
>65 afios 126 | 36,8
LOCALIZACION

Cabeza/cuello 44 12,9
Extremidades superiores 43 12,6
Tronco 144 42,1
Extremidades inferiores 67 19,6
ACRAL 44 12,9
TIPO HISTOLOGICO (Ntmero/%

total) 18 53
LMM 190 55,6
MES 97 28,4
MN 27 7,9
MLA 10 2.9
Otros

ESTADIO TUMORAL (Numero/%

total) 253 74
Localizado (I-II) 86 25.1
Locorregional (III) 3 0.9
Metastasis a distancia (IV)

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

148 (43,3%) de los 342 casos valorados tenian una mutacion en pTERT y 124 (38%) de los 326
casos con estudio de BRAF tenian alguna mutacion patogénica. (Tabla 11).



RESULTADOS

Tabla 11. Perfil mutacional de los pacientes incluidos en el estudio 2.

VARIABLE Numero %
REALIZACION DE
BRAF 326 953
Realizado 16 47

No realizado

ESTADO BRAF 202 62
Nativo 124 38
Mutante

REALIZACION DE

PTERT 342 100
Realizado 0 0
No realizado

ESTADO DEL PTERT 194 56,7
Nativo 148 43,3

Mutante

Se realiz6 un analisis de las diferencias en la distribucion de las variables segun el perfil mutacional
en pTERT, ademds de una regresion logistica univariada y un analisis multivariado.

Con el fin de analizar el comportamiento de las distintas combinaciones posibles de BRAF y
pTERT, se hizo un analisis de distribucion de variables segtin los subgrupos de mutaciones, una
regresion logistica univariada multinomial y un andlisis multivariado.

8.2.2 Analisis de distribucion 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).

Presencia de nidos

(p=0,004)
80%
60% 68%
o N
0%
PTERT- PTERT+

ENo BSi

Figura 13 Analisis de distribucion de las variables formacion de nidos
y presencia de la mutacion pTERT.
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Los MM pTERT+ presentaron mas frecuentemente ausencia pigmentacion intensa que los pTERT-
(49% versus 37%, respectivamente). En la regresion logistica univariada se objetivo una asociacion
negativa significativa entre la presencia de pigmentacion intensa y la mutacion en pTERT (OR=0,5;
1C=0,3-0,8; p=0,004). (Fig. 14).

Pigmentacién
intensa(p=0,003)
80%

60%

63%
40% 51%
ln7
0%

pTERT- pTERT+

ENo BSi

Figura 13 Analisis de distribucion de las variables formacion de nidos
y presencia de la mutacion pTERT.

Los MM pTERT+ presentaban mas frecuentemente un patrén de crecimiento expansivo (40,8%)
que los MM pTERT- (27%) (p=0,014). (Fig. 9). Por tanto, el patron infiltrativo fue mas frecuente
en los melanomas pTERT- (72,6%) que en los pTERT+ (59,2%) (patrén infiltrativo y mutacion en
pTERT: OR=0,6; 1C=0,3-0,9; p=0,020).

Patron de crecimiento

p=0,014
80%
60% 73%
59%

40%
”

0%

pTERT- pTERT+

@ Expansivo @ Infiltrativo

Figura 13 Analisis de distribucion de las variables formacion de nidos
y presencia de la mutacion pTERT.

La ulceracion fue mas 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).



RESULTADOS

Presencia de ulceracion
(p=0,001)
100%
80%
60%
40%
PTERT- pTERT+

ENo @ESi

Figura 13 Analisis de distribucion de las variables formacion de nidos
y presencia de la mutacion pTERT.

Respecto a la elastosis se objetivo que los MM pTERT+ presentaron mas 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).

Presencia de elastosis (p=0,006)
70%

60%

50%

40%

30% m

20% m

10% . E
o i

pTERT- pTERT+

W Ausencia ENon-CSD2 ECSD

Figura 13 Analisis de distribucion de las variables formacion de nidos
y presencia de la mutacion pTERT.

La presencia de acantolisis fue mas 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).

Presencia de acantdlisis p=0,036
100%

80%

0
60%
40%

pTERT- pTERT+

ENo BSi

Figura 13 Analisis de distribucion de las variables formacion de nidos
y presencia de la mutacion pTERT.
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La morfologia polipoide fue mas frecuente en los MM pTERT+ (16,1%) que en los MM pTERT-
(5,3%) (OR=1,8; 1C=1,6-7,5; p=0,002) (fig. 19).

Morfologia polipoide p=0,001

100%
90%

80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
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pTERT- pTERT+

ENo BESi

Figura 13 Analisis de distribucion de las variables formacion de nidos
y presencia de la mutacion pTERT.

En relacion con el indice de Breslow, los MM pTERT+ mostraron con mayor frecuencia un indice
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%).

indice de Breslow p<0,001
80%
70%
60%

40%
30%
20%
10%

0%

pTERT- pTERT+

B<2mm E>2mm

Figura 13 Analisis de distribucion de las variables formacion de nidos
y presencia de la mutacion pTERT.

Los MM pTERT+ mostraron en mayor proporcion un indice mitdtico mayor a 5 mitosis/mm?2,
(29,9%) (OR=9; IC=4,1-19,9; p=0,000) que los MM pTERT- (7%) (Fig. 21).
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Tasa mitosis p<0,001
70%

60%

50% 6%

40%
30%
20%
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pTERT- pTERT+

B0 mitosis/mm? @ 1-5 mitosis/mm? B >5 mitosis/mm?

Figura 13 Analisis de distribucion de las variables formacion de nidos
y presencia de la mutacion pTERT.

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).

Contorno epidérmico p=0,015

70%

60%

50%
40%
30%
20%
10%
v ]

pTERT- pTERT+

W Atrofia/adelgazado B Normal  HEngrosado/hiperpldsico

Figura 13 Analisis de distribucion de las variables formacion de nidos
y presencia de la mutacion pTERT.

La invasion vascular fue mas frecuente en los MM pTERT+ (4,1%) que en los (1,0%) con un valor
proximo a la significacion estadistica en el analisis univariado (p=0,064) (OR=4,1; 1C=0,2-9,4;
p=0,086).

Los MM pTERT+ presentaban células de mayor tamafio, con una superficie celular mayor que los
MM pTERT- (319,15 um2 y 296,37 um?2 respectivamente; p=0,043).
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Figura 13 Analisis de distribucion de las variables formacion de nidos

8.2.3 Analisis de distribucion de variables y estudio univariado multinomial BRAF+/pTERT+
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Media (x) superficie celular (um2) p=0,043

pTERT-

1) 5

pTERT+

BEpTERT- EpTERT+

y presencia de la mutacion pTERT.

versus BRAF-/pTERT+ versus BRAF+/pTERT- versus BRAF-/pTERT-

Respecto a la pigmentacion, en el analisis de distribucion de variables por subgrupos observamos
una tendencia muy proxima a la significacion estadistica, en la que el grupo BRAF-/pTERT+
mostrd ausencia de pigmentacion intensa en mayor proporcion (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 regresion logistica multinomial se observé una asociacion positiva significativa entre la
combinacion BRAF-/pTERT+ y ausencia de pigmentacion intensa en relacion con el grupo BRAF-/

pTERT- (OR=2,6, IC=1,4-4,9; p=0,004).

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Figura 13 Analisis de distribucion de las variables formacion de nidos
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Pigmentacién intensa subgrupos (p=0,008)
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70%
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y presencia de la mutacion pTERT.




RESULTADOS

El patron expansivo fue mas 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).

Patrén de crecimiento subgrupos p=0,003
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Figura 13 Analisis de distribucion de las variables formacion de nidos
y presencia de la mutacion pTERT.

El grupo con mayor prevalencia de ulceracion en nuestro estudio fue el de la doble mutacion
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 observo una
asociacion positiva entre el grupo BRAF+/pTERT+ y la presencia de ulceracion (OR=3,8; IC=2,0-
3,7; p<0,001).

Ulceracién subgrupos p<0,001
90%
80%

70%
60%
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40%
30%
20%
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pTERT-/BRAF- BRAF+/pTERT- BRAF-/pTERT+ BRAF+/pTERT+

X X X R

ENo BSi

Figura 13 Analisis de distribucion de las variables formacion de nidos
y presencia de la mutacién pTERT.
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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).

Presencia de elastosis subgrupos p=0,02
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Figura 13 Analisis de distribucion de las variables formacion de nidos
y presencia de la mutacién pTERT.

Los MMs BRAF+/pTERT+ fueron los que presentaron una mayor prevalencia de la morfologia
polipoide (23,6%) (OR=9,5; 1C=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 ultimo, el grupo de MM BRAF-/
pTERT- (3,1%).

Morfologia polipoide subgrupos p<0,001
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Figura 13 Analisis de distribucion de las variables formacion de nidos
y presencia de la mutacion pTERT.



RESULTADOS

El grupo BRAF+/pTERT+ fue el que presentd 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 combinacién BRAF-/
pTERTH (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%).

indice de Breslow subgrupos p<0,001
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Figura 13 Analisis de distribucion de las variables formacion de nidos
y presencia de la mutacion pTERT.

En el analisis por subgrupos se observo que era el grupo BRAF+/pTERT+ el que mas
frecuentemente mostrd un indice mitdtico superior a 5 mitosis/mm?2 (35,6%) (OR=36,6; IC=10,0-
133,3; p<0,001) seguido por el grupo BRAF-/pTERT+ (24,3%) (OR=5,6; 1C=2,1-15,4; p=0,001) la
combinacion BRAF+/pTERT- (8,2%) y, por ultimo, el grupo BRAF-/pTERT- (6,4%).

Tasa mitosis subgrupos p<0,001
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Figura 13 Analisis de distribucion de las variables formacion de nidos
y presencia de la mutacion pTERT.

Observamos una asociacion significativa positiva entre el grupo de MM BRAF+/pTERT+y la
presencia de acant6lisis (OR=2,3; IC=1,1-4,7; p=0,024).
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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 presenté una mayor superficie celular
media (346,98 um2), seguido de los MM BRAF+/pTERT- (304,52 um?2), de los MM BRAF-/
pTERT- (296,82 um?2) y por altimo de los BRAF-/pTERT+ (292,42 um?2) (p=0,045).

Media (x) superficie celular subgrupos (um2) p=0,045
360
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Figura 13 Analisis de distribucion de las variables formacion de nidos
y presencia de la mutacion pTERT.

Para las siguientes variables no hallamos resultados ni asociaciones estadisticamente significativas:
extension pagetoide, morfologia celular cualitativa, morfologia celular cuantitativa, regresion, tipo
histoldgico, presencia de nevo previo, presencia de infiltrado linfocitario intratumoral, presencia de
satelitosis microscopica ni de invasion perineural (anexo 11).

8.2.4 Analisis multivariado
8.2.4.1 Imputacion de la base de datos.

En primer lugar, se realizaron algunos ajustes de las categorias de las variables. Esto fue debido

a que algunas categorias contenian muy pocos casos que dificultaban el analisis estadistico y tras
observar que las categorias se podian agrupar en el analisis de componentes principales se procedid
al ajuste. Asi la variable tipo histologico se transformo en 4 categorias en vez de 5 eliminando la
opcion “otros, sin clasificar” y la variable infiltrado linfocitario intratumoral se reclasificé de 3
categorias a 2 como “ausente/presente’ al igual que la variable regresion que se reagrupo6 de 3 a 2
categorias como “ausente/presente”.

Ademas, el espesor de Breslow y la tasa de mitosis se incluyeron en modo numérico y, por ultimo,
para la valoracion de la elastosis se considero la elastosis medida en 3 categorias (Ausencia/No
CSD/CSD) y la de 2 categorias (No CSD/CSD), por considerarla mas informativa.



RESULTADOS

Se eliminaron 8§ casos por contener mas de un 25% de valores faltantes. Asi pues, la muestra
final a imputar contenia 324 pacientes. A fin de asegurar que estos casos eran aleatorios y que su
imputacion era segura se realiz6 un analisis de coocurrencia. (figura 32).
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Figura 13 Anélisis de distribucion de las variables formacion de nidos
y presencia de la mutacion pTERT.

Las variables que presentaron patrones de coocurrencia fueron las asociadas a la presencia de
mutaciones, pero no supuso un conflicto pues no debian incluirse en la imputacién. Sin embargo,
la variable patron de crecimiento presentaba un alto porcentaje de valores perdidos (19,7%) y
quedaba proxima al 20% que es el limite aceptado para poder imputar una variable. Se comprobo
la idoneidad de la imputacion de dicha variable mediante un analisis de componente principales
(ACP).

Tras analizar los “loadings” de los dos modelos, no se observo que las estructuras de relacion
encontradas en la base de datos se vieran afectadas por la imputacion. (Figura 33).
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Figura 13 Analisis de distribucién de las variables formacion de nidos
y presencia de la mutacion pTERT.
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Asimismo, tampoco se objetivaron grandes diferencias en los graficos de la cantidad de variabilidad
explicada por cada componente (bondad de ajuste o R?) (Fig. 28).

Estos 2 hallazgos permitieron afirmar que no habia peligro en la imputacion de la variable patron de
crecimiento, a pesar de su elevado porcentaje de valores faltantes.
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Figura 13 Analisis de distribucion de las variables formacion de nidos
y presencia de la mutacion pTERT.

