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INTRODUCCIÓN 

I. EPIDEMIOLOGÍA DEL MELANOMA 

El melanoma (MM) constituye la causa de mayor morbimortalidad dermatológica, con 

una incidencia cada vez mayor, manteniendo un incremento anual del 6%. La 

incidencia de MM se ha incrementado en las últimas décadas más que ninguna otra 

neoplasia(1). En Estados Unidos los diagnósticos de MM se han incrementado en un 

619% y la mortalidad se ha incrementado un 165% entre 1950 y 2000(2). La mayor 

tasa de incidencia la tienen países como Australia y Nueva Zelanda, seguidos de 

Norte América y el Norte de Europa(1). Estudios a nivel mundial confirman que esta 

tendencia al alza se mantendrá al menos en las próximas dos décadas, y se espera 

que la incidencia se doble de nuevo(3). Las estimaciones en nuestro medio confirman 

la misma tendencia en el resto de población caucásica, con el mayor incremento de 

incidencia que cualquier otro tumor, especialmente en mujeres jóvenes. La tasa de 

mortalidad continúa aumentando en mayores de 65 años, reflejando una mayor 

acumulación de fotodaño inducido por la Radiación Ultravioleta (RUV) y estadíos más 

avanzados al diagnóstico(1). La incidencia de MM se ha incrementado en varones y 

mujeres jóvenes, fundamentalmente a expensas de MM delgados. De forma 

destacada, estos MM delgados representan un 30% de la mortalidad por MM(1). 

Teniendo en cuenta que el MM es la segunda neoplasia más frecuente en menores de 

39 años (es el tumor más frecuente en mujeres de entre 25 y 29 años y varones de 30 

y 34 años), es una de las neoplasias con mayor impacto en años de vida productiva 

perdidos y por tanto en la economía de un país en cuanto a costes derivados de esta 

mortalidad prematura(4). La incidencia y mortalidad de MM en Europa varía 

considerablemente entre países(5), siendo las mayores tasas de incidencia en los 

países del norte y del oeste de Europa y las menores en los países meridionales. Estas 

variaciones son debidas al estilo de vida (vacaciones de invierno, conducta de 
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exposición solar), así como a los fototipos prevalentes y otras características clínicas 

como el número de nevus o la prevalencia de pelirrojos. Algunas regiones han 

reportado una tendencia a la baja mientras que en otras la tendencia al incremento 

de la incidencia persiste(6)(7).  

España es una de las áreas de Europa con una tasa más baja de incidencia y 

mortalidad. A pesar de que hay pocos estudios sobre la epidemiología del MM en 

España, éstos reportan un incremento de incidencia en MM en las últimas décadas(8). 

En nuestra área, Cataluña, sólo existían dos registros poblacionales de cáncer, que en 

2001 cubrían solamente un 19% de la población. Puig y colaboradores de la Xarxa 

Catalana de Melanoma han publicado en 2015 un trabajo en el que se demuestra que 

en nuestra población la incidencia de MM se ha incrementando en la última década y 

la tendencia es que siga subiendo en un futuro(9). La conclusión de este trabajo es 

que la incidencia de MM sigue subiendo en Cataluña, como en otros países 

mediterráneos, con tendencia a que se incremente la edad media al diagnóstico, un 

incremento en el número de MM in situ, pero la media del índice de Breslow se 

mantiene estable, con un posible efecto dilucional de nuevos casos de MM 

provenientes de inmigrantes de áreas de baja incidencia de MM. Por tanto, en 

Cataluña la incidencia de MM se incrementa en la población de mayor edad pero no 

en la población más joven, más influenciada en el periodo de estudio por por flujos 

migratorios (9).  

 

II. SUSCEPTIBILIDAD A MELANOMA 

 

El desarrollo de MM depende de factores propios de las células tumorales, del propio 

individuo y del ambiente. Diversos estudios epidemiológicos han demostrado que el 

principal factor de riesgo ambiental es la radiación ultravioleta (RUV) (10)(11). La 

relación entre la exposición a la RUV y el riesgo es compleja, siendo la exposición 
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intermitente responsable de un mayor riesgo que la exposición crónica a lo largo de 

la vida(11). En el individuo existen varias características fenotípicas asociadas a un 

mayor riesgo a desarrollar MM: número de nevus, fototipo, color de los ojos, color del 

cabello y el pertenecer a una familia con varios casos de MM u otros tipos de cáncer. 

En la actualidad se conocen muchos de los genes implicados en esta predisposición 

genética a desarrollar MM. El incremento de riesgo que comporta cada uno de los 

genes es diferente, y se pueden clasificar en aquéllos que incrementan el riesgo más 

de 100 veces y hasta 500 ó 1000 veces (genes de alta penetrancia), entre 5 y 100 

veces (penetrancia media)  y entre 1 y 3 veces (baja penetrancia).  

 

2.1-Características Fenotípicas 

 

-Raza 

Más del 95% de los MM se desarrollan en población de raza blanca (12). Las personas 

de raza blanca o piel clara son más susceptibles a la acción mutagénica de la RUV. La 

menor incidencia de melanoma en personas de raza negra o en Hispanos se ha 

atribuido al efecto protector de la melanina. La epidermis de los afroamericanos 

tiene un factor de protección solar natural de 13.4, filtrando de forma efectiva dos 

veces más la cantidad de RUV que la piel de americanos de raza blanca(13). La 

menor incidencia de MM entre los afroamericanos es debida a un incremento en la 

densidad de melanina i distribución de los melanosomas(14). Los melanosomas de 

mayor tamaño con un incremento en el contenido de melanina absorben y reflejan 

mayor energía que los melanosomas de menor tamaño de las personas de raza blanca. 

Por estas razones, la RUV podría jugar un papel secundario en la patogénesis del 

cáncer de piel en las personas de piel oscura.  
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-Número de Nevus 

La etiología de los nevus es compleja. Gandini y colaboradores, en un metanálisis 

realizado para la evaluación de los factores de riesgo a MM confirman que el número 

de nevus y la presencia de nevus clínicamente atípicos son un factor de riesgo 

independiente importante para el desarrollo de MM(15). El número y la presencia de 

nevus clínicamente atípicos son el principal factor de riesgo independiente para el 

desarrollo de MM en todas las poblaciones caucásicas y la magnitud del riesgo (OR 5-

20) es mucho mayor que el riesgo reportado para la exposición solar o el color de la 

piel (1.5-2)(16).  

La presencia de múltiples nevus podría indicar una mayor susceptibilidad genética a 

desarrollar MM, y la posibilidad de que los genes implicados en la nevogénesis 

podrían jugar un papel directo en la progresión del MM no puede excluirse. Además, 

la presencia de múltiples nevus puede indicar una mayor exposición a la RUV, así 

independientemente causando un mayor número de nevus y un incremento de riesgo 

a MM.  

 

-Color de los ojos 

La relación entre las características fenotípicas entre sí hace difícil la atribución del 

riesgo a neoplasia, sin embargo, diversos estudios y metanálisis han confirmado que 

las personas con color claro de los ojos (verde o azul) tienen un mayor riesgo de 

desarrollar MM que las personas con ojos oscuros (17).  

 

-Color del cabello 

El metanálisis de Gandini y colaboradores demuestra que el color de pelo claro es 

consistentemente en todos los estudios un factor de riesgo para desarrollar MM, 

estadísticamente significativo en la mayoría de estudios(17). Las personas con pelo 
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rojo tienen significativamente un mayor riesgo a desarrollar MM que las personas de 

pelo oscuro, y las personas de pelo rubio o castaño claro tienen también 

significativamente un mayor riesgo que las personas de pelo oscuro, aunque el riesgo 

es menor que las personas de pelo rojo. Estudios de Bliss y colaboradores demuestran 

que el color de pelo como factor de riesgo es mayor cuando se evalúa en edades 

previas a los 18 años(18). 

 

2.2-Melanoma Familiar 

 

Aproximadamente entre el 6 y el 12 % de todos los MM ocurren en un contexto 

familiar, entendiéndose por MM familiar el que se desarrolla en individuos con 1 ó 

más familiares de primer o segundo grado afectos de MM o cáncer de páncreas(19). 

Generalmente se ha dicho que el MM familiar es clínica e histológicamente 

indistinguible del MM esporádico. De todas formas, hay diferencias en cuanto a la 

edad de debut, el grosor en milímetros de Breslow y la frecuencia de MM 

múltiple(20). El MM familiar tiene una menor edad de debut, un menor índice de 

Breslow y una mayor frecuencia de MM múltiple que el MM esporádico. Clásicamente 

se consideraba que algunos de los clustering familiares ocurrían por azar, siendo esto 

más probable en poblaciones de fototipos claros en áreas con gran exposición al sol, 

como Australia. De hecho, en algunos de estos casos puede ocurrir que los familiares 

compartan los mismos factores de riesgo genéticos como el fototipo, el color del pelo 

y de los ojos y la presencia de efélides o nevus clínicamente atípicos y pudieran 

haber compartido los mismos hábitos de exposición ambiental de riesgo. Solamente 

un subgrupo de pacientes con MM familiar son portadores de una mutación 

hereditaria en un gen de susceptibilidad a MM conocido(19).  

 

 



Susceptibilidad a Melanoma: nuevos aspectos clínico-patológicos, desarrollo 
de herramientas y modelos de estudio y evaluación de medidas preventivas 

 

TESIS DOCTORAL PAULA AGUILERA PEIRÓ. UNIVERSITAT DE BARCELONA 2015 13 

 

2.3- Genes de Susceptibilidad a Melanoma 

 

En el momento de la realización de este trabajo de investigación se han identificado 

tres principales genes de alta susceptibilidad a MM y dos genes de mediana 

susceptibilidad a MM. Se heredan de forma autosómica dominante mediante un 

patrón de transmisión vertical de la enfermedad y afectando por igual hombres y 

mujeres(21).  

2.3.1- Genes de alta Penetrancia. CDKN2A, CDK4, BAP1y otros 

 CDKN2A 

CDKN2A (MIM#600160), localizado en el cromosoma 9p21(22)(23) es el principal gen 

de alta susceptibilidad a MM identificado hasta la fecha de la realización de este 

trabajo. El locus CDKN2A comprende 4 exones y codifica dos proteínas diferentes, las 

cuales son transcritas en diferentes pautas de lectura y modificadas mediante 

splicing alternativo (Figura 1). El tránscrito alpha que comprende el exón 1-α, el 

exón 2 y el exón 3, codifica para p16INK4A y actúa como un gen supresor tumoral el 

cual se une a la quinasa dependiente de ciclina 4 (CDK4) y a la quinasa dependiente 

de ciclina 6 (CDK6). Esta unión inhibe la asociación de las quinasas con la ciclina D1, 

evitando la formación del complejo CDK/Ciclina D. Este complejo fosforila la 

proteína del Retinoblastoma permitiendo al melanocito la progresión del ciclo celular 

atravesando el punto de control de la fase G1(24). El tránscrito beta el cual 

comprende el exón 1ß y el exón 2, codifica para la proteína p14ARF. Esta proteína 

regula la función de p53 y la proteína del Retinoblastoma, uniéndose e inhibiendo la 

función de HDM2 y, por tanto, favoreciendo la apoptosis y bloqueando la 

transformación de los melanocitos en células malignas(25).  
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Figura 1: Función de las proteínas p16INK4A y p14ARF en el control del ciclo celular.  

 

Aproximadamente el 20% de las familias afectadas de MM familiar tanto en Europa 

como en América o Australia son portadoras de mutaciones en CDKN2A; aunque la 

frecuencia varía considerablemente entre países (0-50%), siendo la frecuencia más 

baja la que se observa en familias de países europeos. La frecuencia de detección de 

mutaciones en CDKN2A varía considerablemente entre áreas geográficas pero está 

directamente relacionada con el número de pacientes con MM en la familia. La 

frecuencia de mutaciones aumenta a medida que se incrementan el número de casos 

con MM en la familia. Así pues, la frecuencia de mutación es menor del 5% en 

familias de 2 miembros y se incrementa a más del 50% en familias con más de 6 casos 

de MM(21)(26)(27). La ocurrencia de múltiples MM en un individuo también 

incrementa la probabilidad de encontrar mutación en CDKN2A. Aproximadamente el 

10% de los pacientes con MM múltiple pero sin historia familiar de MM son portadores 

de mutación en CDKN2A. Igual que ocurre con el MM familiar, en los casos de MM 

múltiple, se incrementa la probabilidad de mutación en CDKN2A a mayor número de 

MM. Así, la frecuencia de mutación es del 10% en pacientes con dos MM y del 39.1% 

en pacientes con más de dos MM(28)(29). La ausencia de historia familiar en estos 

pacientes con MM múltiple sugiere que existen otros factores (genéticos y/o 
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ambientales) que afectan la expresión fenotípica de mutaciones en CDKN2A. La 

ocurrencia de MM múltiple en un paciente con historia familiar de MM incrementa 

también la frecuencia de detección de mutación en CDKN2A(21).  

