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RESUMEN

El melanoma cutaneo es una neoplasia maligna de incidencia creciente y
mal prondstico. Se han identificado mutaciones genéticas que afectan BAP1,
enzima deubiquitinasa (DUB) de multiples funciones y a la cual se le atribuye
funcion supresora tumoral. La ausencia de su expresion nuclear (BAP1n) se
observa en neoplasias esporadicas y aquellas desarrolladas en el sindrome
hereditario de predisposicion al cancer BAP1. En melanoma uveal, frecuente en
este sindrome, y otros canceres, la negatividad de BAP1n se asocia a mal
prondstico, pero en el melanoma cutaneo esporadico esto no se ha determinado,
y algunos trabajos seflalan una asociacion contraria. Ademas, hay
observaciones recientes sobre la existencia de un patron de BAP1 citoplasmatico
(BAP1c) perinuclear focal (PN), atribuido a un plegamiento anémalo de la
proteina de tipo amiloide, con prondstico incierto y del cual se hipotetiza que
podria favorecer la oncogénesis. La identificacion de nuevos biomarcadores
tisulares, prondsticos y predictivos, en esta neoplasia agresiva cuyas terapias en
estadios avanzados aun no demuestran un efecto sostenido a largo plazo, es
importante, y las enzimas DUB representan blancos potencialmente atractivos
para terapias oncoldgicas dirigidas. Nuestro objetivo fue analizar los patrones de
expresion de BAP1 en el melanoma cutaneo primario, en relacion a variables

clinico-patoldgicas de valor prondstico y al indice de proliferacion celular.

En este estudio, se examinaron retrospectivamente 116 biopsias de
melanomas cutaneos primarios, del servicio de Patologia del Hospital Nacional
de Clinicas, Cordoba. Los tejidos se fijaron en formol e incluyeron en parafina.
Se estudiaron variables clinicas e histopatolégicas, y por técnica de
inmunohistoquimica (IHQ), se estudio el indice de proliferacion celular (% de Ki-
67) y los patrones de BAP1ny BAP1c. El analisis estadistico se realizé mediante
pruebas de Chi-cuadrado y Fischer para variables categoéricas, test de Kruskal-
Wallis y correlacion de Pearson para variables continuas (Ki-67, mitosis, Breslow
y BAP1n), y modelos de regresion logistica para estudiar las relaciones con

parametros de mal prondstico (diseminacion tumoral regional, Ki-67 elevado y
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ulceracion) y citomorfologia epiteloide. La variabilidad interobservador se evalud

con el estadistico Kappa de Cohen y test t para dos muestras.

Del total de melanomas, 46% correspondieron a variante extensivo
superficial, 26% a nodular, 15% a acrolentiginoso y 13% a lentigo maligno. El
47% presentd BAP1n bajo (<33%) y 30% BAPlc PN. Ambos pardmetros se
asociaron significativamente (p<0,05) a variante nodular, ausencia de nevus,
fase de crecimiento vertical, Breslow >1 mm, niveles de Clark IV-V, presencia de
ulceracién, citomorfologia epiteloide, Ki-67 elevado (220%) y entre ambos
patrones la relacion fue significativa (p<0,0001). BAP1c PN ademas se asoci6 a
invasion vascular (p=0,0076). En modelos de regresion logistica, la presencia de
diseminacién tumoral regional se asocio significativamente con incremento de
Breslow (OR 1,30; IC 1,03-1,64), localizacién en tronco (OR 17,69; IC 1,29-
242,28) y aumento de Ki-67 (OR 1,07; IC 1,02-1,12), y la ulceracion tuvo
tendencia a ser significativa (p=0,0540). BAP1c PN mostro relacién significativa
con Ki-67 elevado (220%) (OR 4,58; IC 1,38-15,25) y BAP1n bajo con
citomorfologia epiteloide (OR 0,91; IC 0,88-0,94). Ambos patrones tuvieron
relacion significativa con presencia de ulceracién (OR 3,96; IC 1,06-14,80; y OR
0,98; IC 0,96-1, respectivamente). La correlacién entre BAP1n y Ki-67 fue inversa

con tendencia a ser significativa (r=-0,1613, p=0,08).

En conclusion, la deteccion por IHQ de BAP1n bajo y BAP1c PN se asocio
de forma significativa a parametros predictivos de prondstico adverso, como
mayor espesor de Breslow, nivel de Clark, ulceracion, variante nodular y Ki-67
220%. No se observo relacidn significativa con mayor probabilidad de presentar
metastasis regional al diagnoéstico inicial, a diferencia de Breslow, localizacion en
tronco y ulceracion. Las asociaciones encontradas en nuestro estudio apoyarian,
al menos en un nivel morfolégico, el rol supresor tumoral de BAP1 en el
melanoma cutaneo primario, y la alta representacion de BAP1c PN en variante
nodular la apoyaria como entidad biologicamente distinta. No obstante, su valor
como biomarcador tisular pronostico y predictivo independiente y el significado
de BAPlc PN en esta neoplasia necesita de estudios adicionales para
establecerse.
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SUMMARY

Cutaneous melanoma is a malignant neoplasm of increasing incidence and
poor prognosis. Genetic mutations affecting BAP1 have been identified, which is
a deubiquitinase enzyme (DUB) with multiple functions and to which a tumor
suppressor function is attributed. The absence of its nuclear expression (BAP1n)
is observed in sporadic neoplasms and those developed in the hereditary
syndrome of predisposition to cancer BAP1. In uveal melanoma, common in this
syndrome, and other cancers, BAP1n negativity is associated with a poor
prognosis, but in sporadic cutaneous melanoma this has not been determined,
and some studies indicate an opposite association. In addition, there are recent
observations on the existence of a focal perinuclear (PN) cytoplasmic BAP1
(BAP1c) pattern, attributed to an abnormal amyloid-like folding of the protein, with
an uncertain prognosis and which it is hypothesized that it could favor
oncogenesis. The identification of new prognostic and predictive tissue
biomarkers in this aggressive neoplasm whose therapies in advanced stages do
not yet demonstrate a sustained long-term effect, is important, and DUB enzymes
represent potentially attractive targets for targeted cancer therapies. Our aim was
to analyze the expression patterns of BAP1 in primary cutaneous melanoma, in
relation to clinicopathological variables of prognostic value and the cell

proliferation index.

In this study, 116 biopsies of primary cutaneous melanomas were
retrospectively examined, from the Pathology service of the Hospital Nacional de
Clinicas, Cordoba. The tissues were fixed in formalin and embedded in paraffin.
Clinical and histopathological variables were studied, and by
immunohistochemical technique, the cell proliferation index (% of Ki-67) and the
patterns of BAP1n and BAP1c were studied. Statistical analysis was performed
using Chi-square and Fischer tests for categorical variables, Kruskal-Wallis test
and Pearson's correlation for continuous variables (Ki-67, mitosis, Breslow and
BAP1n), and logistic regression models to study the relationships of variables
with poor prognostic parameters (regional tumor spread, elevated Ki-67 and
ulceration) and epithelioid cytomorphology. The interobserver variability was

evaluated with Cohen's Kappa statistic and t-test for two samples.
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Of the total melanomas, 46% corresponded to superficial spreading variant,
26% to nodular, 15% to acrolentiginous and 13% to malignant lentigo. 47%
presented low BAP1n (<33%) and 30% BAPlc PN. Both parameters were
significantly associated with nodular variant, absence of nevus, vertical growth
phase, Breslow> 1 mm, Clark IV-V levels, presence of ulceration, epithelioid
cytomorphology, elevated Ki-67 (220%) and between both patterns the
relationship was significant (p <0.0001). BAP1c PN was also associated with
vascular invasion (p = 0.0076). In logistic regression models, the presence of
regional tumor spread was significantly associated with increase of Breslow (OR
1.30; CI 1.03-1.64), localization in the trunk (OR 17.69; Cl 1.29-242.28) and
increase of Ki-67 (OR 1.07; Cl 1.02-1.12), and ulceration tended to be significant
(p = 0.0540). BAP1c PN showed a significant relationship with elevated Ki-67 (=
20%) (OR 4.58; CI 1.38-15.25) and low BAP1n with epithelioid cytomorphology
(OR 0.91; CI 0.88-0.94). Both patterns had a significant relationship with the
presence of ulceration (OR 3.96; CI 1.06-14.80; and OR 0.98; CI 0.96-1,
respectively). The correlation between BAP1n and Ki-67 was inverse with a
tendency to be significant (r = -0.1613, p = 0.08).

In conclusion, the detection by IHC of low BAP1n and BAP1c PN was
significantly associated with predictive parameters of adverse prognosis, such as
greater Breslow thickness, Clark level, ulceration, nodular variant and Ki-67
220%. There is no significant relationship with a greater probability of presenting
regional metastasis at initial diagnosis, unlike Breslow, localization in the trunk
and ulceration. The associations found in our study would support, at least on a
morphological level, the tumor suppressive role of BAPL1 in primary cutaneous
melanoma, and the high representation of BAP1c PN in nodular variant would
support it as a biologically distinct entity. However, its value as an independent
prognostic and predictive tissue biomarker and the significance of BAP1c PN in

this neoplasm requires further studies to be established.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1. El melanoma cutaneo. Generalidades, epidemiologia y clinica

El melanoma es una neoplasia maligna originada de los melanocitos, y es
uno de los canceres mas letales, dando cuenta del 73% de las muertes
relacionadas con cancer de piel. Su incidencia se ha incrementado en las uUltimas
décadas y constituye el 1,6% de los canceres, excluyendo el cancer cutaneo no
melanoma, sobre todo en poblaciones blancas de paises industrializados (1).
Puede presentarse en cualquier tejido al cual hayan migrado células derivadas
de la cresta neural, siendo mas frecuente en la piel y con menor frecuencia en
localizaciones extracutaneas, principalmente ojo (coroides, cuerpo ciliar, iris y
conjuntiva) y mucosas (cavidad nasal, senos, orofaringe y mucosas anorrectal,
vulvar y vaginal) (2). Se han descrito ademéas casos aislados en: esoéfago,
estdbmago, intestino, vesicula y via biliar, via respiratoria, pulmon, vejiga, uretra,
cérvix (2), y en sistema nervioso central, donde deriva de melanocitos de las
leptomeninges y usualmente afecta médula espinal (3). La incidencia de los
melanomas extracutaneos ha permanecido estable desde 1970 (4), y en general
tienen peor prondstico que los cutaneos (5). En cuanto a su epidemiologia, antes
de los 40 afios, el cutaneo es mas frecuente en mujeres y en extremidades
inferiores, y después de esa edad, predomina en hombres y en cabeza y cuello
(1, 6). La espalda es el sitio mas comun de localizaciébn en hombres y las
extremidades inferiores en mujeres (7). El subtipo extensivo superficial es el mas
frecuente a nivel mundial (30-60%), pero el tipo acrolentiginoso es mas comudn
en raza negra, asiatica y es el mas frecuente en la mayoria de paises
latinoamericanos (8, 9). En Argentina se creo el Registro Argentino de Melanoma
Cutaneo (RAMC) en 2003 por la Sociedad Argentina de Dermatologia y la
Fundacion del Cancer de Piel, con el fin de obtener informacion epidemioldgica.
El primer reporte, publicado en 2010, recopil6é datos del periodo 2003-2009 de
instituciones publicas y privadas de distintas provincias, con 3.832 casos. La
edad promedio fue 55,1 afios en mujeres y 58,5 en hombres, la localizacion mas
frecuente en mujeres fue en miembros inferiores y en los hombres fue en el

tronco. El tipo histologico mas comun fue extensivo superficial (54%) seguido por
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nodular (27%), lentigo maligno (8%) y acrolentiginoso (6%). En el 56% de
lesiones el Breslow fue <1,01 mm, y los melanomas provenientes del sistema
publico presentaron un mayor espesor que los del sector privado (10). El
segundo reporte, publicado en 2020, abarco el periodo 2002-2018, con 10.199
casos Yy reportd peor pronoéstico en ancianos, hombres, morfologia nodular y
acrolentiginosa (11). Paralelamente al aumento en la incidencia, se observa un
aplanamiento en la curva de mortalidad (1,12), atribuido a que se presentan
lesiones cada vez mas pequefias y en estadio temprano, curables con
tratamiento quirdrgico (13). Clinicamente, para detectar lesiones tempranas,
existe la nemotecnia ABCDE, siendo A: asimetria, B: bordes irregulares, C: color,
D: diametro mayor a 5 0 6 mm y E: evolucién o cambio de las caracteristicas
(14). En cuanto a la mortalidad de esta neoplasia maligna, la sobrevida a 5 afios
es de 98,4% en pacientes con enfermedad localizada, 64% con metastasis
regional y de 22,5% con enfermedad metastasica a distancia (1,15). Las nuevas
herramientas terapéuticas para enfermedad avanzada han mostrado mejora en
la sobrevida e incluso curaciones, pero su impacto a largo plazo aun no se ha

establecido, y la curacion sigue siendo quirargica (16, 17).

1.2. Factores de riesgo, patogeniay concepto de melanomagénesis.

En el desarrollo del melanoma cutaneo participan factores genéticos y
ambientales. El factor ambiental mas importante es la exposicién a radiaciéon
ultravioleta (UV), natural (de la radiacién solar) o artificial (por ejemplo: uso de
camas solares), y se identific a la exposicion intensa e intermitente al sol, con
antecedente de quemaduras solares en edad joven, como un factor de riesgo
significativo (18). La exposicidn solar crénica es importante en variantes lentigo
maligno y desmoplasico (19). Otros factores de riesgo son: antecedente familiar
o personal de melanoma, 5 0 mas nevos displasicos, mas de 100 nevos totales,
y factores constitucionales como piel y ojos claros, pelo rubio o colorado,
presencia de pecas y pobre habilidad para broncearse, y otros como factores de
riesgo que se han sefalado son terapia PUVA e imunosupresion (20). En
relacion a los factores genéticos, 10% de los melanomas son familiares,
identificAndose alelos de alto riesgo de desarrollo de melanoma, como CDKN2A,
CDK4, RB, XP (A-G) y BAP1,; de riesgo intermedio: MC1R y MITF; y riesgo bajo:
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TERT, IRF4, CASP8, entre otros. Los melanomas presentan la carga mas alta
de mutaciones de todos los canceres, y muchas de ellas incluyen el sello
ultravioleta “C>T” (transicidn citosina a timina, en sitios dipirimidina) (21). Las
mutaciones pueden ser somaticas o de linea germinal, y las primeras dan cuenta
de la mayoria de defectos moleculares en melanoma. La identificacion de
moléculas y vias de sefalizacion ayudaron a elaborar el concepto actual de
melanomagénesis, habiéndose propuesto modelos de progresion tumoral (22,
23), no tan bien caracterizados como en otros canceres como el colorrectal. La
mayoria incluye la progresion desde un melanocito al melanoma metastasico,
con la siguiente secuencia hipotética (Figura 1): melanocito — nevo
displasico/atipico — melanoma in situ/melanocitoma — melanoma invasivo —
metastasis. Estos modelos se apoyan en la identificacion de anomalias
gendmicas compartidas entre melanomas y nevos (24). En los pasos intermedios
de la progresion tumoral se encuentran los nevos atipicos y los “melanocitomas”,
lesiones recientemente reconocidas (25), que progresan por acumulacién
escalonada de mutaciones somaticas y eventos epigenéticos (21). Al igual que
otros tumores, la proliferacion neoplasica se inicia por mutaciones de ganancia
de funcibn de genes promotores del crecimiento, también denominados
oncogenes, genes conductores o drivers (ej: BRAF, NRAS, HRAS, KIT, GNAQ,
GNAL1, etc). Estas alteraciones generalmente son seguidas por la pérdida de la
funcién de genes supresores tumorales (ej: APC, P-53, NF-1, PTEN, CDKN2A,
BAP1), y posteriormente activacién de genes adicionales relacionados con el
crecimiento y la supervivencia (ej: TERT) (24). Entre los oncogenes conductores
mMAas comunes, caracteristicamente excluyentes entre si en cualquier tumor
primario dado, se encuentran mutaciones de BRAF (presentes en
aproximadamente la mitad de melanomas cutaneos) o NRAS. En los melanomas
mas avanzados, el patron mutuamente exclusivo puede cambiar, ya que pueden
existir varias mutaciones impulsoras en los subclones, que pueden
seleccionarse, debido a la terapia sistémica dirigida a ciertos componentes de la
via de sefalizacion. Aunque algunos tumores siguen un modelo predecible, los
melanocitos pueden encontrar distintos caminos moleculares hacia el
melanoma. Mas aun, este tumor tiene la habilidad de frenar su progresion en
estadios avanzados y producir recurrencias muy tardias, hasta cuatro décadas
posteriores al diagnéstico (26). Si bien muchos melanomas (30%-50%) surgen

14
MM



de un nevo melanocitico preexistente, la mayoria de éstos son estables (27), y
por lo tanto no se recomienda la escisién generalizada de estas lesiones para

prevenir el melanoma.

UV Rays

BRAF™2  NRAS NFF——
NRAS TERT

Figura 1: Progresién tumoral. Roles de factores ambientales y eventos genéticos y
epigenéticos en la progresion de un melanocito normal al melanoma invasivo. Letras en
blanco: lesiones; amarillo: radiacién UV; azul: genes mutados. Extraido de Weedon Skin
Pathology 5th edition, 2021.

1.3.Clasificacion del melanoma

La propuesta de clasificacion original de Clark (28) y McGovern (29), aun
vigente, reconoce cuatro tipos principales o variantes clinico-patolégicas:
extensivo superficial, lentigo maligno, acrolentiginoso y nodular. Se han descrito
otras de menor frecuencia que no se encuadran facilmente en los tipos anteriores
(ej: desmoplasico) y en aproximadamente 5% no puede asignarse una variante
en particular. Los diferentes subtipos tienen distintos escenarios clinicos y rasgos
histolégicos propios. Clinicamente, el extensivo superficial suele presentarse en
personas de mediana edad con antecedente de exposicidn solar intermitente
intensa, principalmente en espalda en varones y piernas en mujeres (diferencias
de localizacion anatoémica atribuidas a distintos patrones de exposicion solar en
hombres y mujeres) (30); el lentigo maligno se da en personas de edad avanzada
con pobre habilidad para broncearse, con exposicion solar cronica y localizado
generalmente en cabeza y cuello; el acrolentiginoso es mas comun en

descendientes de raza amarilla y negra, edad avanzada, se localiza en palmas,
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plantas, nivel subungueal y periungueal, y suele asociarse a antecedentes de
traumatismos; y el melanoma nodular es mas comdn en varones de edad
avanzada y localizacion en cabeza y cuello (31, 32), aunque puede ser
clinicamente heterogéneo (33, 34). Histolégicamente, el melanoma cutaneo
evoluciona a través de 2 etapas, en la primera, la fase de crecimiento radial o no
tumorigénica, las células neoplésicas se expanden centrifugamente en el eje
horizontal de la piel a través de radios imperfectos. En la siguiente, el tumor
infiltra la dermis y eleva la epidermis para formar un nddulo cuya direccidon neta
de crecimiento incluye el eje vertical, por lo que se denomina fase de crecimiento
vertical o tumorigénica (35). Las variantes extensivo superficial, lentigo maligno
y acrolentiginoso comienzan siempre con una fase de crecimiento radial, con
diferencias histoldgicas: células tumorales intraepidérmicas con diseminacion
pagetoide o en “suelta de zorros” a estratos epidérmicos altos en extensivo
superficial, y crecimiento en hilera en la capa basal epidérmica, en las variantes
lentigo maligno y acrolentiginoso; mientras que el melanoma nodular presenta
fase de crecimiento vertical pura de entrada, con morfologia nodular y ausencia
de fase radial (36, 29). Ackerman (37) y otros autores (38) han cuestionado la
validez de este sistema tradicional de clasificacion de los melanomas en
variantes clinico-patoldgicas, ya que después de todo, las estrategias
terapéuticas tradicionales han sido independientes de las mismas. No obstante,
algunos trabajos sostienen que la variante nodular es un subtipo biolégicamente
distinto y mas agresivo de melanoma, independientemente del espesor tumoral,
observando que el prondstico para el melanoma nodular delgado es peor
comparado con el del melanoma extensivo superficial delgado, con rangos
reportados de supervivencia libre de enfermedad de 82 a 84,9% para el primero
vs 91-96,4% para el segundo (39, 40).