8.2.4.2 PLSDA de la mutacion pTERT y variables histologicas

Se realiz6 un “hold-out” repetido a fin de analizar la tasa error para el distinto numero de
componentes de minimos cuadrados parciales o “partial least squares” (PLS) y se escogid el

modelo de 2 componentes pues no se encontraron diferencias significativas entre los nimeros

de componentes a extraer. Se obtuvo un primer modelo, se cribd y se realizo la validacion por
individuos y por variables. Hubo un individuo de la muestra que rompid la estructura de relacion del
modelo y se excluy6 del andlisis. Se procedi6 de nuevo a la validacion por individuos y variables.
El modelo final permiti6 visualizar un comportamiento diferente entre los 2 grupos de mutacion
(tasa de error=31,58%) (Fig.29).
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Figura 13 Analisis de distribucion de las variables formacion de nidos
y presencia de la mutacién pTERT.

Se analizaron las relaciones encontradas por el modelo y se presentaron a través del grafico con
los pesos o “weights” (Fig. 30), hallandose una posible relacién de la mutacion pTERT con una
elastosis en grado CSD, un indice mitdtico alto y con los tipos histolégicos diferentes al MLA.
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Figura 13 Analisis de distribucion de las variables formacion de nidos
y presencia de la mutacion pTERT.
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8.2.4.3 PLSDA de la combinacion de las mutaciones pTERT y BRAF y variables histologicas

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

Se realiz6 la eleccion de componentes a utilizar por el modelo mediante un hold-out repetido.
Mediante una prueba de andlisis de la varianza (ANOVA) se observo 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 opto finalmente por seleccionar el modelo con 2 componentes pues mediante un t-test no se
detectaron diferencias estadisticamente significativas entre el de 2 y 3 componentes.

Se cred un primer modelo, pero debido a una tasa de error alta (50%) se cribd y se valido por
individuos y por variables. El modelo final (Fig. 31) mejoro el poder predictivo y permitié reducir la
tasa de error respecto al modelo previo (32,93%)
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Figura 37 Graficos representativos del modelo de regresion (Asociacion de
variables a la presencia de las distintas combinaciones de mutaciones pTERT y
BRAF). En azul aiiil o 1: BRAF-/pTERT-, en rojo o 2: BRAF+/pTERT-, en verde
0 3: BRAF-/pTERT+ y en turquesa o 4: BRAF+/pTERT+.

Se analizaron las relaciones encontradas por el modelo y se presentaron a través del grafico con

los pesos o “weights” (Fig. 32). De esta manera, los MM BRAF-/pTERT+ tenian ausencia de
pigmentacion, un patréon de crecimiento expansivo y la presencia de elastosis CSD, mientras que los
MM BRAF+/pTERT+ eran caracteristicamente nodulares, con una morfologia polipoide, ulcerados
y con un Breslow y un indice mitotico elevados, ademas mostraron una relacion ligera con el patron
de crecimiento infiltrativo y con una ausencia de elastosis.



RESULTADOS

Los MM BRAF-/pTERT- mostraron un indice mitdtico y un Breslow bajo y una
asociacion ligera a tipos histologicos diferentes al MN.

Del grupo BRAF+/pTERT- no se obtuvieron resultados.
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Figura 38 Analisis multivariado. Modelo final del PLS-DA con el grafico de
pesos o “weights” que muestra la relacion de las variables del estudio con la
presencia de la mutacion en pTERT. En azul las variables que se relacionan con la
mutacion en pTERT y en rojo las variables que por el contrario no mostraron una
relacion con pTERT. En gris las variables que no mostraron relacion significativa
con la mutacion pTERT en el estudio multivariado.
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Nuestra investigacion nos ha permitido detectar algunas caracteristicas histopatologicas que podrian
asociarse a la mutacion en el promotor de TERT en el MM. También hemos observado como la
prevalencia de estos hallazgos se podria ver influenciada en ocasiones por la presencia o la ausencia
de una mutacion concomitante en BRAF.

Para ello realizamos en primer lugar el estudio 1 titulado: “Variabilidad interobservador en

el analisis histologico del melanoma: Analisis de 55 casos” que consistia en un estudio de
concordancia interobservador basado en 2 fases o rondas de revision para lograr un consenso

y establecer varias de las variables histopatologicas que usariamos en el estudio 2 titulado:
“Caracterizacion de los melanomas con mutacion en pTERT” y que define el objetivo principal de
esta tesis doctoral.

El analisis de las caracteristicas histologicas 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 pardmetros histologicos mas relevantes del melanoma
cutaneo. Asi existen varios estudios en la literatura cientifica que han evaluado la reproducibilidad
interobservador de multiples caracteristicas histoldgicas de lesiones melanociticas, algunos de ellos
centrados en una sola caracteristica y otros consideraron varias caracteristicas a la vez. (7,92,100—
105)

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

Por el contrario, otras variables mostraron una baja o0 moderada reproducibilidad tales como el nivel
de Clark o el estadiaje del MM segun la AJCC. (41,105,108,111-113)

Es destacable que la falta de reproducibilidad no se ha descrito inicamente 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 linea, el estudio conducido por Beatson
y colaboradores que incluia 623 casos de MM, detectd en un 14% de los casos, discordancia en
los resultados en cuanto al establecimiento del estadio del MM segtn la AJCC entre una primera



DISCUSION

y una segunda opinion diagnostica de un mismo investigador, con una repercusion potencial
importante en el manejo de los pacientes. Los investigadores de este estudio recomiendan una 2*
opinion diagnostica desde el punto de vista histologico en todos los casos de MM vy si se detecta
discordancia, el caso deberia 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 patdlogos de 10 estados diferentes de EE. UU. consistente
en la valoracion de un set de secciones histologicas de lesiones melanociticas de todo el espectro
respecto a la malignidad obtuvo buena reproducibilidad intra- e interobservador en la categorizacion
de lesiones de los extremos del espectro (nevus o minima atipia y melanoma invasivo) sin embargo
para el resto de las categorias la concordancia intraobservador (y 16gicamente menor concordancia
interobservador) fue muy inferior. (100).

Nuestro estudio numero 1 analiza la reproducibilidad de algunas de las caracteristicas 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 mostro valores similares de reproducibilidad, exceptuando la formacion de nidos, el
contorno epidérmico y la delimitacion lateral cuyos valores son més bajos que los obtenidos en el
estudio previo. (7)

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

Asimismo, en el estudio nimero 1 se analizaron ciertas caracteristicas adicionales, tales como la
presencia del patron discohesivo o el patron de crecimiento que no habian sido valoradas por Viros
y colaboradores en su trabajo.
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Tabla 13. Resultados de coeficientes kappa de las dos rondas de evaluacion
de nuestro estudio y del estudio de Viros et al (7) y Broekaert et al (74)

Media de los

55 CASOS 55 CASOS resultados de |Viros y cols.[Broekaert y

(12 RONDA) (22 RONDA) 12y 22 ronda |(7) cols. (74)
EXTENSION PAGETOIDE [0L45 0,73 0,59 0,7 0,7
FORMACION DE NIDOS 0,47 0,41 0,44 0,6 0,4
PIGMENTACION 0,75 0,64 0,70 0,7 0,7
DISTRIBUCION DEL
PIGMENTO ND 0,52 0,52 ND ND
PATRON DE
CRECIMIENTO 0,35 0,62 0,62 ND ND
CONTORNO EPIDERMICO 0,39 0,41 0,40 0,5 0,4
DELIMITACION LATERAL 0,32 ND 0,32 0,4 0,4
ELASTOSIS SOLAR
(4 GRADOS) 0,72 ND 0,72 0,8 0,6
TIPO DE ELASTOSIS (2
GRADOS) 0,67 ND 0,67 ND ND
MORFOLOGIA CELULAR 0,32 0,30 0,31 ND 0,6
ULCERACION 0,68 0,65 0,67 ND ND
TIPO DE ULCERACION 0,43 0,36 0,40 ND ND
MORFOLOGIA POLIPOIDE 0,81 ND 0,81 ND ND
REGRESION 0,51 0,52 0,52 ND ND
NECROSIS 0,25 0,37 0,31 ND ND
ACANTOLISIS 0,42 0,34 0,38 ND ND
PLEOMORFISMO 0,16 ND 0,16 ND ND
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Una posible explicacion para algunas de las discordancias halladas es que el MM suele ser una
lesion de gran tamafio y puede mostrar franca heterogeneidad en las distintas areas del tumor.
En este sentido, en el caso de la variable presencia de nidos y la extension pagetoide, podemos
encontrar un area con gran presencia de nidos o invasion intraepidérmica en comparacion con
otra region tumoral adyacente que muestre ausencia de estos hallazgos, lo cual seglin la zona en
que se fije el investigador, puede conducir a una baja reproducibilidad. Por este motivo, algunas
caracteristicas se observan solo en determinadas secciones histologicas o laminillas, requiriendo
cortes seriados para detectarse.

Tanto la presencia de nidos como la extension pagetoide se redefinieron de la 1* a la 2* ronda y se
redujeron las categorias que pasaron de 4 a 2. De hecho, mejoré sustancialmente la reproducibilidad
de la extension pagetoide mientras que la de la formacion de nidos permaneci6 estable. Es un
ejemplo de que la reagrupacion de categorias 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 delimitacion 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 seccion que
se observa en la laminilla. Asi, dependeria del lado que elige el evaluador para aportar un resultado.
La misma justificacion se podria aplicar al contorno epidérmico.

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

A pesar de que fue buena en la 1 ronda, se volvid a valorar en la 2% ronda, pues debiamos volver a
valorar el tipo de ulceracion y conllevaba el examen inherente de la presencia de ulceracion, y se
observo que se mantenia la reproducibilidad de esta (k= 0,68 y 0,65 respectivamente).

Un motivo por el cual la concordancia no llego a ser perfecta podria ser porque la evaluacion de la
ulceracion solo se puede hacer en algunas secciones o cortes histologicos ya que puede afectar a un
area concreta del tumor y no a toda su extension.

Ademas, cuando hay una pérdida focal de epidermis puede ser problematico establecer la presencia
real de esta caracteristica, porque podemos encontrarnos ante una ulceracion real o un artefacto

por el tallado incorrecto de la pieza. Asi mismo puede ser dificultoso distinguir entre ulceracion
traumatica y no traumatica. En este sentido resulta facilitador que exista una cicatriz dérmica o
biopsia previa, que, por otra parte, no siempre esta presente. (111) Respecto a la variable tipo de
ulceracion la concordancia tras la 2* ronda fue débil pero cercana al valor de moderada (k=0,36)

y tras la 1* ronda moderada (k=0,46). Se trata en nuestra opinion de una variable dificil de

valorar, pues no es habitual ni en la practica diaria ni en la literatura cientifica. Debido a la baja
reproducibilidad y por la dificil valoracion de ésta se decidi eliminar para el estudio niimero 2.
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La morfologia celular medida de forma cualitativa mostré una concordancia discreta, y menor que
en estudios previos (7,74) Obtuvimos unos valores muy similares tras la 1* y 2% ronda (k= 0,32 y
0,30 respectivamente) a pesar de que se redujeron las categorias de 5 a 3 en la 2% ronda.

Una posible explicacion 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 dificil la interpretacion de esta
variable. Adicionalmente, si el corte histoldgico es perpendicular al eje largo de la celularidad, la
citomorfologia podria visualizarse redondeada, o por el contrario si es tangencial podria observarse
mas alargada de lo que realmente es.

Para intentar solucionar los problemas de reproducibilidad de la variable para el estudio numero 2,
se incluyd la medicion mediante una técnica semicuantitativa mediante el cociente de las medias de
5 mediciones de didmetro menor y mayor.

Esta medicion también nos permiti6é conocer datos acerca de tamafio celular pues nos permitid
calcular la media de la superficie celular tumoral. Sus resultados se incluyeron en el estudio nimero
2.

La variable pigmentacién mostr6 una concordancia interobservador sustancial, en linea con otros
estudios previos (k 1* ronda=0,75; k 2* ronda= 0,64). (7,74) Se volvio a valorar en la 2? ronda para
verificar de nuevo la reproducibilidad pues se simplifico en menos categorias y, ademads, afiadimos
la variable relacionada “distribucion de pigmento™ al observar previamente que algunas lesiones
mostraban una pigmentacion difusa, mientras que otras la presentaban focalmente. La variable
distribucion del pigmento mostré una concordancia moderada (k 2* ronda= 0,52). Esta variable
fue también finalmente eliminada del estudio nimero 2 pues decidimos que no era relevante, pues
observamos que en caso de que una lesion se consideraba pigmentada, la distribucion solia ser
extensa en gran parte o en la totalidad de la lesion y no focal.

La morfologia polipoide mostré una concordancia interobservador casi perfecta en nuestro estudio
(k 1* ronda= 0.81). Por este motivo, no se analizo en la 2* ronda. Aunque la concordancia fue muy
elevada, en ciertos casos puede ser dificil de interpretar, debido a que algunas lesiones tienden a ser
mas pediculadas por un lado de la lesion que por otro o que su morfologia polipoide es sutil por lo
que puede generar dudas para su valoracion.