 

 CDK4 

CDK4 (MIM#123829), localizado en el brazo largo del cromosoma 12 (12q13), funciona 

como un oncogén resistente a la inhibición fisiológica normal de p16. Está 

involucrado en el control de la progresión hacia la fase G1 del ciclo celular. Hasta la 

fecha de realización del trabajo sólo se han detectado mutaciones en este gen en 12 

familias(30). Las mutaciones descritas producen cambios en el dominio de unión de 

p16INK4A, lo que se traduce en una disminución de la inhibición de CDK4 por 

p16INK4A y, subsecuentemente, una progresión del ciclo celular(31).  

 

 BAP1 

BAP1(MIM# 603089), localizado en el cromosoma 3p21, es un gen supresor tumoral 

implicado en el fenotipo metastático de los MM uveales, en los que se ha evidenciado 

que el 84% de los tumores metastáticos tienen mutaciones somáticas 

inactivadoras(32). Las mutaciones germinales inactivadoras en BAP1 se han asociado 

recientemente a un síndrome autosómico dominante que asocia tumores 

melanocíticos atípicos, mesotelioma maligno, MM uveal, MM cutáneo y posiblemente 

otras neoplasias como el carcinoma renal(33)(34)(35). 

 

 POT1 

POT1(MIM #615848), localizado en el cromosoma 7q31.33, es un miembro de la 

familia de las telombinas y codifica para una proteína nuclear implicada en el 

mantenimiento de los telómeros. Esta proteína funciona como miembro de un 

complejo multiproteína que se une al dominio TTAGGG repetitivo de los telómeros, 



Susceptibilidad a Melanoma: nuevos aspectos clínico-patológicos, desarrollo 
de herramientas y modelos de estudio y evaluación de medidas preventivas 

 

TESIS DOCTORAL PAULA AGUILERA PEIRÓ. UNIVERSITAT DE BARCELONA 2015 16 

regulando su longitud y protegiendo la parte final de los cromosomas de 

recombinaciones erróneas, inestabilidad cromosómica y segregación cromosómica 

anormal. Recientemente se han identificado familias en las que el MM co-segrega con 

variantes con pérdida de funcionalidad en el gen POT1, con una proporción de 

individuos presentando MM a edad temprana y múltiples primarios(36)(37). Se ha 

visto que estas variantes afectan al mRNA splicing de POT-1 o alteran residuos clave 

en los dominios altamente conservados de unión a oligonucleótidos/oligosacáridos de 

POT1, afectando la unión proteína-telómero, lo que conlleva un incremento de 

longitud y fragilidad del telómero. Por tanto, las variantes en POT1 predisponen al 

desarrollo de MM mediante un efecto directo en los telómeros.  

 TERT 

TERT (MIM#615134), localizado en el cromosoma 5p15.33, codifica para la telomerasa 

transcriptasa inversa, que es una ribonucleoproteína polimerasa que mantiene los 

extremos de los telómeros por adición de repeticiones del tipo 5'-TTAGGG-3'. La 

enzima consta de un componente proteico con actividad transcriptasa inversa, 

codificada por este gen, y un componente de ARN, que sirve como molde para 

sintetizar la repetición telomérica. La expresión de la telomerasa juega un 

importante papel en la senescencia celular, por lo que es normalmente reprimida en 

células somáticas postnatales, lo que deriva en un acortamiento progresivo de los 

telómeros. La desregulación de la expresión de la telomerasa en células somáticas 

puede derivar en procesos de oncogénesis. 

Estudios previos han sugerido la relación entre una mayor longitud telomérica y 

mayor riesgo a MM, mayor número y tamaño de nevus(38). El locus TERT se ha 

asociado con MM en estudios GWAS (genome wide association scan), lo que va a favor 

del papel de la unidad telomérica y la longevidad en este tumor(39). Recientemente, 

se ha descrito una mutación germinal  en el promotor de TERT que había sido 

implicada en MM esporádico, como responsable de la susceptibilidad a MM en una 
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familia de melanoma (40). El mayor número de nevus y el incremento de riesgo a MM 

parecen estar asociados a una disminución de la senescencia, lo que podría producir 

una ventaja en cuanto a supervivencia y evolución. Se cree que esta disminución de 

la senescencia es lo que hace a estos individuos con elevado número de nevus y 

síndrome de nevus clínicamente atípico más susceptibles a cáncer, ya que el MM  se 

encuentra a veces en el contexto de síndromes de cáncer familiar y la longevidad en 

estos casos podría ser compensada con un incremento de riesgo a neoplasia(16).  

 

 

2.3.2 Genes de mediana Penetrancia. MC1R, MITF 

 MITF 

El Factor de Transcripción asociado a Microftalmia (MITF) (MIM#614456) es una 

proteína con un papel crucial en la regulación de los melanocitos. Modula varios 

genes implicados en la diferenciación y la pigmentación y también tiene un papel en 

el desarrollo de MM(41). Mediante secuenciación masiva en casos índice de varias 

familias con MM familiar se ha descrito una nueva variante germinal de MITF que 

predispone a MM(42). La variante E318K incrementa la actividad trascripcional de 

MITF , favoreciendo la clonalidad, migración e invasión del melanocito; propiedades 

asociadas todas ellas a un fenotipo maligno(43). Esta variante se asocia también a MM 

múltiple, carcinoma renal, mayor número de nevus y color no azul de ojos.  

 MC1R  

Algunos rasgos de pigmentación están relacionados con el riesgo a MM: piel clara, 

pelo rojo, incapacidad para broncearse y las efélides faciales son factores de riesgo 

fenotípicos para desarrollar MM(17). La melanina es un pigmento que protege la piel 

de los efectos adversos producidos por la radiación ultravioleta (RUV). Existen dos 

tipos de melanina: eumelanina y feomelanina. La eumelanina es la responsable de la 

pigmentación constitutiva en los fototipos más oscuros.  
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El gen del receptor 1 de la Melanocortina (MC1R; MIM#155555) localizado en el 

cromosoma 16q24.3 codifica para un receptor de la hormona estimuladora del 

melanocito y está implicado en el proceso de pigmentación. El gen MC1R es 

altamente polimórfico en la población caucasoide. La activación del receptor salvaje 

(wild type) incrementa la proporción de eumelanina respecto a la de feomelanina. 

Los individuos con variantes germinales del MC1R presentan una disminución de la 

síntesis de eumelanina respecto a la de feomelanina y un incremento de la 

sensibilidad a la RUV. Algunas variantes de MC1R se han asociado solamente a MM 

(p.I155T, p.R163Q)(44), mientras que otras se han asociado a MM y cabello rojo 

(p.D84E, p.R142H, p.R151C, p.R160W, y p.D294H) sugiriendo diferentes vías de riesgo 

a MM asociadas a MC1R(45). El mecanismo subyacente a este incremento de riesgo a 

MM se ha asociado a un incremento de daño producido a los melanocitos por una 

mayor proporción de feomelanina, menos protectora. Aunque esta vía de incremento 

de riesgo a MM dependiente de la RUV es lógica, estudios recientes demuestran que 

la feomelanina, que se acumula en el contexto de algunas variantes de MC1R y causa 

el fenotipo de cabello rojo/piel clara, incrementa el riesgo a MM por una vía 

independiente de la RUV(46). Además, MC1R actúa como modificador de riesgo, 

incrementando la penetrancia de MM en portadores de mutación en CDKN2A, 

disminuyendo la edad de debut unos 20 años comparado con portadores solamente de 

mutación en CDKN2A. A los 50 años el 81% de portadores de mutación en CDKN2A y 

variantes de MC1R desarrollaron MM, comparado con el 57% de portadores de 

mutación en CDKN2A (47)(48).  

 

El riesgo a MM en portadores de mutación en CDKN2A o en otros genes de alta 

penetrancia se modifica por múltiples factores que incluyen las variantes en MC1R, la 

variante E318K en MITF, fenotipo, rasgos de pigmentación y número de nevus. El 

estudio del papel de otros posibles genes modificadores, identificados como 
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candidatos mediante estudios de secuenciación masiva podrá ayudar en un futuro a 

comprender mejor la complejidad de la genética del MM.  

 

2.3.3 Genes de baja Penetrancia.  

Varios genes de baja penetrancia juegan también un papel en la susceptibilidad a MM. 

Son alelos de bajo riesgo como TYR, ASIP, TYRP1, OCA2, SLC45A2, GSTM1, CYP2D6, 

VDR, IL-9, IL-10, TNF, HLA-DQB0301K y muchos otros. Son genes relacionados con la 

pigmentación, el número de nevus, la respuesta inmune, la reparación del ADN, el 

metabolismo y el receptor de la vitamina D (VDR).  

 Genes de pigmentación/nevogénesis 

ASIP, localizado en el cromosoma 20q11.22, codifica para una proteína señalizadora 

de agouti, antagonista de la unión de MSH a MC1R. Múltiples estudios han 

demostrado un incremento de riesgo significativo a desarrollar MM en portadores de 

algunos SNPs (single nucleotide polymorphisms) en poblaciones Europea y 

Australiana(49)(50).  

TYR, localizado en el cromosoma 5q34, codifica para la tirosinasa, responsable del 

color de los ojos y de la respuesta de bronceado. Variantes en este gen se han 

relacionado de forma significativa con un incremento de riesgo al desarrollo de 

MM(51). 

TYRP1, localizado en el cromosoma 9p23. Codifica para la proteína relacionada con 

la tirosinasa-1, encargada de estabilizar la tirosinasa. Algunos estudios han 

demostrado el efecto protector de la variante rs1408799 del gen TYRP1 frente al 

desarrollo de MM(52). 

OCA2(gen relacionado con el albinismo óculo-cutáneo tipo II), localizado en el 

cromosoma 15q11.2-12, codifica por una proteína transmembrana de los 

melanosomas que modifica el color de los ojos y la pigmentación. Se ha demostrado 
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una asociación significativa entre algunas variantes en este gen y el incremento de 

riesgo a MM y con un elevado número de nevus(53).  

 

SNPs de 5 de los genes mencionados anteriormente (MC1R, SLC45A2, OCA2, TYR y 

ASIP) explican aproximadamente entre un tercio y una mitad de la diferencia del 

riesgo a MM debido a factores de pigmentación(54).  Existen otros genes relacionados 

con la pigmentación que se están investigando como genes candidatos a la 

susceptibilidad a MM: KIT, KITLG, IRF, HERC2,PAX3(55), EDNRB, ADTB3A, CHS1, 

MILANA, ATRN, SOX10, HPS, MGRN1, MYO5A, SLC24A4 y PLA2G6. La mayoría de estos 

genes candidatos están relacionados con la producción o el transporte de melanina, 

el color del cabello, la capacidad para broncearse, el número de nevus o la 

proliferación, diferenciación y supervivencia de los melanocitos. 

 

 Genes de reparación del ADN 

La RUV es principal factor de riesgo ambiental para desarrollar MM. La principal 

defensa del organismo frente al daño inducido en el ADN por la RUV es la vía de 

reparación por escisión de nucleótidos (NER)(56). Varios de los genes implicados en 

esta vía se han estudiado como genes candidatos a un mayor riesgo a desarrollar MM. 

Existen estudios que han demostrado la asociación de algunas variantes en 

XPD/ERCC2, ERCC1, XPF, XRCC3, MDM2 y APEX1 con un mayor riesgo a desarrollar 

MM(57).  

Otros estudios han demostrado un incremento de riesgo a MM asociados a algunas 

variantes de genes implicados en la regulación de la actividad de la telomerasa, 

como TERT1y TRF1, así como una disminución del riesgo a MM asociado al locus 

TERT-CLPTMIL(58).  
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 Polimorfismos del receptor de la vitamina D 

El receptor de la vitamina D (VDR) es un receptor hormonal intracelular que se une a 

la forma biológicamente activa de la vitamina D, 1,25-dihidroxivitamina D o calcitriol, 

para mediar sus efectos interactuando con elementos de respuesta de genes diana. El 

gen del VDR está localizado en el cromosoma 12p12-q14 y se ha estudiado como un 

gen de susceptibilidad a MM, con la idea que algunos polimorfismos en este gen 

podrían alterar la actividad del receptor y actuar en definitiva de forma similar a un 

déficit sistémico de vitamina D, lo que se ha asociado a con un incremento de riesgo 

a determinados cánceres, incluyendo el MM(59). Estudios han demostrado la 

asociación de los polimorfismos en los alelos Fokl, Bsml, Taql, Apal y A-1012G con el 

incremento de riesgo a desarrollar MM(60)(61)(62).  