Observaciones posteriores sefialaron que los melanomas cutaneos pueden
surgir de 2 vias distintas, una caracterizada por su asociaciéon con exposiciéon
solar intermitente, nevo displasico previo, alta frecuencia de mutacion BRAFV600E
y subtipo extensivo superficial; y la otra con exposicion solar crénica, sin nevo
previo y subtipo lentigo maligno (41). Estos aportes, sumados a posteriores
avances en el conocimiento de aspectos moleculares del melanoma, gracias al

advenimiento de estudios gendémicos de gran escala, como NGS (Next

16
MM



Generation Sequencing), sentaron las bases para un nuevo sistema de
clasificacion, que abarca no solo caracteristicas histologicas, sino también
clinicas, epidemiolégicas y genéticas, denominada “clasificacion de vias
multidimensionales”, propuesta por Bastian (23). En la misma se contempla la
extension del dafio por radiacion UV o dafio solar acumulado (42, 43), la célula
de origen y los hallazgos gendmicos caracteristicos, y fue adoptada en la
clasificacion reciente de WHO 2018 (Tabla 1), en la que se reconocen 9
subconjuntos o "vias" para el desarrollo de melanomas. En cada una de estas
existe un espectro, con los subtipos de melanoma ubicados en el extremo
maligno del mismo, y sus potenciales precursores benignos en el opuesto (33,
34). Entre estos extremos se encuentran lesiones intermedias, que exhiben
anomalias gendmicas compartidas con nevus y melanomas, con mas
mutaciones que los primeros y menos que los segundos. Se incluyen en este
grupo los melanocitomas (25), definidos recientemente por WHO como:
neoplasias tumorigénicas de melanocitos dérmicos, papulonodulares, con atipia
y/o celularidad incrementada comparadas con nevus, y un riesgo incrementado,
aunqgue bajo, de progresion neoplasica. Entre estas lesiones se encuentran los
tumores melanociticos intradérmicos asociados a BAP1 (TMIAB o MBAIT:
melanocytic BAP1 associated intradermal tumor), el melanocitoma penetrante
profundo y el epiteloide pigmentado (ex melanoma tipo equino), entre otros. En
este nuevo sistema de clasificacion de WHO la variante nodular no se asigna a
ninguna via en especial, pudiendo provenir de cualquiera de ellas. En algunas
vias se desconocen las lesiones intermedias o existen “vacios o gaps
moleculares”, que seran rellenados con futuras evidencias. Las clasificaciones
convencionales probablemente evolucionardn hacia nuevos sistemas de
clasificacion molecular, basados en la taxonomia integrada de lesiones
melanociticas de Bastian; sin embargo, por el momento, la clasificacion

histomorfol6gica del melanoma sigue siendo el estandar (20, 33, 34).
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Tabla 1
CLASIFICACION DE MELANOMA (WHO 2018)
Extension del Lesiones precursoras
dafio por Via Subtipos de melanoma
radiacion UV Benignas Intermedias
Nevus Nevus displasico Melanoma extensivo superficial
1.Melanomas en NPP Melanocitoma en NPP | Melanoma en NPP (raro)
piel con bajo dafio | Melanocitoma en -
solar acumulado NBIN NBIN Melanoma en NBIN/spitzoide (raro)
? MEP Melanoma en MEP (raro)
2.Melanomas en | e? Lentigo de Hutchinson | Melanoma lentigo maligno
piel con alto dafio
solar acumulado ] &7 Displasia in situ Melanoma desmoplasico
Nevus Tumor de Spitz atipico )
v . . Melanoma Spitz
deSpitz (melanocitoma)
3.Melanomas en
. . \ Nevus acral Displasia in situ Melanoma acral
sitios sin
exposicién solar o VI | ¢Melanosis? | Displasia in situ Melanoma mucoso-lentiginoso
sin asociaciones Vil Nevus Nodulo proliferativo Melanoma originado en nevus
etiolégicas congénito (melanocitoma) congénito
conocidas con i | n | Nevus azul atipico Vel inad |
s evus azu elanoma originado en nevus azu
exposicién solar (melanocitoma) 9
IX | ¢Nevus? ¢ Displasia? Melanoma uveal
4.Exposicion solar ) ) ’ Melanoma nodular
) N/A | Origen en cualquiera de las vias
variable Melanoma nevoide
MEP: melanocitoma epiteloide pigmentado. NBIN: nevus BAP1 inactivado. NPP: nevus penetrante profundo

1.4. Factores pronésticos del melanoma

El factor prondstico mas importante del melanoma cutaneo primario y que
influye en el tratamiento, independientemente del subtipo histolégico, es el
espesor tumoral de Breslow (44, 45). También son importantes los patrones de
crecimiento, ya que los melanomas en fase de crecimiento radial pura tienen un
pronéstico excelente, mientras que las lesiones en fase vertical tienen
competencia potencial para la metastasis (35). La probabilidad de este evento
aumenta principalmente con atributos como incremento del espesor tumoral y
presencia de ulceracion, que forman la base del sistema de estadificacion
patolégica actual del melanoma primario de American Joint Committee on
Cancer (AJCC) (44-49); y otros como el indice mitético (mitosis/mm?) (50, 51),
invasion linfovascular (52), neurotropismo (20) y linfocitos infiltrantes tumorales

(53, 54). El indice mitético es un factor prondstico importante, sobre todo en
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melanomas T1 (espesor <1 mm), asociado con positividad de ganglio linfatico y
peor sobrevida libre de enfermedad (50, 51). La infiltracion linfocitaria del tumor
es un rasgo favorable, particularmente cuando es de tipo brisk o enérgico (53,
54), al igual que la regresion tumoral, caracteristica estrechamente relacionada
a la anterior, que se asocia a menor probabilidad de tener ganglio centinela
positivo (55, 56) siendo un factor de proteccion para supervivencia,
probablemente debido a una activacion del sistema inmune del huésped. La
presencia de metastasis ganglionar regional es el factor de mal prondstico
independiente mas importante sin tener en cuenta la metastasis a distancia, al
igual que los depdsitos tumorales separados de la masa tumoral principal, que
incluyen los satélites, microsatélites y metastasis en transito, designados con el
término de “enfermedad metastasica regional no ganglionar”, que corresponde
al estadio patologico N1c en el actual sistema de AJCC (44, 45). El nivel de Clark,
que utiliza barreras anatémicas en vez de la medicion del espesor tumoral, ya no
es mas requerido a fines de estadificacion, a pesar de su significado prondstico
en andlisis univariados (20, 57). La asociacién histolégica con nevus se ha
correlacionado con factores prondésticos favorables, mientras que la asociacion
clinica por el contrario lo hace con factores desfavorables (58). Por otra parte, el
valor prongstico independiente de la variante nodular ha sido tema de debate, y
la mayoria de los estudios encontr6 que no existen diferencias pronésticas entre
los subtipos de melanoma cuando estos presentan el mismo espesor tumoral.
No obstante, como ya se sefiald, hay trabajos que compararon el
comportamiento de melanomas nodulares delgados con el de melanomas
extensivos superficiales del mismo espesor, concluyendo que los primeros se
asocian a caracteristicas mas agresivas (31, 32). Ademas, si bien la mayoria de
melanomas delgados tiene buen pronostico con la escision quirdrgica, hay casos
que producen metastasis, por lo que estos autores sostienen que el peor
pronéstico no puede ser atribuido solamente al mayor espesor tumoral y que el
subtipo nodular seria una entidad biolégicamente distinta y mas agresiva (59).
La ultima edicion de WHO 2018 sefiala que el melanoma nodular no es una
variante especifica, pudiendo originarse de cualquier via, en la cual las células
tumorales adquieren precozmente anomalias genéticas requeridas para la
invasion, en un orden secuencial alterado (“saltando pasos”), que lo impulsan

tempranamente hacia la fase de crecimiento vertical, con duracién corta o casi
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nula de la fase radial. Debido a este origen variado, los rasgos epidemiolégicos
y genéticos de esta variante son heterogéneos (33, 34). El indice mitético
representa un pequefio nimero de células tumorales que se encuentran en la
fase M del ciclo celular, mientras que el marcador de proliferacion Ki-67 se
expresa en todas las fases del mismo (G1, S, M y G2) excepto en la fase de
reposo o GO (60), siendo de esta forma una buena medida de la proliferacién
celular, habiéndose encontrado relacion con malignidad y curso clinico agresivo
en varias neoplasias humanas, incluyendo melanomas (61), aunque no
demostré ser un factor pronéstico independiente (62). En melanomas de espesor
menor a 1,5 mm se ha visto que es un indicador de mal pronéstico y predictivo
de metastasis (63). En cuanto al tratamiento quirtrgico, la escision local amplia
es el tratamiento estandar para melanoma. Se puede ofrecer biopsia de ganglio
centinela dependiendo del espesor y otros parametros prondésticos. Esta ultima
y el vaciamiento ganglionar proveen informacion prondéstica, pero hay debate si
estas practicas proporcionan un beneficio en supervivencia en la mayoria de

pacientes (16).

1.5. La proteina BAP1: funciones normales y asociacion con neoplasias
Uno de los genes relacionados al cancer mas atractivo bajo investigacion

es Bapl (proteina 1 asociada a BRCA1), un gen supresor tumoral. Las razones
de este creciente interés se relacionan con el amplio espectro de vias directa o
indirectamente moduladas por el mismo, y compartidas por muchos tumores
(64). Presenta 17 exones, se localiza en el brazo corto del cromosoma 3p21.1y
codifica la proteina BAP1, que es una enzima deubiquitinasa (DUB), de 729
aminoacidos, que inicialmente se identific6 como una proteina que se unia al
dominio RING de la proteina supresora tumoral BCRAL (65). La misma tiene un
dominio catalitico N-terminal, con actividad hidrolasa carboxiterminal (UCH) de
ubiquitina, y en extremo C-terminal dos sefales de localizacién nuclear (NLS)
(65). En medio de estos extremos presenta dominios de unién a distintas
proteinas, como BARD1, ASXL1/2 y HCF1 (66, 67). Regula multiples actividades
formando complejos con varias proteinas (68), y se le atribuye funcion supresora
de tumores, que en un principio fue asociada exclusivamente a la localizacién
nuclear (69), aunque recientes evidencias también sefialan que dependeria
también de la localizacion citoplasmatica. Como parte de estos complejos
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multiproteicos, BAP1 coopera en la regulacion de muchas vias involucradas en
la homeostasis celular, incluyendo diferenciacion celular, proliferacion,
reparacion de dafios al ADN, muerte celular programada y gluconeogénesis (64).
En el ndcleo, BAP1 se une a numerosas proteinas (Figura 2), incluyendo HCF1,
YY1, OGT, KDM1B, y FOXK1/2 (70). Como resultado de estas multiples
interacciones, modula muchas actividades. Se sabe que es critico para la
sintesis de ADN normal y en la replicacion bajo condiciones de estrés,
interactuando y deubiquitinizando INOS8O, reclutandolo en las horquillas de
replicacion y suprimiendo de esta manera la inestabilidad genémica (71, 72, 73).
También modula la proliferacion celular al interactuar con numerosos factores de
transcripcion, regulando la expresion de genes y participando en el control del
ciclo celular (74, 75), mediante deubiquitinizacion y activaciéon de HCF1, que es
activador del factor de transcripcion E2F (65, 76), necesario para la transicion
G1/S y citocinesis apropiada (77). También juega un papel crucial en la
remodelacion de la cromatina, interactuando con ASXL1/2 para formar el
complejo PR-DUB, que patrticipa en dicha actividad (70, 78). Ademas, tiene un
papel importante en la reparacion de roturas de ADN, por recombinacién
homologa regulada por la union BAP1-BARD1, proceso clave para reducir el
dafio genético y prevenir el cancer (79, 80). En el citoplasma, BAP1 actia
modulando la carcinogénesis ambiental, promoviendo la apoptosis posterior al
dafio en el ADN, mediante deubiquitinizacién y estabilizacion del receptor IP3R3
del reticulo endoplasmico, que permite la liberacién de calcio al citoplasma y el
transporte del mismo dentro de la mitocondria. La elevacién del calcio i6nico
intramitocondrial produce la liberacion de citocromo c al citoplasma, que activa
la apoptosis (81). En individuos heterocigotas BAP1*, los niveles reducidos de
BAP1 hacen que disminuya la reparacion del dafio de ADN producido por
estimulos ambientales, asi como la apoptosis, favoreciendo la acumulacion de
células con ADN dafiado y el desarrollo de cancer. BAP1 también promueve la
ferroptosis, una forma de muerte celular no apoptotica (82), reprimiendo la
expresion de SLC7A11, una proteina de membrana celular que importa cistina 'y
exporta glutamato (83). La cistina es un precursor de la biosintesis del glutation
(GSH), y la caida en sus niveles reduce la actividad antioxidante y provoca la
peroxidacién de lipidos, induciendo la ferroptosis. A pesar de la evidencia que

indica funcién antiproliferativa, otros estudios relacionan BAP1 con el crecimiento
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y proliferacion celular (74, 75, 76). Ademas, interviene en la diferenciacion
celular, desde células pluripotenciales a diferenciacion en ectodermo,
mesodermo y cresta neural, mediante la regulacion de marcadores epigenéticos,
como H3K27ac. La pérdida de BAP1 es letal en la embriogénesis teniendo un
efecto proapoptotico en células madre (stem cell) embrionarias, fibroblastos,
hepatocitos y células de pancreas en ratones, pero no en melanocitos ni células
mesoteliales (84). BAP1 también puede ejercer un rol promotor de supervivencia
en respuesta al estrés metabdlico, reprimiendo a UPR (unfolded protein
response) (85), y, ademas, modula el metabolismo celular, ya que a través del
complejo O-GIcNAc transferasa/HCF1, regula y estimula la gluconeogénesis
modulando la estabilidad del coactivador transcripcional PGCla (86). Una
reduccion en los niveles de BAP1 produce un cambio en el metabolismo celular,
pasando de fosforilacidon oxidativa a glucdlisis anaerdbica (87). Este efecto
puede deberse a reduccion del calcio intramitocondrial, requerido por muchas
enzimas que regulan la fosforilacibn oxidativa (86, 88). Las actividades
separadas de BAP1 en el nacleo y el citoplasma proporcionan una justificacion
mecanica para la fuerte actividad supresora de tumores de esta enzima DUB.
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Figura 2: Funciones de BAP1 nuclear y citoplasmatico. Nucleares (arriba): BAP1 recluta INO80 asegurando replicacion
eficiente de ADN, regula la expresion génica interactuando con ASXL1, HCF1, FOXK1, OGT; reprime la expresion de
SLC7A11, que importa cistina extracelular, precursor del glutation (GSH), que participa en la eliminacién de radicales libres
de oxigeno (ROS), cuya sobreproduccién resulta en ferroptosis; y uniéndose a BARDL1 y otras proteinas participa en
reparacion de ADN. Citoplasmaticas (abajo): la integridad de los canales de IP3R3 del RE depende de BAP1 que remueve
ubiquitina de los mismos. El balance entre ubiquitinacion por FBXL2 (150) y deubiquitinacién mantiene un equilibrio
requerido para la transferencia de Ca*? desde RE a la mitocondria. La mitocondria necesita calcio para la fosforilacion
oxidativa, sin embargo, concentraciones altas causan apoptosis. VDAC: canales aniénicos dependientes de voltaje. MUC:
uniporter de calcio mitocondrial. Extraido de Carbone M et al. Biological mechanisms and clinical significance of BAP1 mutations in
human cancer. Cancer discovery 2020, 10(8), 1103-1120.
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Debido a la poderosa actividad supresora tumoral de BAP1 y su rol en la
modulacién de la interaccion “gen-ambiente”, cada vez mas investigadores
estudian los mecanismos biologicos y las implicancias médicas de las
mutaciones somaticas y germinales de BAP1. A pesar de que BAP1 es un gen
involucrado en cancer bien establecido, algunos mecanismos por los que
promueve el desarrollo y progresion de las células tumorales so6lo se conocen
parcialmente. Esto se debe principalmente a la habilidad de BAP1 de interactuar
con muchos sustratos, lo que resulta en la regulacion de un numero
extraordinario de procesos celulares claves, de forma variable segun el contexto
y linaje celular, pudiendo diferir entre distintos tipos de canceres o especies (64).
La pérdida de BAP1 estimula la carcinogénesis en varios tejidos. Todos los tipos
de mutaciones como inserciones, delecciones, cambio de marco de lectura, de
sentido erréneo y sin sentido pueden ocurrir en el gen BAP1, tanto somaticas
como de linea germinal (89, 90, 91), que funcionalmente pueden producir
proteina truncada con pérdida de la capacidad de localizaciébn nuclear,
estabilidad reducida de la proteina o del ARNm con su consecuente degradacion,
y pérdida de dominio catalitico hidrolasa (92). Como verdadero supresor tumoral,
BAP1 parece respetar la hipotesis del doble golpe de Knudson, en donde el
primer golpe implica la pérdida de heterocigosidad (LOH: loss of heterozygosity)
por delecion de 3p21, y una mutacion subsecuente ocurre en el alelo restante.
El desarrollo de neoplasias por inactivacion de BAP1 puede deberse a
desregulacion del ciclo celular, la falta de actividad reparativa del ADN (93) que
genera inestabilidad gendmica, deterioro del papel regulador en la transcripcion
de genes (66, 94), y también colaboraria la pérdida de funciones citoplasmaticas.
Bajo condiciones genotéxicas o de estrés (ej: exposicion a carcin6genos
ambientales como el asbesto o radiacion UV) normalmente se induce dafio al
ADN y muerte celular, pero las células con niveles bajos de BAP1 escapan a la
apoptosis. El equilibrio entre el dafio del ADN y la muerte celular determina el
resultado: cuantas mas células dafiadas por el ADN sobreviven a la exposicion,
mayor es el riesgo de que una de ellas se convierta en neoplasia maligna. En los
individuos portadores de mutaciones de BAP1 de linea germinal heterocigota se
observé el efecto Warburg, que ademas de ser un sello distintivo de las células
cancerosas (que obtienen casi la misma cantidad de energia de la glucdlisis
anaerobica que del ciclo de Krebs) (95, 96), también se encuentra en células
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normales de los individuos portadores y puede contribuir a la alta incidencia de
cancer observado entre ellos (88), ya que este fenbmeno ademas de proteger a
las células tumorales de la hipoxia, promueve su crecimiento, estimulado por el
acido lactico secretado en el espacio extracelular, que también induce la
angiogénesis y las protege de células inmunes (96, 97, 98). También las
mutaciones de BAP1 alterarian la polaridad celular y uniones intercelulares,
debido al control que ejerce en la accesibilidad de factores de transcripcion a
genes del citoesqueleto (mediante remodelacién de cromatina), induciendo un
fenotipo maligno (99). Por otro lado, el hallazgo reciente de que la pérdida de
BAP1 conduce a diferenciacién defectuosa y el detenimiento en un fenotipo
primitivo en el desarrollo de vertebrados y melanoma uveal, sugiere que la
pérdida de BAP1 puede promover la progresion tumoral a través de la induccion

de la desdiferenciacion celular y comportamiento stem cell-like (100).

Las mutaciones heterocigotas de linea germinal en BAP1 causan una
condicion hereditaria de transmision autosémica dominante, conocida como
sindrome hereditario de predisposicion al cancer BAPL, probablemente
subestimado en frecuencia (101). Los individuos portadores de estas mutaciones
desarrollan multiples canceres durante su vida, con presentacién a edades
tempranas, con una penetrancia de al menos 85%, que puede alcanzar 100% a
medida que envejecen. Esta condicion confiere alta susceptibilidad para el
desarrollo principalmente de mesotelioma (101), melanoma uveal (103) y con
menor frecuencia melanoma cutaneo (104) y carcinoma renal de células claras
(105), que son los canceres nucleares de este sindrome. La mayoria de las
mutaciones son de truncamiento (delecciones grandes), y los carcinomas
basocelulares y mamarios, que también son frecuentes, probablemente se
sumaran a la lista de “canceres nucleares” con la acumulacion de evidencia (105,
106). Otros canceres de menor frecuencia en este sindrome son meningioma
(107), colangiocarcinoma (107), adenocarcinoma pulmonar, carcinomas
basocelulares y epidermoides, entre otros (108, 109). Los melanomas cutaneos
usualmente ocurren en el contexto de un paciente con melanoma uveal (104).
Los tumores resultan de la pérdida de heterocigosidad, tanto por una segunda
mutacion o deleccion, o modificacion epigenética. El descubrimiento de este

sindrome hereditario fue gracias a Carbone y col que estudiaron la poblacién de
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tres localidades remotas de Cappadocia, Turquia, en las cuales el 50% de los
habitantes murié de mesotelioma (110), observando que la susceptibilidad a este
tumor se transmitia con herencia mendeliana a través de multiples generaciones
(110). En Cappadocia, la poblacion estuvo expuesta a erionita (111), una fibra
mineral carcinogénica similar a los asbestos. Sin embargo, no todas las familias
expuestas desarrollaron mesotelioma (110, 112), por lo que concluyeron que se
producia en familias genéticamente predispuestas, debido a la interaccion gen-
ambiente. También estudiaron familias de Estados Unidos, “L” de Louisiana y
“W” de Wisconsin, con alta frecuencia de mesotelioma entre sus miembros, no
expuestos a erionita ni asbestos salvo algunos miembros de la familia L (113), y
descubrieron que los individuos afectados con mesotelioma, melanoma uveal y
cancer de mama en ambas familias, albergaban mutaciones con delecciones de
BAP1, estudiadas con hibridacion gendmica comparada y secuenciacion de
Sanger. Nombraron a esta condicion “sindrome de cancer BAP1” (114).
Paralelamente, Wiesner y col observaron que las mutaciones de BAP1 se
relacionaban con tumores melanociticos benignos, desarrollados a una edad
temprana, inicialmente identificados como tumores de Spitz atipicos (115).
Estudios posteriores revelaron que estos tumores tienen caracteristicas
histoldgicas y moleculares Unicas, distintas a los tumores de Spitz y otras
lesiones melanociticas, por lo cual fueron llamadas MBAITs o tumores
melanociticos spitzoides atipicos. Actualmente, la deteccion de estos tumores
permite a los dermatdlogos identificar portadores potenciales de mutaciones de
BAP1 de linea germinal, con confirmacion posterior por secuenciacién de ADN
(116,117). Cuando se publicaron estos estudios independientes (111, 113), los
autores observaron que varios individuos de las familias con mesotelioma tenian
MBAITs, y viceversa: aquellas familias que tenian estos tumores cutaneos
detectados en consulta dermatolégica, presentaban alta frecuencia de
mesoteliomas. Los MBAITs son considerados un marcador cutaneo de la
enfermedad (114), ya que son los tumores con mayor penetrancia y edad mas
temprana de presentacion. Con frecuencia son multiples, con forma de
papulonodular y tienen un fenotipo histopatolégico caracteristico, bifasico, con
un componente nodular intradérmico expansivo constituido por melanocitos
epiteloides (spitzoides), combinado con células de nevus convencional

adyacentes, mas pequefias. También se los ha denominado tumores
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melanociticos spitzoides o epiteloides con BAP1 inactivado, nevus clonal, nevus
de Wiesner o BAPoma (33, 115). La evaluacion de su presencia puede utilizarse
como método de screening para el sindrome de cancer BAP1, sobre todo en los
siguientes escenarios: 1-individuos con historia familiar de melanoma o cancer
pancreatico (=3 casos en un lado de la familia); 2-individuos con multiples (=3)
melanomas primarios, incluyendo 1 antes de los 45 afos; 3- 21 MBAIT e historia
familiar de mesotelioma, meningioma y/o melanoma uveal; y 4- 22 MBAITs (20,
119). Posteriormente se describieron MBAITs con presentacion esporadica,
solitarios, con histopatologia similar a los hereditarios y con inactivacion de BAP1
en los melanocitos epiteloides (120, 121, 122). La reciente clasificacion de
tumores WHO 2018, incorpora estas neoplasias en la via del bajo dafio solar
acumulado, compartiendo con melanoma extensivo superficial la alta frecuencia
de mutacion BRAFV6E (33,120). Las caracteristicas citolégicas epiteloides
asemejan las de los nevus de Spitz, de alli la denominacion de spitzoides, pero
carecen de elementos caracteristicos de éstos, como hiperplasia epidérmica,
hendiduras de la unién y cuerpos de Kamino. Ademas, tienen histoarquitectura
diferente, de tipo papulonodular, y carecen del perfil genético caracteristico de la
via de Spitz. En relacibn a la citomorfologia epiteloide, también existen
evidencias in vitro e in vivo que la pérdida de BAP1 esta intimamente ligada al
desarrollo de la misma en neoplasias malignas (103, 123), habiéndose
observado que esta morfologia en melanoma uveal es un indicador de mal
prondstico (33). Por otro lado, la deficiencia de BAP1 no es exclusiva de células
epiteloides, y fue reportada recientemente en melanoma originado en nevus azul
(124).

Las mutaciones sométicas de BAP1 se encuentran en 45% de melanomas
uveales (103), 60-70% de mesoteliomas (mayor frecuencia en el tipo epiteloide)
(70, 125) y 15% de carcinomas renales de células claras (126, 127), que son los
canceres mas frecuentes del sindrome de cancer BAP1 (70). También se
encuentran en otros canceres con menor frecuencia: 13% de carcinomas timicos
(128), 7-32% de colangiocarcinomas (129, 130), 4% de carcinomas
basocelulares (90), entre otros. Las mutaciones somaticas inactivadoras de
BAP1 han sido reportadas en 5 a 6% de los melanomas cutaneos esporadicos

(115). Varios grupos estudiaron la expresion nuclear de BAP1 en este tumor:
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Murali y col (131, 132) que encontraron negatividad en 5,6% de 135 casos, Piris
y col (116) en 2,5% de 40 casos, y una serie pequefia reciente de Aung y col
(133) reportd6 4 casos esporadicos con negatividad nuclear por

inmunohistoquimica, confirmada con FISH.