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

La mayor parte de estudios, que tratan de evaluar distintas caracteristicas a la vez mostraron una
reproducibilidad baja (106,110,114), mientras que otro estudio centrado en la regresion como tnica
variable mostro tasas mas altas. (115) Es esperable que un estudio que se centra Ginicamente en una
caracteristica alcance mayores niveles de concordancia interobservador que aquellos que evaltian
varias variables, mas atn si hay formacion o entrenamiento previo, pues toda la atencion se dirige a
esa caracteristica en concreto.
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Adicionalmente, la categorizacion de la regresion y su evaluacion 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 regresion en funcion de la antigiiedad de esta: temprana,
intermedia o tardia (108), mientras que otros consideran solo dos grados segln la presencia o

la ausencia de esta (110,114). En un estudio de reproducibilidad de la valoracion de regresion
histolégica de MM finos en el que participaron 2 patdlogos, obtuvieron una alta reproducibilidad
respecto al establecimiento de la presencia o ausencia de esta, sin embargo, la concordancia
disminuy6 cuando trataron de clasificar la regresion segun su momento evolutivo en temprana,
intermedia o tardia. (115).

El pleomorfismo celular y la necrosis fueron unas variables que mostraron una concordancia baja,
por lo que se eliminaron finalmente tras la 1* y 2* 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 morfologia, especialmente en algunas
areas del tumor, por lo que su valoracion esta sujeta a bastante subjetividad. No hemos encontrado
estudios que analicen la reproducibilidad de esta variable en la literatura cientifica.

Respecto a la necrosis, un trabajo que incluy6 55 casos de MM y que incluy6 a 9 dermatopatologos
de 8 instituciones italianas para establecer la reproducibilidad de varias caracteristicas histologicas,
solo hall6 necrosis en un caso. (102) Al ser una caracteristica poco prevalente, que en muchas
ocasiones solo afecta a un area tumoral pequeina, puede pasar desapercibida.

Por ultimo, respecto a la acantolisis, su reproducibilidad fue discreta (k 1* ronda=0,42; k 2*
ronda=0,34), se decidié mantener para el estudio 2 pues realmente nos parecia un hallazgo relevante
y caracteristico de algunas lesiones y convenia valorarlo, aunque esta variable debia interpretarse
con cautela y necesitaria mas entrenamiento y una definicion consensuada con mas patologos para
su analisis en futuros estudios.

El estudio numero 1 revel6 una reproducibilidad media de las variables estudiadas moderada.
La reproducibilidad de las caracteristicas histologicas del MM muestra una gran variabilidad de
unos estudios a otros. Es conveniente en la fase preliminar de cualquier trabajo de investigacion
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 usariamos para el estudio 2, éste fue llevado a cabo, donde
describimos que varias de las caracteristicas de la lesién primaria podrian proporcionar cierta
informacion acerca del estado mutacional de un MM, respecto a pTERT y a su posible combinacion
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 melanociticas benignas(45). Sin embargo, la
mutacion en el pTERT es mds caracteristicas de lesiones melanociticas malignas que benignas y
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suele aparecer mas tardiamente en la evolucion de la progresion de una lesion melanocitica hacia
la malignidad (45). De hecho, algunos autores, sugieren que la presencia de mutaciones en pTERT
podria ayudar a inclinar la balanza a favor del diagnostico de melanoma en aquellas lesiones
melanociticas de significado incierto. (89)

En general la presencia de la mutacion en el pTERT se asocia a un pronostico mas sombrio (3,85) y
se ha vinculado a algunas caracteristicas de agresividad histoldgica como la variante histologica de
MN y una mayor velocidad de crecimiento. (6)

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

Algunos estudios reflejan el comportamiento biologico de los MM mutados en mutaciones
puntuales, pero existen hasta el momento pocos trabajos que evaltien el impacto o las caracteristicas
de los MM con la presencia simultanea de las 2 mutaciones mas frecuentes halladas hasta el
momento, BRAF y pTERT a excepcion de dos estudios.

El primer estudio es muy relevante, pues analiza diversas caracteristicas clinico-patologicas e
histologicas en caso de coexistencia de la doble mutacion (BRAF+/pTERT+). Sin embargo, y
aunque los resultados son interesantes, éstos son presentados con una estadistica basica en la
que expone las diferencias entre la distribucion de variables, sin mostrar un analisis de regresion
logistica que permita valorar una posible asociacion entre las variables del estudio. Asimismo, el
tamafio muestral es pequefio, pues analiza inicamente 53 casos de MM. (4)

Aunque no encontraron una asociacion estadisticamente significativa entre las 2 mutaciones, si que
observaron que el grupo de MM que portaba la doble mutacién mostraba una mayor prevalencia de
algunos parametros clinico-patoldgicos adversos, como el espesor de Breslow, el indice mitético,
las metastasis en el ganglio centinela, la presencia de ulceracion y la ausencia de regresion en
comparacion 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 caracteristicas histologicas asociadas a peor pronostico en aquellos casos en
los que coocurrian mutaciones en NRAS y pTERT o en BRAF y pTERT. Asi 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 asociacion significativa en la coexistencia de las 2 mutaciones, asi como un peor
pronostico en términos de supervivencia. (4)
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Es probable que las 2 mutaciones ejerzan un rol sinérgico; por un lado, la mutacion en pTERT
aumentaria la proliferacion celular (84) y por otro, la mutacion en BRAF promoveria un
comportamiento mas agresivo (4,119). La funcion biologica de estos 2 genes esta interconectada,
pues las mutaciones en el pTERT crean puntos nuevos de union a factores de transcripcion ETS,
algunos de los cuales son dianas de la via de sefalizacion de BRAF, y también permiten eludir la
apoptosis a la que se verian abocadas las c€lulas hiperproliferativas al activar la telomerasa cuando
los telomeros se acortan en el punto proximo a la crisis telomérica. (4,117)

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

Ademas, resulta interesante que, tras analizar los subgrupos de combinaciones de las mutaciones,
fue el grupo BRAF-/pTERT+ el tinico en el que se detectd una predominancia del patron expansivo
frente al infiltrativo contrastando con el resto de los grupos. Igualmente, en el anélisis multivariado
se observo una relacion del patron expansivo con la presencia de la combinacion BRAF-/pTERT,
una relacion que se perdia en el caso de la adicion de la mutacion BRAF (BRAF+/pTERT) en el
que por el contrario se visualiz6 una ligera asociacion con el patron de crecimiento infiltrativo.

Una posible explicacion a los hallazgos respecto al patron de crecimiento es que los MM pTERTH,
podrian crecen mas rapido y no tienen tiempo para disecar los haces de colageno, fenomeno
caracteristico de los tumores con patron de crecimiento expansivo, que ejercen un efecto de empuje
en la matriz peritumoral, mostrando, en la mayoria de los casos, un margen de avance redondeado
con buena delimitacion.

En relacion con este aspecto, en un estudio de 126 casos de MM encontraron que los MM de rapido
crecimiento se asociaban con la mutacion en NRAS, pero no pudieron demostrar la asociacion con
la mutacion BRAF porque la asociacion no fue estadisticamente significativa 125). Posteriormente
el mismo grupo de investigadores publicaron que la presencia de mutaciones en el pTERT si que se

asociaba de forma estadisticamente significativa con un aumento de la velocidad de crecimiento del
MM. (6).

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

En la misma linea, en otros estudios publicados previamente, se observo una mayor prevalencia de
MN en aquellos con la mutacion en el pTERT. (4,85,90,118). En un estudio de 287 MM primarios,
el grupo de MM con subtipo histologico de MN fue que el que mayor prevalencia de mutaciones en
pTERT mostro6 (42/76, 55,3%) con un OR=2,80; IC=1,63-4,92; 0=0,0002) en comparacion con el
resto de los subtipos histologicos (85).
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En nuestro analisis por subgrupos, el grupo con mayor prevalencia del tipo histolégico MN fue
aquel con la doble mutacion (BRAF+/pTERT+), frente a la presencia de las mutaciones de forma
aislada.

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

En consonancia con otros estudios previos, en nuestra serie no hubo ningtn caso de MLA con
mutacion en el pTERT (4,85,90,118) Ademas, en el analisis multivariado hallamos una relacion
entre la mutacion pTERT y la ausencia de MLA.

Respecto a la ulceracion, observamos los MM pTERT+ mostraron una prevalencia mayor de la
misma en comparacion con los no mutados. En el analisis por subgrupos de mutacion se objetivo
que el conjunto BRAF+/pTERT+ fue el que present6 la mayor prevalencia de ulceracion respecto al
resto de grupos. Esta relacion se observo también en el andlisis multivariado.

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

Asi, un estudio que incluia una serie de 116 MM, el 53,8% de los mutados en pTERT+ mostraron
ulceracion, mientras solo 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 ulceracién 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 ulceracion en el grupo de MM pTERT+. Sin embargo, si que detectaron una
asociacion significativa en los casos en que se daban simultdneamente 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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Asi, en un trabajo en el que consideraron 4 intervalos de espesor de Breslow, observaron que
tanto la significacion estadistica como la medida de asociacion (OR) eran crecientes a medida que
los valores de los intervalos de Breslow crecian. Asi, 60 de los 287 casos de MM, presentaron un
espesor de Breslow >4 mm, y de éstos, 31 (61,7%) tenian la mutacion en pTERT, mostrando en
la regresion logistica univariada una asociacion significativa, siendo la OR la mayor de todas las
categorias (OR=3.3; Ref=1,7-6,5; p=0,0006)(85).

En la misma linea otro trabajo hall6 el espesor medio de Breslow de los MM mutados en el pTERT

fue mas 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 reflejo que de las 4
combinaciones posibles entre BRAF y pTERT, el grupo BRAF+/pTERT+ fue el que mayor espesor
de Breslow medio mostrd 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 demostrd en un analisis univariado una asociacion significativa a mayor espesor de
Breslow en el grupo de MM BRAF-/pTERT+ y BRAF+/pTERT+.(5)

En nuestra investigacion observamos una mayor prevalencia de indice mitético elevado (>5mitosis/
mm?2) en los MM pTERT+ respecto a los pTERT-. En el estudio multivariado también resulto ser
una variable relacionada con la mutacion pTERT.

Al realizar el andlisis por subgrupos, se observo que los MM BRAF+/pTERT+ presentaron
una mayor prevalencia de indice mitético elevado, seguido por el conjunto BRAF-/pTERT+.
En el andlisis multivariado revelo que son principalmente los MM BRAF+/pTERT+ los que se
relacionaban con un indice mitotico elevado.

El indice mitdtico, que junto al espesor de Breslow y la ulceracion tiene una gran importancia
pronostica, guarda relacion con la proliferacion tumoral, de hecho, aquellos tumores con un indice
mitotico elevado crecen mas rapido.

A excepcion de la variable patrén de crecimiento, todas fueron en nuestra investigacion mas
prevalentes o bien su asociacion fue mayor en/al grupo BRAF+/pTERT+ respecto al grupo BRAF-/
pTERT+.

Asi, tanto un elevado indice mitético, como un mayor espesor de Breslow, el patron de crecimiento
expansivo, la presencia de ulceracion, asi como la variante de MN se han asociado en nuestra
investigacion a la mutacion pTERT. Dichas caracteristicas son causa o consecuencia de una mayor
velocidad de crecimiento y definen un comportamiento mas agresivo del MM y un peor pronostico.
Nuestros resultados por tanto son congruentes con los de la publicacion previa de la literatura
cientifica que se describe que los MM pTERT+ presentan mds frecuentemente una mayor velocidad
de crecimiento respecto a los pTERT-. (6)

109



110

CAPITULO 9

En un estudio de 58 casos se observé que los MM pTERT+ presentaban un indice mitotico medio
mas elevado que los no mutados (5,6 y 2,8 mitosis/mm?2 respectivamente, p=0,041). Ademas, al
analizar los grupos posibles de ausencia o presencia de mutaciones BRAF y pTERT, identificaron
que el valor mas alto de espesor medio se correspondia con el grupo de de MM BRAF+/pTERT+
(6,73mitosis/mm?2) (p=0,029). (4)

En otro trabajo que analizaba las caracteristicas de los MM con coocurrencia de mutaciones en
BRAF/NRAS y pTERT se observo una asociacion significativa independiente a un mayor indice
mitdtico en el grupo pTERT+ y alin mas intensa en el grupo BRAF+/NRASH(5).

Un hallazgo llamativo en nuestra investigacion fue que los MM pTERT+ presentaban
caracteristicamente un aumento de la elastosis solar tipo CSD en comparaciéon con los no mutados.
Al analizar este dato en los casos con escasa o nula elastosis, se objetivo que los MM pTERT+
tendian a presentar mas elastosis ligera (NO CSD) frente a la ausencia de elastosis (52,4%) en
comparacion con los MM pTERT-.

Al realizar el andlisis por subgrupos de mutacion, fue el grupo de MM BRAF-/pTERT+ el que
mayor prevalencia de elastosis CSD presento frente al resto de grupos. En el estudio multivariado
también observamos una relacion entre la presencia de la mutacion pTERT y la elastosis intensa
(CSD), y teniendo en cuenta también la mutacion simultdnea BRAF se observo una relacion entre
la elastosis CSD con el grupo BRAF-/pTERT+. Sin embargo, en el grupo BRAF+/pTERT+ se
objetivo la tendencia contraria, es decir, la adicion de la mutacion BRAF a la mutacion pTERT se
relaciono de forma débil con la ausencia de elastosis.