 

III. RADIACIÓN ULTRAVIOLETA (RUV) 

La radiación UV, comprendida entre los 200-400nm del espectro electromagnético es 

un componente altamente energético de la radiación solar. La RUV se divide en tres 

categorías según su longitud de onda: UVA (320-400nm), UVB (290-320nm) y UVC 

(200-290nm). EL 95% del UVA y el 1-10% del UVB llegan a la superficie terrestre, 

mientras que el 100% de UVC es absorbido por la atmósfera y la capa de ozono.  
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3.1- Efectos moleculares y genéticos de la RUV en la piel. Fotocarcinogénesis 

La RUV en la piel es absorbida por cromóforos. Los cromóforos de la RUV en la piel 

son macromoléculas como las proteínas, lípidos y ADN, y produce en este último 

mutaciones características, fundamentalmente dos tipos de fotoproductos: los 

dímeros de pirimidina tipo ciclobutano (CPDs), y los fotoproductos de 6-4 pirimidina 

pirimidona (6-4PPs)(63). Ambas lesiones se forman exclusivamente en dímeros de 

pirimidinas, constituyendo los “hot spots” de mutación inducidos por RUV(64). 

                           

 

Ambas lesiones son reparadas por el sistema de reparación por escisión de 

nucleótidos (NER, nucleotide escisión repair), que implica la acción de unas 20 a 30 

proteínas que actúan de forma secuencial durante el reconocimiento del daño. Este 

mecanismo de reparación es mucho más eficaz para los fotoproductos 6-4 que para la 

reparación de los dímeros de pirimidina (65). Estas lesiones no reparadas, dan lugar a 
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mutaciones en el momento de la división celular y por ello se consideran 

premutaciones. La RUV induce predominantemente transiciones C-T y CC-TT en las 

secuencias de dímeros de pirimidina, constituyendo la característica más destacada 

de la mutagénesis inducida por la RUV(65). Cuando estas mutaciones ocurren en 

genes reguladores de la apoptosis, progresión del ciclo celular y genes implicados en 

mecanismos de reparación, éstos no tienen lugar y se produce como consecuencia 

una proliferación celular descontrolada.   

 

La RUVB se ha considerado la responsable del mayor daño biológico a largo-medio 

plazo de la fotocarcinogénesis. La RUVA, clásicamente se ha considerado de menor 

capacidad carcinógena, más responsable de la inducción de melanina y de la 

fotoinmunosupresión, principalmente a través de la isomerización de la forma trans a 

la cis del ácido urocánico, otro cromóforo cutáneo. Sin embargo, actualmente, se ha 

demostrado que la RUVA por sí sola tiene capacidad de producir daño directo en el 

ADN, generando también CPDs (principalmente dímeros TT) por una vía 

independiente del daño oxidativo(66).  

El cáncer cutáneo se incluiría en un modelo de carcinogénesis consistente en la 

iniciación, promoción y progresión tumoral, donde el acúmulo de alteraciones 

genéticas, sumado a la ineficacia en la eliminación de células anormales, y a factores 

ambientales favorecedores, explicaría la génesis tumoral. Probablemente la 

fotocarcinogénesis de los tumores queratinocíticos sea diferente a la que induce los 

melanomas. Se sabe que melanomas y carcinomas exhiben diferentes mutaciones y 

activación de oncogenes, lo que probablemente traduce diferente tipo de daño del 

ADN.  
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3.2- RUV, vías moleculares de reparación del ADN y susceptibilidad a melanoma 

Los sistemas de reparación del ADN juegan un papel crucial en el mantenimiento de 

la integridad del genoma contra agentes genotóxicos que son los responsables del 

desarrollo tumoral(67). Se estima que a diario cada célula humana sufre una media 

de 25.000 cambios espontáneos de bases del global 3x109 que posee su genoma, a 

consecuencia de las agresiones que recibe. La RUV es la principal causante del daño 

en el ADN de las células de la piel. Para combatir este daño, el organismo tiene 

diferentes vías intracelulares específicas, y eficazmente dirigidas a prevenir la 

carcinogénesis inducida por carcinógenos, son las llamadas vías de reparación del 

ADN. En el caso del daño producido por la RUV (CPD’s y 6-4PP), éste es reparado 

mediante el Sistema de Reparación por Escisión de Nucleótidos (NER)(64). El grado de 

daño determina el proceso utilizado por la célula, ya sea inicialmente mediante la 

detención del ciclo celular, identificación y reparación del ADN dañado, o si el daño 

es muy extenso o la reparación ha sido ineficaz mediante la inducción de la 

senescencia o muerte celular (apoptosis). Una de las vías de regulación celular ante 

el fotodaño es la activación de “checkpoints” del ciclo celular los cuales promueven 

el arresto del ciclo, tanto en la transición de fase G1 a S, en la de G2 a mitosis, o en 

la fase de replicación del ADN. Según el tipo de daño del ADN inducido por un 

carcinógeno, se activará o detendrá el ciclo celular mediado por una vía 

diferente(24), (68).  

Varias proteínas están implicadas en la regulación del ciclo celular y tienen la 

función de inducir un estacionamiento o inhibición del ciclo, de forma que haya 

tiempo suficiente para la reparación del daño, como por ejemplo: p53 (gen TP53), 

p21 (gen CDKN1A) y p14 y p16 (ambas codificadas por CDKN2A). En caso de que esta 

detención o inhibición del ciclo no se produzca, se induce la apoptosis celular, 

evitando así que la célula se replique y aparezca un clon aberrante.  
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La alteración de estos mecanismos de reparación se pone claramente de manifiesto 

por la alta incidencia de tumores cutáneos que presentan los pacientes afectados por 

síndromes con defectos del sistema de Reparación por Escisión de Nucleótidos (NER) 

como el xeroderma pigmentosum (XP), el Síndrome de Cockayne (CS) y la 

Tricotiodistrofia (TTD)(69). En estos síndromes, numerosas lesiones producidas por la 

RUV no reparadas dan lugar a la aparición de mutaciones en genes clave que 

posteriormente desencadenan tumores cutáneos (MM y no-MM). Así, la mayoría de 

enzimas implicadas en las vías de reparación se denominan con las iniciales XP. Se 

conocen distintos mecanismos: 1) Escisión de bases (gen XRCC1); 2) Escisión de 

nucleótidos (genes XPA-G y XPV) y 3) Reparación de la doble cadena homóloga (gen 

XRCC3)(69)(70). Según qué polimorfismos y/o mutaciones presenten dichos genes la 

reparación del daño inducido por la RUV será más o menos eficiente(71).  

También se ha relacionado la expresión de la proteína p16 (inducida por la exposición 

a RUV como mecanismo reparador del ADN) y del gen MC1R con la reparación. De 

forma que se demuestra una estrecha relación entre síntesis de melanina y 

reparación del ADN. El gen MC1R juega un papel importante en la fotocarcinogénesis 

estimulando la producción de p53 y p16 ante un daño fotoinducido(72) o a través de 

la vía MITF la cual está implicada en la proliferación celular tumoral, apoptosis y vías 

de reparación del ADN(73).  

Por otra parte se ha sugerido que la RUVA podría tener incluso un mayor papel en la 

melanomagénesis por la combinación de daño directo del ADN e indirecto del daño 

oxidativo, que se potenciaría más aún a través de una mayor síntesis de melanina. En 

un estudio reciente se pudo demostrar que tanto la RUVB como la RUVA inducen CPDs 

de igual manera en melanocitos como en queratinocitos. En cambio, el daño 

oxidativo inducido por UVA (a través de 8-oxo-7,8-dihydroguanine) fue el doble en 

melanocitos, lo que apoya también la hipótesis de que a mayor síntesis de melanina 

en el melanocito, mayor estrés oxidativo sufre la célula(74).  
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IV. PREVENCIÓN DE MM EN PACIENTES DE ALTO RIESGO 

 

4.1- ¿Es posible la prevención? 

El MM cumple todos los requisitos necesarios para poder establecer una prevención 

eficiente. Primero, porque se conoce el principal factor ambiental implicado, la RUV, 

que es evitable y modificable (prevención primaria). En segundo lugar, porque el MM 

es visible y cada vez mejor conocido por el experto. Y en tercer lugar, porque se 

puede identificar mediante la historia personal, familiar y el fenotipo, el grupo de 

población de mayor riesgo endógeno, en quienes se puede diseñar un seguimiento 

específico dermatológico.  

 

El MM se considera una de las neoplasias más prevenibles y está asociado a múltiples 

factores de riesgo identificables. Es una neoplasia curable cuando se diagnostica en 

sus estadíos más precoces y se trata correctamente. La mejor estrategia para reducir 

la incidencia de MM es la prevención primaria, mientras que la prevención secundaria 

es fundamental para reducir el número de muertes por MM. Son factores de riesgo 

identificables para desarrollar MM el número elevado de nevus, el fototipo claro, los 

ojos claros y el cabello rubio o pelirrojo, la historia de quemaduras solares durante la 

infancia y la historia personal o familiar de MM. Dentro de este último grupo de 

pacientes debemos destacar el alto riesgo de pacientes portadores de mutaciones de 

alta susceptibilidad a MM (mutaciones en CDKN2A, CDK4, BAP-1, POT-1) o mutaciones 

en genes implicados en las vías de reparación (xeroderma pigmentosum), así como 

pacientes portadores de mutaciones o polimorfismos en genes de mediana 

susceptibilidad (MC1R, MITF) que por sí solos o asociados a otros factores de riesgo 

pueden ser los responsables de un incremento sustancial de riesgo. En este grupo de 

pacientes de alto riesgo van a ser fundamentales las medidas de prevención.  
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4.2- ¿Es necesaria la Prevención? 

Desde la declaración del Profesor Ackerman en 1985 (75) “Nadie debería morir ya de 

melanoma”, han pasado 30 años y el MM continúa suponiendo más del 80% de las 

muertes por cáncer cutáneo. Ante la evidente ola creciente de nuevos diagnósticos y 

a pesar de una mejora en su diagnóstico y tratamiento, la mortalidad por MM no 

desciende, a diferencia de la mortalidad global por cáncer que tiene una tendencia 

mundial al descenso, aproximadamente un 1.5% al año(76). 

El número de muertes por MM se ha incrementado en la mayoría de las poblaciones 

caucásicas en las últimas décadas, aunque en menor medida que la tasa de 

incidencia. Se debe tener presente, que hasta 1 de cada 10 casos de MM incipiente 

morirá a causa del MM a largo plazo, y puesto que actualmente no podemos predecir 

qué MM delgados metastatizarán, la conducta correcta es la extirpación de estos 

tumores de forma precoz. No debemos olvidar, que el MM avanzado o diseminado, a 

pesar del avance en el conocimiento molecular que ha posibilitado el desarrollo de 

nuevas terapias diana y una prometedora revolución terapéutica los últimos 

años(77)(78)(79), continúa teniendo un pronóstico infausto, con supervivencias 

medias de 6-12 meses. De hecho, debido a la edad de incidencia en población joven y 

el porcentaje de muertes que implica, se considera la segunda causa de años de vida 

potencialmente perdidos y de pérdida de años productivos. Se estima que por cada 

muerte por MM se pierden 15 años potenciales de vida productiva, lo que alcanza un 

gasto sanitario anual en EEUU de hasta 40 millones de dólares en morbilidad y de más 

de 3000 millones de dólares por mortalidad prematura(80)(81). Sin embargo, a partir 

de los años 90 en algunos países se ha detectado una tendencia a la estabilidad o 

disminución de la mortalidad por MM, atribuible al diagnóstico precoz, y por ello el 

descenso de mortalidad se espera que evolucione de forma paralela a la disminución 

del Breslow. Por tanto, no hay duda que la prevención es posible y necesaria.  
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4.3- Prevención primaria del MM en pacientes de alto riesgo. Fotoprotección 

Es conocida la necesidad de una prevención primaria más efectiva frente al MM, ya 

que continúa aumentando su incidencia y mortalidad(1). 

 

 

Figura 2: Estandarización por edad (población europea estándar). Tasas de incidencia y 

mortalidad en la República Federal Alemana durante 25 años.  

 

La exposición a la RUV es el único factor de riesgo establecido modificable (82). La 

protección solar es una medida efectiva de prevención primaria frente al MM. Green 

y colaboradores demostraron en 1999 (83) que la correcta fotoprotección previene el 

cáncer cutáneo en Australia. Sin embargo hasta 10 años más tarde no pudieron 

demostrar que también previene la incidencia de MM, e incluso mejora el pronóstico, 

puesto que el Breslow medio de los MM en el grupo protegido era menor(84). 
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Niveles de actuación en fotoprotección 

- Evitar/limitar horas de exposición solar y horarios de máxima irradiación. 

Información adecuada de las condiciones meteorológicas y geográficas que 

afectan al índice de RUV (UVI). 

- Uso de barreras físicas como ropa y sombrero adecuados y gafas con cristal de 

protección de amplio espectro.  

- Fotoprotectores tópicos: correcta información sobre cuál, cómo y cuándo se 

han de aplicar y renovar.  

- Fotoprotección sistémica y fotoquimioprofilaxis secundaria; productos tópicos 

o sistémicos que pueden favorecer la protección y/o reparación del fotodaño.  

 

4.3.1- Fotoprotectores tópicos 

Los fotoprotectores solares (FPS) están compuestos por moléculas que, gracias a sus 

características físicas y/o químicas, evitan el eritema y quemadura inducidos por 

RUV, mediante mecanismos de reflexión, refracción, absorción, y/o transformación 

de la energía que llega a la superficie cutánea en forma de fotones.  