1.6. BAP1: rol diagndstico y prondstico en cancer.

La inmunohistoquimica de BAP1, ademas de ser importante en el
diagnoéstico de los MBAITSs, se utiliza con fines diagnosticos en mesotelioma
(134). Por un lado, para diferenciarlo de lesiones benignas (hiperplasia
mesotelial atipica, cambios reactivos por pleuritis cronica y derrames pleurales),
y de carcinomas pulmonares metastasicos en pleura, que muestran tincion
nuclear positiva, y también ayuda a definir, cuando existe invasién en
mesotelioma, si las células fusadas son benignas (miofibroblastos) o malignas,
en el caso del mesotelioma bifasico, que tiene elementos epiteloides y fusados
(134). La interpretacion optima de la inmunohistoquimica de BAP1 es critica para
los fines utilizados, y confusa en la experiencia de Carbone y col, que revisaron
sus caracteristicas (70). En mesotelioma observaron que la inmunotincion es
nuclear y citoplasmatica en células estromales y tumorales con BAP1 wild type
(Figura 3). La ausencia de expresion nuclear de BAP1l detectada por
inmunohistoquimica tiene excelente correlacion con la inactivacion bialélica del
gen (70, 115), ya que la mayoria de las mutaciones resultan en proteina truncada
que se degrada rapidamente o carece de la sefial de localizacién nuclear, siendo
un método confiable, rapido, costo-efectivo, sensible y especifico, lo que permite
realizar tamizaje en casos sospechosos de sindrome familiar (115). Incluso
puede ser mas sensible que la secuenciacion al detectar alteraciones que son
resultado de otros mecanismos distintos a las variaciones de la secuencia del
ADN (70). En cambio, la tincién nuclear positiva es evidencia de BAP1 wild-type
(135), y notablemente se encuentra en células no tumorales (estromales,
inflamatorias, etc) de pacientes portadores de mutaciones de linea germinal de
BAP1, porque el alelo wild-type produce proteina normal. Por lo tanto, la
inmunohistoquimica de BAP1, que no es un estudio cuantitativo, no ayuda a
identificar estos pacientes. En cuanto a la tincion del citoplasma, Carbone y col

reconocen dos escenarios posibles. En la mayoria de las células sin tincion
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nuclear, no hay tincién en citoplasma (Figura 3, C y D), y a veces, una proteina
BAP1 mutada, presente pero biolégicamente inactiva, con incapacidad de
trasladarse al nucleo, se puede acumular en citoplasma donde forma amiloide
(70), y produce tincion citoplasmatica sin tincion nuclear acompafante (Figura 3,
E y F). La pérdida de funcion de BAP1 no siempre equivale a pérdida de
expresion nuclear, ya que puede ser resultado de una proteina con dominio
funcional perdido, pero con retencion de su capacidad de localizacién nuclear
(136). Por ejemplo, en carcinoma renal, se observdé que de 150 casos con
expresion nuclear positiva de BAP1, 148 mostraron BAP1 wild-type por
secuenciacion de ADN. Los dos casos con BAP1 con expresion nuclear positiva

tenian mutacion missense en el dominio catalitico (126).
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Figura 3: representacion esquematica de IHQ de BAP1 en mesotelioma, epiteloide y bifasico. A 'y B: BAP1 wild-
type, con tincion nuclear y citoplasmatica de células normales y tumorales. C y D: BAP1 mutado con deleccion
grande, en familia W, con ausencia completa de tincién en células tumorales. E y F: BAP1 con otro tipo de mutacién
menos extensa, de familia L, con ausencia de tincion nuclear en células tumorales. Extraido de Carbone, M.,
Harbour, J. W., Brugarolas, J., Bononi, A., Pagano, I., Dey, A,, ... & Gaudino, G. (2020). Biological mechanisms
and clinical significance of BAP1 mutations in human cancer. Cancer discovery, 10(8), 1103-1120.

Aungue la inactivacién de BAP1 se ha reportado en un amplio espectro de

canceres, su rol prondstico aun presenta resultados no concluyentes en muchos
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de ellos. En cuanto al significado prondéstico de las mutaciones de linea germinal,
el mesotelioma es menos agresivo en el contexto del sindrome familiar de
predisposicion al cancer BAP1. Las mutaciones germinales de BAPL1 tienen en
este caso un significado prondstico validado, incrementando la supervivencia a
5 aflos 7 veces, comparado con el que posee BAP1 wild-type (137). Se especula
que el microambiente tumoral con niveles reducidos de esta proteina seria mas
efectivo en controlar el crecimiento tumoral, y es un area de intensa
investigacion, ya que esto puede ayudar a encontrar nuevas formas de combatir
el cancer. En contraste, las mutaciones germinales de BAP1 se asocian con peor
prondstico e incremento del riesgo de metastasis en melanoma uveal (138). Con
respecto al carcinoma renal, no es claro si las mutaciones germinales se asocian

con mejor pronastico.

Con respecto al significado pronéstico de las mutaciones de BAP1 en las
neoplasias esporadicas, los mesoteliomas con mutaciones somaticas adquiridas
de BAP1 pueden tener un prondostico relativamente mejor comparado a los que
presentan BAP1 wild-type (139-143), sin embargo, algunos estudios no apoyan
este hallazgo (144). Contrariamente, las mutaciones inactivadoras de BAP1 se
asocian con un resultado desfavorable con mayor riesgo de metéstasis en
melanoma uveal (145-149), carcinoma renal de células claras (150, 151), con
escasa evidencia opuesta (152), y colangiocarcinoma (153,154). En este altimo,
otros autores reportaron correlacién con mejor prondstico o ausencia de relacién
con parametros adversos (155, 156). En un metandlisis reciente, se encontrd
gue la inactivacion bialélica de BAP1 se asocié a mayor grado tumoral en
carcinoma colorrectal y renal, y a sexo femenino (p<0,0001) (140). Con respecto
al melanoma cutaneo esporadico, el estudio piloto de Murali y col (131) sobre
158 melanomas cutaneos primarios esporadicos encontrd correlacion entre
inactivacién de BAP1, variante desmoplasicay peor prondstico (menor sobrevida
libre de enfermedad). Contrariamente, algunos autores sefalaron un posible rol
favorecedor de la oncogénesis, por ejemplo, Kumar y col (157) observaron que
la deplecion genética de BAP1 en células de melanoma reduce la proliferacion,
induce apoptosis e inhibe el crecimiento tumoral, con disminucién de los niveles
de survivina. Otro trabajo reciente sefialé asociacion entre menores niveles de

ARNmM de BAP1 y mejor prondéstico en melanoma cutaneo, en oposicion al
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melanoma uveal (158). Por otra parte, se ha encontrado que el factor de
transcripcion KLF5, que es altamente expresado en cancer de mama triple
negativo (basal-like) y es promotor de la proliferacién y crecimiento tumoral, es
estabilizado mediante deubiquitinizacién por BAP1, y el knockdown de este
altimo inhibe la tumorigenicidad y desarrollo de metastasis pulmonar (159). Por
lo tanto, el rol especifico de BAP1 en la patogénesis, significado clinico y
prondstico en varios canceres, entre ellos el melanoma cutdneo esporéadico, no

ha sido completamente establecido.

Con respecto a la expresion de BAP1 citoplasmatica, se ha descrito el
transporte de esta molécula entre el citoplasma y el nucleo (160), y las lineas
celulares derivadas de pacientes con mesotelioma, la proteina BAP1 mutante se
asocié con el secuestro citoplasmico de la proteina debido a la pérdida de la
sefal de localizacion nuclear (161). Se ha observado, por inmunohistoquimica,
la retencién de la expresion citoplasmatica en casos con expresion nuclear
negativa, por ejemplo, en melanoma uveal, MBAITs y otras neoplasias (108, 113,
115). Por lo general, la misma es difusa o tipo fondo (background), pero se ha
notado ademas un patrén peculiar de expresion perinuclear focal o clumped
perinuclear pattern en 53% de MBAITs esporadicos negativos para BAP1 nuclear
(162) y en melanomas uveales (163). Garfield y col (164) también observaron
dicho patron en 59 casos de un total de 102 MBAITs (58%), que presentaban
citomorfologia rabdoide. Se hipotetiz6 que dicha localizacion puede ser resultado
de una mutacién que impide un correcto procesamiento o transporte de la
proteina, quedando atrapada en el aparato de Golgi, asocidndose a mutaciones
con pérdida de funcibn en comparacibn con melanomas con BAP1
citoplasmatico difuso, y sin evidencia de que afecte significativamente la
supervivencia global (163). Zhang y col (165) encontraron que la alta expresion
de BAP1 citoplasmatico en los gliomas se asoci6 significativamente con una peor
supervivencia general, aunque no se menciond ninguna localizacion subcelular
especifica en este estudio. De Rienzo y col (166) observaron recientemente
cuatro patrones de tincion de BAP1 en mesotelioma pleural: solo nuclear (36%),
solo citoplasmético (25%), ausencia de tincion (12%) y combinaciones (27%). La
primera se asocié a alelos wild-type y patron sarcomatoide, y el patrén solo

citoplasmatico no se asoci6 con mutaciones en dominios especificos, pero si con
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morfologia epiteloide, marcadores de transicion epitelio-mesenquimal y mejor
prondstico. Estos autores no hicieron referencia al patrén citoplasmatico
perinuclear focal de BAP1. Con respecto a este ultimo, se ha sugerido que el
mecanismo para la observacion de BAP1 perinuclear focal puede deberse a
mutaciones en el dominio catalitico de la proteina, que exponen las regiones
hidréfobas, desestabilizan su estructura y conducen a la formacion de agregados
beta amiloides (Figura 4), apoyado en la reactividad del anticuerpo especifico de
oligdbmero (All) que demostré que las proteinas BAP1 mutantes forman
agregados prefibrilares (167). El secuestro citoplasmético o localizacion
perinuclear como consecuencia de la agregacion de proteinas es un fenébmeno
conocido y se observa también en el supresor tumoral p53 (168). Las proteinas
p53 mutantes no sélo se agregan a si mismas, sino que también inducen la
agregacion de la proteina de tipo salvaje (169). Estos agregados inducen
citotoxicidad, que es contraria a su funcién supresora de tumores. La ganancia
de funcion toéxica es importante en el caso de las enfermedades amiloides y
ahora se considera que el cancer puede ser una enfermedad relacionada al
mismo. La muerte de células neoplasicas puede liberar estos agregados
causando quimiorresistencia o transmitirse de manera similar a priones (170), y

recientemente ha surgido la hipétesis de priones en el cancer (171).
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Figura 4: Modelo esquematico de representacion de mutacién de BAP1 y su efecto en la pérdida funcional. Las
conformaciones nativas y mutantes de BAP1 se representan de amarillo y rojo respectivamente. BAP1 mutante
forma oligémeros estables para inducir formacion fibrilar. La agregacion de BAP1 inhibe la localizacién nuclear, que
previene la formacion del complejo PR-DUB y la deubiquitinizacién subsecuente de la histona H2A. Extraido de
Bhattacharya, S., Hanpude, P., & Maiti, T. K. (2015). Cancer associated missense mutations in BAP1 catalytic domain

induce amyloidogenic aggregation: a new insight in enzymatic inactivation. Scientific reports, 5(1), 1-14.
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1.7.BAPL1: potencial rol predictivo para terapias existentes y en desarrollo

Aquellos tumores en estadios avanzados resistentes a regimenes
terapéuticos actuales podrian beneficiarse de nuevas terapias que exploren
efectos dirigidos hacia mutaciones de BAP1 o utilicen su status mutacional como
un biomarcador de sensibilidad a diferentes terapias (rol predictivo). Por ejemplo,
dos estudios recientes demostraron mayor sensibilidad de células de
mesotelioma con BAP1 wild-type a gemcitabina, droga que se incorpora al ADN
y causa freno de la replicacion y apoptosis (172,173). El status de BAP1 puede
también predecir sensibilidad a otros agentes quimioterapicos que causan dafio
en el ADN y muerte celular. Recientemente, Webster y col demostraron que la
pérdida de Bapl cooper6 con el driver oncogénico BRAFV6E en el desarrollo de
melanoma en modelos murinos, y los ratones con tumores deficientes en Bapl
tuvieron una respuesta completa al tratamiento combinado con vemurafenib
(inhibidor de BRAF) y cobimetinib (inhibidor de MEK). Esta terapia combinada es
el standard of care del melanoma humano con mutacién BRAFV8E (174), y la
determinacién del status de BAP1 podria en estos casos ayudar a identificar los
pacientes que tengan mas probabilidad de responder a este régimen terapéutico.
En carcinoma renal metastasico, la mutacion de BAP1 no se correlacion6 con
beneficio clinico bajo terapia de rapalog (175), a pesar de la mayor agresividad
del carcinoma renal portador de esta mutacion (176). Los canceres con
inactivacion de BAP1 también podrian ser potenciales respondedores de otras
terapias. Por ejemplo, su pérdida deriva en alteracion del mecanismo de
reparacion de ADN dafado, confiriendo inestabilidad genémica y sensibilidad a
agentes inhibidores de PARP, como olaparib (93). PARP es una enzima
asociada a la cromatina, involucrada en la reparacion del ADN dafiado. La
pérdida de BAP1 puede sensibilizar las células de carcinoma renal y
mesotelioma a estos inhibidores (177,178). Por otra parte, las histonas
deacetilasas (HDAC) son reguladores epigenéticos alterados en cancer, y se ha
observado incremento de las mismas posterior a la pérdida de BAP1 (179), lo
que podria sensibilizar los tumores a inhibidores de HDAC, como SAHA o
vorinostat (64,70). Estos ultimos pueden revertir la desdiferenciacion asociada
con la pérdida de BAP1 e inducir la salida del ciclo celular en células de

melanoma uveal (180). También se ha observado una relacion entre BAP1 y el
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microambiente inflamatorio tumoral en carcinoma renal, encontrandose que el
subtipo inflamado se asocia a mutaciones de BAPL1, y el subtipo no inflamado a
mayor angiogénesis (181). Similarmente, en nevos Yy melanocitomas
pertenecientes a la categoria de MBAITs se ha descrito presencia de infiltrado
linfocitario intenso de tipo brisk, intratumoral (25, 33). De forma contraria, la
pérdida de BAP1 se asocia con un microambiente tumoral inmunosupresivo en
melanoma uveal (182). Estos hallazgos pueden ayudar a identificar pacientes
gue respondan a terapias inhibidoras de checkpoints inmunes (inmunoterapia),
como pembrolizumab (bloqueador de PD1), y de angiogénesis (183). Por otra
parte, las enzimas DUB, entre las cuales se encuentra BAP1, se han propuesto
como una diana atractiva para el tratamiento del cancer y otras enfermedades,
porque tienen la capacidad de modular el destino de las proteinas de una manera
especifica y selectiva, por ejemplo, dirigiendo la célula hacia la recuperacién o la
muerte. Aquellas que deubiquitinizan las proteinas oncogénicas, evitando su
degradacion en el proteasoma, pueden servir de blanco para compuestos que
inhiban su actividad, mientras que contrariamente las que deubiquitinizan
proteinas supresoras tumorales podrian estimularse. Este enfoque para atacar
el cancer podria contrarrestar los problemas inevitables que se enfrentan en las
terapias oncolégicas dirigidas, como la resistencia a los medicamentos y la
recurrencia de la enfermedad (184). Empresas como Progenra® estan
investigando actualmente el resultado de seleccionar estas DUB en combinacion

con terapias convencionales contra el cancer (185,186).

Las evidencias expuestas son contradictorias y sugieren que el rol de BAP1
en la progresién neoplasica puede ser mas complejo que la clasica funcion
supresora de tumores que se le atribuye. Entender los efectos de las distintas
mutaciones y su correlacion con el fenotipo celular y molecular sera de ayuda
para comprender la biologia tumoral y el desarrollo terapéutico para combatir el
cancer en general. Ademas, el uso de inmunohistoquimica como herramienta
rapida y costo-efectiva para el estudio de BAP1 podra ser relevante en su
validacion como potencial biomarcador prondstico y predictivo, para
estratificacion de pacientes en grupos de riesgo y planificacion de decisiones

terapéuticas, en neoplasias altamente agresivas como el melanoma cutaneo.
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1.8.Hipotesis y objetivos

Por lo expuesto, se plantearon la siguiente hipotesis y objetivos.

1.8.1.Hipotesis

El patron citoplasmatico perinuclear focal y la baja expresion nuclear de proteina

BAP1 en melanoma cutaneo se asocian a parametros histopatolégicos adversos

e indice proliferativo elevado.

1.8.2.0bjetivos

1.8.2.1.General

Caracterizar la expresion de BAP1 en melanoma cutaneo y estudiar su

asociacion con parametros clinicos, histopatolégicos e indice de proliferacién

celular.

1.8.2.2.Especificos:

MM

Describir variables clinico-patolégicas e histopatolégicas en la muestra en

estudio.

Determinar el indice de proliferacion celular (porcentaje de expresion del

antigeno Ki-67).

Caracterizar la expresion de BAP1 por inmunohistoquimica tanto a nivel

nuclear como citoplasmatico.

Describir las variantes o tipos de melanoma cutaneo en relacién a
variables clinicopatoldgicas, histopatolégicas y de inmunohistoquimica,

estableciendo comparaciones.

Determinar la correlacion entre la expresion de BAP1 nuclear, indice de

proliferacion celular, espesor de Breslow e indice mitotico.

Estudiar la relacion entre los patrones de expresion de BAP1 nuclear (bajo
y alto) y citoplasmatico (difuso y perinuclear focal) y variables
clinicopatologicas, histopatoldgicas y nivel de expresion de Ki-67 (bajo y

alto).
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1. Disefio del estudio
El presente trabajo fue realizado en el servicio de Patologia del Hospital

Nacional de Clinicas, perteneciente a la Facultad de Ciencias Médicas de la
Universidad Nacional de Cérdoba. El mismo se planteé como un estudio de tipo
observacional, descriptivo/analitico, retrospectivo y con alcance correlacional. La
muestra estuvo constituida por biopsias de pacientes adultos hospitalarios con
diagnéstico de melanoma cutaneo primario, del periodo comprendido entre
enero de 1996 y diciembre de 2016. El tipo de muestreo fue no probabilistico,
por conveniencia. Como criterios de inclusion se consideraron biopsias con
diagnéstico de melanoma cutaneo, primarios, esporadicos, de las variantes
clinico-patolégicas principales (extensivo superficial, lentigo maligno,
acrolentiginoso y nodular), pertenecientes a pacientes adultos (mayores de 21
afos) atendidos en el Hospital Nacional de Clinicas de Cérdoba. Se excluyeron
del estudio a melanomas extracutaneos, melanomas primarios posteriores al
inicial, melanomas metastésicos, variantes de baja frecuencia (nevoide, Spitz,
originado en nevo penetrante profundo, originado en melanocitoma epiteloide
pigmentado, desmoplasico, originado en nevo azul y originado en nevo

congénito), melanomas sin clasificacion y pacientes menores de 21 afios.

2.2. Variables de estudio
Para facilitar su estudio, las variables fueron clasificadas en: 1-clinico-

patolégicas (relacionadas con el paciente y su epidemiologia), 2-histopatolégicas
(evaluadas con microscopia optica); y 3-inmunohistoquimicas. A continuacion,
se enumeran las mismas con sus respectivos criterios de definicion y

clasificacion.

2.2.1. Variables clinico-patoldgicas

e Edad: en afios (al momento del diagnostico histopatolégico). Categorizacion
adicional en menor/igual o mayor de 60 afios.

e Geénero: Varon, Mujer.

e Sitio_anatomico: Cabeza y cuello, Tronco, Miembro superior y Miembro
inferior (43).
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e Diametro tumoral: medido en centimetros (cm), en sentido lateral.

e Variante clinico-patoldgica de Clark: los criterios diagnésticos pueden

encontrarse en la Clasificacion de tumores cutdneos WHO 2018 (33,34) y se
mencionan a continuacion (Figura 5). Categorizacién adicional en “Nodular” y
“No nodular” (31).

1. Extensivo superficial: presencia de fase radial cuyo componente in situ tiene
extension intraepidérmica pagetoide de melanocitos atipicos.

2. Acrolentiginoso: presencia de fase radial cuyo componente in situ presenta
morfologia lentiginosa (proliferacidn de melanocitos atipicos en hilera en capa
basal) en epidermis acral (capa cérnea gruesa y compacta).

3. Lentigo maligno: presencia de fase radial cuyo componente in situ presenta
morfologia lentiginosa, en epidermis no acral (capa cornea en cesto).

4. Nodular: ausencia fase radial y presencia de fase vertical con morfologia
nodular. Se admite un componente in situ suprayacente con extension lateral

ausente o limitada.

“. : ’ i 8 '8 :}‘ n Sk
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Figura 5: Variantes de melanoma cutaneo, A: Extensivo superficial, con extension pagetoide de melanocitos atipicos,
B: Nodular, con fase vertical pura, C: Lentigo maligno, con proliferacion lentiginosa en capa basal de epidermis atréfica

y D: Acrolentiginoso, con proliferacion lentiginosa y en nidos en capa basal de epidermis acral (A: 100X H/E, B: 50X
H/E, C: 50X H/E, D: 50X H/E. Magnificaciones originales). Casuistica propia.
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eDiseminacion tumoral (diagnostico inicial): debido a que ningun caso

presentd metastasis a distancia al momento del diagndstico inicial, siendo la
ausencia de la misma uno de los criterios para indicar la reseccién quirtrgica de
la lesién primaria, se estudid este pardmetro segun dos categorias, definidas
como: Localizado (sin metastasis) o con metastasis regional. En esta Ultima se
consideraron la presencia de: 1-microsatélites (definidos en la seccién siguiente:
“‘variables histopatolégicas”), 2-satélites (ndédulos tumorales detectados
macroscopicamente en la dermis, a menos de 2 cm del tumor primario) 3-
metastasis en transito (nddulos tumorales macroscoépicos a mas de 2 cm del
tumor primario) y 4-metastasis en ganglio linfatico centinela o regional. Los
microsatélites, satélites y metastasis ganglionar forman parte de la categoria
“‘enfermedad metastasica no ganglionar” definiendo el estadio p-N1c en la 8°
edicidn del sistema de estadificacion AJCC (44,45).

eRemanente névico: se consider6 como tal a la presencia de focos

residuales de nevo melanocitico, de tipo displasico o convencional, adyacentes
a la lesion principal, hallazgo respaldado en la informacion clinica de desarrollo

de melanoma sobre lesion névica preexistente.

eDafio solar acumulado: dependiente de la interrelacidon entre los habitos

de exposicion solar y fototipo del paciente, y evaluado mediante la elastosis solar
observada microscépicamente en la dermis adyacente al tumor, definida como
presencia de fibras baséfilas en el tejido conectivo, de grosor variable, y se divide
en 3 grados de intensidad: 1 (leve): fibras basdfilas separadas e intercaladas con
haces de colageno; 2 (moderada): fibras baséfilas entrecruzadas y fusionadas,
pero sin llegar a formar masas homogéneas; y 3 (severa): masas homogéneas
de material basofilo (ausencia de fibras individuales). Los grados 0 (ausente) y 1
(leve) representan un dafio solar acumulado “bajo” y los grados 2 (moderado) y
3 (severo) “alto” (33).