Ante lo descrito previamente, la presencia de elastosis intensa parece ser un hallazgo caracteristico
de la mutacion en pTERT, por el contrario, nada caracteristico de la mutacion exclusiva en BRAF.
Asi se ha visto que los MM con mutacion en BRAF no suelen localizarse en areas con signos de
dafio solar donde la presencia de lentigos solares es llamativa, o en zonas de piel fotoexpuesta

a diferencia de los MM que ademas de la mutacién en BRAF también presentan la mutacion en
pTERT que si se asocian a estas caracteristicas. (5)

Por otro lado, otros estudios describieron una asociacion de las mutaciones espontaneas en pTERT
a la exposicion solar cronica y a la exposicion solar intermitente (85). De hecho, las mutaciones

en pTERT se han visto asociadas a la radiacion ultravioleta (UV) con una alta tasa de transiciones
C>T y CC>TT en las secuencias de dimeros de pirimidina (118,121). La elastosis solar es un
fendmeno que aparece como consecuencia del dafio 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 cudl no encontraron una asociacion
significativa entre la presencia de la mutacion en el pTERT y la presencia de elastosis intensa. (122)

Asimismo, la ausencia de asociacion de elastosis solar a la mutacion en BRAF en nuestro trabajo, es
un fendmeno que se ha descrito en estudios previos. (5,85,123-125)
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Nos planteamos la hipotesis de que quizas la mayor prevalencia de elastosis intensa favorezca
el crecimiento expansivo del MM, al encontrarse la masa tumoral con una “barrera” de material
elastotico, fendmeno también mas 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 comparacioén
con los no mutados. No encontramos una explicacion logica a este fenomeno. Es posible, que las
mutaciones en pTERT condicionen una fase de crecimiento radial con mayor frecuencia de tipo
lentiginoso, pero esta afirmacion es una mera especulacion que requeriria de otro tipo de estudios
para poder corroborarla. Hasta el momento, no hay evidencia en la literatura cientifica de una
asociacion negativa de la tendencia a formar nidos en los MM con mutacion en pTERT. Al observar
los subgrupos de mutacidn, detectamos una asociacion negativa significativa entre la presencia de
nidos y la variante BRAF-/pTERT+ y cercana a la significacion estadistica con la variante BRAF+/
pTERT-. Por el contrario, las lesiones melanociticas con mutacion en BRAF se han asociado
positivamente con una tendencia a presentar grandes nidos confluentes intraepidérmicos y en la
union dermo-epidérmica, fenomeno que nosotros no hemos observado en nuestra serie (126)(7).

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

En un estudio de 1.254 casos de MM, compararon los casos de MM amelanoticos e
hipomelanoticos con los pigmentados y detectaron una mayor tendencia en los primeros a
presentar el genotipo MC1R R/R ademas de ciertas caracteristicas fenotipicas como el pelo rojo,
los lentigos en el dorso de manos y una tendencia a haber padecido de quemaduras solares. (127)
En consecuencia, quizés exista una posible asociacion entre la mutacion en pTERT con algunas
variantes de MC1R que podrian explicar nuestros hallazgos. De hecho, un estudio describié una
asociacion significativa entre las mutaciones en el pTERT y la presencia de variantes no-sindnimas
de MCIR. La asociacion fue estadisticamente significativa para los individuos con fototipos I1I-IV
y con los MM localizados en la piel sin signos de dafo solar cronico. (128).

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

Tras realizar el andlisis por subgrupos, es destacable que el grupo BRAF-/pTERT+ fue el que mayor
porcentaje de MM hipomelanoticos/amelandticos mostrd. En el estudio multivariado igualmente

se detecto una posible relacion entre el grupo BRAF-/pTERT+ y la ausencia de pigmentacion de la
lesion.

En cuanto a la pigmentacion de los MM con mutacion en BRAF los resultados son dispares. Un
grupo de investigadores describio que los melanomas con mutacion en BRAF tendian a presentar
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mayor pigmentacioén que los no mutados, y postularon que podria deberse a una cooperacion de
MITF y BRAF. (7) Por el contrario, otro grupo encontrd una alta presencia de mutaciones BRAF en
MM amelanéticos (70,3%) atin mayor en MM finos (89%). (129)

Otra caracteristica que observamos asociada a la mutacion en pTERT fue la presencia de morfologia
polipoide. Es destacable que, al realizar el analisis por subgrupos de mutaciones, se observo una
prevalencia aumentada de morfologia polipoide del grupo BRAF+/pTERT+ y del grupo BRAF+/
pTERT- respecto al resto de combinaciones. En el analisis multivariante se observé una posible
relacion del grupo BRAF+/pTERTH con la presencia de morfologia polipoide. Al igual que sucedia
con la variante histologica de MN, que fue mas prevalente en el grupo de MM BRAF+/pTERT,
los resultados respecto a la morfologia polipoide son reproducibles. Este hallazgo no resulta extrafio
pues la morfologia polipoide se considera una variante de pronostico ain mas sombrio de MN.
(130).

Respecto al patron discohesivo, objetivamos una asociacion con la presencia de la mutacion en
pTERT. En el andlisis por subgrupos de mutacion, detectamos una asociacion positiva entre la doble
mutacion (BRAF+/pTERT+) y la presencia del patron discohesivo. El patrén discohesivo se ha
asociado en algunos tumores a un pronostico mas sombrio, como en el caso del cancer de pulmon.
(131) En el melanoma ha sido escasamente descrito y se desconoce su implicacion en el pronostico.
Ademas, casi todos los casos describen el patron si se observa en su porcion intraepidérmica o
suprabasal. (132—134). Sin embargo, nosotros hemos encontrado algunos casos con este hallazgo
unicamente en la porcion dérmica y tan solo consideramos la presencia de este hallazgo si era
llamativo en tal localizacion. No obstante, es un hallazgo dificil de objetivar pues en ocasiones

solo se observa en algunos cortes o secciones del tumor. Ademas, en ocasiones podria tratarse de
un artefacto debido a la fijacion en formol defectuosa, por ello, tuvimos en cuenta unicamente los
casos en los que visualizamos claramente una discohesion intercelular con los bordes redondeados
de las mismas, recorddndonos a la observada en otros procesos acantoliticos clésicos como el
pénfigo vulgar. Planteamos la hipotesis de que los MM pTERT+ al crecer mas rapido provocarian
una ruptura de las uniones intercelulares que aportaria este patron discohesivo en algunas areas del
tumor.

Los MM mutados en pTERT mostraron una tendencia a la mayor prevalencia de invasion vascular.
No observamos diferencias estadisticamente significativas ni en el andlisis de regresion logistica
univariada ni en el analisis de subgrupos de mutacion, quizas por la baja prevalencia de esta
caracteristica.

Los MM pTERT+ tenian melanocitos de mayor tamafio, tal y como observamos al evaluar el area
celular. Ademas, en nuestro estudio observamos que la presencia de la mutacion en BRAF conferia
un tamafio celular grande, mas aun si se combina con la mutacién en pTERT.

En la misma linea, y refiriéndonos sélo a BRAF, Viros y colaboradores describieron un mayor
tamafo celular de los MM BRAF+ (112,8 um2) en comparacion con los mutados en NRAS (85,4
um?2) y los no mutados (89,3 pm2). Sin embargo, vemos en su célculo del area celular de su estudio
que sus resultados son en general muy inferiores a los nuestros. Al analizar la metodologia de su
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estudio, observamos que calcularon el area celular inicamente realizando el producto del didmetro
mayor y el menor. No obstante, consideramos que esta formula fue una estimacion menos precisa,
pues el célculo de la superficie celular de una elipse es el producto del didmetro mayor, el menor
y el namero (). De realizarse este ajuste, sus resultados se amplificarian algo mas de tres veces y
serian mas concordantes con nuestros resultados.

No encontramos diferencias estadisticamente significativas en el analisis univariado de los
datos para las variables, regresion, nevo previo, infiltrado linfocitico intratumoral, satelitosis
microscopica, invasion perineural ni morfologia celular.

Nuestro presenta una serie de limitaciones que deben tenerse en cuenta para la interpretacion final
de los resultados: 1. Debido a la complejidad del estudio se trata de un estudio unicéntrico con una
muestra de poblacion pequeiia. 2. El caracter 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 monografico de cancer
puede conllevar a un sesgo de seleccion 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 caracteristicas mas agresivas de los MM. 4. Los resultados encontrados en el analisis
discriminante de datos parciales (PLSDA) de los casos con mutacion 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 nimero 2 hemos hallado multiples caracteristicas histologicas que se asocian de
manera significativa con la presencia de la mutacion en pTERT, fundamentalmente en el analisis
univariado. Algunas de ellas se observan también en el analisis multivariado. Estas caracteristicas,
que a veces confieren un peor prondstico en términos de supervivencia global podrian en parte
justificar o ayudar a la interpretacion de por qué los MM con mutacion en pTERT tienen un
comportamiento mas agresivo. Por otra parte, otras caracteristicas de las cuales se desconoce su

implicacion prondstica y que no se suelen describir en un examen histolégico convencional, parecen

relacionarse con la presencia de la mutacion en pTERT. Son necesarios mas estudios con un mayor
tamafo muestral para demostrar si estas caracteristicas son utiles para predecir el estatus genético
del MM. Estos estudios nos permitirian estratificar los MM por su potencial agresividad y nos
ayudarian a tomar decisiones cada vez mas acertadas y precisas para optimizar el manejo de los
casos.
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CONCLUSIONES

1. Lareproducibilidad media de las variables histologicas de melanoma maligno incluidas en
nuestro estudio de concordancia fue moderada. Asi la extension pagetoide, la pigmentacion, el
patron de crecimiento, la elastosis, la morfologia polipoide y la ulceraciéon mostraron una concor-
dancia sustancial. La formacion de nidos, el contorno epidérmico, la distribucion del pigmento y
la regresion presentaron una concordancia moderada. Por Gltimo, la morfologia celular, el tipo de
ulceracion, la delimitacion lateral, la necrosis, el pleomorfismo y el patron discohesivo mostraron
una concordancia baja.

2. Lapresencia de mutaciones en pTERT se relaciond con la elastosis tipo CSD (“chronic sun-in-
duced damage), un indice mitodtico elevado y tipos histoldgicos diferentes al lentiginoso acral.

3. Las caracteristicas asociadas a la mutacion pTERT diferian segtn la presencia o ausencia
simultdnea de mutaciones en BRAF. Los MM BRAF-/pTERT+ tenian ausencia de pigmentacion, un
patron de crecimiento expansivo y la presencia de elastosis intensa, mientras que los MM BRAF+/
pTERT+ eran caracteristicamente nodulares, con una morfologia polipoide, ulcerados y con un
Breslow y un indice mitotico elevados.
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ANEXO 1: Determinacion del estado mutacional
1. Analisis genético de BRAF
1.1 Extraccion de ADN.

La extraccion de ADN se llevo a cabo sobre bloques representativos del tumor, con un alto porcen-
taje de células tumorales (>50%), del mismo del que se realizo el estudio inmunohistoquimico. Se
emplearon cinco cortes de 5 um de grosor de la muestra incluida en parafina. En los casos en que

el porcentaje de células tumorales fue inferior al establecido, se realizd la seleccion del material

de la zona tumoral mediante diseccion con un tisue- arrayer manual (Beecher TMA-421) tomando
varios cilindros del 4rea tumoral. El tejido se desparafind y se digirié con proteinasa K (20mg/ml de
tampon de lisis) a 560. Tras la digestion se procedi6 a la purificacion de ADN empleando el kit de
purificacion “QIAamp® DNA Mini kit” (QIAGEN).

Una vez diluido el ADN se pudo emplear directamente para llevar a cabo las amplificaciones, en
otros caso se congelo6 a -200C hasta su uso.

1.2Deteccion de mutaciones en BRAF.

El analisis de la mutacion de V60OE del gen BRAF se realizé mediante amplificacion del exén 15
segun lo descrito por Hacker y colaboradores. (135)

2. Andlisis genético de TERT
2.1 Procedimiento de deteccion de mutaciones en la region promotora de TERT.

El analisis de las mutaciones de la region promotora del gen TERT (desde la posicion -27 a -286
desde el sitio de inicio ATG) se realizdé mediante amplificacién con cebadores especificos y poste-
rior secuenciacion Sanger.

La PCR se llevo a cabo en un volumen de 10 pl que contenia 10 ng de ADN, 50 mMKCI, 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-
plificacion se purificaron con Exosap (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) para retirar el exce-
dente de cebador. Para la secuenciacion se emple6 el kit Dideoxy terminator (Big Dye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems, Austin, TX, USA) combinado con los cebadores
forward y reserve en reacciones independientes. Los productos de secuenciacion se precipitaron con
etanol y se analizaron en un secuenciador capilar (Abi Prism 3130x1 Genetic Analyzer).