Un FPS ha de cumplir unos requisitos de seguridad y fotoestabilidad. El ideal debería 

absorber la RUV en su amplio espectro desde UVB a UVA, ser estable a pesar de 

recibir la energía de la RUV; no provocar reacciones de fototoxia o fotoalergia, ni ser 

mutagénico, no debe absorberse, y de forma idónea, debería evitar la formación de 

radicales libres de oxígeno.  
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CLASIFICACIÓN DE MOLÉCULAS USADAS EN FPS 

 

- Químicos/Orgánicos: moléculas con capacidad de absorber y reflejar fotones, 

transformar su estructura química y convertir la energía en calor. Los más 

habituales y aprobados por la FDA y la Unión Europea incluyen: 

Principalmente UVB: 

  -Cinamatos (Parsol MCX) 

  -Salicilatos 

  -Octocrileno 

  -Benzofenonas (oxybenzonas) 

  Principalmente UVA: 

  -Avobenzona (Parsol 1789) 

  -Ácido sulfónico de tereftalidenodialcanfor (Maxoryl®SX) 

  Amplio espectro: 

  -Drometizol trisoloxano (Mexoryl®XL) 

  -Tinosorb M o S 

 

- Físicos/Inorgánicos: partículas minerales de mayor tamaño, con capacidad de 

dispersar, reflejar y absorber la energía fotónica incidente. Permiten evitar 

prácticamente toda la franja de RUV, y también la luz visible y la infraroja. 

Básicamente se usan el óxido de zinc y el dióxido de titanio micronizados.  

 

Habitualmente, la mayoría de productos comercializados combinan ambos tipos 

de moléculas, generalmente los químicos son más cosméticos y fáciles de aplicar, 

pero los físicos son más seguros en cuanto a al amplio espectro de cobertura.  

 



Susceptibilidad a Melanoma: nuevos aspectos clínico-patológicos, desarrollo 
de herramientas y modelos de estudio y evaluación de medidas preventivas 

 

TESIS DOCTORAL PAULA AGUILERA PEIRÓ. UNIVERSITAT DE BARCELONA 2015 31 

 

 

 

ÍNDICE DE PROTECCIÓN SOLAR 

Desde COLIPA (Federación Europea de Cosmetics, Toiletry and other Perfumery 

products Association) se consensuó en 2006 que toda la industria farmacosmética 

debía estandarizar los métodos de medición de capacidad de absorción de la RUV. En 

la Unión Europea los FPS son considerados productos cosméticos, y para testar su 

efectividad tanto in vivo como in vitro, se utilizan las medidas de SPF (sun protection 

factor), el factor de protección frente a UVA (PF-UVA), el ratio entre uno y otro 

(SPF/PF-UVA) y la longitud de onda crítica.  

El SPF es un índice que indica el incremento de tiempo en aparición de eritema sin 

protección frente al tiempo con protección, es decir mide una proporción del 

incremento de tiempo que en condiciones ideales de cantidad y homogeneidad en la 

aplicación de la crema se podría exponer la piel sin aparición de quemadura solar.  

 

CONDICIONES REALES DE LA FOTOPROTECCIÓN TÓPICA 

Algunos estudios demuestran que las cremas de protección solar no se aplican según 

las recomendaciones de la FDA (2mg/cm 2) sino en menor cantidad, y además, 

existen factores externos como el nadar en el agua, el sudor, la actividad física, el 

contacto con la arena de la playa o con la ropa, pueden reducir la cantidad de 
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fotoprotector y por tanto, el efecto. Estos estudios evidencian que incluso en 

pacientes con fotodermatosis (teóricamente motivados para la aplicación de 

fotoprotector) la cantidad media aplicada de fotoprotector es de 0.5mg/cm 2(85). 

Otros factores de error con la aplicación de cremas fotoprotectoras es la no 

aplicación en algunas áreas de difícil acceso o la exposición a RUV antes de la 

aplicación del producto.  

Parece pues que en personas con un alto riesgo a desarrollar MM  hay que 

implementar factores de protección adicionales para reforzar las estrategias de 

prevención primaria. La medida más usada como protección solar es el uso de cremas 

fotoprotectoras, y por todo lo citado anteriormente, un agente fotoprotector 

sistémico tendría una ventaja sobre los fotoprotectores tópicos, ya que proveería una 

fotoprotección total y uniforme sin la variabilidad en la fotoprotección obtenida con 

las cremas fotoprotectoras.  

 

4.3.2-Fotoprotección sistémica 

La exposición de la piel a la RUVA y RUVB proveniente del sol provoca efectos 

indeseados en la piel como quemadura solar, inmunosupresión, cambios pigmentarios, 

fotoenvejecimiento y cáncer de piel(11). El mecanismo de inducción de todos estos 

cambios cutáneos es complejo, pero se puede dividir en daño directo independiente 

de oxigeno causado por la absorción de fotones, y en daño oxidativo, causado por la 

formación de radicales libres y especies reactivas de oxigeno. Por este motivo varios 

estudios han intentado identificar propiedades fotoprotectoras en los antioxidantes 

sistémicos. Pero los antioxidantes como el tocoferol, el ascorbato o los carotenoides 

han demostrado efectos variables, así algunos estudios muestran un incremento de 

mínimo a moderado en la dosis eritematógena mínima (DEM) en 

humanos(86)(87)(88)(89), mientras que otros estudios no han demostrado un 

incremento el la DEM (90), una disminución del número de sunburn cells, o 
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protección frente al daño generado en el ADN(91). El extracto oral de Polypodium 

Leucotomos ha demostrado también ser efectivo como agente fotoprotector 

sistémico en humanos al provocar un incremento significativo de la DEM y una 

disminución del número de sunburn cells y del daño producido en el ADN(92). Los 

polifenoles contenidos en el te verde injeridos vía oral han demostrado efectos 

fotoprotectores mediante incremento de la DEM en humanos(93), y en estudios in 

vitro y en animales han demostrado , cuando se aplican tópicamente, un incremento 

de la DEM y una disminución del daño producido en el ADN (94). Todas estas medidas 

que han demostrado su eficacia en la protección frente a los efectos nocivos de la 

RUV, van a ser fundamentales para la prevención primaria del MM en toda la 

población, pero aún más en pacientes de alto riesgo (portadores de mutaciones en 

genes de susceptibilidad, genes implicados en la reparación del ADN), en los que será 

fundamental no añadir más riesgo al que ya tienen estos pacientes.   

 

4.4- Prevención secundaria del MM en pacientes de alto riesgo.  

El término detección precoz de la enfermedad significa detectar una enfermedad en 

una fase anterior a la que suele detectarse en la práctica clínica habitual. La 

finalidad básica de la prevención secundaria a través del cribado es la disminución de 

la incidencia de complicaciones derivadas de una determinada patología. En el caso 

del MM la prevención secundaria va destinada al diagnóstico precoz del tumor para 

disminuir la morbilidad y mortalidad derivadas de tumores de mayor índice de 

Breslow al diagnóstico (Figura 3). 
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Figura 3: Curvas de Supervivencia global de MM estadío I-II y estadío III según la JCO 2009.  

 

Es preciso identificar a los pacientes de alto riesgo y muy alto riesgo (95) y realizar 

un seguimiento periódico. Este grupo de pacientes estaría representado por los 

pacientes con defectos en las vías de reparación del ADN, inmunodeprimidos, 

pacientes con múltiples nevus y con nevus clínicamente atípicos, con historia familiar 

de MM y pacientes portadores de mutaciones de riesgo en genes de susceptibilidad a 

MM(95). Se han sugerido varias estrategias para la detección precoz del MM en 

pacientes de alto riesgo como la autoexploración cutánea(96), exploración cutánea 

completa y exploración dermatoscópica con mapas corporales totales(97). Está 

ampliamente demostrado que la autoexploración cutánea es insuficiente para el 

diagnóstico de MM incipiente (98)mientras que la dermatoscopia ha demostrado 

incrementar la precisión diagnóstica en la mayoría de tumores cutáneos, incluyendo 

el MM (99)(100). El seguimiento con el método de los dos pasos (mapas corporales 

totales y dermatoscopia digital) de una población seleccionada de pacientes de alto 

riesgo a MM ha demostrado ser capaz de detectar MM en estadíos precoces con una 

baja tasa de exéresis(97).  

Aunque estas estrategias de detección precoz deben continuar, los clínicos debemos 

tener en mente que los MM delgados contribuyen sustancialmente a la mortalidad 

global por MM, a pesar de su pronóstico favorable(101)(102). Los futuros estudios 
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deberían dirigirse a la identificación de características clínicas, histológicas y 

moleculares de los MM delgados que les confieran un peor pronóstico.  
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HIPÓTESIS 

1- La presentación clínica e histológica de los pacientes con MM familiar y 

portadores de mutación en CDKN2A difiere de la presentación en la 

población general. Los melanomas de pacientes con melanoma familiar 

tienen mejor pronóstico. 

2- Ciertas características clínicas, histológicas y moleculares permiten 

identificar subtipos de Melanomas de peor pronóstico, útil especialmente 

en melanoma delgados.  

3- La identificación de individuos de alto riesgo a desarrollar MM permite 

dirigir estrategias de prevención hacia estos individuos de riesgo elevado. 

La ingesta de extracto de Polypodium Leucotomos evita el daño inducido 

por la RUV en estos pacientes. 

4- Métodos como la dermatoscopia ex vivo permiten una correcta selección 

de muestras biológicas del tumor para poder realizar dichos estudios 

moleculares.  

5- Existe un modelo de carcinogénesis del cáncer cutáneo y un modelo de 

génesis de melanoma. La presencia de mutaciones germinales en genes de 

susceptibilidad a Melanoma podría modificar / favorecer este modelo de 

carcinogénesis. 
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OBJETIVOS 

 

 

1- Desarrollar un nuevo método de muestreo tumoral de melanoma mediante 

dermatoscopia ex vivo que permita una mejor obtención de muestras para 

el estudio molecular del tumor.  

 

2- Identificar características propias de los pacientes afectos de melanoma en 

contexto familiar, mediante la caracterización clínica, histológica  e 

inmunohistoquímica de una serie de pacientes con melanoma familiar. 

 

3- Testar la eficacia de la fotoprotección sistémica en diferentes tipos de 

pacientes de alto riesgo a melanoma mediante un extracto oral de 

Polypodium Leucotomos (portadores de mutaciones en genes de alta 

susceptibilidad y pacientes con síndrome de nevus displásico). 

 

4- Desarrollar un modelo murino in vivo ortotópico humanizado de melanoma 

familiar que permita reproducir y estudiar la relación de los principales 

genes implicados en  melanoma y respuesta a la RUV.   
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MATERIAL Y MÉTODOS 

 

RESULTADOS 

 

 

PUBLICACIONES 
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TRABAJO I 

 

 

 

Objetivo 

 

Descripción de un método basado en el uso de la dermatoscopia ex vivo para la 

correcta toma de muestras de melanoma en fresco que permita preservar las áreas 

tumorales claves para el diagnóstico histopatológico.  

 

Metodología 

 

Estudio prospectivo para la validación de la dermatoscopia ex vivo como técnica para 

el correcto muestreo tumoral. Se incluyeron tumores clínicamente sospechosos de 

MM de los que se tomaron muestras guiadas por dermatoscopia mediante punch de 

3mm. Se tomaron imágenes de dermatoscopia in vivo y ex vivo. 

 

Resultados 

 

En el primer estudio las muestras obtenidas se procesaron para su estudio 

histopatológico y se realizó la comparación del índice de Breslow de dichas muestras 

con el Breslow del tumor restante. El área de máximo Breslow fue preservada en los 
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10 tumores estudiados, permaneciendo disponible para el correcto diagnóstico 

histopatológico.  

En el segundo estudio se incluyeron 43 melanomas de los que se tomaron muestras 

para el biobanco de forma prospectiva. Dos observadores independientes evaluaron 

las imágenes dermatoscópicas in vivo y ex vivo de cada tumor y la concordancia en 

establecer el área más profunda del tumor fue del 93%. Asimismo hubo una alta 

concordancia (>0.8) en la categorización del patrón dermatoscópico global, 

estructuras dermatoscópicas y colores, entre las imágenes de dermatoscopia in vivo y 

ex vivo. La correlación fue baja (<0.2) para la identificación de vasos atípicos y 

colores rosado o rojo.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Ex Vivo Dermoscopy for Biobank-Oriented Sampling
of Melanoma
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IMPORTANCE In the era of targeted therapy for cancer, translational research identifying
molecular targets in melanoma offers novel opportunities for potential new treatments.

OBJECTIVES To describe a method for sampling fresh tissue from primary melanoma and to
test whether the area of maximal thickness can be identified with dermoscopy to ensure it
remains available for routine histopathological diagnosis.