38
MM



2.2.2. Variables histopatoldgicas

eFase de crecimiento (Radial/Vertical): La fase radial comprende

melanocitos neoplasicos que crecen en sentido horizontal aislados o en nidos
pequefios en ubicacion intraepidérmica y pudiendo involucrar focalmente la
dermis papilar (melanoma microinvasivo). La fase vertical se define por la
presencia de un grupo de células en la dermis mas grande que el grupo mas
grande en la epidermis, o de cualquier actividad mitética en la dermis,
consistente con una lesibn cuyo foco de proliferacibn esta cambiando
completamente dentro de la epidermis hasta dentro de la dermis también (20).

eNiveles anatomicos (Clark): I: Sélo tumor intraepidérmico (melanoma in

situ); Il: El tumor esta presente en la dermis papilar pero no la llena ni la expande;
[ll: El tumor llena y expande la dermis papilar; 1V: El tumor invade la dermis
reticular; V: El tumor invade la hipodermis. Categorizacion adicional en: niveles
[-11-111'y 1V-V (20, 46).

eEspesor del tumor primario (Breslow): Es el grosor maximo del tumor

en escala de milimetros (mm). El punto de referencia superior es el borde
superior de la capa granulosa de la epidermis suprayacente, y si la lesion esta
ulcerada en toda su extensién, la base de la Ulcera. El punto de referencia inferior
es el punto mas profundo de invasién tumoral. Adicionalmente se categorizo esta
variable en: menor o igual a 1 mm (delgado), mayor a 1 y hasta 4 mm (grosor
intermedio), y mas de 4 mm (grueso) (46, 50).

eUlceracion: defecto epidérmico de espesor total (incluida la ausencia de
estrato corneo y membrana basal) con depdsito de fibrina y neutréfilos; y
adelgazamiento, borramiento o hiperplasia reactiva de la epidermis circundante
en ausencia de traumatismo o un procedimiento quirdrgico reciente (46).

eindice mitético: nimero de mitosis por milimetro cuadrado de tejido

tumoral (mitosis/mm?) (46).

eCitomorfologia: forma de la célula tumoral: epiteloide (citoplasma amplio,

poligonal o redondeado, anféfilo, con membrana citoplasmatica definida, y
nacleo vesiculoso con nucléolo prominente, excéntrico) (Figura 6) y no epiteloide
(25, 115).
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Figura 6: Citomorfologia epiteloide, A: células tumorales de morfologia epiteloide, dispuestas en

patrén sélido con escaso estroma interpuesto; B: mayor detalle de las células epiteloides, con nicleos
vesiculosos y nucléolos prominentes, citoplasmas aciddéfilos y bordes poligonales (A: 400X, B: 1000X,

magnificaciones originales). Casuistica propia.

eRegresién _tumoral: reemplazo de células tumorales por inflamacion

linfocitica, atenuacion de la epidermis y fibrosis dérmica no laminada con células
inflamatorias, melanofagocitosis y telangiectasia (46, 56).

elnvasion linfovascular: presencia de células de melanoma dentro de la

luz de los vasos sanguineos o linfaticos, o ambos (46).

eNeurotropismo: presencia de células de melanoma contiguas a las

vainas nerviosas, circunferencialmente (invasién perineural) o dentro de los
nervios (invasion intraneural). Se identifica en la periferia del tumor (46).

eMicrosatélites: masa microscépica de células tumorales adyacente o

profunda a un melanoma primario y discontinua del mismo, no separada por
cicatrizacion fibrosa y/o inflamacion (esto puede representar una regresion
tumoral) (46).

einfiltrado linfocitario tumoral: los linfocitos deben rodear o infiltrarse

entre las células tumorales del componente invasivo del tumor. Categorias: No
identificado: no hay linfocitos presentes; No enérgico (No Brisk): los linfocitos se
infiltran en el melanoma solo de manera focal o no rodeando toda la base del
tumor invasivo; Enérgico (Brisk): los linfocitos se infiltran de manera difusa en
toda la base del tumor invasivo o muestran una permeacion difusa del tumor

invasivo (46).
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2.2.3. Variables de inmunohistoquimica

eindice de proliferacién celular: porcentaje (%) de nlcleos tumorales con

marca positiva para el antigeno Ki-67, con escala de 0 a 100%. Clasificacion en
categorias “baja expresion”: <20% y “alta expresion”: 220% (62).

eBAP1 nuclear (BAP1n): porcentaje (%) de nucleos tumorales con marca

positiva para la proteina BAP1, con escala de 0 a 100%. Categorizacion en
expresion “baja”: <33% y “alta” 233% (149).
eBAPI1 citoplasmético (BAP1c): categorizacion en dos tipos de patrones:

‘predominantemente difuso” (tipo background) o “predominantemente
perinuclear focal” (con forma de grumo o capuchoén, adyacente al nucleo tumoral)

segun division propuesta en la literatura (163).

2.3. Técnicas e instrumentos de medicion
Se enumeran a continuaciéon los procedimientos y técnicas realizadas,

incluyendo en cada seccion la descripcion de los instrumentos utilizados.

2.3.1.Recoleccion de datos

La busqueda de los casos se realiz6 inicialmente en el software de PC
“Diagndstico” del Servicio de Patologia, encontrando el listado total de casos de
melanoma al cual se le aplicaron criterios de inclusion y exclusion, obteniendo
los casos definitivos. A partir de sus niumeros de protocolo, se obtuvieron del
archivo del servicio, los tacos de parafina de muestras tumorales fijadas en
formol 10% con procesamiento técnico de rutina. También se recolectaron los
preparados histolégicos con coloracién de hematoxilina y eosina (H/E) y las
fichas de estudio anatomopatoldgico, con los datos de filiacion del paciente,
edad, sexo, sitio de obtencion de la muestra, antecedentes clinicos y sospechas
diagnésticas, remitidas por los servicios de Dermatologia y Cirugia del Hospital
Nacional de Clinicas junto con las muestras de biopsia. Se efectud revision de
los datos clinicos e histopatolégicos consignados en los informes

anatomopatoldgicos de cada caso.
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2.3.2.Evaluacién de preparados histolégicos con microscopia optica

Adicionalmente al registro de datos de interés de los informes de biopsia,
se efectuo revision de los preparados histolégicos coloreados con H/E obtenidos
de archivo de cada caso. Las siguientes variables histopatoldgicas de tipo
cualitativas: fase de crecimiento, nivel de Clark, ulceracion, regresion, infiltrado
linfocitario, citomorfologia, invasion vascular y perineural, se evaluaron mediante
observacion de los preparados con microscopio éptico trinocular PrimoStar Carl
Zeiss ®. Las variables histopatolégicas cuantitativas, se evaluaron segun la
siguiente metodologia:

e Medicidon de espesor tumoral en milimetros (Breslow): Se midié con un

micrémetro ocular calibrado 10:100 Carl Zeiss® en angulo recto con la piel
normal adyacente, en escala de milimetros (mm). El punto de referencia superior
fue el borde superior de la capa granulosa de la epidermis de la piel suprayacente
y en lesiones ulceradas, la base de la ulcera. El punto de referencia inferior fue
el punto mas profundo de invasién tumoral (46).

e Conteo de mitosis y asignacion de tasa mitética: Primero se buscaron las

regiones tumorales con mayor cantidad de figuras mitéticas (“hot spot”). Luego
se contaron las mitosis en un campo inicial de gran aumento (400X), y el
recuento se extendio a los campos no superpuestos inmediatamente adyacentes
hasta que se evalu6 un area de tejido correspondiente a 1 mm?2. Cuando no se
encontré ningun hot spot y las mitosis fueron escasas y/o dispersas al azar, se
eligié una mitosis representativa y, comenzando con ese campo, el recuento se
extendié a los campos inmediatamente adyacentes hasta cubrir 1 mm?2. El
recuento se expres6 como el nimero (entero) de mitosis/mm?2. Cuando el tumor
involucraba un area menor de 1 mm?2, se registré el nimero de mitosis como si
se encontraran dentro de un milimetro cuadrado. Para obtener una medicion
precisa de 1 milimetro cuadrado, se efectuo calibracion del campo de gran
aumento con micrometro ocular para determinar el nUmero de estos campos que
equivale a un milimetro cuadrado, equivaliendo a 5 campos en microscopio

trinocular Carl Zeiss ® (46).
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2.3.4.Confeccién de micromatrices de tejido (Tissue microarrays)

Para la realizacion de la inmunohistoquimica, se confeccionaron
micromatrices de tejido que permiten examinar varias secciones histolégicas a
la vez, obtenidas de un ensamblado en el que se toman “biopsias cilindricas” de
tejidos preexistentes incluidos en parafina (bloques donantes) e insertando las
mismas en un bloque “receptor” de forma ordenada. Esta técnica tiene la ventaja
de que todas las muestras se procesan a la vez utilizando condiciones idénticas.
Ademas, reduce notablemente la cantidad de tejido de archivo necesario para
un estudio en particular, preservando asi una gran cantidad de tejido restante
para otras necesidades de investigacion o diagnéstico (187,188). Se
confeccionaron 10 micromatrices, con 3 columnas (A, By C) y 4 filas (n° 1 a 40),
con una variacion de la técnica convencional, como se describe a continuacion:

1-Utilizando bisturi sacabocado (punch) de 6 mm se extrajeron muestras
cilindricas de tumor de los bloques de parafina donantes, seleccionando areas
tumorales representativas y libres de necrosis.

2-Se armaron bloques receptores utilizando plataforma de inclusion de
tejidos, colocando parafina fundida a 65°C en moldes plasticos transparentes,
sobre grillas dibujadas en papel milimetrado de tamafio coincidente y visibles
debajo, con columnas y filas que indicaron el orden de colocacién de los cilindros
donantes.

3-Se introdujeron los cilindros donantes en los moldes receptores, segun el
orden establecido por las grillas correspondientes, dentro de la parafina fundida,
mantenida en ese estado gracias a la temperatura estable de 65°C.

4-Se redujo la temperatura de la plataforma de inclusién por debajo del
punto de fusion de la parafina, hasta que comenzo a solidificarse en la base de
los moldes. Posteriormente, estos se retiraron de la plataforma y se dejaron
solidificar completamente a temperatura ambiente. Finalmente, los bloques de

microarrays resultantes se desmoldaron.

2.3.5.Realizacion de cortes coloreados con hematoxilina y eosina

Para controlar la calidad de los microarrays y verificar presencia de tumor
viable y libre de necrosis, previo a realizar pruebas de inmunohistoquimica, se

realizaron cortes coloreados con H/E, con los siguientes pasos: 1-Realizaciéon de
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cortes de 3-5 micras con microtomo y colocacidn en portaobjetos; 2-
Desparafinizacion en xilol e hidratacion en alcoholes de graduacion decreciente,
1 minuto en cada paso (100° y 96°); 3-Coloracion con hematoxilina durante 5
minutos; 4-Viraje en agua corriente durante 10 minutos; 5-Lavado en agua
destilada; 6-Coloracion con eosina 1 minuto; 7-Deshidratacion en alcoholes de
graduacion creciente (96° y 100°); 8-Aclaracidon en xilol y montaje con

cubreobjetos utilizando Balsamo de Canada.

2.3.6.Técnica de inmunohistoquimica

A partir de las micromatrices de tejido, se realizd técnica de
inmunohistoquimica manual, siguiendo un protocolo utilizado en el servicio de
Patologia del HNC, basado en la literatura (189), con los siguientes pasos:

1-Realizacién de cortes: de 3 micras de espesor en portaobjetos con carga

positiva. Se dejaron en estufa a 60°C durante una noche.

2-Desparafinacion: en xilol a temperatura ambiente, en 4 cambios de 10

min cada uno. Posteriormente se hidrataron los cortes mediante pases en
alcoholes de graduacion decreciente (100° y 96°) y se colocaron en agua
destilada.

3-Recuperacion antigénica inducida por calor: se realizé en bafo térmico a

temperatura de 95°C, colocando los portaobjetos dentro de recipientes Coplin
con buffer citrato (pH 6), por 45 min. Luego se sacaron y dejaron enfriar por 30
min.

4-Bloqueo de peroxidasa endégena: se agregd solucién de peroxido de

hidrégeno de 30 volumenes, diluido al 10%, por 35 min sobre los cortes en
camara humeda tapada. Luego se lavaron con buffer fosfato salino (PBS, 0,01
M, pH 7,4) durante 5 min.

5-Bloqueo _de fondo: para evitar uniones inespecificas del anticuerpo

primario a proteinas, se aplicé Background Block (Cell Marque®) por 10 min, en
camara humeda tapada. Luego se lavaron con buffer PBS durante 5 min.

6-Aplicacion de anticuerpos primarios: se secaron con cuidado los cortes,

se les aplicaron los anticuerpos primarios previamente diluidos y se dejaron
incubar durante una noche en camara humeda tapada. Posteriormente se

lavaron con buffer PBS durante 5 min.
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7-Aplicacion del anticuerpo secundario biotinilado: se secaron los cortes y

se aplico sistema de deteccion CytoScan® HRP Link (Cell Marque®), dejando
incubar durante 15 min con cAmara humeda tapada. Luego se lavaron con buffer
PBS durante 5 min.

8-Aplicacion de anticuerpo  terciario estreptavidina-peroxidasa:

Posteriormente se secaron los cortes y se aplicO sistema de deteccidon
CytoScan® HRP Label (Cell Marque®), dejando incubar durante 15 min con
camara humeda tapada. Luego se lavaron con buffer PBS durante 5 min.

9-Aplicacion de cromdgeno: se secaron los cortes y se les aplico solucién

de DAB y sustrato (DAB Kit Substrate, Cell Marque®), y se dejo actuar entre 5 a
7 min.

10-Contraste, deshidratacién y montaje: posteriormente se colocaron los

portaobjetos en agua destilada, y luego se colorearon con hematoxilina durante
30 s. Se realiz6 viraje en agua corriente a temperatura ambiente y luego se
deshidrataron los cortes mediante pases por alcoholes de graduacion creciente
(96° y 100°). Por ultimo, se realizaron pases por Xileno y se montaron los

portaobjetos con balsamo de Canada y cubreobjetos.

2.3.6.1.Anticuerpos primarios utilizados y sus controles

Para BAP-1 se utilizé anticuerpo primario Anti-BAP1 (policlonal de conejo,
Abcam®) con titulacion hasta conseguir dilucién final de 1/100 que mostré mejor
relacion sefal/fondo de la marca positiva (rango de dilucién recomendado: 1/40
y 1/200). Controles positivos (Figura 7): control externo seleccionado fue
testiculo (positividad en espermatocitos) y el interno fibroblastos y linfocitos,
siendo la tincién aceptada: citoplasmatica y nuclear (mayor intensidad de la
nuclear). Para Ki-67 se utiliz6 anticuerpo primario anti-Ki-67 (monoclonal de
conejo, Clon SP6, Cell Marque®), en dilucion 1/100. El control positivo externo
seleccionado fue adenocarcinoma de colon y el interno los nucleos de células
basales epidérmicas, y la tincion aceptada la nuclear (Figura 8). Como controles
negativos de ambas marcaciones se utilizaron los anteriormente mencionados,
reemplazandose el anticuerpo primario por buffer PBS en la técnica de

inmunohistoquimica (Figura 9).
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Figura 7: A: Control positivo externo de BAP1 (nucleos de espermatocitos tefiidos de marrén);
B: Control positivo interno de BAP1 (ndcleos de fibroblastos tefiidos de marrén) (400X,

magnificacién original). Casuistica propia.
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Figura 8: A: Control positivo externo de Ki-67 (nucleos celulares de adenocarcinoma de colon
tefiidos de marrén); B: Control positivo interno de Ki-67 (nlcleos de células basales
epidérmicas teflidos de marrén) (A: 100X, B: 400X, magnificaciones originales). Casuistica

propia.

Figura 9: A: Control negativo de BAP1 (ausencia de tincion marrén en nucleos y citoplasmas

de espermatocitos); B: Control negativo de Ki-67 (ausencia de tincion marrén en nucleos
celulares de adenocarcinoma de colon) (A: 400X, B: 100X, magnificaciones originales).

Casuistica propia.
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2.3.7.Técnica de blangueamiento de melanina

Para poder evaluar en melanomas con moderada y abundante melanina,
variables histopatologicas e inmunohistoquimicas, se utilizé una técnica de
blanqueamiento de melanina, que consistié en someter a los cortes a peréxido
de hidrogeno de 30 volumenes, diluido en buffer PBS en relacion 1:3, dentro de
recipientes Coplin, durante 150 min a temperatura de 60°C (estufa). Para evaluar
las variables histopatoldgicas, se elaboraron preparados histologicos coloreados
con H/E con este proceso incorporado posteriormente al paso n° 2
(desparafinizacién e hidratacion de cortes) y previamente al paso n° 3 (tincion
con hematoxilina). Para evaluar las variables inmunohistoquimicas se realizo
una modificacion del protocolo basandose en trabajos previos (190,191),
incorporando el proceso de blanqueamiento posterior al paso de recuperacion
antigénica inducida por calor (paso n° 3), omitiéndose, debido a su redundancia,
el paso n° 4 (bloqueo de la peroxidasa endogena). El tejido de control positivo
utilizado en el blanqueamiento fue de melanocitoma epiteloide pigmentado,
tumor que caracteristicamente presenta muy alto contenido de melanina (Figura
10). No se observo alteracion de detalles citolégicos ni histoarquitecturales, ni
disminucién de la antigenicidad tisular en comparacién con la técnica de

inmunohistoquimica sin paso de blanqueamiento, habiendo realizado

previamente pruebas de esta técnica en tejidos de control con marcaciones de
BAP1, Ki-67 y Melan-A.
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Figura 10: Técnica de blanqueamiento de melanina con peréxido de hidrégeno. A: tejido tumoral con

abundante melanina, B: el mismo tumor al que se le aplicé blanqueamiento (50X a la izquierda y 100X
a la derecha en cada microfotografia. Magnificaciones originales, H/E). Casuistica propia.
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2.3.8.Evaluacién de variables de inmunohistoquimica

Las inmunomarcaciones fueron evaluadas en microfotografias digitales,
gue se tomaron de campos de gran aumento (400X) cubriendo toda la extension
de cada corte de tejido tumoral. Se utilizO cAmara microfotografica AxioCam
ERc5s, conectada a microscopio trinocular Carl Zeiss®, y a PC por via USB.
Para la toma de fotografias se empled la aplicacion de captura digital de
imagenes ZEN 2011 AxioVision y se realiz6 mejora de brillo y contraste de las
mismas. Para establecer el indice de proliferacion celular (% Ki-67) y el % de
BAP1 nuclear, se empled la aplicacion de dominio publico ImageJ, version 1.53e,
del National Institutes of Health (USA, 2015) (192), utilizando la herramienta
“multi-point” que permite contar elementos realizando marcas numeradas. En las
microfotografias de cada caso se marcaron con un color los nucleos tumorales
tefiidos de marron (positivos para el antigeno), y con otro los ndcleos tumorales
azules (negativos), obteniendo la relacion entre ambos y el porcentaje de
nacleos positivos (Figura 11). La evaluacion de los patrones citoplasmaticos de
BAP1 se realizO de manera semicuantitativa. Las microfotografias fueron
compartidas a dos médicos patélogos que las valoraron de forma independiente,
desconociendo datos clinicos e histopatologicos de cada caso, para establecer
el nivel de concordancia.
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Figura 11: Herramienta “multi-point” de la aplicacion Imaged, para establecer
porcentaje de marcacion de BAP1 nuclear y Ki-67 en microfotografias digitales. Las
marcas en amarillo (cruces) indican nicleos positivos para el antigeno, al contrario

que las marcas en magenta. (microfotografia de 400X, magnificacién original, Ki-67).
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2.4. Andlisis estadistico
Colaboré en esta seccion la Dra. Laura Aballay, de la asignatura de

estadistica y bioestadistica de la Escuela de Nutricién de la Facultad de Ciencias
Médicas, de la Universidad Nacional de Cordoba. El estudio se realizé en las
siguientes etapas: descripcion de la muestra, analisis de asociacion y correlacion

entre variables y finalmente un andlisis confirmatorio.

1-Estudio descriptivo: se analiz6 la distribucion de frecuencias de las variables

categoricas y se calcularon medidas resumenes de posicion y dispersion para

variables continuas.

2-Andlisis de asociacién y correlacion entre variables: se construyeron tablas de

contingencia y se aplicaron las pruebas Chi-cuadrado Pearson y test exacto de
Fischer para estudiar asociacion entre variables categoricas de interés y
establecer si las diferencias eran estadisticamente significativas. Se obtuvieron
los coeficientes de correlacion de Pearson entre variables continuas, y para
comparar estas Ultimas entre los subtipos de melanoma, se estimaron

diferencias de medias mediante prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.

3-Analisis confirmatorio: para estudiar el efecto de las variables clinico-

patolégicas y patrones de BAPL en relacion a la probabilidad de presentar
caracteristicas predictivas de mal prondstico, se construyeron modelos de
regresion logistica multiple. Este tipo de analisis multivariado permite modelar la
relacion entre una variable respuesta binaria y variables regresoras de interés,
analizandolas simultdneamente con variables de confusién o ajuste. A diferencia
de los andlisis univariados, permite estudiar si existe valor predictivo significativo
independiente para cada variable regresora, calculando la razon de productos

cruzados (odd ratio) y sus respectivos intervalos de confianza del 95%.

Variabilidad interobservador

Para evaluar el grado de concordancia entre dos observadores
independientes (médicos patologos), para las variables continuas indice de
proliferacion celular y porcentaje de marcacion nuclear de BAP1, se aplico test t
para dos muestras, obteniendo valor de p>0,05 (diferencias no significativas).
Para las variables categoricas citomorfologia y BAP1 citoplasméatico se calculd
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el estadistico Kappa de Cohen (k), obteniendo valor de 0,9 (categoria de acuerdo

“casi perfecto”).

2.5. Alcances y limites de la investigacion
Alcances: En el melanoma, uno de los canceres de mayor mortalidad, el

estudio de nuevos biomarcadores tisulares prondsticos y predictivos es
necesario para un manejo guiado del paciente y el desarrollo de nuevas terapias.
La proteina BAP1 no tiene un valor prondéstico definido en el melanoma cutaneo
esporadico y las evidencias son contradictorias. El presente estudio tiene
alcance correlacional, aportando datos de asociacién entre patrones de
expresion de la proteina BAP1 en el melanoma cutaneo y parametros
predicitivos de prondéstico adverso (clinicos, histopatologicos e indice de

proliferacion celular).

Limitaciones: Las limitaciones encontradas en el proceso de investigacion
fueron: historias clinicas incompletas o extraviadas, y tramites para obtencion de
las méas antiguas (solicitud y traslado desde un archivo pasivo externo en ciudad
de Alta Gracia, Cordoba) temporalmente suspendidos por la situacion sanitaria
de COVID19.

2.6. Consideraciones éticas
Con respecto a las consideraciones éticas, el presente trabajo de

investigacién, segun lo certifica el Sistema de Evaluacion, Registro y
Fiscalizacion de las Investigaciones en Salud (S.E.R.F.I.S) de la provincia de
Cérdoba al momento de su presentacion, se enmarca en el articulo 2° de la Ley
provincial 9694, que establece que por no incluir intervenciones sobre la salud
humana y no suponer riesgo para los individuos, no requiere evaluacién ética y
puede ser revisado por el comité académico de la institucién en el que se

desarrolla (Anexo: consideraciones éticas).
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CAPITULO 3: RESULTADOS

A continuacion, se presentan los resultados encontrados en las siguientes
secciones: 3.1-Descripcion de la muestra de estudio; 3.2-Analisis de asociacion

y correlacion entre variables; 3.3-Analisis confirmatorio.

3.1.Descripcion de la muestra de estudio

Aplicando los criterios de inclusion y exclusién mencionados se consiguio

un n muestral de 116 melanomas cutaneos primarios.

1-Variables clinico-patolégicas

El 50,86% de los pacientes fueron hombres y el resto mujeres. El promedio
de edad fue 59,57 afos (D.E 16,46), con una edad minima de 21 afios y una
méaxima de 90 afos. En cuanto a las localizaciones, predominé el tronco con
35%, seguido por miembro inferior (30%), cabeza y cuello (25%) y miembro
superior (9%). El diametro tumoral promedio fue de 1,46 cm (D.E. 0,96; Min 0,20,
Méx 6,50). Las variantes clinico-patolégicas mas frecuentes fueron Extensivo
superficial (46%) y nodular (26%) (Figura 12). Los casos se presentaron de forma
localizada en 87% y con diseminacion regional en 13%. Los melanomas se
desarrollaron sobre nevus preexistente en 24% de casos. La distribucion de

frecuencias de variables clinico-patolégicas se resume en la Tabla 2.

Distribucion por género: en hombres la media de edad fue de 60 afios (21-

87), la localizacion predominante fue tronco (54%) y el diametro tumoral
promedio fue 1,41 cm (0,2-4,50 cm). En mujeres la media de edad fue de 59,12
anos (21-90), la localizacion predominante fue miembro inferior (46%), y el
diametro promedio 1,52 cm (0,4-6,5 cm). En ambos sexos la variante mas
frecuente fue extensivo superficial (hombres 51% y mujeres 42%) y el dafio solar

acumulado fue predominantemente bajo (85% y 74%).
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Figura 12: Distribucion de frecuencias de variantes clinico-patolégicas de melanoma,

representada en gréfico circular.