2.2 Analisis 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).



ANEXOS

ANEXO 2: Aprobacion por comité de ética de la Fundacion IVO

ﬁ " Profesor Beltran Baguena, 8

46009 - VALENCIA
| VO Thno.: 96 111 40 00
Ty, o upaciON Fax: 96 111 43 42

INSTITUTO VALENCIANO DE ONCOLOGIA

DICTAMEN DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

Titulo: CARACTERIZACION DE LOS MELANOMAS CON MUTACIONES EN EL
PROMOTOR DE TERT
Investigador: Virginia Sanz Motilva

El Comité Etico de Investigacion Clinica de la Fundacién Instituto Valenciano de
Oncologia en su reunién del 29/03/2017 tras la evaluacién de la propuesta
del promotor relativa al estudio especificado, y teniendo en consideracién las
siguientes cuestiones:

« Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del producto en
relacion con los objetivos del estudio.

» La capacidad del investigador y los medios disponibles son apropiados
para llevar a cabo el estudio.

* Que se han evaluado las compensaciones econdmicas previstas (cuando
las haya) y su posible interferencia con el respeto a los postulados
éticos.

e Que se cumplen los preceptos éticos formulados en la Orden SAS
3470/2009 y la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica mundial
sobre principios éticos para las investigaciones meédicas en seres
humanos y en sus posteriores revisiones, asi como aquellos exigidos por
la normativa aplicable en funcion de las caracteristicas del estudio.

Emite un DICTAMEN FAVORABLE para la realizacion de dicho estudio en la
Fundacion Instituto Valenciano de Oncologia.

Lo que firmo 30 de Marzo de 2017.

%

Dr. Carlos J. Andrés Blasco
Secretario CEIC
Fundacion Instituto Valenciano de Oncologia
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ANEXO 3: Consentimiento informado para la donacion voluntaria de muestras biologicas
para investigacion obtenidas en el curso de procedimientos quirurgicos, terapéuticos o
diagndsticos.

RED VALENCIANA DE BIOBANCOS

[e—— ] i vo BIOBANCO DE LA FUNDAC!ON INSTITUTO VALENCIANO DE
T B ™ oacion ONCOLOGIA (V. 1)

IHSTITUTO VALEMCIAND DF ONCOLEGIA

Bicbanceo de la Fundacién Instituto Walenciano de Oncologia
CfProfesor Beltran Baguena, &

45009-VALENCIA

Tino: 96 111 46 41 Fax: 96 111 43 44

Consentimiento Informado para la donacion voluntaria de muestras biolégicas
para investigacion obtenidas en el curso de procedimientos quirdrgicos,
terapéuticos o diagnosticos.

1. - Identificacion y descripcion del procedimiento

Durante la Intervencidn quirdrgica o la prueba dizgndstica a lz que va a ser sometido se podrén tomar muestras de sus tejidos,
sangre, asl coma fividos (orina, esputo, saliva, etc) o microorganismos. El procedimiento que se le propone consiste en donar
voluntariamente cualquier muestra bioldgica sobrante de la intervencion o prueba 2 la que va a ser sometido a un biebanco de
muaestras bioldgicas, sin que ello suponga ningin riesgo afiadido para su salud ni comprometa el correcto diagndstico y
tratamiento de su enfermedad. Dichas muestras bloldgicas excedentes podrdn ser utilizados en proyectos de Investigacidn
biomédica que previamente sean aprobados por los comités externaos, ético y cientifico, a los que esta adscrito el biobanco.

Las muestras seguirdn almacenadas en el biobanco hasta el fin de las existencias si no existe una revocacion del presente
coansentimiento,

2-Objetivo

La finalldad del blobance es recoger y almacenar muestras biologicas humanas para realizar proyectos de Investigacion
biomédica o diagndsticos. Los resultados de dichas proyectos de investigacién pueden derivar en el descubrimiento de nuevos
métodas para el mejor diagndstica de las enfermedades y de nuevas medicinas para tratarlas.

3.- Condiciones de la donacion

Usted no recibird ninguna compensacién econdmica ni atros beneficios materiales por donar sus muestras. 5in embargo, silas
investigaciones que se realicen tuvieran éxito, podrian ayudar en el future a pacientes que tienen su misma enfermedad o
padecan otras enfarmedades similares.

Las muestras que usted dona no serén vendidas o distribuidas a terceros con fines comerciales, pero los costes de obtencidn,
cohservaclon y envio de las muestras se repercutiran, sin dnimo de lucro, a gulenes las utilicen.

La donacidn de muestras no iImpedird que Usted o su familia puedan hacer uso de ellas slempre gue estén disponibles, cuando
asi lo requieran,

Debe saber que serd priaritario el uso diagnostice de la muestra que dona y que se garantizard un remanente de las muestras
para este fin.

4 - Consecuencias previsibles de su realizacian

Se podria dar la circunstancia de ser contactado/a cen el fin de recabar nueva infermacidn sobre su situacién o de tomar una
nueva muestra que pudlera ser Interesante en el desarrollo de la investigacidn biomédica, en cuyo caso volverd a ser
informado/a de la situacion y tendra |a libertad de participar o rechazar dicha participacion, Por tal motiva, es importante gque
comunigue al Servicio de Admisién del centra FUTUROS CAMBIOS DE DIRECCION y nimeros de TELEFONO, ya que es la dnlca
via para poder contactar con usted,

Es posible gue se obtenga informacion relativa a su salud derivada del desarralle de los proyectos de investigacion y, en
particular, datos genéticos con relevancia dinlca. En este sentldo, puede solicitar la informacidn relativa a su salud derlvada del
estudio de |as muestras donadas. Para ejercer este derecho, tiene a su disposicion en el biobanco el correspondiente formulario
de solicitud.
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ANEXO 4: Consentimiento informado de todos los pacientes que participaron en los estudios .

SE—  * Profesor Balran Baguena, 8
- | VO 46008 - VALENCIA
I— FUNDACIAN Tfno.: 96 1114000
INSTITUTO VALENCIANG DE ONCOLOGIA Fax: 95 11143 41

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL ANALISIS GENETICO DE UTILIDAD CLINICA
HISTORIA CLINICA N®

DDA

como interesado/paciente (tachese lo gue no proceda), con fecha de nacimiento , con
domicilio en y D.NLI. n®

DECLARO:

Que el Dr. . & interlocutor principal del procedimiento con el equipo asistencial

(segin art. 10.7 LG.S), me ha explicado que el cancer es una enfermedad genética,
entendiendo como tal a que se producen alteraciones a nivel genético que son las
responsables de gue un tumaor se desarraolle ¥ que responda a determinados farmacos.
También se me ha infoormado de que podemos ser portadores de variantes genéticas que
pueden predisponer al desarrollo del cancer o condicionar |a respuesta al tratamiento/s a los
que voy a ser sometido/a.

1.- Identificacion y descripcion del procedimiento.

El procedimiento que se le propone, y del que se le informa verbalmente, consistira en la
realizacién un/unos andlisis genéticols a partir del tejido excedente del proceso diagnéstico
histopatoldgico yo a partir de una muestra de sangre para detectar la presencia, ausencia o
variantes de uno o varios segmentos de material genético, pudiendo incluir pruebas indirectas
para la deteccicn de productos génicos o metabolitos especificos indicativos de cambios
genéticos determinados.

2. Finalidad del analisis genético

La finalidad de todos los andlisis que se le proponen, asi como aquellos que se le pudieran
hacer en un futuro, es la comrecta caracterizacidn/diagnéstico del cancer que padece y la
optimizacion del manejo clinico de su enfermedad.

Debe saber, en cualquier caso, gue se le informara verbalmente de los resultados de los
mismos.

3. Lugar de realizacion de analisis y destino de la muestra al término del mismo

Las muestras destinadas al analisis genético, incluyendo las pruebas indirectas para la
deteccion de productos génicos o metabolitos especificos indicativos de cambios genéticos
determinados, se realizaran en los distintos laboratorios acreditados para tal fin de 1a institucion
que estd tratando su enfermedad: anatomia patoldgica, andlisis clinicos, hematologla,
microbinlogia, genética y biclogia molecular.

Las muestras, una vez procesadas, se aimacenaran en el Biobanco de la Fundacidn Instituto
Walenciano de Oncologia durante el iempo necesario para realizar todo el proceso de analisis
descrito y a continuacidn seran destruidas.

En caso de que se estime la conveniencia de otros usos, se requerira su consentimiento para
los mismos.

En el caso en el gque los analisis genéticos se deban hacer fuera de la institucion que le esta
prestando asistencia, sus datos de identificacion personales seran debidamente disociados.

4. Parsonas que tendran acceso alos resultados de los analisis

Los datos resultantes de los andlisis se almacenaran en su historia clinica. Los profesionales
sanitarios del centro tendran acceso a los datos que consten en su historia clinica en tanto sea
pertinente para la asistencia que le presten. El personal que acceda a los datos genélicos en el
ejercicio de sus funciones quedara sujeto al deber de secreto de forma permanente.

4 bis. Proteccion de datos

Ha de saber que |a informacion sobre sus datos personales y de salud seran incorporados ¥
tratados en una base de datos informatizada cumpliendo con las garantias que establece la
Ley de Proteccion de Datos de Caracter Personal y la legislacién sanitaria aplicable.

Los datos genéticos de caracter personal se conservaran durante un pericdo minimo de 5
afios, tras los cuales podra solicitar su cancelacion.

Para solicitar la cancelacion debera hacerlo por escrito y dirigirse a la direccién médica del
centro que tratéd su enfermedad.
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=l 1 Frofescr Baltran Baguena, 8
- | VO 4B008 — VALENCIA
— FUNDACIAN Tfno: 96 111 40 00
INSTITUTO VALENCIANOG DE ONCOLOGIA Faw 6 117 43 41

En caso de gue usted no sclicitara dicha cancelacicn, los datos se mantendran en su historia
clinica indefinidamente.

5. Advartencia sobre |la posibilidad de descubrimientos inesperados.

Los resultados del analisis genético se evaluaran teniendo en cuenta los antecedentes clinicos
personales y familiares, los resultados de la exploracién fisica, las prushas complementarias y
|a interpretacidn clinica del personal facultativo. En todo momento serd debidamente informado
de las repercusiones que |los andlisis genéticos vayan a tener sobre el manejo clinico de su
enfermedad.

Si se demuestra que usted es portador de una variacion génica que puede ser heredada, y por
tanto transmitida a la descendencia, se le ofrecera la posibilidad de consejo genético.

B. Implicacion que el analisis genético puede tener para sus familiares y compromiso de
suministrar consejo genético.

Una vez obtenidos y evaluados los resultados del analisis genético, se le informara de las
repercusiones de dicho hallazgo, tanto para usted como para sus familiares, y si procede, se le
garantiza el asesoramiento genético adecuado en Ia forma en la que reglamentariamente esta
establecida. En cualquier caso se respetara su criterio y las decisiones que Usted adopte.

7. Usted podra revocar este consentimiento en cualguier momento sin tener que dar
explicaciones ¥ sin que esto tenga ninguna repercusion en la asistencia médica que reciba o
pueda recibir usted o sus familiares en el centro. Para revocar este consentimiento debera
dirigirse al mismo facultativo con &l que firmé el presente consentimiento.

Manifiesto que estoy satisfecho/a con la informacion recibida, que se me ha informado
verbalmente de los procedimientos de analisis genético a los que voy a ser sometido, que he
podido hacer las preguntas que he estimado conveniente, a las que se ha respondido
adecuadamente, y que comprendo el alcance del procedimiento, por lo que en tales
condiciones, OTORGO LIBERE Y VOLUNTARIAMENTE MI CONSENTIMIENTO PARA
ANALISIS GENETICO.

En Valencia 04 de septiembre de 2014

Firma del paciente Firma de un testigo Fima del médico
DN.I:
Fdo: Fdo: Fdo:
REVOCACION AL CONSENTIVIENTO INFORMADO DE ANALISIS GENETICO DE UTILIDAD CLINICA
BV ocsrraniecnsiimitots Goss tais e e T S g iR L i v W A S ST RS TER como interesado, de ..........
afios de edad, con domicilio en
DML n®
.. Revoco el consentimiento prestado en fecha.... , gue doy con

esta fecha por finalizade, sin tener que dar explicaciones y sin que esto tenga ninguna repercusion en la
asistencia médica que reciba o pueda recibir Usted o sus familiares en el centro.

En Valencia ... [ R T ——— de 2.00...

Firma del paciente Firma de un testigo Firma del médico
DM.IL:

Fdo: Fdo: Fdo:

(Mombre y dos apellidos) {Nombre y dos apellidos) (Nombrey dos apellidos)
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ANEXO 5: Variables recogidas en la base de datos de MM del IVO.