DESIGN, SETTING, AND PARTICIPANTS Tumors clinically suspicious for melanoma with
diameter exceeding 5 mm were included. Dermoscopy-guided sampling was performed using
a 2-mm to 3-mm punch through not the thickest part of the tumor. In vivo and ex vivo
dermoscopic images obtained were available to the diagnosing pathologist. Melanoma
samples were obtained in a referral melanoma unit.

MAIN OUTCOMES AND MEASURES In study 1, Breslow thickness in 10 melanomas was
compared between sampled tissue and the remaining specimen to confirm that the area of
maximal thickness remained available for the histopathological diagnosis. In study 2,
forty-three additional melanomas were sampled for biobanking prospectively. Agreement
between 2 independent observers on dermoscopic identification of the thickest part of the
melanoma was studied.

RESULTS In study 1, the area of maximal Breslow thickness in all 10 melanomas was not
sampled and remained in the main specimen. In study 2, sampling was performed by one of
the investigators. Concordance was 93% between 2 independent observers for the
dermoscopic selection of the thickest portion of the melanoma. Pathologists asserted that
the sampling procedure did not compromise their ability to evaluate melanoma specimens.
A limitation is that this is a single-center study. Each case required joint evaluation by expert
dermoscopists and dermatopathologists.

CONCLUSIONS AND RELEVANCE In applying the dermoscopy-guided sampling protocol, we
make the following 5 recommendations: Samples should only be obtained from areas that will
not interfere with the pathologist’s diagnosis and prognostic information. Sampling should
not be obtained from tumors for which one suspects that the histopathological evaluation
may prove difficult. Sampling should not be performed on small melanomas; we recommend
a minimum diameter of 10 mm. All the dermoscopy-guided sampling should be documented
with images, available to pathologists and clinicians, and reflected in the pathology report.
Finally, the frozen biobank samples should be made available for routine hematoxylin-eosin
histopathological evaluation until the final pathology report is produced. Ex vivo dermoscopy
may serve to guide the procurement of small samples from primary melanoma for fresh
tissue biobanking without compromising the histopathological evaluation.
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I n the era of targeted therapy for cancer, translational re-
search identifying molecular targets in melanoma offers
novel opportunities for potential new treatments. There is

increasing evidence at the molecular level that melanoma is
composed of distinct mutational subsets,1 each harboring dif-
ferent potential targets for therapy.2 Fresh or frozen tissue is
required for the performance of cellular studies (including tis-
sue cultures from primary tumors) and molecular studies (in-
cluding genomics and proteomics) and for the design and pro-
duction of biologic treatments. The aforementioned studies
cannot be adequately conducted on formalin-fixed, paraffin-
embedded samples.3,4 Needless to say, the development of
fresh-frozen tissue banks procured from primary melanomas
will likely lead to heightened translational research and may
greatly influence diagnosis, prognosis, and therapeutic strat-
egies in the coming years.

Histopathological study of formalin-fixed, paraffin-
embedded specimens is crucial for the diagnosis and staging
of melanoma.4,5 The risk in randomly procuring samples from
freshly excised melanoma specimens for biobanking is that the
remaining specimen, which is submitted for formalin-fixed,
paraffin-embedded examination, could sustain damage that
would preclude adequate histopathological processing. In ad-
dition, the random removal of tissue may compromise the abil-
ity of the pathologist to evaluate and adequately diagnose the
remaining specimen on routine histopathological examina-
tion, with untoward clinical and medicolegal consequences.6,7

In a previous study,8 researchers evaluated a method for the
procurement of fresh tissue from excisional specimens of me-
lanocytic nevi based on examination with the naked eye; they
concluded that the procurement of fresh tissue for research
had no influence on the final diagnosis. A method has been de-
scribed for the use of ex vivo dermoscopy for gross pathologi-
cal evaluation in the histopathology laboratory.9 Subse-
quently, ex vivo dermoscopy was used in 517 cutaneous biopsy
specimens,10 determining that it provides useful ancillary in-
formation for the histopathological diagnosis of melanocytic
neoplasms. Indeed, dermoscopy can be useful for guiding tis-
sue sectioning for the histopathological correlates,11-18 and cer-
tain dermoscopic structures can be used to predict mela-
noma thickness.19,20

Given the added value of dermoscopy for performing gross
pathological evaluation of melanocytic neoplasms and for pre-
dicting microscopic findings on the histopathological exami-
nation, we reasoned that dermoscopy can be used to select
areas within excisional specimens that could be safely re-
moved for molecular studies without compromising the his-
topathological evaluation of the specimen. This idea prompted
us to explore the use of dermoscopy as an ancillary method
for guiding and precisely documenting the procurement of
fresh tissue from primary melanoma excisional specimens for
molecular research.

Methods
The protocol of ex vivo dermoscopy-oriented sampling of mela-
noma (DOS-M) was approved by the institutional review board

at the Hospital Clinic, Barcelona, Spain. The study setting was
an outpatient clinic specializing in melanoma diagnosis and
treatment in a tertiary medical center. Within this frame-
work, inclusion criteria for the study were the following: (1) a
lesion for which the most likely diagnosis, based on clinical and
dermoscopic criteria, was primary cutaneous melanoma;
(2) the clinically measured diameter of the lesion exceeded
5 mm in greatest length and width; and (3) informed consent
was given by the patient. Exclusion criteria were the follow-
ing: (1) a lesion for which it was anticipated that the histo-
pathological evaluation may prove problematic or difficult
(eg, dermoscopic criteria suggestive of a spitzoid neoplasm)
and (2) patients younger than 18 years.

DOS-M Protocol Overview
The entire protocol described below is also depicted via a se-
ries of images from a melanoma (Figure). Six components of
the study protocol include the following:

First, all eligible lesions were evaluated with dermos-
copy before surgery (in vivo dermoscopy). Areas of interest for
sampling within the lesions were identified.

Second, lesions were surgically excised with narrow
margins. These were 2 mm or 5 mm, according to routine
practice.

Third, dermoscopy was used on the freshly excised speci-
men (ex vivo dermoscopy) to identify the previously identi-
fied (in vivo) areas of interest for sampling. Tissue samples were
incised from within the excisional specimen using a 2-mm to
3-mm punch (Figure) according to the size of the tumor; a 3-mm
punch was used when the diameter exceeded 20 mm. Areas
anticipated as being the thickest portion of the lesion (see the
evaluation of melanoma thickness below under the Study 1 and
Study 2 subheadings) were not sampled by incision but were
preserved for the assessment of Breslow thickness during the
histopathological analysis. For example, if a nodule was iden-
tified within the melanoma, only the peripheral part of the nod-
ule was incised for fresh tissue sampling, while the center of
the nodule, predicted to be the thickest part, was preserved
for the histopathological analysis. Incisional sampling was also
not obtained from areas showing dermoscopically equivocal
findings that precluded the prediction of thickness.

Fourth, the excisional specimen was submitted for rou-
tine pathology laboratory processing. Excised tissue speci-
mens underwent routine formalin fixation and paraffin
embedding; vertical sections were stained with hematoxylin-
eosin (H&E). The final histopathological diagnosis was based
on the evaluation of slides obtained from step-sectioning of
the remaining excisional specimens. All histopathological slides
were evaluated by at least 2 pathologists (J.P. and L.A.) and ana-
lyzed for mitoses, Clark level, Breslow thickness, neural inva-
sion, lymphatic invasion, type of inflammatory infiltrate,
growth phase (radial vs vertical), and the presence of ulcer-
ation, regression, and microsatellites.

Fifth, incised tissue samples were embedded in formalin
in study 1 (comparison of Breslow thickness between incised
samples and the remaining specimen). Alternatively, they were
cryopreserved at −80°C for biobanking in study 2 (dermo-
scopic agreement study).
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Sixth, all cases were discussed during a clinicopathologi-
cal conference (CPC), in the presence of the dermatologists and
pathologists (J.P. and L.A.) involved in the study, to deter-
mine whether incisional sampling of the melanoma could ad-
versely influence the diagnosis and staging of the melano-
mas. The frozen samples of the melanomas were not processed
for molecular studies until after the participants of the CPC had
reached a consensus decision that H&E histopathological analy-

sis of the frozen samples was unlikely to change the diagno-
sis or staging of the melanoma.

Imaging of Lesions and Documentation of Sampling
We obtained clinical and contact polarized dermoscopic im-
ages of all primary melanomas included in the study to pre-
cisely document sampling of tissue from within the lesions
(Figure). Images of the melanomas were acquired in the fol-

Figure. Superficial Spreading Melanoma (Breslow Thickness of 0.60 mm and Clark Level II) 18.9 mm
in Maximal Diameter

A B

C D

E F

G H

A, In vivo dermoscopy (original
magnification ×10). B, Ex vivo
dermoscopic image of 4
dermoscopy-guided samples (2-mm
punch), 2 of them for the
histopathological correlation (the one
on the left corresponds to
dermoscopy in E and histological
findings in F, and the one on the right
corresponds to dermoscopy in H and
histological findings in G). The 2
punch biopsies in the center were
frozen and placed in the tissue bank.
C, Dermoscopic mapping of the
melanoma. D, Location of tissue
sampling from within the melanoma.
E, Ex vivo dermoscopic image with an
atypical pigmented network with
thick dark lines and a blue hue.
F, Correlates on histopathological
examination with a junctional
proliferation of atypical melanocytes
as solitary units and small nests and
with the presence of melanophages
in the superficial dermis
(hematoxylin-eosin, original
magnification ×100).
G, Histopathological correlation of
the area in H reveals nests of atypical
melanocytes in the epidermis and
along the dermoepidermal junction
(hematoxylin-eosin, original
magnification ×100). H, Ex vivo
dermoscopic image of an area that
exhibits brown globules with a
negative network.
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lowing sequence: (1) before surgical excision (clinical and in
vivo dermoscopic images), (2) immediately after surgical ex-
cision (ex vivo dermoscopic images), and (3) after obtaining in-
cisional punch samples from within the excised melanoma
specimen (ex vivo dermoscopic images). All ex vivo images
were acquired before formalin fixation of specimens.

Images were obtained with a camera (PowerShot G7; Canon
Inc or CoolPix 4500; Nikon Inc). All in vivo dermoscopic im-
ages were captured using the same cameras attached to a po-
larized contact dermoscopic lens (DermLite Foto; 3GEN, LLC).
During ex vivo contact dermoscopic photography, the ex-
cised specimen was covered with a sterile plastic wrap (trans-
parent wrap used for instrumental or dressing sterilization) to
avoid contamination of the lens. As described by Zampino and
coworkers,21,22 we affirm that obtaining the dermoscopic im-
ages through a plastic wrap does not alter image quality.

In addition to the clinical and dermoscopic images, a sche-
matic drawing of the lesion was generated before formalin fixa-
tion (Figure) to annotate the sites of tissue sampling within the
excised melanoma specimen. Annotation included a descrip-
tion of the clinical findings (colors, ulceration, and mapping of
flat areas or papules or nodules) and the dermoscopic features
(specifically, ulceration, blue-white veil, and atypical vessels).

All clinical and dermoscopic images and schematic draw-
ings were sent to the pathology laboratory together with the
formalin-fixed specimens. Special attention was given to the
identification and annotation of areas within the melanoma
that were predicted to have the greatest Breslow thickness in
the histopathological analysis; these areas were clearly marked
in the in vivo dermoscopic image and in the schematic draw-
ing of the melanoma to guide the gross pathological exami-
nation in the pathology laboratory (Figure).

Study 1 (Comparison of Breslow Thickness Between
Incised Samples and the Remaining Specimen)
As a proof of principle, study 1 tested the notion that the thick-
est portion of the melanoma can be preserved for the histo-
pathological examination based on gross (clinical and dermo-
scopic) assessment before the procurement. In a subset of 10
melanomas, the incisional punch samples were not cryopre-
served for biobanking but rather were submitted for routine
histopathological analysis with the remaining excisional speci-
men. The Breslow thickness of the incisional punch samples
was compared with the maximal Breslow thickness measure-
ment of the remaining excisional specimen.

Study 2 (Dermoscopic Agreement Study)
Study 2 determined agreement between 2 independent ob-
servers on dermoscopic identification of the thickest part of
the melanoma. This study was performed on 43 additional
melanomas.

Agreement on Dermoscopic Identification of the Thickest Portion
of the Melanoma
The prediction of the thickest portion was based on gross
evaluation (clinical and dermoscopic) of the melanoma
using criteria previously defined by Argenziano et al.19

According to this method, the thickest parts of the mela-

noma correlate clinically and dermoscopically. Clinically, the
thickest parts correlate with (1) nodular parts of the tumor
and (2) areas of ulceration. Dermoscopically, the thickest
parts correlate with (1) gray-blue areas, also known as blue-
white veil, that correspond to irregular, confluent, gray-blue
diffuse pigmentation present focally within the lesion (ie,
does not occupy the entire surface area of the lesion) and (2)
areas showing an atypical vascular pattern, particularly in
hypomelanotic melanomas.