B ACROLENTIGINOSO

mEXTENSIVO
SUPERFICIAL

mLENTIGO MALIGNO

=NODULAR

Tabla 2: Variables clinico-patoldgicas (n=116)

Género, n (%)

-Varon

-Mujer

Edad

X (DE), Min-Méax

<60 n(%)

260 n(%)

Didmetro

X (DE), Min-Méax

Region n (%)

-Tronco

-Cabeza y cuello

-Miembro inferior

-Miembro superior

Variante clinicopatoldgica n (%)
-Extensivo superficial
-Nodular

-Acrolentiginoso

-Lentigo maligno

Estado de diseminacién n (%)
-Localizado

-Diseminacién regional

Nevus preexistente n (%)
-Presente

-Ausente

Dafio solar acumulado n (%)
-Alto

-Bajo

MM

59 (50,86%)
57 (49,14%)

59,57 (16,46), 21-90

55 (47%)
61 (53%)

1,46 (0,96), 0,20-6,50

41 (35,34)
29 (25%)
35 (30,17%)
11 (9,48%)

54 (46,55%)
30 (25,86%)
17 (14,66%)
15 (12,93%)

101 (87%)
15 (13%)

28 (24%)
88 (76%)

24 (20,69%)
92 (79,31%)
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2-Variables histopatoldgicas

La fase de crecimiento vertical se present6 en 72% de los casos. El espesor
de Breslow promedio fue de 2,91 mm (DE 3,08, Min 0, Max 15). Treinta y ocho
por ciento de casos tuvieron Breslow <1 mm, 37% >1-4 mm y 25% >4 mm. El
nivel de Clark predominante fue IV (invasion hasta dermis reticular), en 59% de
casos. Se observo ulceracion en 37% de casos. El indice mitético promedio fue
de 4,76 mitosis/mm? (DE 5,18, Min 0, Max 25). Hubo regresién histoldgica en
27% de casos. El infiltrado linfocitario tumoral predominante fue no brisk (no
enérgico) en 76%, y ningun caso tuvo infiltrado linfocitario ausente. La
citomorfologia fue no epiteloide en 64% de casos. SoOlo se observd
microsatelitosis e invasion vascular en 3% de casos, e infiltracion perineural en
1%. El dafio solar acumulado fue predominantemente bajo, en 79% de casos.
La distribucién de frecuencias de variables histopatolégicas se resume en la
Tabla 3.

Tabla 3: Variables histopatoldgicas (n=116)

Fase de crecimiento n (%)

-Radial 33 (28,45%)
-Vertical 83 (71,55%)
Espesor de Breslow (mm)

X (DE), Min-M&x 2,91 (3,07), 0-15
<1 mm, n (%) 44 (37,93%)
1-4 mm, n (%) 43 (37,07%)
>4 mm, n (%) 29 (25%)

Nivel de Clark n (%)
I 10 (8,62%)
I 16 (13,79%)

1l 9 (7,76%)

\Y 62 (59,48%)

V 12 (10,34%)
Ulceracion n (%)

-Presente 43 (37,07%)
-Ausente 73 (62,93%)
indice mit6tico (mitosis/mm?)

X (DE), Min, Max 4,76 * (5,17), 0-25
Citomorfologia n (%)

-Epiteloide 42 (36,21%)
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-No epiteloide 74 (63,79%)

Infiltrado linfocitario tumoral n (%)

-No Brisk 88 (75,86%)
-Brisk 28 (24,14%)
Regresion histolégica n (%)

-Presente 31 (26,72%)
-Ausente 85 (73,28%)
Invasion vascular n (%)

-Detectada 3 (3%)
-No detectada 113 (97%)
Invasion neural n (%)

-Detectada 1 (0,86%)
-No detectada 115 (99,14%)

3-Variables inmunohistoquimicas

eindice de proliferacion celular (% Ki-67): El promedio fue de 20,73%
(DE 11,79, Min 3, Max 76, Mediana 19), y la distribucién segun categorias fue la
siguiente: Bajo (<20%): 63 (55%), Alto (=20%): 52 (45%) (Tabla 4).

¢BAP1 nuclear (BAP1n): El promedio fue de 38% (DE 34,28, Min 0, Max
100, Mediana 35). El 17% (20 casos) fue BAP1n negativo (porcentaje 0%). En la
figura 13 se pueden apreciar dos casos con marcacion de BAP1n de categoria
“alta” (233%).

® BAP1 citoplasmatico (BAP1c): se observé marcacion citoplasmética
en el 100% de los casos. En 81 casos (70%) se observé patron
“‘predominantemente difuso” (Figura 14) y 35 (30%) presentaron patron

“‘predominantemente perinuclear focal (Figura 15).

Tabla 4: Variables inmunohistoquimicas (n=116)

indice de proliferacién celular (%Ki-67)

X (DE), Min, Max 20,73 (11,79), 3-76
<20%, n (%) 64 (55%)
220%, n (%) 52 (45%)
BAP1 nuclear (BAP1n)

X (DE), Min, Max 37,74 (34,28), 0-100
Expresion Baja (<33%) n (%) 55 (47,41%)
Expresion Alta (233%) n (%) 61 (52,59%)
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BAP1n Presente n (%)
BAP1n Ausente n (%)

96 (82,76%)
20 (17,24%)

BAP1 citoplasmatico (BAP1c) n (%)
Patrdn difuso

Patron perinuclear

BAP1c Presente

BAP1c Ausente

81 (69,83%)

35 (30,17%)

116 (100%)
0 (0%)

Figura 13: Expresion de BAP1n: alta (>33%): A: Fase radial correspondiente a variante extensiva
superficial, observandose melanocitos atipicos in situ, con extension pagetoide y expresion nuclear alta
de BAP1, B: Fase vertical con células neoplasicas de melanoma de morfologia globoide, dispuestas en

dermis de manera difusa (A: 400X, B: 100X, magnificaciones originales).

Figura 14: Expresion de BAP1c predominantemente difusa, con tincion de citoplasmas de células

tumorales de color marrén claro, tipo fondo (A: 400X, B: 1000X, magnificaciones originales).
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Figura 15: Expresion de BAP1c predominantemente perinuclear focal. Se observa tincién del citoplasma
de células tumorales en forma de grumo o capuch6n marrén adyacente al ndcleo tumoral, que muestra

ausencia de tincion (A: 400X, B: 1000X, magnificaciones originales).

3.1.1.Descripcién por variantes clinico-patolégicas

eExtensivo superficial: predomind en sexo masculino, en menores de 60

afos, la localizacion mas frecuente en tronco y el dafio solar acumulado fue
predominantemente bajo. Hubo diseminacién regional en 11% y asociacion con
nevus preexistente en 52%. La mayoria se encontr6 en fase vertical y los niveles
de Clark mas frecuentes fueron IV-V. No obstante, la mayoria tuvo un Breslow
menor o igual a 1 mm. La ulceracién estuvo presente en 26%, hubo regresién en
48% de casos e infiltrado linfocitario brisk en 44%. La mayoria presento Ki-67
bajo (<20%), BAP1 nuclear alto y BAP1 citoplasmaético difuso.

eNodular: predominé en sexo masculino, en menores de 60 afios, la
localizacion mas frecuente en tronco y el dafio solar acumulado fue
predominantemente bajo. Hubo diseminacioén regional en el 20%. Los niveles de
Clark mas frecuentes fueron IV-V y la mayoria de los casos tuvo un Breslow
mayor a 4 mm. La ulceracion estuvo presente en 67%, sélo hubo regresion en
3% vy el infiltrado linfocitario fue predominantemente no brisk. La mayoria
presento Ki-67 alto (220%), BAP1 nuclear bajo y BAP1 citoplasmatico
perinuclear focal (70%).

el entigo maligno: predomind en sexo femenino, en mayores de 60 afios,

y hubo diseminacion regional en el 7%. 67% presentd un Breslow menor o igual
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a 1 mmy el nivel de Clark mas frecuente I-lI-1ll. La ulceracion estuvo presente
en 13%, hubo regresion e infiltrado linfocitario brisk en 7%. La mayoria present6
Ki-67 bajo (<20%), BAP1 nuclear alto y BAP1 citoplasmatico difuso.

e Acrolentiginoso: predominé en sexo femenino, en mayores de 60 afios,

mas frecuente en miembro inferior y hubo diseminacion regional en el 12%. El
30% presento un Breslow menor o igual a 1 mm, 35% de 1 a 4 mm y 35% mayor
a 4 mm, y el nivel de Clark méas frecuente IV-V. La ulceracion estuvo presente
en 41%, hubo regresion en 18% e infiltrado linfocitario no brisk en todos los
casos. La mayoria presento Ki-67 bajo (<20%), BAP1 nuclear alto y BAP1

citoplasmatico difuso.

En la Tabla 5 se puede apreciar la distribucion de frecuencias de las

variables clinico-patolégicas segun variantes histolégicas de melanoma.

Tabla 5

Frecuencias de variables clinico-patolégicas por variantes histologicas (n=116)

VARIABLE VARIANTE
Extensivo Nodular Acrolentiginoso Lentigo
superficial n=30 n=17 maligno
n=54 n=15
Geénero, n (%)
-Muijer 24 (44%) 12 (40%) 12 (71%) 9 (60%)
-Varén 30 (56%) 18 (60%) 5 (29%) 6 (40%)
Edad n (%)
-<60 afios 32 (59%) 17 (57%) 5 (29%) 1 (7%)
-260 afios 22 (41%) 13 (43%) 12 (71%) 14 (93%)
Region n (%)
-Tronco 29 (54%) 12 (40%) 0 (0%) 0 (0%)
-Cabeza y cuello 5 (9%) 9 (30%) 0 (0%) 15 (100%)
-Miembro inferior 13 (24%) 6 (20%) 16 (97%) 0 (0%)
-Miembro superior 7 (13%) 3 (10%) 1 (3%) 0 (0%)
Diseminacion n (%)
-Localizado 48 (89%) 24 (80%) 15 (88%) 14 (93%)
-Metastasis regional 6 (11%) 6 (20%) 2 (12%) 1 (7%)
Nevus n (%)
-Presente 28 (52%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
-Ausente 26 (48%) 30 (100%) 17 (100%) 15 (100%)
Dafio solar n (%)
-Alto 2 (4%) 7 (23%) 0 (0%) 15 (100%)
-Bajo 52 (96%) 23 (77%) 17 (100%) 0 (0%)
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En la Tabla 6 se puede apreciar la distribucion de frecuencias de las

variables histopatologicas segun variantes histologicas de melanoma.

Tabla 6
Frecuencias de variables histopatolégicas por variante histolégica (n=116)

Extensivo Nodular Acrolentiginoso Lentigo

Variable superficial n=30 n=17 maligno
n=54 n=15

Fase de crecimiento n (%)
-Radial 18 (33%) 0 (0%) 5 (29%) 10 (67%)
-Vertical 36 (67%) 30 (100%) 12 (71%) 5 (33%)
CAT Breslow n (%)
<1 mm 29 (54%) 0 (0%) 5 (30%) 10 (67%)
1-4 mm 22 (41%) 12 (40%) 6 (35%) 3 (20%)
>4 mm 3 (6%) 18 (60%) 6 (35%) 2 (13%)
Nivel de Clark n (%)
I-H1-111 20 (37%) 0 (0%) 5 (29%) 10 (67%)
V-V 34 (63%) 30 (100%) 12 (71%) 5 (33%)
Ulceracion n (%)
-Presente 14 (26%) 20 (67%) 7 (41%) 2 (13%)
-Ausente 40 (74%) 10 (33%) 10 (59%) 13 (87%)
Citomorfologia n (%)
-Epiteloide 13 (24%) 23 (77%) 5 (29%) 1 (7%)
-No epiteloide 41 (76%) 7 (23%) 12 (71%) 14 (93%)
Linfocitos n (%)
-No Brisk 30 (56%) 27 (90%) 17 (100%) 14 (93%)
-Brisk 24 (44%) 3 (10%) 0 (0%) 1 (7%)
Regresién n (%)
-Presente 26 (48%) 1 (3%) 3 (18%) 1 (7%)
-Ausente 28 (52%) 29 (97%) 14 (82%) 14 (93%)
Invasién vascular n (%)
-Detectada 1 (2%) 2 (7%) 0 (0%) 0 (0%)
-No detectada 53 (98%) 28 (93%) 17 (100%) 15 (100%)
Invasion neural n (%)
-Detectada 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (7%)
-No detectada 54 (100%) 30 (100%) 17 (100%) 14 (93%)

En la Tabla 7 se puede apreciar la distribuciéon de frecuencias de las

variables inmunohistoquimicas segun variantes histolégicas de melanoma.
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Tabla 7: Frecuencias de parametros inmunohistoquimicos por variante histolégica (n=116)

Variable

BAP1 nuclear n (%)

- baja (<33%)

- alta (233%)

BAP1 citoplasmatico n (%)
-Difuso

-Paranuclear

indice de proliferacion n (%)
<20%

>20%

superficial

Extensivo

n=54

22 (41%)
32 (59%)

45 (83%)
9 (17%)

31 (57%)
23 (43%)

Nodular
n=30

26 (87%)

4 (13%)

9 (30%)
21 (70%)

9 (30%)
21 (70%)

Acrolentiginoso
n=17

5 (29%)

12 (71%)

13 (76%)
4 (24%)

12 (71%)
5 (29%)

3.2.Andlisis de asociacién y correlacion de variables

3.2.1.Prueba de correlacion entre variables continuas

Lentigo
maligno
n=15

2 (13%)
13 (87%)

14 (93%)
1 (7%)

12 (80%)
3 (20%)

Hubo correlacion positiva significativa (p<0,001) entre Ki-67 y mitosis, con

un coeficiente de correlacién (r)=0,4718. El espesor de Breslow también tuvo

correlacion positiva y significativa con mitosis (r=0,5145) y Ki-67 (r=0,3908). La

variable BAP1 nuclear, por otro lado, mostrd correlacion inversa significativa al

95% (p<0,001) con mitosis (r=-0,3256) y Breslow (r=0,2724), en tanto que la

correlacion de BAP1 nuclear con Ki-67 mostro tendencia a ser significativa para

un nivel de significacion a=0,10 (r=-0,1613, p=0,08) (Figura 16).
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Figura 16: Representacion grafica de una matriz de correlacion, que incluye los parametros
Mitosis/mm?, % Ki-67, Breslow (mm) y % BAP1 nuclear. En los recuadros de fondo blanco se
representan los coeficientes de correlacion mediante una nube de puntos azules. Los ejes

cartesianos (X, Y) se encuentran invertidos en la esquina superior derecha, con respecto a la

inferior izquierda (imagen en espejo).
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3.2.2.Comparacién entre variantes de melanoma

eVariables continuas: Las variables continuas en los distintos tipos de
melanoma (Tabla 8), mostraron las siguientes diferencias significativas (p<0,05):
la variante nodular tuvo mayor espesor de Breslow, indice mitotico y % de Ki-67,
y % BAP1n mas bajo en relacion a las demas variantes. Lentigo maligno se
presento a mayor edad que extensivo superficial y nodular, y tuvo menor Breslow
que acrolentiginoso y nodular. Extensivo superficial tuvo menor Breslow que
variante nodular y acrolentiginosa, y mayor Ki-67 que lentigo maligno. La variante
acrolentiginosa mostr6 mayor Breslow que extensivo superficial y lentigo
maligno. El diametro tumoral no presento diferencias significativas de medias

entre las variantes (p=0,2927).
Tabla 8
Variables continuas de los tipos de melanoma
Parametro Acrolentiginoso Ext. superficial Lentigo maligno Nodular

X (DE), min-max = X (DE), min-max = X (DE); min-max X (DE); min-max

EDAD (afios) 63,65(16,70); 29-84 = 55,63(16,63); 21-90 73(9,45); 58-86 57,63(15,36); 26-81
DIAMETRO (cm) = 2,09(1,70);0,4-65  1,40(0,80); 0,4-4,5 1,15(0,74); 0,2-3 1,37(0,54); 0,3-2,5
BRESLOW (mm) 3,98(3,99); 0-15 1,47(1,27); 0-5,3 1,97(4,00); 0-15 5,41(2,49); 2-11
MITOSIS/mm? 3(2,32); 1-10 3,72(4,09); 0-22 3,53(4,99); 0-14 8,23(6,58); 2-25
% KI-67 21,35(17,10); 7-76  20,17(10,74); 5-50 13(6,12); 3-24 25,27(10,39); 10-51
% BAP1n 4541(36,13); 0-95 = 43,67(32,39); 0-100  54,13(31,64); 8-92  14,53(27,24); 0-95

eVariables categodricas. La variante Nodular se asocio significativamente,
con respecto a variante No nodular (categorizacion dicotémica), a ausencia de
nevo (p=0,0003), categorias de Breslow superiores a 1 mm (p<0,0001),
ulceracién (p<0,0001), Clark V-V (p<0,0001), morfologia epiteloide (p<0,0001),
infiltrado linfocitario no brisk (p=0,0356), ausencia de regresiéon (p=0,0008) y Ki-
67 elevado (>20%) (p=0,0015).

3.2.3.Asociaciones entre BAP1 nuclear y otras variables

Con respecto a las variables clinico-patoldgicas, se observd asociacion
significativa entre expresion baja de BAP1 nuclear y variante nodular (p<0,001),
y ausencia de nevus preexistente (p=0,0219), como puede observarse en la
Tabla 9.
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Tabla 9: Asociacién entre BAP1 nuclear y variables clinico-patolégicas

Parametro BAP1n bajo (<33%) n=55 BAP1n alto (>33%) n=61 p valor
Género

-Varén 28 31 0,992
-Mujer 27 30

Edad

-<60 28 27 0,474
-=260 27 34

Localizacion

-Tronco 19 22

-Cabeza y cuello 12 17 0,650
-Miembros 24 22

Variante

-Nodular 26 4 <0,0001*
-No nodular 29 57

Diseminacion

-Localizado 49 52 0,5377
-Metastasis regional 6 9

Nevus preexistente

-Presente 8 20 0,0219*
-Ausente 47 41

Dafio solar

-Alto 9 15 0,275
-Bajo 46 46

*: valores de p estadisticamente significativos

En relacion con las variables histopatoldgicas, se observd asociacion significativa
entre BAP1 nuclear bajo y fase vertical, categorias de Breslow mayores a 1 mm de
espesor, niveles de Clark IV-V, ulceracion y citomorfologia epiteloide (p<0,001),

resultados que pueden observarse en la Tabla 10.

Tabla 10: Correlacién entre BAP1 nuclear y variables histopatoldgicas

Pardmetro BAP1n bajo (<33%) n=55 BAP1n alto (233%) n=61 p valor
Fase

-Radial 2 31 <0,0001*
-Vertical 53 30

Breslow

<1 mm 10 34 <0,0001*
>1-4 mm 26 17
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>4 mm

Nivel de Clark
I-11-111

V-V

Ulceracion
-Presente
-Ausente
Citomorfologia
-Epiteloide

-No epiteloide
Invasién vascular
-Ausente
-Presente
Invasién neural
-Ausente
-Presente
Microsatelitosis
-Ausente
-Presente
Regresién
-Ausente
-Presente
Linfocitos
-Brisk

-No brisk

*: valores de p estadisticamente significativos

10

52

33
22

39
16

52

55

54

40

15

16
39

10

32
29

10

51

58

61

60

58

45

16

12
49

<0,0001*

<0,0001*

<0,0001*

0,104

0,526

0,349

0,899

0,237

La relacién de BAP1 nuclear con variables inmunohistoquimicas se ilustra en la

Tabla 11. Se observo asociacion significativa entre BAP1 nuclear bajo y Ki-67 alto (igual

0 mayor a 20%) (p=0,003) y patrén de BAP1 citoplasmatico perinuclear focal (p<0,0001).

Tabla 11: Correlacién entre BAP1 nuclear y variables inmunohistoquimicas

Parametro
% Ki-67
<20%
220%
BAP1c
Difuso

Perinuclear focal

*: valores de p estadisticamente significativos

MM

26
29

20
35

BAP1n bajo (<33%) n=55 BAP1n alto (233%) n=61

45
16

61

p valor

0,003*

<0,0001*
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3.2.4.Asociaciones de patrones de BAP1 citoplasmatico

Al igual que con BAP1 nuclear, también se estudiaron las relaciones entre
los patrones de BAP1 citoplasmatico (difuso vs perinuclear focal) y las variables
categdricas de interés. Se observd asociacion significativa entre patron
perinuclear y variante nodular (p<0,0001), ausencia de nevus preexistente
(p=0,0023), fase vertical (p<0,0001), categorias de Breslow mayores a 1 mm
(p<0,0001) (Figura 17), niveles de Clark IV-V (p<0,0001), presencia de
ulceraciéon (p<0,0001), citomorfologia epiteloide (p<0,0001) e invasién vascular
(p=0,0076). Las asociaciones significativas mencionadas pueden observarse en
la Tabla 12.

Tabla 12: Asociacién entre BAPL1 citoplasmatico y parametros clinico-

patoldgicos, histopatoldgicos y de inmunohistoquimica

Parametro BAP1c Difuso n=81 BAP1c Paranuclear n=35 | p valor
Variante

-Nodular 9 21 <0,0001*
-No nodular 72 14

Nevus preexistente

-Presente 26 2 0,0023*
-Ausente 55 33

Fase

-Radial 33 0 <0,0001*
-Vertical 48 35

Breslow

<1 mm 42 2

>1-4 mm 26 17 <0,0001*
>4 mm 13 16

Nivel de Clark

I-11-111 35 0 <0,0001*
V-V 46 35

Ulceracion

-Presente 17 26 <0,0001*
-Ausente 64 9

Citomorfologia
-Epiteloide 7 35 <0,0001*
-No epiteloide 74 0

Invasion vascular
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-Ausente 81 32 0,0076*

-Presente 0 3

% Ki-67

<20% 53 11 0,0007*
220% 28 24

*: valores de p estadisticamente significativos

100%
80%
60%
40%

20%

0%
<=1 mm >1-4 mm >4 mm

mBAP1c PN mBAP1cD

Figura 17: Distribucion de patrones de BAP1 citoplasmatico (BAP1c), segun distintas

categorias de espesor de Breslow. PN: paranuclear. D: difuso.

3.2.5.Asociaciones entre categorias de Ki-67 y otras variables

Se encontré asociacion estadisticamente significativa entre Ki-67 elevado
(220%) y los siguientes parametros: fase vertical, categorias de Breslow
mayores a 1 mm, ulceracion, nivel de Clark IV-V, metastasis regional y

morfologia epiteloide (p<0,0001).

3.3. Analisis confirmatorio (modelos de regresion logistica)

Se confeccionaron modelos de regresion logistica multiple incorporando
variables de ajuste y confusion, con el fin de estudiar la relacion entre variables
clinico-patolégicas de interés y patrones de expresion de BAP1, con la
probabilidad de presentar los siguientes parametros adversos: diseminacion
tumoral al momento del diagnostico inicial, Ki-67 elevado (> o igual a 20%) y
ulceracion. Ademas, se model6 para citomorfologia. Se obtuvieron los Odds

Ratio (OR) y sus respectivos intervalos de confianza (IC) del 95%.
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Con respecto al modelo de la relacidon existente entre variables regresoras
de naturaleza clinico-patoldgica con la probabilidad de presentar diseminacion
tumoral al momento del diagnéstico inicial, se encontré que la localizacion en
tronco, aumenta en relacion a cabeza y cuello 17,69 veces la chance de dicho
fendbmeno (OR=17,69; IC=1,29-242,28), y por cada unidad de incremento en el
espesor de Breslow (mm) se incrementa el riesgo un 30% (OR=1,30; IC=1,03-
1,64). La presencia de ulceracion se insinda como una posible predictora
significativa para un nivel de significacion a=0,10 (OR=4,15; 1C=0,98-17,65,
p=0,0540). No observo relacion significativa con edad, sexo ni didmetro (cm),

variables incluidas en la modelacion.