VARIABLE TIPO DE VARIAELE Y CODIFICACION
Numero de identificacién del melanoma a Texto libre
estudio

Numero de historia Texto libre
Hospital externo que envia al paciente Texto libre
Médico que hace la primera visita Texto libre
Numero del SIP Texto libre
Primer apellido Texto libre
Segundo apellido Texto libre
Fecha en la que le paciente es visto por Texto libre
primera vez en el Servicio de Dermatologia

del Hospital

Fecha en la que se realiza el diagndstico Texto libre
histolégico

Fecha del tratamiento definitivo (cirugia, Texto libre
radioterapia, quimioterapia)

Primera recaida tras el diagnostico inicial Si/No

Fecha de la recaida

Dia/Mes/Afio

Ultima fecha en la que se tiene constancia Dia/Mes/Afio
de que el paciente esta vivo

Paciente del que no se sabe de su evolucion | Si/No
durante mas de un afio

Paciente fallecido (sea por la causa que sea) | Si/No
Fallecimiento por el melanoma Si/No
Fallecimiento por otras causas Si/No

Fecha de la muerte en el caso de que haya
sido por su melanoma

Dia/Mes/Afio

Fecha de la muerte en el caso de que haya Dia/Mes/Afio
sido por otras causes diferentes a su

melanoma

Edad en que se le extirpé el melanoma Texto libre
Fecha de nacimiento Dia/Mes/Afio
Domicilio Texto libre
Ciudad Texto libre

Lugar de nacimiento

Comunidad Valenciana/
Otra comunidad/ Otro pais/ Sin especificar
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Teléfono Texto libre

Email Texto libre

Peso Texto libre

Altura Texto libre

Profesidn Texto libre

Estudios Ninguno/ Menos de 14 afios/ Hasta 14
afos/ Hasta 16 afios/ Hasta 18 afios/
Estudios medios/ Estudios superiores/
Sin especificar

Fototipo Segun Clasificacion de Fitzpatrick/

Sin especificar

Color del pelo

Negro/ Castafio oscuro/ Castafio
claro/ Rubio/ Pelirrojo/ Sin especificar

Nimero de quemaduras con ampollas o
dolor de al menos 2 dias

Numero

Quemaduras leves

Si/No / Sin especificar

Quemaduras en el area del melanoma

No/ Leves/ Intensas/ No aplicable
(mucosas, ocular)/ Sin especificar

Exposicion solar cronica

Si/No / Sin especificar

Profesidn segln exposicion al sol

No expuesta al sol/ Expuesta al sol/
Sin especificar

Aios de profesién al sol

Numero de afios de exposicién al sol

Exposicion intermitente al sol
(exposicion solar ocio o estival)

Si/No / Sin especificar

Exposicién intermitente

Estival/ Actividades aire libre/
Sin especificar

Rayos UVA

Si/No / Sin especificar

Numero de sesiones de Rayos UVA

Numero aproximado de sesiones

Edad a la que empez6 la exposicion a las
lamparas UVA

Edad en afios/ No procede/
Sin especificar

Numero de cigarrillos al dia

No/ <10/ 10-20/ >20/ Sin especificar

Afos de consumo de tabaco

No procede/ Sin especificar

Menopausia

Si/No / No procede/ Sin especificar

Anticonceptivos

No/ Si, alguna vez pero no en el
diagnostico/ Si, en el momento del
diagnéstico/ No procede/ Sin especificar




Meses transcurridos desde la finalizacién
del uso de anticonceptivos orales y el
diagndstico de melanoma maligno

Numero de meses

Embarazo

No/ En el diagnostico/ Previos/
Posterior/ No procede/ Sin especificar

Embarazos previos

Nuamero

Diagnostico durante el embarazo Si/No
Numero

Embarazos posteriores al diagnéstico

Efélides en la infancia Si/No

Efélides en la cara

Numero, acorde con “Freckling chart
de Vancouver”

Efélides en los brazos

Numero, acorde con “Freckling chart
de Vancouver”

Efélides en el tronco

Numero, acorde con “Freckling chart
de Vancouver”

Lentigos Si/No
Queratosis actinicas Si/No
Léntigos en el area del melanoma Si/No
Aparicién de un segundo tumor Si/No
Tipo de segundo tumor Texto libre
Carcinoma espinocelular previos y tras el Si/No
diagndstico

Carcinoma basocelular previos y tras el Si/No
diagnéstico

Queratosis seborreicas Si/No

Nevus congénito

Ninguno/ Pequefio/ Mediano/
Gigante/ Sin especificar

Nevus melanociticos comunes de mayor
de 2 mm

Numero/ Sin especificar

Patron de nevus

No tiene casi/ Lentiginoso/
Intradérmico/ Mixto: lentiginoso mas
intradérmico/ Sin especificar

Numero de nevus en el area del melanoma Numero
(se considera como area las zonas definidas

por la regla de los 9)

Nevus atipicos Numero
Nevus displasicos segun estudio Numero
histolégico

Melanoma muiltiple Si/No
Numero de melanomas Numero
Numero de familiares afectos con melanoma | Numero

Grado de parentesco del familiar con
melanoma

Segundo grado/ Primer grado/
No procede/ Sin especificar
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Miembro de la familiar primer y segundo
grado con cancer de pancreas

Si/No / Adoptado/ Sin especificar

Miembro de la familia de primer grado con
algun tipo de cancer

Si/No / Adoptado/ Sin especificar

Miembro de la familia segundo grado con
algun tipo de cancer

Si/No / Adoptado/ Sin especificar

Laminilla disponible

Si/No

Bloque disponible

Si/No

Motivo de consulta

Autoexploracion y observacion de
una lesion rara/ Hallazgo exploratorio/
Sintomas (aumento del volumen,
cambio de coloracién, sangrado)/
Deteccién en el programa de
seguimiento de nevus-screening/
Observacion por una tercera persona/
Desconocido

Meses desde que percibio algtin cambio en | Numero
la lesion
Namero Meses desde que el paciente es Numero

consciente
que tiene la lesion

Cambio en el volumen

Si/No / No lo percibio/ Sin especificar

Tiempo desde la percepcion del cambio de
volumen hasta la extirpacién

<1mes/ 1-3 meses/ 4-6 meses/
7-12 meses/ >1 afio/ No lo sabe/
Sin especificar

Sangrado Si/No
Si existe foto clinica en la historia del Si/No
paciente

Localizacion Texto

Localizacion en funcién de la exposicion al
sol

Area oculta al sol siempre/

,{\rea expuesta al sol sélo en verano/
Area expuesta todo el afio/

No procede/ Sin especificar

Localizacion en funcién de la visibilidad por
el paciente

Visible por el paciente/ Visible para
conviviente intimo/ Oculta para
ambos/ No procede

Exéresis Exéresis completa/ Biopsia incisional/
Rebanado/ No procede
Margenes Negativos/ Laterales afectos/

Profundidad afecta/ Laterales y
profundidad afectados/ No procede

Tipo histolégico

LMM/ SMM/ MN/
Oftros-inclasificable/ No procede

Ampliacién del melanoma

Numero

Fase de crecimiento

Horizontal/ Vertical/ No procede




Breslow Numero
Clark Ndmero
Ulceracion Si/No

Reacciodn linfocitaria

Nula/ Escasa o moderada/ Intensa/
No procede/ Sin especificar

Disposicion del infiltrado

Peritumoral/ Intratumoral/
No procede/ Sin especificar

Infiltrado peritumoral

Ausente/ Discontinuo/ Denso/
No procede/ Sin especificar

Satelitosis microscépica Si/No
Numero de mitosis en 1 mm2 Ndmero
Regresion Si/No
Invasion vascular Si/No
Restos de nevus preexistente Si/No

Tipo de lesion previa histologica

No/ Nevus displasico/

Nevus congénito/ Nevus comun/
Nevus azul/ Nevus Spilus/ Otros/
No procede

Invasion perineural

Si/No

Tipo celular

Epiteloide/ Fusiforme/ Nevoide/
Balonizantes/ Atipicos/ Otros/
No procede

Elastosis histologica

Si/No

Elastosis actinica

Ausente/ Leve/ Moderada/ Intensa/
No valorable/ Sin especificar

Ganglio centinela Si/No
Biopsia del ganglio centinela Si/No
Nuamero de ganglios centinelas afectados Numero
Metastasis Si/ No
Tamafio del mayor foco metastasico Numero

Linfadenectomia

No/ Electiva/ Profilactica/ Terapéutica

Territorios de los que se ha hecho la Texto libre
linfadenectomia

Adenopatias palpables Si/No
Ganglios extirpados Numero
Namero de ganglios positivos sin contar Numero

con
el ganglio centinela
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Namero de ganglios con afectacion capsular | Numero
Adenopatias clinicas palpables/detectadas Numero
por imagen locorregionales previas al

ganglio centinela

Estudio PET estadificacion Si/No

Estadio

Melanoma in situ/ Localizado/
Metastasis ganglionares/ Metastasis
sistémicas/ Sin especificar

Realizacion de estudio mutacion BRAF

Si/No/No realizada

Realizacion de estudio mutacion NRAS

Si/No/No realizada

Realizacion de estudio mutacion MC1R

Si/No/No realizada

Realizacion de estudio mutacion TERT

Si/No/No realizada

Realizacion de estudio polimorfismos

Si/No/No realizada




ANEXOS

ANEXO 6: Cuadernillo en papel con la definicion de variables del estudio, su descripcion y su
clasificacion para poder consultarlo durante la evaluacion de los casos.

6.1 Cuaderno primera ronda (ESTUDIO 1)

1) Extensidn Pagetosde
= Indepeindiente de & lo etdn de bema aisdads o en nidos
- Grados:

+ iz Practicamente todas bes melanocitns en la unide
o

= 1; La mayoris de oy melanocios [T5-1000:] on la umidn
dermoepidérmios ¥ sedo slgunos mbs airiba en la

EpldermiL

* 21 Misma proporods de melasocnes en ls unidn
alermaepidérmes gus on evirabin e o,

X M del 50% e evtyston oped bimeicod pof encima de la
unEhn dermioepadiTme.

2) Formachén de nides ) P 1
- Compiiestos por 5 o mis cHake ndepeadientemente de & estin
localizidos en la membrina basal o en eviralos epldirmiros altos,
- Gradas:
+  {: Melanocitns asslados o renemenie furmando pequefios
niidos,
= 1 Menos de 25% de nidon intraephd érmicoy
& 31 25-50% de jox melasacns = nidas
o 1: Min del 50% de kos melanocrton intracpidérmicns en
nlibes

) Pigmentacibn de melanocitos.

At én de melaning en los meks msedidis en escala de &
pumtos yusande objetves de w20 y o8l

La pi tacidn del ctepl A o o de bos nddens,
Quedan exclubdos b melasdfages.

mudxtma en oasbpaler hagar del tamer

- Grados!

&l Ausenibe, incleso § grin samests

L Deihil. Apenas visdhie pedqueo sumento. A gran
aumento, melasscios con pigmento difuso débil o poms
Erdnulag de pigrentn

= I Meslurada, P e visihle s i con
citnplama mds daro gee o nucles tefido de bematoyiling

= 3 |lmtensa. Ficilmente visihie 2 bajo aumento con una

da pigm P i Qs aladel

miichen,

+ 4 Muy intensa. Bl otoplzcma ecti tan pigmentado gue &5
dificl diferencizio del micien,

Pl VT
A TR

4] Patrdm de crecimbente

En aquelles melnomas invasives o= describe o tipo de infiltracdn.
Die lerma que si crece smpuiendo of o sann periliécken de lerma
neslilar 30 considera expuansive ¥ s rvon Jormando Ifattos
espimalados que invaden o tepde sdvanente se conoce coma
indilErative.

Eatig patrones pasdin s=r midos con dislintad proporcione Je

s paitEan,

i Mo hay predominio de singdn patrdn. Presents dreas de patrin
expangive on el 50% de ka superficie def tumor y dreas de
crecimiznts infiltrazive en el 0% de & superficie del tumor.

1: Predeminio del patrén de crecenento expansive. Mis de| 50%
el timvor preients el palid,

2: Predomizio del patrin de crechsients nfflirative. B del 50086
del tunsor presenta este patrén.

-

Expansiva
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CAPITULO 12

PATRON DE CHECIMIENTD EXPANSIVO

PATRON DE CRECIMIENTO INFILTILATIVO

epidérmicn
Elcortorne de la epidermis correspondiente o |l zona de
crecimiento radial del tamer comparads con la de la piel adyacente
normal.

Tipes segiin predomisio:

- Ik Atrofia, L]
de |as cretas epldérmicas.

- 1- Aded h iberanis sibinaraits e Son &b i
parcial de Las crestas e pidénmies

- & Normal, parechda a la epidermis adyacente

- XZE con. delas

crestas epidérmicas hasta 2 e grosor de 1a epidermis

ia muis de 7 el grosor de la

T o

- 5 Ma hay prodemini de pisgin ssbips, 5 inssal dai sublipos
istrilswides o 0%

6] Dilimitsiin Lateral

Evaluacidm de ka xona de transicién de b parckén de crecmiesto
intraepidérmice ded melancma coo ia phed sermal en la periferia. B
dres con la transicidn gradisl mis rearceds sre b que s media on tres
Erados.

Grados

- [ Descontinea, dreas de epidermes normal alternanda con nides
di tmar,

- 1:Gradual pero BT P! del nimero de
melanocites, siends dificl, deteciar & amsicitn ded tumor, &n
undrea de [ o T crestas epidirmices o 0. 1mm.

- Abrupta, transicitn brusca de piel normal a temoral.
Ricllneente detectable en 1 o 2 onestos epadérmicas o 0.1 mm

7) Elastosis solar
Presencia de fibess elisticas [HEE, 10x-20x) on baa drexs do plel
saia e boren & melanema.