To test the reproducibility of the prediction of the thick-
est portion of melanoma, an interobserver agreement study
was performed. Specifically, in vivo and ex vivo images of 43
melanomas were mapped using a digital grid constructed for
the study, which divided the melanoma into numbered blocks.
These images were evaluated by 2 independent observers (G.S.
and L.L.), who were asked to select the block most likely to con-
tain the thickest part of the melanoma.

Concordance of Dermoscopic Features Between In Vivo
and Ex Vivo Images
Implementation of the DOS-M protocol is contingent on good
bedside (in vivo) to bench (ex vivo) concordance on the iden-
tification of the morphological attributes of the melanoma. To
test this concordance, we performed an interobserver agree-
ment study between dermoscopic features identified in vivo
and ex vivo. The 2 sets of dermoscopic images were sepa-
rately analyzed for global dermoscopic pattern, the distribu-
tion of dermoscopic structures (asymmetry), the presence of
colors (light brown, dark brown, black, blue-gray, white, pink,
and red), and the presence of dermoscopic structures (blue-
white veil, atypical vessels, regression structures, atypical pig-
ment network, atypical dots and globules, streaks or atypical
streaks, and blotches or atypical blotches).

Statistical Analysis
Descriptive statistics were used to characterize the histopatho-
logical attributes of included melanomas. To compare the find-
ings of in vivo and ex vivo dermoscopy in study 2, correlation
statistics (Spearman rank correlation coefficient and Pearson
product moment correlation R and κ) were calculated. A κ sta-
tistic exceeding 0.8 denotes excellent correlation, while a κ sta-
tistic of less than 0.2 is considered poor correlation.

Results
Study 1 (Comparison of Breslow Thickness Between
Incised Samples and the Remaining Specimen)
Ten consecutive melanomas, diagnosed at the melanoma
clinic, were included in study 1 and processed using the DOS-M
procedure of dermoscopy-guided tissue sampling (Table 1). The
study set comprised 9 invasive melanomas with a mean Bres-
low thickness of 2.25 mm (range, 0.55-6.00 mm) and 1 in situ
melanoma. Of 9 invasive melanomas, 7 were superficial spread-
ing, 1 was acral lentiginous, and 1 was a desmoplastic mela-
noma arising in a lentigo maligna melanoma. Histopathologi-
cally identified ulceration was present in 2 of the melanomas.
Two blinded pathologists evaluated both parts of each tu-
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mor. The maximal Breslow thickness was measured and com-
pared between the incised sample and the remaining main tis-
sue specimen for each of 10 melanomas. In all 10 melanomas,
the area of maximal Breslow thickness was not sampled and
remained in the main tumor specimen.

Study 2 (Dermoscopic Agreement Study)
Forty-three consecutive melanomas were prospectively in-
cluded in study 2 and processed using the DOS-M procedure
(Table 2). The mean clinical diameter of the melanomas (in the
smaller dimension) was 16.5 mm (range, 6.0-41.0 mm). In the
histopathological analysis, the study set comprised 35 inva-
sive melanomas (81%) with a mean Breslow thickness of 1.49
mm (median, 1.10 mm; range, 0.40-5.40 mm) and 8 in situ
melanomas (19%). Histopathologically identified ulceration
was present in 4 of 43 melanomas (9%). Of 35 invasive mela-
nomas, 29 (83%) were classified as superficial spreading mela-
noma, 4 (11%) as nodular melanoma, 1 (3%) as acral lentigi-
nous melanoma, and 1 (3%) as lentigo maligna melanoma.

Agreement on Dermoscopic Identification of the Thickest Portion
of the Melanoma
Two independent observers (G.S. and L.L.) retrospectively ana-
lyzed the dermoscopic images from each melanoma and se-
lected the sector on the study grid most likely to contain the
thickest part of the melanoma. Concordance was 93% on the
selection of the sector likely to be the thickest.

Concordance of Dermoscopic Features Between In Vivo
and Ex Vivo Images
Dermoscopic attributes were compared between in vivo and
ex vivo images of the melanomas (Table 3). There was excel-
lent agreement (κ > 0.8) on the categorization of global der-
moscopic pattern, the distribution of dermoscopic structures
(asymmetry), the presence of colors (light brown, dark brown,
black, blue-gray, and white), and the presence of dermo-
scopic structures (streaks, blue-white veil, regression struc-
tures, atypical dots and globules, atypical pigment network,
and blotches or atypical blotches). Poor correlation (κ < 0.2) was
observed for the presence of atypical vessels and the finding

of pink or red; blood vessels and vascular blush were not ob-
servable under ex vivo dermoscopy.

CPC on Sampled Melanomas
All 43 melanomas included in study 2 were jointly analyzed
at a CPC to determine whether incisional sampling of the mela-
noma could adversely influence the diagnosis and staging of
the melanomas. Although all frozen incisional samples were
readily available from the tissue bank and, if needed, could
have been subjected to H&E histopathological assessment, the
consensus opinion by participating pathologists and derma-
tologists was that this was unlikely to change the diagnosis and
final staging for any of the melanomas included in study 2.

Discussion
This study introduces the use of dermoscopy for guiding tis-
sue sampling. Dermoscopy can serve as a bridge between cli-
nicians and pathologists because it provides a gross patho-
logical map of the melanoma, available both at the bedside (in
vivo) and pathology bench (ex vivo).10 Indeed, the findings re-
ported herein suggest that dermoscopic evaluation and imaging
of tissue can be performed ex vivo, with proficiency compa-
rable to that of in vivo dermoscopy, and that the dermoscopic
images can be used to create a tumor map, which in turn can
serve as a guide for fresh tissue sampling.

In addition, the present study supports prior observation
that dermoscopic criteria for tumor thickness can be applied
in a reproducible manner.18 High concordance was shown be-
tween 2 independent observers in the clinical and dermo-
scopic identification of the thickest area of the melanomas. Fur-
thermore, the area with maximal Breslow thickness of the
melanoma was shown to be retained within the excised mela-
noma specimen under the DOS-M technique. Indeed, in a sub-
set of 10 melanomas, the incised samples were submitted for
routine H&E histopathological analysis (rather than being di-
verted to biobanking) and were shown to be thinner in Bres-
low thickness than the remaining main excisional specimen.
Experience in dermoscopy is required to perform gross thick-

Table 1. Comparison of Breslow Thickness Between Incised Samples and the Remaining Main Specimen
of Melanomas Included in Study 1

Patient
No. Type of Melanoma

Breslow Thickness, mm

Sampling Main Tumor
1 Superficial spreading 0.50 0.55

2 Superficial spreading 0.30 0.70

3 Superficial spreading Melanoma in situ 0.72

4 Superficial spreading Melanoma in situ Melanoma in situ

5 Superficial spreading 1.60 3.25

6 Acral lentiginous 2.00 6.00

7 Superficial spreading Melanoma in situ 2.20

8 Superficial spreading 0.20 1.40

9 Superficial spreading Melanoma in situ 1.00

10 Desmoplastic melanoma
in lentigo maligna

Melanoma in situ 4.50
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ness evaluation to minimize the risk that sampling will re-
move portions of the melanoma that are important for the fi-
nal diagnosis and staging.

For the DOS-M protocol described herein, it is important
to precisely document areas sampled by annotating the der-
moscopic images and schematics (Figure); these documents
should be included in the report sent to the tissue bank reg-
istry and to the pathology laboratory registry. This allows cli-
nicians and pathologists to know exactly which parts of the
melanoma were sampled and which parts of the melanoma

were available for routine H&E processing. The prepathologi-
cal sampling of the lesion using the DOS-M method should be
reflected in the pathology report. The successful implemen-
tation of the DOS-M protocol is contingent on having an inter-
active and collegial multidisciplinary research team com-
posed of dermatologists, surgeons, pathologists, and biologists.
In the present study, while the cryopreserved procured tis-
sues were available for H&E histopathological analysis, our pa-
thologists did not deem it necessary to use them in rendering
a final histopathological diagnosis. They reasoned that der-
moscopy-guided sampling and availability of precise docu-
mentation of the gross pathological examination probably lead
to comparable, if not better, sampling of melanoma com-
pared with routine, blinded, mostly random tissue gross patho-
logical examination.

At present, this procedure should be restricted to experi-
enced research centers with a well-defined protocol that will
ensure the precise diagnosis and staging of patients. Never-
theless, highly specialized skin pathology providers might em-
brace similar protocols in the future.

In applying the DOS-M protocol, we note the following 5
points: (1) Samples should only be obtained from areas that will
not interfere with the pathologist’s ability to render a defini-
tive diagnosis and to provide accurate prognostic informa-
tion. (2) Sampling should not be obtained from tumors for
which one suspects that the histopathological evaluation may
prove difficult or for which the evaluation of the entire tumor
would be crucial (eg, dermoscopically equivocal lesions, mela-
noma arising in a nevus, and lesions with extensive regres-

Table 2. Clinical Characteristics of the Melanomas Included in Study 2

Characteristic
Value

(n = 43)
Diameter, mm

Mean (SD) 16.5 (7.0)

Median (range) 15.1 (6.0-41.0)

90% Diameter >10

Type of melanoma, No./total No. (%)

Superficial spreading 29/35 (83)

Nodular 4/35 (11)

Acral lentiginous 1/35 (3)

Lentigo maligna 1/35 (3)

In situ 8/43 (19)

Invasive 35/43 (81)

Breslow thickness, mm

Mean (SD) 1.49 (1.21)

Median (range) 1.10 (0.40-5.40)

Table 3. Correlation of Dermoscopic Colors and Structures Between In Vivo and Ex Vivo Dermoscopic Images

Variable κ Statistic
Spearman Rank

Correlation Coefficient
Pearson Product Moment

Correlation R P Value

No. of colors
Not
applicable 0.768 0.845 <.001

Asymmetry 0.837 0.838 0.838 <.001

Light brown 0.838 0.850 0.850 <.001

Dark brown 0.959 0.960 0.960 <.001

Black 0.975 0.975 0.975 <.001

Blue 0.930 0.933 0.933 <.001

Gray 0.909 0.910 0.910 <.001

Red 0.171 0.264 0.264 .01

Pink 0.107 0.237 0.237 .03

White 0.933 0.935 0.935 <.001
Atypical pigment
network 0.943 0.943 0.943 <.001

Dots and globules 0.662 0.703 0.703 <.001
Atypical dots and
globules 0.883 0.889 0.889 <.001
Regression
structures 0.838 0.844 0.844 <.001

Streaks 1 [Reference] 1 [Reference] 1 [Reference] <.001

Atypical streaks 0.930 0.930 0.930 <.001

Blotches 1 [Reference] 1 [Reference] 1 [Reference] <.001

Atypical blotches 0.930 0.931 0.931 <.001

Blue-white veil 0.908 0.908 0.908 <.001

Atypical vessels 0.170 0.304 0.304 .004

Ex Vivo Dermoscopy for Biobank-Oriented Sampling Original Investigation Research

jamadermatology.com JAMA Dermatology September 2013 Volume 149, Number 9 1065

Downloaded From: http://archderm.jamanetwork.com/ by a Universidad de Barcelona User  on 05/13/2015



sion). (3) Sampling should not be performed on small mela-
nomas; we recommend a minimum diameter of 10 mm because
sampling from larger melanomas leaves behind sufficient tis-
sue for the histopathological evaluation. (4) A CPC should be
held regularly to review the cases together with the clinical im-
ages, in vivo and ex vivo dermoscopy images, and the anno-
tated maps. (5) The procured frozen biobank tissue samples
for molecular analyses should be made available for routine
H&E histopathological evaluation until the final pathology re-
port is produced if deemed necessary by CPC consensus.

Our study has limitations. First, the single-study in-
cludes few cases. Second, the determination of Breslow thick-
ness among incisional samples was only performed for a sub-
set of the melanomas. Third, only lesions recognized clinically
and dermoscopically as likely melanomas were included. If mo-
lecular studies are to be used for the differentiation of mela-
noma from benign lesions, sampling should probably also in-
clude cases with an equivocal diagnosis.

In conclusion, we have developed a technique for
dermoscopy-guided sampling of small portions of any given
melanoma. This technique is the first step in sampling mela-
nomas for the purpose of biobanking freshly excised tissue
for molecular studies. Dermoscopy can be applied ex vivo to
freshly excised tissues, with the findings comparable to
those of in vivo examination. The thickest portion of the
melanoma can be reproducibly identified and documented
under the DOS-M protocol, allowing incisional sampling of
areas within the melanoma that would not compromise the
final histopathological diagnosis and staging. Finally, it is
fundamental to restrict this DOS-M procedure to medical
centers with an interdisciplinary team composed of clini-
cians with expertise in dermoscopic evaluation of melanoma
and of dermatopathologists with expertise in the evaluation
of melanocytic neoplasms. In our experience, such a strat-
egy translates to better communication among dermatopa-
thologists, clinicians, and researchers.
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NOTABLE NOTES

Abigail Adams, Smallpox, and the Spirit of 1776
Walter H. C. Burgdorf, MD; Leonard J. Hoenig, MD

Contemporary portraits of Abigail Adams (1744-1818) show a woman with
a genteel, mild-mannered appearance. Behind this calm look, however,
was one of America’s most colorful and dedicated patriots.