En el modelo logistico de la relacion entre variables regresoras de tipo
inmunohistoquimica (% Ki-67, % BAPL nuclear y patrones citoplasmaticos de
BAP1), y la probabilidad de presentar diseminacion tumoral, ajustado por edad
y sexo, se obtuvo que solo el indice de proliferacion celular posee una relacion
significativa, incrementando 7% el riesgo de diseminacion por cada unidad que
se incrementa (OR=1,07; IC=1,02-1,12).

Con respecto a la relacibn de variables clinico-patolégicas con la
probabilidad de presentar Ki-67 elevado (220%), incluyendo en la modelacion
edad, sexo y didmetro, se obtuvo que la presencia de ulceracién y localizacion
en tronco (con respecto a cabeza y cuello) elevan 4,25 (OR=4,25; 1C=1,52-
11,90) y 4,22 veces (OR=4,22; 1C=1,18-15,17) la chance respectivamente, y por
cada unidad de incremento de Breslow aumenta 25% el riesgo (OR=1,25;
IC=1,01-1,54). En modelo logistico de variables inmunohistoquimicas, ajustado
por edad y sexo, se encontrd que el patron perinuclear focal de BAP1c aumenta
4,58 veces la chance (OR=4,58; 1C=1,38-15,25) de presentar indice de
proliferacion celular alto (220%), sin relacién significativa con BAP1 nuclear

categorizado en baja y alta expresion.

Con respecto a la relacibn de variables clinico-patolégicas con la
probabilidad de presentar ulceracién, anicamente el espesor de Breslow mostro
una relacion significativa, aumentando 56% el riesgo de presentarla por cada
unidad de incremento en mm (OR=1,56; 1C=1,21-2,03), en modelo logistico

ajustado por edad, sexo, didmetro, localizacion (cabeza y cuello, miembros y
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tronco) y variante (nodular vs no nodular). En el modelo logistico de variables de
inmunohistoquimica, ajustado por edad y sexo, se encontré6 que el patron
perinuclear focal de BAP1 citoplasmético aumenta 3,96 veces la chance de
ulceracion (OR=3,96; IC=1,06-14,80), y por cada unidad de incremento de BAP1
nuclear y % Ki-67, disminuye 2% (OR=0,98; IC=0,96-1) y aumenta 10% el riesgo
(OR=1,10; I1C=1,05-1,16), respectivamente. La edad mostré tendencia a la
significacién a un nivel 0=0,10 (OR=1,03; IC=1-1,06, p=0,0714).

Por ultimo, en modelo logistico para citomorfologia epiteloide, ajustado por
edad, sexo y las variables clinico-patoldgicas anteriormente mencionadas, se
encontrd relacion significativa con ulceracion (OR=8,48; 1C=2,74-26,25) y
variante Nodular (OR=8,61; 1C=2,32-31,99). Con respecto a las variables
inmunohistoquimicas, se encontrd relacion estadisticamente significativa con
BAP1 nuclear (OR=0,91; 1C=0,88-0,94) y Ki-67 (OR=1,05; 1C=1,00-1,10). El
patron citoplasmatico de BAP1 se excluyé de la modelacién debido a que el
patrén perinuclear focal no era variable con citomorfologia epiteloide (todos los

casos con este patrén presentaron dicha morfologia).
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CAPITULO IV - DISCUSION
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4.1. Discusién

En relacion a la frecuencia de variantes clinico-patolégicas de
melanoma, en la literatura se describe que la incidencia relativa de cada
subtipo varia segun edad, género, etnia y geografia, sefialandose los
siguientes rangos: extensivo superficial (30-60%), nodular (15-35%), lentigo
maligno (10-40%), acrolentiginoso (5-10%), siendo otras variantes (ej:
desmopléasico) raras (20). El estudio epidemiolégico del RAMC (10, 11)
encontré mayor frecuencia de la variante extensiva superficial (54%) seguida
por la nodular (27%), lentigo maligno (8%) y acrolentiginoso (6%). En nuestro
estudio se observé una frecuencia similar a la descrita en la literatura, siendo
el tipo extensivo superficial el mas comun constituyendo casi la mitad de la
misma (46%). El segundo mas frecuente fue el nodular (26%), seguido por
acrolentiginoso (15%) y lentigo maligno (13%). La frecuencia de variante
acrolentiginosa fue superior a la descrita, no obstante, esta variante es la mas
comun en la mayoria de paises latinoamericanos, probablemente debido a
factores raciales, ya que tiene mayor frecuencia en raza negra (70%),
poblacién asiatica (40%), hispanos (15%) y en ultimo lugar los caucasicos (2
a 8%) (8). El informe de RAMC reporté una edad promedio de presentacion
de 55,1 afios en mujeres y de 58,5 en hombres, y en nuestro estudio también
se observé menor edad en mujeres: 59,12 afios (21-90), en comparacion con
hombres, en los cuales la media de edad fue de 60 afios (21-87). Ademas,
encontramos una edad menor en las variantes extensiva superficial y nodular
(promedio de 56 y 58 afios respectivamente), en comparaciéon con las
variantes lentigo maligno y acrolentiginosa (promedio de 64 y 73 afos
respectivamente). Estos hallazgos estan en coincidencia con la bibliografia (9,
10, 11, 33, 34). En esta ultima también se sefiala mayor frecuencia del
melanoma nodular después de los 40 afios (31, 32), y en nuestro estudio tuvo
un promedio de 57,63 afios. Encontramos que 51% de los pacientes fueron
hombres y 49% mujeres, similar al estudio de RAMC que report6 en su primer
trabajo (10) una distribucion de 50,6% de hombres y 49,4% de mujeres y en
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su ultima presentacion estas cifras se mantuvieron relativamente constantes,
con 51,1% de hombres y 48,9% de mujeres (11).

La distribucion anatomica de los melanomas esta en gran medida
relacionada con el subtipo histolégico, y existen diferencias segun sexo,
generalmente atribuidas a diferencias en los habitos de exposicién solar. La
espalda es el sitio mas comun de localizacién en hombres y las extremidades
inferiores en mujeres (7, 11), y en nuestro estudio la localizacion mas
frecuente en los hombres fue el tronco en 54% y en mujeres el miembro
inferior en un 46%. La variante extensiva superficial mostré una distribucion
similar a la descrita, el 100% de lentigo maligno se dio en cabezay cuello, que
€S una zona expuesta y propensa a la exposicion solar crénica, factor de
riesgo para este subtipo, en coincidencia con los distintos estudios
epidemioldgicos (11, 33, 34). El subtipo acrolentiginoso predomind en
miembro inferior (97%), en coincidencia con los resultados del reporte
epidemioldgico de RAMC (73,2%). En este ultimo trabajo la distribucion del
melanoma nodular predominé en tronco (34,1%) al igual que en nuestro
estudio (40%), en contraposicion a otros trabajos que observaron mayor
frecuencia en cabeza y cuello (31, 32). No obstante, el nuevo esquema de
clasificacion de tumores melanociticos en vias, de WHO 2018, considera que
esta variante puede desarrollarse a partir de cualquiera de éstas, por lo que
su epidemiologia es heterogénea (33). En la literatura se ha sefialado
influencia del sitio anatémico en el prondstico (27), con datos desprendidos de
analisis multivariados que sefialan valor pronéstico negativo independiente de
la localizacibn en cabeza/cuello y tronco. En nuestro estudio hemos
observado que la localizacion en tronco incrementa en relacion a cabeza y
cuello, en modelo logistico ajustado por sexo, edad, diametro, Breslow y
ulceracién, 17,69 veces la chance de presentar metastasis regional al
momento del diagnostico inicial y valor predictivo positivo para Ki-67 elevado
(mayor o igual a 20%), incrementando 4,22 veces la chance. Este resultado
probablemente se deba a la alta frecuencia observada de variante nodular en
tronco con respecto a cabeza y cuello, que mostrd alta representacion de la

variante lentigo maligno, como se ha comentado.
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El didmetro de los melanomas es un componente de la regla ABCDE (D=
diametro), aumentando la probabilidad de su diagnéstico cuando es mayor a
5 0 6 mm (14). En nuestra serie tuvo un promedio de 1,46 cm, y el 90%
midieron mas de 0,5 cm. En la literatura se remarca que pueden ocurrir
excepciones a esta regla y algunos casos pueden ser mal diagnosticados si
se aplica siempre de manera estricta. De hecho, en nuestra casuistica hubo
casos con didmetro menor (minimo de 0,2 cm y maximo de 6,5 cm) y la regla
no aplica para la variante nodular, que se origina de novo (sin nevo precursor)
y crece en profundidad, por lo que la medida de su didmetro lateral
subestimaria su verdadero tamafo y agresividad (31, 32). En linea con esto,
no observamos correlacion significativa del diametro con espesor de Breslow,
indice mitético ni Ki-67, ni mostré diferencia significativa entre los distintos
subtipos histolégicos. Por otra parte, en los modelos logisticos no se evidencio
asociacion con metastasis regional. Hipotetizamos que estos resultados
pueden deberse a que el didmetro depende de la extension de la fase de
crecimiento radial del melanoma, poco agresiva a diferencia de la vertical, que

se extiende en profundidad y tiene potencial metastasico (14, 33).

El rol de la exposicion solar en la etiopatogenia del melanoma cutaneo
es un factor de riesgo importante para su desarrollo (23, 41, 42, 43). En
nuestra serie este pardmetro fue alto en el total de lentigos malignos, nulo en
todos los acrolentiginosos, y predominantemente bajo en extensivos
superficiales (96%) y nodulares (77%), sin diferencia significativa entre ellos,
hallazgos que concuerdan con la clasificacion WHO 2018, en la cual a su vez
se sefiala que la variante nodular puede pertenecer a una u otra categoria, ya
gue no es un tipo especifico de melanoma (33, 34). Un nevus melanocitico
coexistente se encuentra en aproximadamente un cuarto a un tercio de todos
los melanomas, siendo la mayoria displasicos (33, 41, 42, 58), y en nuestro
estudio, 24% se asocio a nevo residual, de tipo displasico. El total de casos
que presentd dicha asociacion correspondi6 al subtipo extensivo superficial y
presentd bajo dafio solar acumulado, en relacion con estudios previos que
sefalaron que esta es la variante que mas se asocia a un origen en nevus

displasico, por ganancia de mutaciones somaticas inducidas por radiacién UV
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que promueven la oncogeénesis (23, 41). El reporte de la elastosis solar en el
informe anatomopatolégico del melanoma cutaneo adquiri6 mayor
importancia con su reconocimiento en la nueva clasificacion WHO 2018, y
ademas el dafio solar acumulado bajo es un factor predictivo importante de
mutacion BRAFVY6E  cuyyo estatus mutacional se solicita en melanomas
metastasicos, indicando respuesta a inhibidores de BRAF, como vemurafenib,

tratamiento estandar en estos casos (16, 17, 33, 34).

La presencia de metéstasis ganglionar tiene significado prondstico
adverso independiente y es el factor predictivo de supervivencia mas
importante sin tener en cuenta la metastasis a distancia (44, 45), al igual que
la enfermedad metastasica regional no ganglionar (satélites, microsatélites y
metéstasis en transito). En nuestro estudio, 87% de melanomas se
encontraron en estado localizado y 13% presentaron metéstasis regional
(ganglionar y no ganglionar). En modelos de regresion logistica multiple, el
espesor de Breslow y la localizacién en tronco fueron las variables clinico-
patolégicas que mostraron relacion estadisticamente significativa e
independiente con metastasis regional en la serie estudiada (OR=1,30y 17,69

respectivamente; IC=95%).

Con respecto a las variables histopatolégicas, se estudiaron las
recomendadas por los protocolos regularmente actualizados por Colegio
Americano de Patélogos (CAP) (46), cuya ultima version fue publicada en
agosto de 2021. Los parametros con valor prondstico independiente mas
importantes son el espesor de Breslow y ulceracion, protagonicos en el nuevo
sistema de estadificacion patologica TNM (44, 45). En cuanto al espesor de
Breslow, el RAMC report6 que en el 56% de las lesiones fue <1,00 mm, y los
melanomas provenientes del sistema publico de atencion de salud
presentaron espesor mayor que los provenientes del sector privado (10). En
nuestra serie, perteneciente a un hospital publico, 38% mostraron espesor <
1 mm, 37% 1-4 mm, y 25% mayor de 4 mm, y separando a los melanomas en
delgados y gruesos tomando como punto de corte 1 mm, 62% de los tumores
fueron gruesos. El espesor fue significativamente superior en la variante

nodular con respecto a lentigo maligno y extensivo superficial, mostré
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correlacion positiva significativa con indice mitético y Ki-67, y en analisis de
regresion logistica se asocio significativamente con la probabilidad de
presentar metastasis regional al diagnostico inicial (OR=1,30; IC=1,03-1,64),
Ki-67 elevado (220%) (OR=1,25; 1C=1,01-1,54) y ulceracion (OR=1,56;
IC=1,21-2,03). Por otra parte, el reconocimiento y registro de la fase de
crecimiento, si bien ya no forma parte del protocolo actual de CAP, es
importante ya que la fase radial es incapaz de producir metastasis a pesar de
tener invasion focal de la dermis papilar, mientras que la fase vertical
representa un factor prondstico adverso (20, 33). En nuestra serie predominé
la fase vertical, en el 72% de los casos, y la fase radial fue méas frecuente en
el subtipo lentigo maligno (67%), en coincidencia con el comportamiento
menos agresivo de esta variante y la mayor duracién de la misma previo al
desarrollo de fase vertical (20, 28, 33, 36). El nivel de Clark, definido por
barreras anatomicas, ya no es mas requerido a los fines de estadificacion (44,
45), a pesar de su significado pronéstico obtenido en andlisis univariados (20,
57). En nuestro estudio predominaron los niveles de Clark IV-V, con 69,83%
frente a al grupo que incluyo I-1I-lll, con 30,17%. La justificacion para esta
division es que los niveles I-1I-1ll suelen coincidir con fase de crecimiento
radial, con menor potencial metastasico que el grupo IV-V (20, 33, 57). La
mayor frecuencia de fase vertical y Clark IV-V en nuestro estudio muestra que
la presentacion de este tumor no es temprana, similar a las observaciones
realizadas en RAMC 2010 (10) en relacion a los tumores del sistema publico
de salud.

La presencia de ulceracion es un factor prondstico independiente
significativo. Los melanomas delgados con ulceracion son raros, y los
pacientes que la presentan tienen alta probabilidad de desarrollar metastasis
local, regional y a distancia (44, 45, 48, 49). En nuestro estudio, en modelo
logistico multivariado ajustado por edad y sexo, la presencia de ulceracion
tuvo tendencia significativa independiente del espesor de Breslow, en relacion
a la probabilidad de presentar metastasis regional, y también resulté ser un
factor predictivo positivo independiente para Ki-67 elevado en dichos modelos.
El indice mit6tico, aunque ya no es contemplado por AJCC como un criterio
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para clasificar los melanomas T1, se continda considerando como un factor
prondstico importante para el seguimiento clinico y se recomienda registrarlo,
y segun el estudio de Wheless y col (50) es una caracteristica de alto riesgo
en melanomas T1, asociada con positividad de ganglio linfatico, y peor
sobrevida libre de enfermedad. En nuestra serie el indice mitotico promedio
fue de 4,76 mitosissmm? (0-25), fue significativamente mayor en los
melanomas nodulares en comparacion con el resto de las variantes (promedio
8,23 mitosis/mm?, 2-25), y se evidencié correlacion positiva significativa con

espesor de Breslow.

Con respecto a la infiltracién linfocitaria del tumor, en nuestra serie 24%
de melanomas presentaron infiltrado brisk, con alta frecuencia en variante
extensivo superficial (44%) en comparacion con las otras, y el infiltrado no
brisk, con una frecuencia de 76%, present6 asociacion significativa con
variante nodular (p=0,0356), coincidente con lo reportado en la literatura (31-
34). El incremento gradual en los linfocitos puede reflejar un aumento en la
antigenicidad tumoral y esta estrechamente relacionado con el fenomeno de
regresion tumoral, una caracteristica de buen pronéstico (55, 56). El Colegio
Americano de Patologos (CAP) recomienda reportarla en el melanoma
primario, indicando si esta ausente o presente, y en éste Ultimo caso, Si
comprende menos o mas del 75% del tumor (46). En nuestra muestra el 27%
de los melanomas presentaron regresion, menor al 75% en todos los casos.
Al igual que el infiltrado linfocitario brisk, tuvo alta frecuencia de presentacion
en melanoma extensivo superficial (48%), y se asocié significativamente a
variantes no nodulares (p=0,0008), hallazgos similares a los reportados en la
bibliografia (31-34). Aung y col (56) mencionaron que, aunque no es requerida
para la estadificacion, el valor prondstico de la regresion podria estudiarse
mejor eliminando la falta de consistencia en la evaluacion y definicion de la
misma entre dermatopatélogos. En los casos de nuestra institucion también
se observo falta de consistencia en los criterios de definicion y este parametro
fue reevaluado basandose en las recomendaciones de CAP. El registro de la
regresion e infiltracion linfocitaria tumoral adquirieron relevancia no solo

debido a la informacion prondstica que aportan, sino que pueden representar
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factores predictivos de respuesta a nuevas terapias que se suman al arsenal
terapéutico existente en melanoma avanzado, como los inhibidores de PD-1,
y los pacientes podrian beneficiarse si sus tumores presentan un infiltrado
inflamatorio marcado de tipo brisk, particularmente si es alta la expresion de
PD-L1 (53, 54, 141).

La invasion vascular e infiltracidn perineural (neurotropismo) son otros
pardmetros de valor prondstico, el primero relacionado con la producciéon de
metéstasis y el segundo con mayor riesgo de recurrencia local. En nuestra
casuistica la frecuencia de ambas caracteristicas fue muy baja (3% y 1%,
respectivamente). Una posible explicacibn es que no se utilizd la
inmnomarcacion para endotelio, D2-40, como proponen algunos trabajos (52),
para resaltar los vasos linfaticos. No obstante, la misma no se aplica de rutina
en nuestro medio y la basqueda de permeaciones linfaticas se realiza en
cortes coloreados con H/E. Por otra parte, la escasez de infiltraciones
perineurales (neurotropismo) podria deberse a la ausencia de variante
desmoplésica en la casuistica estudiada, que presenta alta frecuencia de
neurotropismo (33, 34).

Con respecto al indice de proliferacion celular (Ki-67), si bien se asocia
a mayor agresividad tumoral en melanoma (61) se ha notado una falta de
correlacion estadisticamente significativa con el indice mitético (62), lo cual no
resulta sorprendente ya que el Ki-67 es un marcador de proliferacion mas
sensible que las figuras mitéticas que, por definicién, son células solo en la
fase M del ciclo celular. En nuestro estudio si se demostr6é una correlacion
estadisticamente significativa y positiva entre el indice de proliferacion celular
y el indice mitético, con un valor de r=4718. No obstante, dicha correlacion no
resulté perfecta (r=1) lo que podria explicarse por motivo previamente
expuesto. En relacion a las variantes clinico-patologicas, en nuestro estudio
la nodular mostro Ki-67 significativamente superior (promedio 25,27%, 10-51)
a extensiva superficial y lentigo maligno, pero no a acrolentiginosa. El punto
de corte igual o superior a 20% se bas6 en publicaciones previas, que
mostraron correlacion entre indice proliferativo superior a esta cifra y

parametros clinico-patolégicos adversos, principalmente mayor espesor

75
MM



tumoral y estadio, aunque no demostro ser un factor pronostico independiente
(62). En nuestro estudio hubo ademés correlacion significativa positiva del %
de Ki-67 con espesor de Breslow (mm). En modelos de regresion logistica
para variable respuesta Ki-67 elevado (220%) versus bajo (<20%), ya se ha
mencionado que Breslow mostr6 valor predictivo independiente,
encontrdndose que por cada unidad que este aumenta, se incrementa el
riesgo de tener Ki-67 elevado 25% riesgo (OR=1,25; IC=1,01-1,54). En
cambio, estudiada como variable regresora en modelo de regresion logistica,
se encontré que es factor predictivo independiente aumentando 7% el riesgo
de metastasis regional (OR=1,07; 1C=1,02-1,12) y 10% el riesgo de
ulceracién, por cada unidad de incremento (OR=1,10; IC=1,05-1,16).

Varias observaciones apoyan la mayor agresividad de la variante
nodular frente a las demas, fundamentando que hay casos de melanomas
primarios delgados que han desarrollado metastasis a pesar de la escision
completa, y a pesar de que muchos estudios indican que las variantes
histoldgicas no presentan diferencias en el prondstico cuando se ajustan por
espesor, varios estudios mostraron que el prondstico para el melanoma
nodular delgado es peor comparado con el del melanoma extensivo superficial
delgado (31, 32, 39, 40), y que la variante nodular es mas probable que
presente ulceracion y menos probable que tenga regresion y asociacion con
nevus, que son caracteristicas de buen prondéstico (56, 58). En nuestro
estudio, en comparacién con las otras variantes, la nodular tuvo mayor indice
mitético, espesor de Breslow y Ki-67. Para estudios de significacion
estadistica y basandonos en la naturaleza hipotéticamente mas agresiva de
la variante nodular, se la compardé con el grupo de “no nodulares”. En analisis
univariado la variante nodular se asocié significativamente a parametros
histopatolégicos de prondstico adverso: presencia de ulceraciéon (p<0,0001),
niveles de Clark IV-V (p<0,0001), ausencia de nevus preexistente (p=0,0003),
categorias de Breslow superiores a 1 mm (p<0,0001), infiltrado linfocitario No
Brisk (p=0,0356), ausencia de regresion (p=0,0008) y Ki-67 elevado (=20%)
(p=0,0015). No obstante, aplicando andlisis multivariado con modelos de
regresion logistica, no mostro valor predictivo significativo independiente para
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metéstasis regional, ajustado por otros pardmetros incluidos en la modelacién
(edad, sexo, Breslow, diametro, Ki-67 y ulceracion). Tampoco mostré una
relacion significativa con mayor probabilidad de presentar Ki-67 elevado
(220%) y ulceracion, con respecto a las variantes no nodulares. En base a
estos resultados podemos decir que, en linea con la mayoria de los trabajos,
el espesor de Breslow tiene mayor influencia que la variante histoldgica en
relacion a la probabilidad de presentar caracteristicas predictivas de
pronéstico adverso, cuando se analizan simultdneamente. Debido a que en
nuestra casuistica no hubo variantes nodulares delgadas (espesor menor a 1
0 2 mm), no existid la posibilidad de comparar con otras variantes de dicho

espesor para poder estudiar si existen diferencias prondsticas entre ellas.

En cuanto a la citomorfologia, en los melanomas se describe gran
variabilidad, existiendo formas epiteloides, fusiformes, nevoides, rabdoides,
en anillo de sello, células pequefias, entre otras. Se ha descrito mayor
frecuencia de morfologia epiteloide en variante nodular y componentes
invasores de melanoma extensivo superficial, a diferencia de melanomas
lentigo maligno y acrolentiginoso, con predominio de componente fusado (20,
33). En nuestro estudio se encontré asociacion altamente significativa entre
morfologia epiteloide y variante nodular, tanto en el analisis univariado
(p<0,0001) como en analisis logistico multivariado, encontrdndose valor
predictivo positivo independiente de la variante nodular, aumentando 8,61
veces la chance de presentaciéon de esta morfologia celular (OR=8,61;
IC=2,32-31,99). En la literatura se sefala asociacion de la misma con
pronostico adverso en melanoma uveal (33, 103), pero no existe la misma

evidencia en el melanoma cutaneo.