ANEXOS

Gradics:

- 0 Ausenci de fibras eldoticas

« 1 et v it e ik e L ot
hates de eobigen,

- 2; Moderada. Fibeas eliaticas despersas peso en cong) 4
s que de forma indnedel

- 3 Marcada Fibras elistsc en depdanca smorfos de culor gris-
srulada con pérdida de b eeerecnars fbrilar

W) Tigios slastosis CS0; srpis Land MT (Science 2006)
ehromic sun indueed damoge). De este modo s simplilic o
sistema de chsificacdn de bos 11 gradoes en 2 grapos.

I Bon-cail: Ausencia de slestonis o elasiosls de secis 8
lerada Filiras ainlailss ¥ pocas formanda
conglomeradas.

P
a
t:ﬂmz&;.ﬂ-’ﬂtla 3+ Mayor densidad de

wepiigited di Mbras eldstice formande conglamerados inchasn
masas amarfas.

4) Tamafio y forma de ke ol

Evaluacian del tamafo ¥ merfelogia an la porckin mds celular del

tumor con uma beote de I0x

* Tamafin de [a celakaridad predominunte:
- 1: pequefia, mener a8 pm
=2 mediana, entre 8 y 10 g

« 3 grands, mds de 10 jm

= I redondeada, didmetro lngs ¥ oo simdlar.
- 1 avnide, Larg wpr 13 mayor gque el
Curio.

= 2= elangada, didmetrs rgs de 173 3 12 veces mayoer que &l
orin.
- ¥ Tugilorma, didmstrs bargs o veces mayer que ol (ofs

-km&mﬁ—*#dmhﬁdpﬂ
datr ol 50%

10) Ulceraciin
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CAPITULO 12

Pérdida de b el oom i

[Abrifi seutrifilos, ) ¥ sdelgaiamisnto, splanamietio o
hiperplasia de la epidermis sdyacente,

SELANCMA  POLIFDIE

13) Regresién

e dufine como aqueils carsceristica por i cusl de Torma

espontines la porcién dérmica d= melanoma dismizuye o
&5 sustitaida progrecvaments porun Sroma

fibrodu, din melanecilos tamersles o escased. pero (on

mvekin(fageos, Enfocing ¢ vases peoformados

=0 No regresidn

= 1: Regresitn menor o S0%

- &: Regresidn mayoe al 500

13) Mecrosis
= 0 Ausencia
- 1: Presencia

NECROSIS

15) 4 alisis o patres discshesive
- 0: Ansencia
- 1: Presencia

ACANTOLISIS




6.2 Cuadernillo segunda ronda (ESTUDIO 1)

1] Estenslén Pagrtaide
- Independiente de si bn estin de forma aistsda o =n nidos

& 0z Prac embe tmadog
d La de low

=n la upson
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ANEXOS
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4] Bintribucion del pignenis

o} FockL
1) FOCAL Menos de 20%:
I) Mas del 20%

!}P-rﬁdenuhm
aa | o deacribe el tpa do infiltraciin
Sﬂlﬂ EN AQUELLOS CON FASE DE CRECIMIENTO VERTICAL.
PANDRAMICA O PEQUERO AUMENTO. Dr Sorma qier 6 crece
empuajando & tejade :mes penfdnce de formae sedalar s= considera
¥ 8 CreTR trartem que invaden el
I.:{.liuad#ml:zum:_nﬂ:m

O Prednmanin dal patrén de crecimsento expaneve Mg del 509
del tumor presenis esie paordn.
1 Prod el patria de

del ramer presenta este patrdn.

enfiltrative, Miydel G0

i

Expansivo

Infiltra
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Patréin de crecimisntn expancive
&) Grunr epldérmicn

Bl cantarne dd ks sudermb i 1 do raatiaad dil

[ _ e

Tl segien [ esbseriin

= T b ol i G i
A e i dslgieds pavri o
it i pareial di ks crese gy s
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- % Eng p L i
wpidrmicey hasig nl
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B)Ulceracion

o A A leta de L et P ity
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= I Redonda u svide: redondesds, didmrtro large ¥ corto hiperplasio die 12 rpidermn sfyaomte

similar fovoide, demetre large aprommadamente 1/3 mayor que =l Awsencia de wloeracken

ol enrtn. « 1: Prosentis de ulorrschin

= |: Elomgada o fesiforme sloagada didmetro largo de 1/3 axi

vetrL ol enrts Mhendorme, dldmeiim al weeri e ulerracidn

s i sty R e ——
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distribuides al 509 = I infiltrativa

10) Regresidn

£z define como aquelia caracsrisnie por la cual de ferma
empontinea s percidn diveics del melannme disminuye o
desaparece, y Thurkd: z por un estroma
filrown, win melanusitos teses abe 5 P4 asos prro con
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CAPITULO 12

6.3 Cuadernillo ESTUDIO 2

1) Extemsion Pugetabds
- m‘uhﬁhm&“m cei fides

& 0. Procecamente i ket melann il en la uniis

La de b 75
100 9 i Loniden, dhenmmsspiabbyrbin ¥ monns dul 25
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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)

Extension Pagetoide 0 1

Nidos intraepidérmicos 0 1

Pigmentacion de los 0 1 2
melanocitos

Patron de crecimiento 0 1

Contorno epidérmico 0 1 2

Delimitacion Lateral 0 1

Elastosis solar 0 1

Tipo de elastosis 0

Morfologia celular 0 1 2

Ulceracion 0

Tipo de ulceracion 0 1

Morfologia polipoide 0

Regresion 0 1

Necrosis 0

Pseudoacantolisis 0

Pleocitosis 0

7.2 Hoja de recogida de datos segunda ronda (ESTUDIO 1)

Extensidn pagetoide 0
Nidos intraepidérmicos 0
Pigmentacion de los 0
melanocitos
Distribucidn del pigmento 0
Patrén de crecimiento 0
Contorno epidérmico 0
Morfologia celular 0
Ulceracion 0
Tipo de ulceracion 0
Regresion 0
Necrosis 0
Pseudoacantolisis 0




7.3 Hoja de recogida de datos ESTUDIO 2

melanocitos

Extension pagetoide 0 (<25%) 1(>25%)
Nidos intraepidérmicos 0 (< 25%) 1 (>25%)
Pigmentacion de los 0 (Ausente o minima) 1 (Moderada) 2 (Intensa)

(Pero mas claro que el nucleo)

(Igual o mas intenso que el nucleo)

Distribucion del pigmento 0 (Ausente)

1 (Focal, £ 20%)

2 (Extenso, >20%)

Patron de crecimiento 0 (Sin predominio)

1 (Predominio exp)

2 (Predominio infilt)

Grosor epidérmico 0 (Atrofia o adelgazado)

1 (Normal)

2 (Engrosado o hiperplasico)

Elastosis solar 0 (Ausente) ‘ 1 (Escasa)

2 (Moderada) 3 (Marcada)

Tipo de elastosis 0 (Non-CSD; ausencia o escasa)

1 (CSD; acusada)

Morfologia celular 0 (Redondeada, ovoide)

1 (Elongada o fusiforme) ‘

2 (Sin predominio)

Ulceracion 0 (Ausencia)

1 (Presencia)

Tipo de ulceracion 0 (Ausente) ‘

1 (Expansiva)

‘ 2 (Infiltrativa)

Morfologia polipoide 0 (Ausente)

1 (Presente)

Regresion 0 (Ausente) ‘

1 (Menor al 50%)

‘ 2 (mayor al 50%)

Pseudoacantdlisis 0 (Ausente)

1(Presente)

ANEXO 8: Graficos de distribucion normal de las variables cuantitativas continuas forma
celular (cociente de diAmetro menor y mayor) y superficie celular.
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ANEXO 6: Tablas con los resultados del estudio 2. Analisis de distribucion de variables y
estudio univariado.

9.1 Diferencias en la distribucion de variables segtn la presencia o ausencia de mutaciones en el

promotor de TERT
Variable Total pTERT+ pTERT- p
N % N % N %
Extension pagetoide 0| ,092
No 154 1458 | 75 | 51,0 79 | 418
Si 182 | 54,2 | 72 | 49,0 | 110 | 58,2
Nidos 0,003
No 132 | 39 71 | 48,3 | 61 | 32,4
Si 203 | 60,6 | 76 | 51,7 | 127 | 67,6
Pigmentacidn intensa 0.003
No 8 |255| 49 [33,3| 37 | 19,5
Si 2511745 | 98 | 66,7 | 153 | 80,5
Distribucién del pigmento 0,004
Ausente 68 |20,3 | 41 (28,1 | 27 | 14,3
Focal 64 |19,1| 29 |199| 35 | 18,5
Extensa 203 | 60,6 | 76 | 52,1 | 127 | 67,2
Patrén de crecimiento 0,014
Expansivo 91 | 33,6 | 51 (40,8 | 40 | 27,4
Infiltrativo 180 | 66,4 | 74 | 59,2 | 106 | 72,6
Morfologia celular 0,364
Redonda/ovoide 317 | 94,3 | 136 | 93,2 | 181 | 95,3
Alargada/fusiforme 13 | 3,9 8 5,5 5 2,6
No hay predominio 6 1,8 2 1,4 4 2,1
Ulceracion 0,001
No 245 | 749 | 96 | 66,2 | 149 | 81,9
Si 82 |251| 49 (338 | 33 |18,1
Regresion 0,737
Ausente 309 (92,2 | 133 | 91,7 | 176 | 92,6
Menor a 50% 14 4,2 6 4,1 8 4,2
Mayor a 50% 12 3,6 6 4,1 6 3,2
Elastosis 0,033
No CSD 304 | 91,3 | 129 | 87,8 | 175 | 94,1
CSD 29 8,7 18 (12,2 11 5,9
Elastosis 3 cat 0,006
Ausencia 200 | 60,2 | 77 |52,4| 123 | 66,1
No CSD 107 | 32,1 | 52 | 354 | 55 | 29,6
CSD 26 7,8 18 | 12,2 8 4,3
Acantolisis 0,036
No 279 | 82,8 | 115 | 78,2 | 164 | 86,3
Si 58 |17,2 | 32 |21,8 | 26 | 13,7
Polipoide 0,001
No 299 | 90,1 | 120 | 83,9 | 179 | 94,7
Si 33 9,9 23 | 16,1 | 10 5,3
Tipo histoldgico <0,001
LMM 18 | 53 9 6,1 9 4,6
MES 190 | 55,6 | 74 | 50,0 | 116 | 59,8
MN 97 | 28,4 | 57 |385| 40 | 20,6
MLA 27 7,9 0 0,0 27 | 13,9
Otros sin clasificar 10 | 2,9 8 5,4 2 1,0
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Breslow <0,001
X2 mm 200 | 58,5 | 67 | 453 | 133 | 68,6
>2 mm 142 | 41,5| 81 |54,7| 61 |314
Nevus previo 0,311
No 264 | 77,6 | 118 | 80,3 | 146 | 75,6
Si 76 22,4 29 | 19,7 | 47 | 24,4
Infiltrado linfocit. intratumoral 0,103
No 142 (44,0 | 55 [39,3| 87 |47,5
“Non-brisk” 172 | 53,3 | 83 [59,3| 89 | 48,6
“Brisk” 9 2,8 2 1,4 7 3,8
Tasa mitosis <0,001
0 mit/mm? 78 | 23,6 | 21 |14,6 | 57 | 30,5
1-5 mit/mm?2 297 | 59,5| 80 |55,6 | 117 | 62,6
>5 mit/mm?2 56 | 16,9 | 43 | 299 | 13 | 7,0
Satelitosis microscépica 0,271
No 324 | 95,3 | 137 | 93,8 | 187 | 96,4
Si 16 | 4,7 9 6,2 7 3,6
Invasion vascular 0,064
No 332 | 97,6 | 140 | 95,9 | 192 | 99,0
Si 8 2,4 6 4,1 2 1,0
Invasién perineural 0,792
No 334 | 98,8 | 145 | 98,6 | 189 | 99,0
Si 4 1,2 2 1,4 2 1,0

9.2 Diferencias en la distribucion de variables segun el perfil mutacional de BRAF y pTERT

Variable Total BRAF-/pTERT- | BRAF+/pTERT- | BRAF+/pTERT- BRAF+/pTERT+ P
N % N % N % N N %
Ext pagetoide 0,320
No 146 | 45,5 | 55 43,0 18 37,5 38 53,5 35 47,3
Si 175 | 54,5| 73 | 57,0 30 62,5 33 36,5 39 52,7
Nidos 0,170
No 125 | 39,1 | 38 | 29,9 18 37,5 37 52,1 32 43,2
Si 195 | 60,9 | 89 70,1 30 62,5 34 47,9 42 56,8
Pigmentacion Intensa 0,008
No 74 | 27,4 18 22,2 11 18,3 17 48,6 28 29,8
Si 196 | 72,6 | 63 77,8 49 81,7 18 51,4 66 70,2
Distribucién del 0,040
pigmento
Ausente 66 20,6 | 21 16,4 5 10,4 24 33,8 16 21,9
Focal 63 19,7 | 23 18,0 11 22,9 13 18,3 16 21,9
Extenso 191 [ 59,7 | 84 65,6 32 66,7 34 47,9 41 56,2
Patrén de crecimiento 0,003
Expansivo 86 |33,1| 24 | 25,0 12 29,3 30 53,6 20 29,9
Infiltrativo 174 [ 66,9 | 72 75,0 29 70,7 26 46,4 47 70,1
Contorno epidérmico 0,004
Atrofia/adelgazado 13 51 3 3,0 2 4,80 3 5,80 5 7,8
Normal 94 | 36,6 | 49 49,5 13 31,0 21 40,4 11 17,2
Aumentado 150 | 58,4 | 47 | 47,5 27 64,3 28 53,8 48 75,0
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Morfologia celular 0,484
Redonda/ovoide 303 (94,4122 | 94,6 47 97,9 64 91,4 70 94,6
Alargada/fusiforme 12 3,7 3 2,3 1 2,1 5 7,1 3 4,1
No hay predominio 6 1,9 4 3,1 0 0,0 1 1,4 1 1,4