She and her husband, John Adams, were at the heart of the Ameri-
can Revolution. While John Adams served as a Massachusetts delegate
to the Continental Congress, Abigail Adams melted down her trea-
sured pewter spoons to make bullets for Minutemen troops.1 As advi-
sor to her husband, Abigail Adams helped formulate the arguments he
used to sway the Continental Congress to adopt the Declaration of In-
dependence on July 2, 1776.

Americans faced another terrible enemy besides British forces:
smallpox. During 1776, a deadly epidemic of smallpox gripped the Bos-
ton area. Alarmed, the Massachusetts legislature, on July 3, 1776,
lifted a ban on variolation, a controversial, risky procedure in which
people were inoculated with variola virus taken from skin lesions of
smallpox victims. Variolation usually caused a milder, potentially less
fatal case of smallpox than did naturally acquired infection and pro-
duced immunity.

To protect her children from smallpox, Abigail Adams bravely took
her family from Braintree, Massachusetts, to Boston to be inoculated.
The physician who performed the inoculation was Dr Thomas Bull-
finch, an expert in the Suttonian method of variolation.2

Developed in England, this technique sought to reduce the risks of
variolation in several ways: (1) by minimizing lengthy preprocedure emetic
regimens, (2) by using a superficial skin incision rather than a deep cut,
and (3) through a careful selection of infected material obtained from
the skin lesions of inoculated persons rather than from patients with natu-
ral smallpox.3 During the 19th century, variolation was replaced by Jen-
nerian vaccination.

On July 12, 1776, Abigail Adams and her 4 children were inoculated
in the arm. Abigail Adams and John Quincy, age 9 years and the future
sixth American President, had mild skin reactions. Daughter Nabby, age
11 years, developed an extensive smallpox eruption. Charles, age 6 years,
and Thomas, age 4 years, required reinoculation having failed to de-
velop any skin reaction. Thomas subsequently had a mild skin reaction,
but Charles developed a more extensive eruption. Everyone recovered
from the procedure.

On July 18, 1776, Abigail Adams attended, with much pride, the pub-
lic reading of the Declaration of Independence in Boston. John and Abi-
gail Adams would later serve our country as its second President and First
Lady.

The Declaration of Independence was written and signed by men.
Yet, this great document also embodies the spirit of many courageous
women, such as Abigail Adams, who shared with their husbands the
dreams of liberty and the struggle for American freedom. Despite epi-
demics of disease and hardships of war, these women stood firm in their
resolve to give birth to a new nation in which all Americans would enjoy
the blessings of life, liberty, and the pursuit of happiness.
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TRABAJO II 

 

 

Objetivo 

 

Caracterizar clínica e histopatológicamente melanomas dentro del grupo de 

melanoma familiar, con el fin de proveer una mayor información a los clínicos y 

contribuir al mejor entendimiento de la interrelación genética-ambiente en la 

patogénesis del MM.  

 

Metodología 

 

Para el estudio se eligieron todos los MM familiares de los que se disponía muestra 

tumoral en parafina (n=62) y por cada caso de MM familiar se eligieron dos MM 

esporádicos de los que se disponía muestra en parafina (n=127). Un total de 189 

muestras tumorales se evaluaron histológicamente. De los pacientes con MM familiar 

se realizó el estudio de mutaciones germinales en CDKN2A y CDK4.  

Para la evaluación inmunohistoquímica se construyeron 4 Tissue Microarrays (TMAs), 

seleccionando dos áreas representativas de cada tumor. Se evaluó la positividad para 

Survivina y AURORA-A.  
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Resultados 

 

Se encontraron como variables asociadas a MM familiar: una menor edad de debut 

(44.26 años versus 56.87, p<0.05),(OR 1.036; 95% IC 1.017-1.055), un menor índice de 

Breslow (1.22 vs 2.35mm, p<0.05),(OR 1.288; 95% IC1.013-1.683) y el diagnóstico de 

MM in situ (35.5% vs 19.7%, p<0.05),(OR 2.645; 95% IC 1.211-5.778). En cuanto al 

subtipo histológico, el 82.3% de los MM familiares fueron MM de extensión superficial 

(MMES) versus el 61.4% de los MM esporádicos, p<0.05.  

Como variables asociadas a tumores de portadores de mutación en CDKN2A se 

encontraron una menor edad de debut (37.51 versus 54.19 años, p<0.05), (OR 1.060; 

95% IC 1.016-1.105), el diagnóstico de MM in situ (58.8% versus 21.3%, p<0.05), (OR 

6.961, 95% IC 1.895-25.567), la presencia de MM múltiple (64.7% versus 16.6%, 

p<0.05), (OR 8.920, 95% IC 2.399-33.166) y la inmunopositividad citoplasmática para 

survivina (93.8% versus 72.7%, p=0.05), (OR 9.072, 95% IC 1.025-85). En cuanto a 

otras características histopatológicas, en el análisis univariante se detectó una mayor 

presencia de células grandes y redondas en los tumores pertenecientes a pacientes 

con mutación en CDKN2A (35.3% versus 4,7%, p<0.05) y un menor índice mitótico en 

estos tumores.  
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Abstract

Background—About 6 to 14% of melanoma cases occur in a familial setting. Germline 

mutations in CDKN2A are detected in 20 to 40% of melanoma families.

Objective—To characterise the clinical and histopathological characteristics of familial 

melanoma thus providing more information to clinicians and contribute to the understanding of the 

genetic-environment interplay in the pathogenesis of melanoma.

Methods—Clinical, histological and immunohistochemical characteristics of 62 familial 

melanomas were compared with 127 sporadic melanomas.

Results—variables associated with familial melanoma were earlier age at diagnosis (OR 1.036; 

95% CI 1.017–1.055), lower Breslow thickness (OR 1.288; 95% CI 1.013–1.683) and in situ 

melanomas (OR 2.645; 95% CI 1.211–5.778). Variables associated with CDKN2A mutation 

carriers were earlier age at diagnosis (OR 1.060; 95% CI 1.016–1.105), in situ melanomas (OR 

6.961; 95% CI 1.895–25.567), the presence of multiple melanomas (OR 8.920; 95% CI 2.399–

33.166) and the immunopositivity of the tumours for cytoplasmic survivin (OR 9.072; 95% CI 

1.025–85.010).

Conclusions—Familial melanoma was significantly associated with the earlier age of onset, 

lower Breslow thickness and with a higher number of in situ melanomas; and also carriers of 

CDKN2A mutations were associated with a higher risk of multiple melanomas and cytoplasmic 

survivin immunostaining.
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Introduction

Melanoma (MM) is the human malignancy that has undergone the greatest increase in 

incidence during the last few decades.

Population Studies suggest that approximately 6 to 14% of melanoma cases occur in a 

familial setting [1]. In Spain, familial Melanoma is considered when there is at least one 

invasive melanoma and one more case of melanoma and/or pancreatic cancer among first-

degree relatives on the same side of the family [2]. In these families two major melanoma 

susceptibility genes have been identified. The oncogene CDK4 has been found in a few 

melanoma families (estimated 2%) [3]. Germline mutations in CDKN2A are found in 

approximately 20 to 40% of melanoma families [4]. Several studies have reported that 

patients with melanoma and a CDKN2A mutation have an earlier age of onset and an 

increased risk of multiple primary melanomas (MPM) [5–7]. Not only melanomas occurring 

in mutation carriers but familial melanoma has been demonstrated to share some 

characteristics in previous studies [8].

Survivin represents a multifunctional protein that suppresses apoptosis and regulates cell 

division at the G2-M phase. It is a nuclear shuttle protein that is actively exported from the 

nucleus [9]. Survivin seems to exist in 2 subcellular pools (in the cytoplasm and nuclear). 

This is consistent with its function in the regulation of both cell viability and cell division. 

Growing evidence suggests that survivin expression in cancer cell nuclei may represent an 

important prognostic marker to predict disease outcome. Current reports in this research area 

are however inconsistent and propose opposing conclusions regarding the significance and 

prognostic value of survivin nuclear expression [10,11]. Survivin has been recently 

identified as a metastasis-associated gene for Melanoma [12].

The purpose of this study was to further characterize and expand the knowledge of the 

clinical and histopathologic characteristics of familial melanoma to provide more 

information to clinicians and also contribute to the understanding of the complex interplay 

of genetic and environmental factors in the pathogenesis of melanoma.

Material and Methods

The study was approved by the institutional review board.

All familial melanoma patients from whom the paraffin block of the tumour was available 

were eligible for the study, and two sporadic melanoma patients from whom the paraffin 

block was also available were also eligible for the study.

We compiled 189 paraffin blocks and the corresponding slides of 189 MMs (62 familial 

MMs and 127 sporadic MMs). The following variables were evaluated:
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Epidemiological data

Included sex, age, age at diagnosis, histopathological subtype, melanoma site, Breslow 

thickness, presence of metastases and follow up.

Phenotype data

Included eye and hair colour, phototype and nevi count.

Analysis of Histological Features

All histopathological evaluations were carried out on routinely stained HE sections. Cases 

were classified as superficial spreading melanoma (SSM), lentigo malignant melanoma 

(LMM), nodular melanoma (NM), acral lentiginous melanoma (ALM) according to the 

WHO classification [13]. Breslow thickness and Clark level of invasion were evaluated for 

each tumour. Based on the work of Viros and coworkers [14]. we evaluated the following 

histological features:

Solar elastosis, type of cells, inflammatory infiltrate, regression, mitotic rate, pagetoid 

invasion, nest formation, lentiginous hyperplasia and cellular atypia.

Immunohistochemical analysis TMAs

For immunohistochemical evaluation of all the tumours we constructed tissue microarrays 

(TMAs). We selected a minimum of 2 areas per tumour and a total of 4 TMAs blocks were 

performed. Each TMA block was cut into four micrometer sections.

Immunohistochemical studies were performed from tissue microarrays with the automated 

immunohistochemical system TechMate 500® (Dako Co, Carpinteria, CA), using the 

EnVision system (Dako). Briefly, 4 µm sections were deparaffinized and hydrated through 

graded alcohols and water. Peroxidase was blocked for 7.5 minutes in ChemMate 

peroxidase-blocking solution (Dako). Then, the slides were incubated with the primary 

antibodies for 30 minutes and washed in ChemMate buffer solution (Dako). The 

peroxidaselabelled polymer was then applied for 30 minutes. After washing in ChemMate 

buffer solution, the slides were incubated with the AEC substrate chromogen solution, 

washed in water, counterstained with hematoxylin and mounted. The primary antibody used 

in the study was Survivin (Abcam, Cambridge, UK; 1/500 dilution).

CDKN2A mutation analysis

Blood samples were taken from all patients belonging to the familial MM group. The 

PUREGENE DNA Isolation Kit (Gentra Systems, Minneapolis, MN, USA) was used to 

isolate genomic DNA from lymphocytes according to the manufacturer’s instructions.

Promoter (−34G>T variant), intronic (IVS2-105) and coding regions of the CDKN2A gene 

(exons 1α, 2 and 3 of the p16INK4A protein and exon 1β corresponding to p14ARF protein) 

were amplified by PCR using primers and conditions previously described [15].
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Statistical analysis

Descriptive analysis of the sample was performed, including percentages for categorical 

variables, and mean, minimum, maximum and standard deviation values for continuous 

variables. Comparisons of continuous variable means were performed using Student’s exact 

t-test when variables followed a normal distribution. Comparisons of discrete variable 

means were performed using the Mann–Whitney non parametric test. Comparisons between 

categorical variables were performed with χ2 tests and Fisher corrections were required. 

Kaplan Meyer analysis and Cox proportional hazards regression models were used to 

analyze associations between available variables and overall survival. All variables on 

univariate analysis were incorporated into a multivariable model. Statistical analyses were 

performed with SPSS (version 18.0; SPSS Inc., Chicago, IL).

Results

Descriptive results

We included 189 MMs, 62 (38.8%) belonging to the Familial MM group.

Patients included 88 men (46.6%) and 101 women (53.4%) with a median age of 62.83 year 

± 18.35. In the Familial MM group 17 patients (25.8%) were carriers of a CDKN2A 

mutation and 39 (20.6%) of all patients had multiple MM (MMM). For the analysis, the first 

tumour from 10 MMM patients (25.6%) was included and successive tumours in 29 patients 

(74.4%). In the familial patients, 37 (61.7%) were the index case and 23 (38.3%) were not. 

We included two related patients in the familial group.

The median Breslow thickness was 1.53 mm ± 3.072 (min 0.2 max 3mm). Taking into 

account MM histopathological subtype 128 (67.7%) were SSMM, 14 (7.9%) LMM, 35 

(18.5%) ALM and 11 (5.8%) NM.