La variante nodular también resultdé ser un factor predictivo para
ulceracion, independiente de Breslow, incrementando 8,48 veces la chance
de su presencia (OR=8,48; IC=2,74-26,25). Su reconocimiento como una
entidad histopatoldgica de alto riesgo, biolégicamente distinta y mas agresiva,
seria importante en los melanomas delgados, que representan la mayoria de
los tumores que llegan actualmente a la consulta, y su identificacion deberia

brindar informacion valiosa para predecir evolucion y ser de ayuda para
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seguimiento clinico del paciente (59). ElI hecho de que existan casos de
melanomas primarios delgados que desarrollen metéstasis a pesar de la
escision completa, hace que una evaluacion en profundidad de la progresion
de esta neoplasia sea critica, y el descubrimiento de biomarcadores
moleculares que identifiquen el grupo de melanomas de alto riesgo en su fase

temprana es una necesidad.

Uno de estos potenciales biomarcadores es la proteina supresora
tumoral BAP1. Con respecto a su expresion nuclear, la inmunohistoquimica
para determinarla es una herramienta accesible, confiable y costo-efectiva
(70, 115), y se utiliza con fines diagndsticos principalmente en mesotelioma,
en donde la negatividad nuclear puede ayudar a distinguirlo de la hiperplasia
mesotelial reactiva y metastasis de adenocarcinoma pulmonar. Ademas, se
utiliza para el diagndstico de MBAITs o BAPomas. La ausencia de expresion
nuclear de BAP1l por este método tiene excelente correlacion con la
inactivacién bialélica del gen (115, 132, 133, 134), y se observa en los tumores
desarrollados en el sindrome hereditario, en los cuales ocurre una segunda
mutacion de tipo somatico que se suma a la de linea germinal heterocigota
existente en el otro alelo (“segundo golpe”) (101, 114). La expresion nuclear
se mantiene en células normales (principalmente estromales e inflamatorias)
de los individuos portadores de mutaciones de linea germinal, ya que el alelo
conservado produce proteina normal y la inmunohistoquimica no es un
método cuantitativo (70). En nuestro estudio pudimos observar tincién de
células estromales e inflamatorias, con marcacion nuclear y citoplasmatica, en
las muestras tumorales, que sirvieron como controles internos positivos de la
inmunomarcacion. Carbone y col (70) advirtieron que la interpretacion de la
inmunohistoquimica de BAP1 puede resultar confusa y en una revision
reciente mencionaron gue la misma es nuclear y citoplasmatica, reflejando la
existencia de proteina en estado salvaje (wild type) o conservada (con
ausencia de mutacion genética). En nuestro estudio, 83% de los melanomas
exhibié marcacion nuclear positiva asociada a marcacion citoplasmatica, y por
ende proteina BAP1 wild-type, al menos parcialmente, ya que no se

observaron niveles uniformes de expresion en los tumores. Los otros
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escenarios posibles que mencionan estos autores (70) son: marcacion
citoplasmatica con ausencia de expresion nuclear, y ausencia completa de
expresion en ambos compartimentos celulares, sin hacer menciéon a la
positividad nuclear aislada. Esto ultimo contrasta con otros trabajos, como el
de De Rienzo (166), que lo consider6 uno de los patrones de

inmunomarcacion.

En nuestra serie se encontr6 negatividad nuclear de BAP1 (expresion de
0%), en 17% de casos (n=20), frecuencia que result6 alta en comparacién con
trabajos previos, que han estudiado el estado mutacional de BAP1 en
melanoma cutadneo esporadico. El primer grupo fue el de Wiesner y col en
2011 (115) que por método de secuenciacion genética encontré6 mutacion en
5% de un total de 60 casos, pero no proporcionaron detalles histomorfol6gicos
de los tumores. Posteriormente le siguieron trabajos con inmunohistoquimica:
Murali y col (131) que encontraron en su serie de 135 casos negatividad
nuclear en 5,6%, Piris y col (116) en 2,5% de 40 casos, y en 4 casos
esporadicos reportados recientemente por Aung y col (133), que confirmaron
los hallazgos con técnica de FISH. Si bien no hemos realizado estudio de
secuenciacion de ADN ni FISH para detectar mutaciones del gen Bapl y
alteraciones a escala cromosOmica, en la literatura se sefiala que la
inmunohistoquimica es un método sensible y que puede detectar alteraciones
y patrones de expresion que no son posibles de evaluar con el analisis de la
estructura del ADN (115). Si bien nuestra frecuencia de negatividad nuclear
de BAP1 fue considerablemente mayor a la encontrada por estos autores en
el melanoma cutaneo esporadico, se encuentra en claro contraste con lo que
sucede en el melanoma uveal, que presenta una frecuencia de negatividad de
43-58% (103, 147, 148).

El avance en el conocimiento del fenotipo del sindrome hereditario de
predisposicion al cancer BAP1, descrito hace pocos afios (101) permitid
elaborar las actuales guias de screening de posibles casos hereditarios (20).
La inmunohistoquimica debido a su alta sensibilidad se valida en este contexto
como método de cribado de inactivacion bialélica de BAP1 al demostrar

negatividad de expresion en neoplasias como BAPomas, que son los
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marcadores cutaneos de la enfermedad, sobre todo cuando son mdultiples y
de presentacion temprana (20, 115, 119). También podria sospecharse
detectando ausencia completa de expresion de la proteina en los tumores
malignos mas frecuentes desarrollados en el sindrome, como el melanoma
uveal y mesotelioma. En nuestro estudio establecimos inicialmente, como
criterio de inclusion de la muestra, a los melanomas esporadicos, condicion
asignada en base a ausencia de sospecha clinica de sindrome hereditario por
parte de los médicos tratantes. El hallazgo posterior de casos de melanomas
con negatividad nuclear de BAP1 (17%) puso en consideracién su probable
naturaleza hereditaria, no obstante, la misma fue desestimada debido a la
ausencia de sospecha clinica de sindrome hereditario, y en la busqueda
posterior de datos clinicos ningun paciente presentaba criterios para el mismo,
como el antecedente de multiples MBAITs con presentacion a edades
tempranas, presencia de otras neoplasias como melanoma uveal,
mesoteliomay carcinoma renal, ni antecedentes familiares (20). Ademas, 53%
de pacientes presentd mas de 60 afos, y en el sindrome hereditario la
aparicion del primer episodio de melanoma cutaneo suele darse a edades mas
tempranas y por lo general asociado con melanoma uveal (101). Por otra
parte, la presencia de marcacion citoplasmatica que hemos observado en
estos casos, nos induce a hipotetizar que la proteina esta presente y por lo
tanto no existiria inactivacion bialélica del gen, caracteristica que se discutira
mas adelante y en la que no se ha profundizado demasiado en la literatura. A
pesar de lo expuesto, el estudio de secuenciacion de ADN para descartar
mutaciones de linea germinal podria considerarse para confirmar esta
condicion de neoplasias esporadicas, debido a que el sindrome es de
descripcion reciente y se van sumando nuevas neoplasias a la lista de tumores
pertenecientes a su espectro clinico (105, 106, 108), pudiendo generarse
cambios en los protocolos de screening con la aparicion de nuevas y distintas
evidencias en el futuro. Ademas, una caracteristica de este sindrome es la
penetrancia incompleta y variable (101, 109), lo que puede dificultar la

deteccion de algunos casos.
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La expresion nuclear de BAP1 también puede ser utilizada con fines
prondsticos. Su ausencia de expresion, que revela indirectamente mutaciones
de linea germinal o de tipo somatico, representa un factor de mal prondstico
en algunas neoplasias, tanto esporadicas como familiares, como en el
melanoma uveal (103, 148, 163), carcinoma renal (150) y colangiocarcinoma
(154). Se ha estudiado en varios trabajos la expresion de BAP1 nuclear en
segun niveles de expresion, con diferentes puntos de corte, en lugar de valorar
este pardmetro s6lo como presente o ausente. Uno de estos puntos de corte
es 33%, que divide a la expresion en alta y baja (149), y otros autores utilizaron
las categorias negativo/bajo correspondiendo a menos de 10%, positivo
heterogéneo, de 10 a 90%, y positivo difuso cuando es superior a 90% (91).
En nuestro estudio hemos categorizado la expresion de BAP1 nuclear en baja
y alta, tomando como punto de corte 33%, a diferencia de la mayoria de los
autores que solo reportaron negatividad o positividad de dicha expresién, y
estas categorias no se han estudiado previamente en melanomas cutaneos
esporadicos (115, 116, 131, 133). La eleccion de este valor de cut-off con
respecto a otros estuvo basada en la distribucién pareja de los casos de
nuestro estudio en dichas categorias, hecho favorable para la realizacion de
pruebas de significacion estadistica, ya que la mediana de BAP1 nuclear tuvo
un valor de 34%. Si bien en la literatura no se ha explicado el motivo de esta
categorizacion, consideramos que la misma es adecuada puesto que en la
fase de crecimiento vertical de los melanomas cutaneos suelen existir distintos
clones celulares malignos, genéticamente heterogéneos, y el nivel de
expresion de la proteina BAP1 puede mostrar variaciones entre ellos. La
presencia de este fendmeno de clonalidad o patrén clonal esta descrita en el
melanoma nodular, haciendo referencia a distintas morfologias celulares (33),
y la existencia de algunos clones neoplasicos con mutacion de BAP1 y otros
no, podrian hacer necesaria la evaluacién de la expresién de la proteina segun
niveles o estratos, en el contexto de un melanoma esporadico, a diferencia de
los canceres del sindrome familiar, que presentan ausencia de expresion en

todas las células tumorales.
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En nuestra serie, la expresion baja (<33%) de BAP1 nuclear tuvo
asociacion muy significativa con variante nodular (p<0,0001), en linea con el
trabajo de Aung y col (133). El estudio piloto de Muraliy col en 2013 (131) fue
el primero en relacionar la expresion de BAP1 por inmunohistoquimica en
melanomas cutaneos primarios esporadicos con variables clinico-patologicas
y determinar su impacto pronadstico, e incluyeron en su estudio, ademas de las
cuatro variantes clinico-patologicas principales de Clark, la variante
desmoplasica, encontrando fuerte asociacion con esta ultima (frecuencia de
21,7% en este grupo), la cual no fue incluida en nuestra casuistica. Estos
autores no encontraron relacién significativa con la variante nodular en
contraste con nuestro estudio. Esta diferencia podria explicarse al menos en
parte, en que dicha variante no corresponde a un subtipo especifico de
melanoma, segun la clasificacion WHO 2018 (33, 34), como se ha comentado.
Por otra parte, en la literatura se sefala relacion entre expresion baja de BAP1
nuclear y sexo femenino (140), a diferencia de nuestros hallazgos que no
mostraron diferencia significativa entre sexos. Ademas, se ha sefalado
asociacion entre pérdida de BAP1 y microambiente tumoral de tipo
inflamatorio, en carcinoma renal de células claras (181), e infiltrado linfocitario
de tipo intenso o brisk en MBAITs (33), a diferencia del melanoma uveal en el
gue se asocio a un microambiente inmunosupresivo (182). En nuestro estudio,
no se observo relacion significativa entre expresion baja de BAP1 e infiltrado
linfocitario brisk, como se describi6 en MBAITs, pero al relacionarse esta
expresion significativamente con la variante nodular, que tuvo predominio de
infiltrado no brisk (p=0,0356), de peor prondstico (53, 54), indicaria mas una
relacion con este ultimo tipo de infiltrado linfocitario. Estas asociaciones
podrian ser valiosas en la identificacion de pacientes potencialmente
respondedores a terapias bloqueadoras de checkpoint inmunes, como
agentes anti-PD1 (141).

Las evidencias en cuanto al significado pronostico de la pérdida de
expresion nuclear de BAP1 son contradictorias, y si bien en varios tumores se
asocia a pronéstico adverso, como se ha comentado, contrariamente se ha

observado que en mesoteliomas familiares la ausencia de BAP1 se asocia
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significativamente a mejor prondstico (137). El estudio de Murali y col (131)
encontro asociacion significativa independiente entre ausencia de expresion
nuclear de BAP1 en el melanoma cutaneo esporadico con peor sobrevida libre
de enfermedad y sobrevida especifica de melanoma, pero no con sobrevida
global, en analisis multivariados, ajustados por estadio tumoral. Si bien
estudiaron la evolucion clinica de los pacientes, la serie fue pequefia y con
tiempo de seguimiento corto, y la mayoria de los melanomas fueron gruesos.
Contrariamente, de forma reciente, Liu-Smith y col (158) observaron relacion
con mejor pronéstico en dicha neoplasia, y encontraron roles opuestos de
BAP1 en melanoma cutaneo y uveal, observando que bajos niveles de ARN
mensajero se asociaron con mejor sobrevida global en pacientes con
melanoma cutaneo, en contraste con el uveal. No obstante, cabe destacar que
los niveles de ARN mensajero no equivalen a existencia de proteina normal,
y se pueden encontrar anomalias a nivel traduccional o postraduccional que
generen proteinas defectuosas con alteracion del funcionamiento normal de
la misma. Kumar y col (157), por otra parte, observaron que la deplecién
genética de BAP1 reduce la proliferacion, induce apoptosis e inhibe el
crecimiento tumoral in vitro, y en lineas celulares y tisulares mostraron que la
expresion de BAP1 se mantenia, en vez de perderse, en melanomas primarios
en comparacion con nevus y piel normal. En linea con las observaciones de
Murali y col (131), en nuestro estudio encontramos asociacion
estadisticamente significativa, en analisis univariados, entre expresion nuclear
baja de BAP1 nuclear (<33%) y parametros asociados con peor prondstico:
fase de crecimiento vertical, mayor espesor de Breslow, niveles de Clark IV-
V, ulceracién y variante nodular (valores de p<0,0001). No hubo relacion
significativa con permeaciones vasculares, infiltraciones perineurales ni
microsatelitosis, pero dicho hallazgo puede deberse a la baja frecuencia
encontrada de dichas caracteristicas. No obstante, en modelos de regresion
logistica multiple ajustados por edad y sexo, estudiado junto con las
covariables regresoras Ki-67 y BAP1 citoplasmatico, no se encontro relacion
significativa entre expresion baja de BAP1 nuclear y mayor probabilidad de

presentar diseminacion tumoral regional al diagnéstico inicial. En cambio, en
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un modelo similar si existio relacion significativa independiente con ulceracion,
disminuyendo 2% el riesgo de presentarla por cada unidad porcentual de
incremento en BAP1 nuclear (OR=0,98; p=0,0349). Debido a las evidencias
contradictorias existentes en la literatura, al dia de hoy la utilidad prondstica
de BAP1 en el melanoma cutaneo no estd establecida y su rol en esta
neoplasia no es claro. Reconociendo las limitaciones de nuestro estudio y la
de los trabajos previos, debemos mencionar que para poder establecer el rol
pronéstico independiente de la pérdida de BAP1 se requiere, ademas de una
cohorte representativa de los melanomas de la poblacion general (mayor
proporcién de tumores delgados), un seguimiento clinico prolongado.

Se ha descrito en la literatura que los efectos celulares de BAP1 son
multiples y variables, debido a la interaccion con mudultiples proteinas,
conformando complejos multiproteicos y ejerciendo influencia sobre el
crecimiento, diferenciacion y proliferacion celular (74-78). Esta Ultima actividad
es contraria a su funcidén supresora de tumores, caracterizada por regulacion
de la proliferacion e induccion de apoptosis (66-69, 81, 82), poniendo de
manifiesto la complejidad de sus acciones, que son dependientes de la célula
y el contexto (157). En nuestro estudio hubo asociacion significativa entre
categorias de expresion baja de BAP1 nuclear (<33%) y Ki-67 elevado (igual
0 mayor a 20%) (p<0,0001), y la correlacion entre porcentaje de expresion
nuclear de BAP1 y de Ki-67 fue inversa y con tendencia a ser significativa (r=-
0,1613, p=0,08). En la bibliografia no se han encontrado trabajos que
relacionen la expresion inmunohistoquimica de BAP1 nuclear con el indice de
proliferacion celular. No obstante, la modulacion que ejerce esta proteina
sobre la proliferacion celular en condiciones normales, como se ha descrito,
apoyaria nuestro hallazgo de incremento de la cifra de Ki-67 a la par de la
disminucién en los niveles de expresion de BAPL, caracteristica que como
hemos expuesto, se asocio a parametros tumorales de mayor agresividad. En
relacion a estos ultimos, un trabajo reciente encontré que la inactivacion
bialélica de BAP1 se asocio a mayor grado tumoral en carcinoma colorrectal
y renal (p<0,0001) (140). El grado tumoral en melanoma cutaneo no es una
caracteristica contemplada en los protocolos de reporte histopatolégico (46),
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y no existen criterios definidos para valorarla, quedando su connotacion
prondstica solapada por otros parametros (principalmente espesor de Breslow

y ulceracion), por lo cual no se incluy6 la misma en el presente estudio.

Por otra parte, hemos encontrado asociacion significativa entre
expresion baja de BAP1 nuclear (<33%) y ausencia de remanentes névicos
(p=0,0219). Esta ultima se ha descrito como una caracteristica de mal
pronéstico (31, 32, 58). Aung y col (133) encontraron asociacién con BAPoma
adyacente, y todos los tumores que estudiaron presentaron un componente
de células epiteloides combinado con células mas pequefias. Estas
caracteristicas fenotipicas son compatibles con melanoma asociado a BAP1
inactivado, un subtipo raro, incorporado recientemente en la clasificacion
WHO 2018 (33, 34) (Tabla 1), cuya lesion precursora es el BAPoma. En
nuestra serie se identificé positividad nuclear en todos los remanentes névicos
encontrados, que fueron de tipo displasico, no observando BAPoma residual
en ningun caso. Este Ultimo también se denomina “nevus clonal” debido a la
presencia de un clon de células epiteloides con inactivacion de la proteina
BAP1, separadas del resto de células que son mas pequefias y positivas.
Como se comentd anteriormente, el melanoma nodular no es una variante
especifica segun WHO 2018, y se le atribuye un origen “de novo”, sin nevus
melanocitico previo. Sin embargo, en vista de las asociaciones encontradas
en nuestra serie y en la literatura, se podria hipotetizar un origen en la dermis
a partir de un clon de células epiteloides, pertenecientes a un BAPoma
pequefio y no detectado clinicamente, avanzando rapidamente hacia un
estadio intermedio de melanocitoma y posteriormente melanoma. A favor de
lo expuesto se puede mencionar que estos tumores con BAP1 inactivado se
incluyen en la via del bajo dafio solar acumulado en la clasificacion de WHO
2018 (33), junto con la variante extensiva superficial, y la mayoria de
melanomas nodulares presentaron nula o escasa elastosis solar en nuestra
casuistica. El hecho de no haber encontrado remanente de BAPoma en
nuestra serie, no descartaria esta asociacion hipotética, ya que el crecimiento
del clon celular maligno puede reemplazar rdpidamente el componente

benigno, siendo este crecimiento rapido y agresivo, caracteristico del
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melanoma nodular. Por otra parte, el fendmeno de clonalidad descrito en esta
variante (33), caracterizado por variabilidad citomorfologica intralesional,
podria apoyar un origen e indicar que se encuentra emparentado con el “nevus
clonal”’, que también presenta esta caracteristica morfolégica peculiar a
diferencia del resto de los nevos melanociticos. El origen hipotético propuesto
elevaria considerablemente la frecuencia descrita de esta via de

melanomagénesis (23, 33).

En nuestro estudio observamos, ademas, asociacion muy significativa
entre expresion baja de BAP1 nuclear y citomorfologia epiteloide (p<0,0001),
y en modelo de regresion logistica, considerando a BAP1 nuclear como
variable regresora continua, se encontr6 un efecto protector con valor
predictivo independiente para dicha caracteristica celular (OR=0,91; IC=0,88-
0,94), apreciandose que por cada unidad de incremento en el porcentaje de
BAP1 nuclear, disminuy6 9% la probabilidad de presentar células epiteloides.
La relacién entre BAP1 y citomorfologia epiteloide se describié previamente
en otros tumores, como melanoma uveal (33, 103, 163) y mesotelioma (123)
ademas del BAPoma (20, 33, 115), y en la literatura revisada soélo el estudio
de Aung y col (133) hizo mencion a esta caracteristica en el melanoma
cutdneo esporadico, con la limitacion de que la serie fue pequefia. Estos
hallazgos estén en linea con el descubrimiento de que la inactivacion de BAP1
se asocia a desarrollo de morfologia celular epiteloide in vitro e in vivo (103).

Por otra parte, nuestra observacion de una diferencia altamente
significativa de expresion nuclear alta de BAP1 en la fase radial con respecto
a la fase vertical (p<0,0001), sumada a la expresion normal de la proteina
encontrada en los melanocitos y nevos melanociticos residuales adyacentes
a los melanomas estudiados, nos induce a hipotetizar que existirian
mutaciones progresivas en la via de melanomagénesis, que llevan a
disminucion de los niveles de BAP1 con el crecimiento y transformacion
progresiva de las lesiones, sobre todo cuando comienza la fase de crecimiento
vertical, a expensas de la seleccién de clones celulares més agresivos. En
linea con ello, el estudio de Kumar y col (157) sefial6 existencia de mayores

niveles de ARN mensajero de BAP1 en melanomas cutaneos delgados (<1
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mm) comparado con melanomas gruesos. La incorporacién en nuestra
casuistica de una proporcion significativa de melanomas delgados (38%), a
diferencia de trabajos previos (131) permiti6 establecer esta comparacion

entre las dos fases de crecimiento del melanoma cutaneo.

Si bien en nuestro estudio no se contaron con datos de seguimiento
clinico, la falta de relacion significativa observada en regresiones logisticas
multiples con metastasis regional, el factor prondstico mas importante sin
tener en cuenta metastasis a distancia, podria deberse en parte a que la
expresion conservada de BAP1 nuclear no siempre equivale a proteina
normal. En este caso pueden existir mutaciones con pérdida del dominio
funcional necesario para su actividad supresora tumoral, pero con retencion
de su capacidad de localizacion nuclear, como propusieron ciertos autores
(136). Por otra parte, a diferencia del estudio de Murali y col (131), que
observaron asociacion con peor prondéstico, no hemos incluido la variante
desmoplasica, que en dicho estudio presento alta frecuencia de inactivacion
de BAP1. Estudios adicionales con una cohorte mas grande, que incluya la
totalidad de variantes histolégicas del melanoma cutdneo primario, ademas
del seguimiento clinico de los casos, se necesitaran para validar como factor

pronéstico la pérdida de BAP1 nuclear en esta neoplasia maligna.

La pérdida de BAP1 nuclear también se erige como un potencial
biomarcador predictivo, que puede indicar mayor sensibilidad de las células
de melanoma a distintas terapias emergentes, como inhibidores de HDAC,
PARP y gemcitabina (172, 173). Ademas, estudios en ratones mostraron que
los melanomas con inactivacién de BAP1 que albergan mutaciones BRAFV600E
son mas sensibles a la terapia combinada de vemurafenib con cobimetinib,
por lo que conocer el status mutacional de este gen o la expresion de la
proteina, sumado a la determinacion de mutaciones del gen BRAF permitira
seleccionar pacientes con mejor respuesta a ese régimen terapéutico que
actualmente es standard of care en melanoma metastasico (174). En nuestro
estudio no hemos incluido melanomas metastasicos, en los cuales la
determinacion del estado mutacional de BRAF es rutinaria. La realizacion de

inmunohistoquimica de BAP1 en estos casos, debido a su alta sensibilidad y
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las demas ventajas que hemos expuesto, podra ser de gran importancia en la
seleccion de la terapia combinada antes mencionada, ademas de otras
terapias target, como principal esquema terapéutico o en el contexto de

adyuvancia.