Ulceracion <0,001
No 234 | 74,8 | 101 | 82,1 38 80,9 55 78,6 40 54,8
Si 79 25,2 | 22 17,9 9 19,1 15 21,4 33 45,2

Tipo ulceracion 0,004
No 233 | 76,1 | 101 | 83,5 38 82,6 54 78,3 40 57,1
Expansiva 33 10,8 | 9 7,4 4 8,7 6 8,7 14 20,0
Infiltrativa 40 13,1 | 11 91 4 8,7 9 13 16 22,9

Regresion 0,899
Ausente 294 | 91,9 | 117 | 90,7 46 95,8 63 90 68 93,2
Menor a 50% 14 4,4 7 5,4 1 2,1 4 5,7 2 2,7
Mayor a 50% 12 3,8 5 3,9 1 2,1 3 4,3 3 4,1

Elastosis <0,001
No CSD 270 | 91,2 | 108 | 94,7 43 95,6 50 75,8 69 97,2
CSD 26 8,8 6 5,3 2 4,4 16 24,2 2 2,8

Elastosis 3 cat 0,020
Ausencia 164 | 60,7 | 52 65 41 67,2 15 42,9 56 59,6
No CSD 89 33 | 26 | 32,5 17 27,9 12 34,3 34 36,2
CSD 17 6,3 2 2,5 3 4,9 8 22,9 4 4,3

Pseudoacantdlisis 0.099
No 266 | 82,6 | 111 86 41 85,4 60 84,5 54 73
Si 56 17,4 | 18 14,0 7 14,6 11 15,5 20 27

Polipoide <0,001
No 283 | 89,6 | 123 | 96,9 42 87,5 63 91,3 55 76,4
Si 33 10,4 4 3,1 6 12,5 6 8,7 17 23,6

Tipo histoldgico <0,001
LMM 16 4,9 6 4,6 1 2 7 9,7 2 2,7
MES 183 | 56,1 | 79 60,8 30 60 36 50 38 51,4
MN 91 27,9 | 21 16,2 15 30 24 33,3 31 41,9
MLA 26 8,0 22 16,9 4 8 0 0,0 0 0
Otros sin clasificar 10 3,1 2 1,5 0 0 5 6,9 3 4,1

Breslow <0,001
<2mm 192 | 58,9 | 92 70,8 33 66 35 48,6 32 43,2
>2 mm 134 | 41,1 | 38 29,2 17 34 37 51,4 42 56,8

Nevus previo 0,332
No 253 | 78,1 | 99 76,7 38 76,2 61 85,9 55 74,3
Si 71 21,9 | 30 23,3 12 24,0 10 14,1 19 25,7

Infiltrado linfocitico 0,197

intratumoral
No 136 | 43,7| 59 | 476 | 22 | 458 | 33 | 478 | 22 31,4
“Non-brisk” 167 | 53,7 | 60 | 484 | 25 | 52,1 | 36 | 52,2 | 46 65,7
“Brisk” 8 | 26| 5 | 40 1 2,1 0 0 2 2,9

Tasa mitosis <0,001
0 mit/mm? 73 23 45 36 7 14,3 17 24,3 4 5,5
1-5 mit/mm?2 189 | 59,6 | 72 | 57,6 38 77,6 36 51,4 43 58,9
>5 mit/mm?2 55 17,4 8 6,4 4 8,2 17 24,3 26 35,6
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Satelitosis 0,403
microscopica 310 | 95,4 | 126 | 96,9 48 96 69 95,8 67 91,8
No 15 4,6 4 3,1 2 4 3 4,2 6 8,2
Si
Invasion vascular 0,210
No 317 | 97,5| 128 | 98,5 50 100 70 97,2 69 94,5
Si 8 2,5 2 1,5 0 0 2 2,8 4 5,5
Invasion perineural 0,859
No 319 | 98,8 | 126 | 98,4 50 100 71 98,6 72 98,6
Si 4 1,2 2 1,6 0 0 1 1,4 1 1,4

9.3 Regresion logistica univariada de la asociacion de las variables de estudio con la presencia o

ausencia de mutaciones en el promotor de TERT

Variable OR | IC95% OR | P
Extensidn pagetoide 0,104
No Ref. | Ref.
Si 0,7 |0,5-1,1
Nidos 0,004
No Ref. | Ref.
Si 0,5 | 0,3-0,8
Pigmentacion 0,004
No Ref. | Ref.
Si 0,5 | 0,3-0,8
Distribucion del pigmento (0,007)
Ausente Ref. | Ref.
Focal 0,6 [0,3-1,1 0,105
Extenso 0,4 |0,2-0,7 0,002
Patrén de crecimiento 0,020
Expansivo Ref. | Ref.
Infiltrativo 0,6 |0,3-0,9
Morfologia celular (0,375)
Redonda/ovoide Ref. | Ref.
Alargada/fusiforme 2,1 |0,7-6,7 0,190
No hay predominio 0,7 | 0,1-3,7 0,645
Ulceracion 0,001
No Ref. | Ref.
Si 2,3 |1,4-39
Regresion (0,889)
Ausente Ref. | Ref.
Menor a 50% 1,0 | 0,3-3,0 0,997
Mayor a 50% 1,3 | 0,4-4,2 0,627
Elastosis 0,05
No CSD Ref. | Ref.
CSD 2,2 11,049
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Elastosis 3 cat

(0,009)

Ausencia Ref. | Ref.
No CSD 1,5 | 0,9-2,4 0,088
CsD 3,6 | 1,5-8,7 0,004
Acantolisis 0,05
No Ref. | Ref.
Si 1,8 | 1,031
Polipoide 0,002
No Ref. | Ref.
Si 3,4 | 1,6-7,5
Tipo histoldgico (0,008)
LMM Ref. | Ref.
MES 0,6 |0,2-1,7 0,363
MN 1,4 |0,5-3,9 0,491
MLA NC | NC 0,998
Otros sin clasificar 4,0 | 0,7-24,3 0,132
Breslow <0,001
<2 mm Ref. | Ref.
>2 mm 2,6 |1,714,1
Nevus previo 0,311
No Ref. | Ref.
Si 0,8 | 0,5-1,3
Infilt. Linfoc. intratumoral (0,110)
No Ref. | Ref.
“Non-brisk” 1,5 [ 0,9-2,3 0,091
“Brisk” 0,5 | 0,1-2,3 0,333
Tasa mitosis (<0,001)
0 mit/mm? Ref. | Ref.
1-5 mit/mm?2 1,9 |1,0-33 0,035
>5 mit/mm?2 9,0 | 4,1-19,9 <0,001
Satelitosis microscdpica 0,276
No Ref. | Ref.
Si 1,8 | 0,6-4,8
Invasion vascular 0,086
No Ref. | Ref.
Si 4,1 | 0,8-20,7
Invasion perineural 0,792
No Ref. | Ref.
Si 1,3 |0,2-9,4




9.4 Regresion logistica multinomial univariada

Variable BRAF TERT BRAF+TERT
OR 1C 95% OR P OR 1C 95% OR P OR 1C 95% OR P

Ext paget.

No Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref

Si 1,3 0,7-2,5 0,512 | 0,7 0,4-1,2 0,154 0,8 0,5-1,5 0,551
Nidos

No Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.

Si 0,7 0,4-1,4 0,339 | 0,4 0,2-0,7 0,002 0,6 0,3-1,2 0,057
Pigmentacion Intensa

No Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.

Si 0,9 0,4-2,1 0,817 | 2,6 1,4-4,9 0,004 1,5 0,7-2,8 0,274
Distribucidon del pigmento

Ausente Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.

Focal 2,0 0,6-6,8 0,259 | 0,5 0,2-1,2 0,124 0,9 0,4-2,3 0,845

Extensa 1,6 0,6-4,6 0,383 | 0,4 0,2-0,7 0,004 0,6 0,3-1,4 0,245
Patrén crecimiento

Infiltrativo Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.

Expansivo 1,2 0,6-2,8 0,604 | 3,4 1,7-7,0 0,001 1,2 0,6-2,6 0,493
Morfologia celular

Redonda/ovoide Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.

Alargada/fusiforme 0,9 0,1-8,5 0,901 | 3,2 0,7-13,7 0,121 1,7 0,3-8,9 0,503

No hay predominio NC NC NC 0,5 0,1-4,4 0,511 0,4 0,1-4,0 0,461
Ulceracién

No Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.

Si 1,1 0,5-2,6 0,849 | 1,3 0,6-2,6 0,548 3,8 2,0-7,3 <0,001
Regresion

Ausente Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.

Menor a 50% 0,4 0,0-3,0 0,350 | 1,1 0,3-3,8 0,927 0,5 0,1-2,4 0,384

Mayor a 50% 0,5 0,1-4,5 0,542 | 1,1 0,3-4,8 0,885 1,0 0,2-4,5 0,966
Elastosis

No CSD Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.

CSD 0,7 0,2-3,7 0,713 | 5,0 1,9-12,7 0,001 0,5 0,1-2,3 0,358
Elastosis 3 cat

Ausencia Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.

No CSD 0,8 0,4-1,7 0,503 | 2,0 1,0-3,8 0,044 1,2 0,7-2,3 0,502

CSD 1,0 0,2-5,3 0,978 | 9,2 3,1-27,2 <0,001 | 0,7 0,1-3,9 0,703
Acantdlisis

No Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.

Si 1,1 0,4-2,7 0,915 | 1,1 0,5-2,6 0,767 2,3 1,1-4,7 0,024
Polipoide

No Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.

Si 4,4 1,2-16,3 0,027 | 2,9 0,8-10,8 0,106 9,5 3,1-29,6 <0,001
Tipo histoldgico

LMM Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.

MES 1,1 0,1-11,2 0,943 | NC NC NC NC NC NC

MN 4,3 0,5-39,4 0,199 | 1,0 0,3-3,4 0,974 4,4 0,8-24,1 0,085

MLA 2,3 0,3-19,7 0,455 | 0,4 0,1-1,3 0,112 1,4 0,3-7,5 0,662

Otros sin clasificar NC NC NC 2,1 0,3-15,4 0,448 4,5 0,4-49,6 0.219
Breslow

<2mm Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.

>2 mm 1,2 0,6-2,5 0,534 | 2,6 1,4-4,7 0,002 3,2 1,8-5,8 <0,001
Nevus previo

No Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.

Si 1,0 0,5-2,2 0,916 | 0,5 0,3-1,2 0,124 1,1 0,6-2,2 0,698
Infilt. Linfoc. intratumoral

No Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.

“Non-brisk” 1,1 0,6-2,2 0,748 | 1,1 0,6-2,0 0,817 2,1 1,1-3,8 0,023

“Brisk” 0,5 0,1-4,9 0,579 | NC NC NC 1,1 0,2-5,9 0,936
Tasa mitosis

0 mit/mm? Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.

1-5 mit/mm2 3,3 1,4-8,3 0,007 | 1,3 0,7-2,6 0,424 6,7 2,3-20,0 0,001

>5 mit/mm2 3,2 0,8-13,6 0,112 | 5,6 2,1-15,4 0,001 36,6 10,0-133,3 | <0,001
Satelitosis microscopica

No Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.

Si 1,3 0,2-7,4 0,758 | 1,4 0,3-6,3 0,686 2,8 0,8-10,3 0,118
Invasién vascular

No Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.

Si NC NC NC 1,8 0,3-13,3 0,551 3,7 0,7-20,1 0,136
Invasion perineural

No Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.

Si NC NC NC 0,9 0,1-10,0 0,923 0,9 0,1-9,8 0,914 161
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Tabla morfologia y area celular cuantitativa segiin presencia o ausencia de mutacion en pTERT

pTERT+ pTERT- p
Morfologia celular (cuantitativa) 0,783
N (%) 147 (43,4) 192 (56,6)
X 0,64 0,62
Area celular 0,043
N (%) 147 (43,4) 192 (56,6)
X 319,15 296,37

Tabla morfologia y area celular segtin perfil mutacional segiin las combinaciones entre pTERT y

BRAF
TOTAL BRAF-/pTERT- | BRAF+/pTERT- | BRAF-/TERT+ | BRAF+/TERT+ p
Morfologia celular (cuantitativa) 0,093
N (%) 323 (100) 130 (38,4) 48 (14,2) 71 (22,0) 74 (21,8)
X 0,63 0,62 0,62 0,62 0,66
Area celular 0,045
N (%) 323(100) | 130(38,4) 48 (14,2) 71 (22,0) 74 (21,8)
X 308,49 296,82 304,52 292,42 346,98
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