En relacion a los hallazgos de la expresion citoplasmatica de BAP1,
hemos observado marcacion en esta localizacion subcelular en 100% de los
casos (n=116). El transporte de BAP1 entre citoplasma y ndcleo es un
fenémeno conocido, descrito por Mashtalir y col (160), y si bien antes se
consideraba que el rol supresor de tumores de BAPl dependia
exclusivamente de su localizacion nuclear (69), hoy se conoce que
desempeiia funciones en el citoplasma que son importantes para evitar el
desarrollo de neoplasias (81-88). La marcacion citoplasmatica no represento
el foco de atencion en la mayoria de los estudios previos que se realizaron
explorando la utilidad diagnostica y pronostica de BAP1 (20, 33, 115, 116,
131), que se centraron en la marcacién nuclear y consideraron a la marcaciéon
citoplasmatica como un probable error de técnica o background (fondo) (115,
162). Los anticuerpos primarios disponibles para inmunohistoquimica anti-
BAP1, entre ellos el utilizado en nuestro estudio (Abcam®), recomiendan
como tejidos de control preferentemente testiculo, ovario y placenta, y
mencionan como interpretacion de sefal positiva, localizacion “nuclear y
citoplasmatica, pero principalmente nuclear”, y la marcaciéon en citoplasma
normalmente es débil y difusa, tipo fondo (background). No es casual que los
tejidos recomendados como controles que muestran sefal positiva en ambos
compartimentos celulares, reflejando el fuerte rol supresor tumoral atribuido a
esta deubiquitinasa, sean gonadas, ya que estos tejidos tienen alta necesidad
de supresion tumoral debido las numerosas divisiones celulares vy

gametogénesis.

Como se ha mencionado previamente, en nuestra serie la marcacion
citoplasmatica estuvo presente, ademas, en los casos con expresion de BAP1
nuclear negativa (17%), lo que nos induce a hipotetizar que la proteina es
codificada y se encuentra en la célula, con alteraciones que le impiden

trasladarse al nacleo, fendmeno que estudiaron otros autores, que observaron
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que en lineas celulares derivadas de pacientes con mesotelioma, la proteina
BAP1 mutante se asoci6é con el secuestro citoplasmatico de la misma debido
a la pérdida de la sefial de localizacion nuclear (161). La proteina secuestrada
en el citoplasma probablemente conserve parte de las funciones supresoras
tumorales normalmente atribuidas a esta localizacién subcelular (81-88),
pudiendo explicar el comportamiento menos agresivo de lo esperado a pesar
de la negatividad de BAP1 nuclear asociada, como han observado De Rienzo
y col (166) que encontraron que la positividad citoplasmatica difusa aislada de
BAP1 se asocia con mejor prondéstico en mesotelioma, comparada con la
marcacion negativa de ambos compartimentos. Estos resultados estan en
linea con nuestros hallazgos (falta de relacion significativa entre
negatividad/expresion baja de BAP1 nuclear y presencia de metastasis) y
contrastan con el peor prondstico encontrado por Murali y col (131), que no

hicieron referencia a la marcacién citoplasmaética.

Nuestro hallazgo de marcacién citoplasméatica de BAP1 en la totalidad
de los casos esté en contraste con el trabajo de Farquhar y col (163) realizado
en melanoma uveal, y el mismo contrasta con la descripcion de escenarios
posibles de inmunomarcacion, realizada por Carbone y col (70), en la cual no
se menciona la existencia de positividad nuclear de BAP1 de forma aislada.
Hemos clasificado la expresion citoplasmatica de BAP1 basandonos en la
categorizacion de patrones de expresion propuesta por los primeros autores
(163), en patron predominantemente “focal perinuclear” y “difuso”. El patron
perinuclear focal estuvo presente en 30,17% (n=35) de casos de nuestra serie.
El mismo fue descrito inicialmente por Gammon y col (162), que lo
denominaron como “perinuclear en grumo” o “clumped perinuclear pattern”,
con una frecuencia de 53% en BAPomas. Estos autores no encontraron
relacion significativa entre dicho patrén y peor prondstico, mientras que
Farquhar y col (163) observaron asociacion del mismo a caracteristicas
histologicas de “alto riesgo” en melanoma uveal, como citomorfologia
epiteloide y asas de tejido conectivo PAS positivas, pero no observaron
relacion significativa con la sobrevida general. Posteriormente, Zhang y col
(165) encontraron que la alta expresién citoplasméatica de BAP1 en gliomas

89
MM



se asocid significativamente con peor prondstico comparado con la baja
expresion, aunque no mencionaron una localizacion subcelular especifica, y
como se comento anteriormente, el grupo de De Rienzo y col (166) observo
asociacion con mejor prondstico de la positividad citoplasmatica aislada de
BAP1, sin hacer mencion del patrén perinuclear focal. En nuestro estudio, este
patron se asoci0 de forma significativa a parametros histopatologicos
asociados con pronéstico adverso: variante nodular (p<0,0001), fase vertical
(p<0,0001), espesor de Breslow mayor a 1 mm (p<0,0001), niveles de Clark
IV'y V (p<0,0001), ulceracién (p<0,0001), invasién vascular (p=0,0076) y Ki-
67 elevado (p=0,0007). Ademas, se asoci6 significativamente con ausencia
de remanente névico (p=0,0023) y con expresion baja de BAP1 nuclear
(<33%) (p<0,0001). En modelos de regresion logistica ajustados por edad y
sexo e incluyendo BAP1 nuclear como covariable de interés, se observé que
el patron perinuclear focal representa un factor predictivo positivo para Ki-67
elevado, aumentando 4,58 veces su chance (OR=4,58; IC 1,38-15,25), y para
ulceracién, con valor predictivo independiente del Ki-67, que fue modelado en

conjunto como variable regresora continua (OR=3,96; IC=1,06-14,80).

En nuestro estudio, ademas, la tinciébn perinuclear focal se observé
exclusivamente en células de melanoma con citomorfologia epiteloide
(p<0,0001), en linea con los hallazgos de Gammon y col (162) y Farquhar y
col (163). En estos dos ultimos trabajos dicho patrén también se asoci6 a
tincion nuclear negativa de BAP1, al igual que en nuestra serie, donde se
observé negatividad de marcacion nuclear en todos los casos con patrén
perinuclear focal (p<0,0001). El estudio de Garfield y col (164) también
observo la presencia de este patron citoplasmatico en BAPomas, asociandose
a morfologia celular rabdoide e hipotetizando que la misma puede
desarrollarse por un desplazamiento que ejerce la acumulacion de proteina
BAP1 anomala en el citoplasma, con plegamiento tipo amiloide, sobre el
nucleo, desplazandolo hacia uno de los polos de la célula. En nuestra serie
no se encontraron melanomas con morfologia celular rabdoide, y podemos
hipotetizar que el fenotipo celular epiteloide observado se podria deber en
parte a este desplazamiento fisico ejercido por la proteina acumulada sobre
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los componentes intracelulares, lo que modificaria la forma celular. También
podria participar el fendmeno de desdiferenciacion, que generaria un cambio
de conformacion de las células melanociticas durante la transformacion
neoplasica, atribuido a la pérdida de los efectos normales de la proteina BAP1
a nivel nuclear, entre los cuales se encuentra la regulacion la diferenciacion
celular (84). En relacion a este ultimo aspecto, BAP1 participa en el desarrollo
de la cresta neural, estructura que da origen a los melanocitos, que se
desdiferencian al padecer mutaciones en esta proteina y viran hacia un
fenotipo stem cell-like (100). Otros mecanismos posibles de la alteracion de la
forma celular y desarrollo de morfologia epiteloide podrian relacionarse con la
disrupcién del citoesqueleto generada por las mutaciones de BAP1, que
segun estudios recientes es de importancia en la regulacion y mantenimiento
de la estabilidad del mismo (99), y a la induccion del fendmeno de transicion
epitelio-mesenquimal (TEM), al cual se ha asociado recientemente la pérdida

nuclear de BAP1 en mesotelioma pleural (166).

Farquhar y col (163) destacaron que el patron citoplasmatico perinuclear
focal es un hallazgo reproducible en tinciones repetidas, y en cuanto a su
reconocimiento morfolégico, basado en la forma de grumo o capuchén a un
lado del nacleo, en nuestro estudio tuvo alta reproducibilidad interobservador,
con un acuerdo casi perfecto entre observadores independientes (coeficiente
kappa 0,90). No existen actualmente evidencias suficientes de la influencia de
este patron citoplasmatico de BAP1 sobre el pronéstico, y la mayoria de
estudios que indicaron asociacion entre pérdida de BAP1 y peor resultado
clinico utilizaron metodologias de secuenciacion de ADN y FISH, que no
evallan la expresion de la proteina y por lo tanto no permiten reconocer este
patrén, facilmente detectable por inmunohistoquimica. Por otro lado, en
contraste con nuestro estudio, la revision que realizaron Carbone y col (70) en
relacion a aspectos conflictivos de esta ultima técnica, no hizo referencia a la
presencia de patron citoplasmatico difuso de BAP1 en casos con ausencia de
expresion nuclear, mencionando que en estos casos existe tincion
citoplasmatica de tipo “amiloidea”. No obstante, el reconocimiento de estos
patrones es importante ya que pueden reflejar la existencia de distintos tipos
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de mutaciones, con diferentes grados de severidad y efectos fenotipicos,
requiriéndose su confirmacion con estudios de secuenciacion genética. Al
respecto, se estudio que el patron perinuclear focal de BAP1 se relaciona con
mutaciones missense del dominio catalitico (163, 167), con exposicion de
residuos hidréfobos de la proteina, que inducen su agregacion en el
citoplasma, a diferencia del patron citoplasmético difuso, que no se asocié a
ningun tipo de mutacién especifica (166). Es probable que el patron de tincién
citoplasmatico difuso de BAP1 presente realmente mejor prondéstico que el
perinuclear, ya que se asemeja al hallazgo obtenido en la inmunomarcacion
normal, por lo que existiria menor alteracion de la proteina y conservacion
parcial de sus funciones antitumorales (70). Por otra parte, el escenario de
ausencia de expresion nuclear de la proteina, con pérdida de gran parte de
sus funciones supresoras tumorales, combinada con la presencia de proteina
citoplasmatica alterada y con plegamiento anémalo, incapaz de cumplir con
sus actividades antitumorales en este compartimento celular, nos induce a
hipotetizar que la presencia del patrén citoplasmatico perinuclear focal tiene
un impacto similar a la ausencia completa de proteina BAP1 (inactivacion
bialélica) en el pronéstico, oscureciendo el mismo como se ha descrito en

otras neoplasias (103, 147).

El significado biolégico de este patron aln debe determinarse, y
Bhattacharya y col (167) han investigado la hip6tesis de que la localizacién
perinuclear puede ser el resultado de mutaciones que determinan inhabilidad
para un correcto procesamiento y transporte de la proteina, quedando
atrapada en el aparato de Golgi, confirmando esto ultimo y demostrando la
ocurrencia de un plegamiento anomalo de la misma, de tipo beta amiloide,
gue se presume podria intervenir en el mantenimiento y progresion del
fenotipo neoplasico maligno, lo cual resulta contrario a la funcién original
supresora de tumores de BAP1 (69). Lo anteriormente expuesto pone en
consideracion la hipotesis de que el cancer es una enfermedad relacionada
con amiloide y proteinas pridnicas, que inducen plegamiento anémalo de
proteinas normales (169, 170, 171). No obstante, los mecanismos
moleculares exactos que sustentan el patron citoplasmatico de BAP1
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perinuclear focal aun permanecen en las sombras y justifican estudios
adicionales con otras metodologias, que podran aportar mayor precision a
estos hallazgos. Lo anteriormente expuesto podria explicar los resultados
contradictorios existentes en la literatura, en relacion al efecto prondstico de
las mutaciones de BAP1 con ausencia de expresion nuclear en el melanoma
cutaneo esporadico, ya que los estudios revisados no han valorado
simultdneamente a la ausencia o expresion nuclear baja de BAP1, la
presencia del patrén citoplasmatico perinuclear focal en células tumorales
(131, 140, 157). Se requieren de estudios adicionales mas grandes para
determinar si el patrén de BAP1 citoplasmatico perinuclear focal es de
relevancia clinica en esta y otras neoplasias malignas. Por otra parte, hemos
utilizado una categorizacién binaria de los patrones citoplasmaticos de
expresion de BAP1 (predominantemente difuso o perinuclear), sin tener en
cuenta las marcaciones focales del patron perinuclear. En el caso de que
nuevas evidencias le atribuyeran un valor prondstico, seria de interés evaluar
la expresion focal de dicho patrén en los melanomas delgados (1 mm), que
son los que con mayor frecuencia llegan a la consulta médica (20), y de esta
manera podria ayudar a identificar pacientes de riesgo que necesiten de un
manejo guiado acorde al mismo, en vista de que algunos pueden desarrollar

metastasis de forma impredecible (31, 33, 59).

Por otra parte, la asociacion fuertemente encontrada entre el patrén
citoplasmatico perinuclear focal de BAP1 con variante nodular (p<0,0001), la
cual no fue observada en trabajos previos (116, 131, 133), pone en
consideracion que esta variante podria representar una entidad
bioldgicamente distinta y mas agresiva, como sefialan algunos trabajos (31,
33) de forma contraria a la nueva clasificacion de WHO (33), y en la cual la
alta frecuencia de inactivacibon de BAP1, tanto a nivel nuclear como
citoplasmatico (proteina con plegamiento andémalo y no funcional,
correspondiente al patron perinuclear focal), podrian relacionarse con este
peor comportamiento y mayor velocidad de multiplicacion celular, debido a la
pérdida de sus funciones supresoras tumorales normales en ambos

compartimentos. Ademas, paraddjicamente, la proteina BAP1 con
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plegamiento anémalo de tipo beta amiloide podria agravar el fenotipo maligno,
al liberarse al espacio extracelular tras la muerte de células neoplasicas e
induciendo el plegamiento anémalo de proteinas normales, comportandose
de forma similar a un prion, y explicando el comportamiento mas agresivo de

esta variante de melanoma (170, 171).

Finalmente, cabe destacar que el estudio de las distintas mutaciones de
BAP1 y las alteraciones en su expresion, nos ayudaran a comprender la
biologia tumoral y el desarrollo terapéutico potencial para combatir el cancer
en general. Ademas, en el melanoma cutaneo esporadico, uno de los
canceres de mayor mortalidad, la investigacion en profundidad de la expresion
de BAP1, y su validacibn como biomarcador tisular prondstico y predictivo,
hecho emergente en otras neoplasias, adquiere gran importancia para intentar
esclarecer las evidencias contradictorias existentes. Esto permitira el
desarrollo de nuevas guias clinicas para un manejo protocolizado de los
pacientes y la planificacion de esquemas terapéuticos, que podran requerir
para su indicacion en un futuro proximo, el andlisis del estado mutacional de
BAP1 y la alteracion en sus patrones de expresion. Este estudio tendrd como
objetivo seleccionar pacientes potencialmente respondedores a nuevas
terapias 0 con mayor sensibilidad a drogas existentes, mediante
secuenciacion de ADN y screening previo con inmunohistoquimica, que es
una técnica altamente sensible, confiable, rapida y costo-efectiva, como

ocurre con su aplicacién en el area diagndstica.
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4.2. Conclusiones

En base a los objetivos propuestos, y a partir de los resultados del

presente trabajo surgen las siguientes conclusiones:

MM

1)

2)

3)

4)

La variante extensiva superficial de melanoma resulto la mas frecuente
del estudio (46%), seguida por la variante nodular (26%). Con menor
frecuencia le siguieron la variante acrolentiginosa (15%) y lentigo
maligno (13%). Hubo frecuencia similar en ambos sexos. La
localizacion mas frecuente de los melanomas fue en tronco en el sexo

masculino, y miembro inferior en sexo femenino.

La variante nodular se asocié significativamente a parametros
histopatolégicos adversos: mayor espesor de Breslow y niveles de
Clark V-V, ulceracién, mayor indice mitotico, infiltrado linfocitario no
brisk, ausencia de regresion y nevus residual. Ademas, presento fuerte

asociacién con citomorfologia epiteloide (p<0,0001).

La variante extensiva superficial predominé en tronco (54%), presenté
nevus melanocitico residual (displasico) en 52% y presenté mayor
frecuencia de infiltrado linfocitario brisk (44%) y regresién tumoral
(48%) en relacién a las otras variantes. Por otro lado, lentigo maligno
se asocio a mayor edad de presentacion, fase de crecimiento radial y

menor indice mitético.

El indice de proliferacion celular fue significativamente superior en
melanomas nodulares e inferior en lentigo maligno, y mostro
correlacion positiva significativa con indice mitético (r=0,4718) y
espesor de Breslow (r=3908). En modelos logisticos multivariados
ajustados por edad y sexo, se asocid significativamente de forma
independiente con la probabilidad de presentar metastasis regional al
momento del diagnéstico inicial (OR 1,07; IC 95%) y ulceracion (1,10;
IC 95%).
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5)

6)

7)

8)

9)

Con respecto a la expresion nuclear de la proteina BAP1, hubo menor
expresion en variante nodular comparada con extensivo superficial y
lentigo maligno, sin diferencia significativa con acrolentiginoso. Por otra
parte, hubo correlacion inversa significativa con indice mitético (r=-
0,3256) y espesor de Breslow (r=-0,2724), y con indice de proliferacion

celular la correlacion fue inversa y tuvo tendencia a ser significativa.

Valorando la expresion nuclear de BAP1 segun grupos de alta y baja
expresion, considerando como punto de corte 33%, se encontrd
relacion estadisticamente significativa entre la expresion baja y variante
nodular, ausencia de nevus remanente, fase crecimiento vertical,
Breslow mayor a 1 mm, niveles de Clark IV y V, ulceracion, morfologia

epiteloide e indice de proliferacion celular 220%.

Se encontré expresion citoplasmatica de BAP1 en el 100% de los
casos. Se observaron dos tipos de patrones de expresion:
predominantemente difuso y predominantemente perinuclear focal, el

primero en 70% de los casos y el segundo en 30%.

El patron citoplasmatico perinuclear focal de BAP1 se asocié de forma
significativa a variante nodular, ausencia de nevus remanente, fase
crecimiento vertical, Breslow mayor a 1 mm, niveles de Clark IV y V,
ulceracién, morfologia epiteloide e indice de proliferacion celular 220%.
También se observé asociacion significativa con expresion nuclear baja
de BAP1 <33% (p<0,0001) e invasion vascular (p=0,0076).

Utilizando modelos de regresion logistica multiple ajustados por sexo y
edad, se encontrd que tanto la expresion nuclear baja de BAP1 nuclear
(<33%) como la presencia de patron citoplasmatico de BAP1
perinuclear focal, resultan factores predictivos para presencia de
ulceracion, y el patron citoplasmatico perinuclear lo es también para Ki-
67 alto (220%). Ademas, el incremento de BAP1 nuclear tuvo un efecto

protector significativo independiente en relacion a la probabilidad de
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presentar citomorfologia epiteloide (OR=0,91; IC 95%), ajustado por
sexo, edad y Ki-67.

10) El espesor tumoral de Breslow, la localizacion en tronco (en relacion a

cabeza y cuello) y la ulceracion mostraron valor predictivo positivo
independiente en relacién a la probabilidad de presentar metastasis
regional al momento del diagndéstico inicial en el analisis de regresion
logistica multivariado. En estos modelos, la variante nodular y los
patrones nucleares y citoplasmaticos de BAP1 no tuvieron un efecto

significativo independiente.

Como hechos emergentes del presente trabajo, se determinaron

relaciones entre parametros clinicos, histopatolégicos e indice de proliferacion

celular con los patrones de expresioén por inmunohistoquimica de la proteina

supresora tumoral BAP1 en el melanoma cutaneo esporadico primario, que

consideramos son interés del mismo; por lo tanto, mencionamos que:

MM

En nuestro estudio determinamos que la variante nodular de melanoma
se asocia significativamente a caracteristicas relacionadas con
prondéstico adverso, en comparacion con el resto de variantes: mayor
espesor tumoral, ulceracién, niveles de Clark IV-V, mayor nimero de
mitosis, infiltrado no brisk, ausencia de regresién y nevus residual, y
mayor indice de proliferacion celular. No obstante, en analisis logistico
multivariado ajustado por Breslow, no mostr6 valor predictivo
significativo independiente para metastasis regional. En cambio, el
espesor de Breslow, ulceracion, localizacion en tronco y Ki-67 si

tuvieron una relacién significativa independiente con este parametro.

La expresion nuclear baja (<33%) y el patron citoplasmatico perinuclear
focal de BAP1 se asociaron de manera muy significativa a variante

nodular y citomorfologia epiteloide (p<0,0001). En modelo de regresion
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logistica ajustado por edad y sexo, estos patrones aumentaron
significativamente la probabilidad de presentar Ki-67 elevado,
ulceraciéon y citomorfologia epiteloide. Sin embargo, no se observé
relacion significativa con la probabilidad de presentar metastasis

regional al momento del diagnéstico inicial.

Las asociaciones encontradas en nuestro estudio apoyarian, al menos
en un nivel morfoldgico, el rol supresor tumoral de BAP1l en el
melanoma cutaneo primario esporadico, y la alta representacion de
patron citoplasmatico de BAP1 perinuclear focal en la variante nodular,
la apoyaria como entidad biolégicamente distinta. No obstante, su valor
como biomarcador tisular prondstico y predictivo independiente, y el
significado del patron perinuclear en esta neoplasia, necesita de

estudios adicionales para establecerse.
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ANEXO

Aspectos éticos

Ministerio de EMTRE % it - VARG
SALUD TODOS = CORDOBA  paas &ito

SISTEMA DE EVALUACION REGISTRO Y FISCALIZACION DE LAS INVESTIGACIONES EN SALUD

La Ley 9694, establece en su articulo 2°, que se aplica a toda investigacion en la que participen seres
humanos, anto en condiciones de enfermedad como voluntarios sanos, de cardcter experimental u
observacional, que implique o no nuevos métodos de prevencion, diagnéstico. tratarmicnto o rehabilitacion,
asi como la recoleccion, almacenamiento v diseminacion de informacion relacionada a los individuos o
muestras bioldgicas obtenidas directa o indircctamente de los mismos, en ¢l dmbito de la Provincia de
Cordoba. Quedan excluidas de esta Ley aquelias investigaciones que no incluyan iniervenciones sobre
la sulud humana y no supongan riesgo para los individuos, En este caso podrin ser revisadas por un
comité académico, por una comision conformada a tal fin o por el comité de capacitacion y docencia
de la institucion involuerada.

Se deja constancia mediante la presente nota que la investigacion: “Estudic inmunchistoguimico de la
expresion de la proteina supresora tumoral BAP1 en wvna serie de casos de melanoma cutineo
{cesporddico?) y su relacion con parimciros clinicos, histopatologicos ¢ iadice de proliferacion
celular™, cuvo investigador principal es: Marco Mario Mazzotta ([D.N1: 34 334.334) se enmarca dentro del
articuio 27 v estd contemplada en la Disposicion N° 32 del CoElS, de fecha 08 de septiembre de 2016, por lo
tanto dicha investigacién no requierc evaluacion ética y puede ser revisada por un comité académico,
debiendo respetar la Ley 25326 de Proteccion de los Datos Personales.
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