Comparison of familiar and sporadic MMs

Of 189 patients included in the study, 62 (38.8%) had a positive family history of 

melanoma. Patient characteristics and demographic data are presented in Table 1. Patients in 

the familial melanoma group had a significantly younger age of melanoma onset (median: 

44.26 vs 56.87), p<0.05. Melanomas belonging to the sporadic melanoma group had a 

significantly higher Breslow thickness (mean: 2.35 vs 1.22), p<0.05. There was a 

significantly higher number of in situ melanomas in the familial group than in the sporadic 

group (35.5% vs 19.7%), p<0.05 (OR. 1.662, 95% CI 1.111–2.485). We found differences, 

although not significant, in the median Breslow thickness in the MMM group depending on 

whether the MM was the first or successive (0.64 mm vs 0.33 mm), p=0.065. Although not 

significant, successive MM were more frequently of the in situ type than first MM in those 

patients (48.3% vs 20%), p=0.152. We found differences, also not significant, in the median 

Breslow thickness in the familial group depending on whether the patient was the index case 

or was not (1.4 mm vs 0.73 mm), p=0.713. Non index cases were more frequently of the in 

situ type than index cases (52.2% vs 25%), p=0.033 (Table 2). Taking into account 

melanoma site, a significantly higher percentage of melanomas in the lower limbs was found 

in the familial melanoma group (30.6% vs 13.4%), and no melanoma was found on palms in 
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this group, p<0.05. Comparing the histological subtype of MM between the two groups we 

found significant differences among SSMM; we found that 82.3% of the familial melanoma 

tumours were of SSMM type vs the 61.4% of the sporadic melanomas, p<0.05.

Phenotypic characteristics and histopathological features of tumours are given in Table 3.

Interestingly a higher number of familial tumours had cytoplasmatic positivity (83.9 vs 

70.1), p=0.05. Multivariate regression analysis showed that the most representative variables 

associated with familial melanoma were earlier age at diagnosis (OR 1.036; 95% CI 1.017–

1.055), lower Breslow thickness (OR 1.288; 95% CI 1.013–1.683) and in situ melanomas 

(OR 2.645; 95% CI 1.211–5.778) (Table 4).

Comparison of CDKN2A mutated and non mutated MMs

We studied p16 mutations and we found that 17 patients were carriers of a CDKN2A 

mutation, all of them belonging to the familial group. Patient characteristics and 

demographic data are presented in Table 5. Carriers of a CDKN2A mutation had a 

significantly earlier age of melanoma onset (mean: 37.51 vs 54.19 year), p<0.05. Melanomas 

belonging to non-carriers had a significantly higher Breslow thickness (2.12 vs 0.74), 

p<0.05. There was a significantly higher number of in situ melanomas in the mutation 

carrier group (58.8% vs 21.3%), p<0.05. As regards melanoma site, we found a higher 

number of lower limb melanomas (47.1% vs 16.6%), p<0.05. All the tumours in the carrier 

group were of the SSMM type, p<0.05.

Phenotypic characteristics and histopathological features of tumours are given in Table 6. 

Tumours of CDKN2A mutated patients had significantly more big round cells than tumours 

of non-carriers (35.3% vs 4.7%), p<0.05 (Figure 1). No differences were observed in the 

other histopathological characteristics evaluated. No differences were observed in immuno-

positivity for nuclear survivin between the two groups, but a higher number of tumours from 

CDKN2A mutated patients had cytoplasmatic positivity (93.8 vs 72.7%), p=0.052.

Multivariate regression analysis showed that the most representative variables associated 

with CDKN2A mutation carriers were earlier age at diagnosis (OR 1.060; 95% CI 1.016–

1.105), in situ melanomas (OR 6.961; 95% CI 1.895–25.567), the presence of multiple 

melanomas (OR 8.920; 95% CI 2.399–33.166) and immunopositivity of the tumours for 

cytoplasmic survivin (OR 9.072; 95% CI 1.025–85.010) (Table 7).

Kaplan Meyer analysis and Cox proportional hazards regression models were used to 

analyze associations between available variables and overall survival. Mean time of follow 

up for our patients was 73.78 months (SD 41.53 months, minimum 0 months and maximum 

217 months). All the variables in the univariate analysis were included into a multivariate 

model. On univariate analysis sex, Breslow thickness, Clark level, histopathological 

subtype, Sporadic or Familial MM group, cellular atypia, inflammatory infiltrate and 

number of mitoses were associated with overall survival (Table 8). On multivariable 

analysis, sex carried significant prognostic value for overall survival (hazard ratio (HR) 

4.802, 95% confidence interval (CI) 1.779–12.956). Breslow thickness was a significant 
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independent predictor of overall survival (HR:1.571, 95% CI 1.366–1.806). Cellular atypia 

was also a prognostic value on overall survival on the multivariable model.

Discussion

We compared the clinical and histopathological characteristics of 62 patients with familial 

melanoma and 127 patients with sporadic melanoma in our Mediterranean area. We also 

studied the presence of CDKN2A mutation in patients belonging to the familial melanoma 

group and compared clinical and histopathological characteristics of 17 patients with 

CDKN2A mutation and 168 non-carriers. The characterization of familial cases has been 

shown to result in early detection of new melanomas by elaborating specific educating and 

surveillance plans for all the members [16].

Several significant differences were found between familial and sporadic groups. When the 

variables were included in a multivariable analysis, the earlier age of onset, lower Breslow 

thickness and a higher proportion of in situ melanomas maintained their significance in the 

model.

Of the 62 familial melanoma patients, 17 were found to be carriers of a CDKN2A mutation. 

Several significant differences were found between carriers and non-carrier groups. When 

the variables were included in a multivariable analysis the earlier age of onset, a higher 

proportion of in situ melanomas, the higher risk of multiple melanomas and the cytoplasmic 

survivin immunostaining maintained their significance.

Our results agree with previous reports; other studies reported a younger age at diagnosis of 

familial melanoma, an increased risk of multiple primary melanomas and a higher 

proportion of in situ and superficial spreading malignant melanoma [6,7]. Nagore and 

coworker’s also studied a Mediterranean population of familial cases and they found no 

familial melanoma on hand or foot and no histological ALM. Similarly, in our series we 

found no familial melanoma on palms and a lower proportion of ALM than in the sporadic 

group, and no cases of ALM in carriers [6]. An increased proportion of superficial spreading 

type melanomas in familial melanoma have been reported before [6]. It has been suggested 

that this is because a relatively large proportion of melanomas in patients with familial 

melanoma arises from nevi as familial melanoma is associated with increased nevi number. 

Melanomas that are associated with nevi are usually of the superficial spreading type. Our 

results are in accordance with this hypothesis as we found a higher proportion of superficial 

spreading melanomas in the familial and p-16 group and also a larger number of nevi, but 

we did not analyse the proportion of melanomas arising from nevi.

A higher frequency of melanomas located on the lower limbs was found in familial 

melanomas and in p-16 melanomas compared with sporadic and non-carriers. In a study by 

our group Carrera and coworkers found that a higher proportion of the early melanomas on 

the limbs studied belonged to familial cases [17].

The finding of thinner tumours in familial and p-16 cases could be explained by these 

patients being high risk patients already under close surveillance, although we and others 

found that patients with familial melanomas still manifested earlier ages at diagnosis even 
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when only the first cases in each family were considered, which points to an earlier 

occurrence in this group because of a genetic predisposition [18]. In accordance to that, we 

found no statistical differences in median Breslow thickness in the familial group depending 

on whether the patient was the index case or not. The higher frequency of multiple 

melanomas in individuals with a familial form of cutaneous melanoma is an unquestionable 

fact, widely reported in the literature and intimately related with the presence of mutations in 

the CDKN2A gene [14]. In our study, the presence of multiple primary melanomas was a 

predictive factor of being a familial case, and the strongest predictive factor of being a 

CDKN2A carrier, even after multivariate analysis. Our results suggest a higher expression of 

cytoplasmic survivin in familial and p-16 tumours, a characteristic that is maintained on the 

multivariate analyses for p-16 tumours. Vetter and co-workers found that cytoplasmic 

survivin is mainly expressed in metastatic melanomas [12]. We know that somatic loss of 

p16 is seen in the majority of human melanomas and that this accelerates melanomagenesis 

[19]. The fact that Vetter and co workers found cytoplasmic survivin mainly expressed in 

metastatic melanomas could be related to p16 loss, and would be in agreement with our 

finding that germline p16 mutated melanomas stained for cytoplasmic survivin. The mean 

Breslow thickness in those p16 germline mutated tumours positive for cytoplasmic survivin 

was 0.8mm, and we were not able to value survivin as a prognostic marker in this subset of 

patients because none died or developed metastases.

Our results in the familial and p-16 mutated population are in accordance with the inherited 

increased susceptibility with, most of them reported before in other founder populations 

including: (1) younger age of onset; (2) high risk of MPM; (3) lower Breslow thickness and 

a higher proportion of in situ melanomas and (4) higher proportion of cytoplasmic surviving 

[7].

Taken together, our findings agree with the hypothesis of at least two pathways for 

cutaneous melanoma pathogenesis proposed by Whiteman and co-worker’s, one associated 

with increased numbers of nevi, intermittent sun exposure, younger age at diagnosis and 

location on the trunk (nevus pathway) [20]. The second pathway is associated with chronic 

sun exposure, fewer nevi, older age at diagnosis, and location in the head and neck region 

(ultraviolet B pathway). In our familial and p-16 population, the increased number of nevi, 

the high proportion of superficial spreading type melanomas and low proportion of 

lentiginous melanomas, the low proportion of tumours located on the head and neck area 

(with no cases in the p-16 population) and the higher proportion of sunburns during 

childhood suggest that melanomas in these patients develop predominantly though the nevus 

pathway.

In summary, our study shows that familial occurrence of cutaneous melanoma was 

significantly associated with earlier age of onset, lower Breslow thickness and a higher 

proportion of in situ melanomas; and also with higher risk of multiple melanomas and the 

cytoplasmic survivin immunostaining in the case of carriers of CDKN2A mutations. As 

reported in other founder populations with other CDKN2A mutations our findings are in 

concordance with the so-called divergent pathways hypotheses: familial melanomas tend to 

follow the nevus pathway.
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These findings were based on patients with melanoma in the Mediterranean area. More 

studies are necessary to determine whether our results apply to other populations.
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Figure 1. 
a and b: Big round cells in p16 mutated tumour.
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Table 2

Multiple and familial melanoma. Mean Breslow thickness and percentage of in situ type melanomas.

Multiple Melanoma Mean Breslow p In situ p

First tumor N=10 (25.6%) 0.64 0.065 20% 0.152

Successive N= 29 (74.4%) 0.33 48.30%

Familial Melanoma Mean Breslow p In situ p

Index case N=37 (61.7%) 1.4 0.713 25% 0.033

Not index case N=23 (38.3%) 0.73 52.20%
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Table 3

Phenotypic characteristics and histopathological features. Familial versus Sporadic group.

Features Familial Melanoma
(N=62)

Non Familial
Melanoma (N=127)

P

Phototype 0.989

-I–II 22 (44%) 43 (43.9%)

-III–IV 28 (56%) 55 (56.1%)

Hair colour 0.138

-brown/black 36 (67.9%) 75 (78.9%)

-blond/red 17 (32.1%) 20 (21.1%)

Eye colour 0.441

-dark 31 (58.5%) 61 (64.9%)

-fair 22 (41.5%) 33 (35.1%)

Nevi count 0.021

≤ 50 22 (46.8%) 49 (68.1%)

≥ 50 25 (53.2%) 23 (31.9%)

Elastosis 0.086

-not present 51 (82.3%) 89 (70.6%)

-present 11 (17.7%) 37 (29.4%)

Type of cells 0.663

-epithelioid 45 (72.6%) 101 (79.5%)

-sarcomatoid 4 (6.5%) 6 (4.7%)

-big round 7 (11.3%) 7 (5.5%)

-fusocellular 4 (6.5%) 9 (7.1%)

-dendritic 2 (3.2%) 4 (3.1%)

TIL 0.713

-not present 10 (16.1%) 16 (12.6%)

-mild 45 (72.6%) 99 (78%)

-severe 7 (11.3%) 12 (9.4%)

Regression 0.236

-present 13 (21%) 18 (14.2%)

-not present 49 (79%) 109 (85.8%)

Mitoses 0.042

-1 46 (74.2%) 75 (59.1%)

≥ 1 16 (25.8%) 52 (40.9%)

Pagetoid invasion 0.976

-not present

-mild 1 (1.6%) 2 (1.6%)

-severe 20 (32.3%) 39 (30.7%)

41 (66.1%) 86 (67.7%)
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Features Familial Melanoma
(N=62)

Non Familial
Melanoma (N=127)

P

Nests 0.517

-present 47 (77%) 103 (81.1%)

-not present 14 (23%) 24 (18.9%)

Lentiginoushyperplasia 0.722

-present

-not present 31 (50%) 60 (47.2%)

31 (50%) 67 (52.8%)

Cellular atypia 0.996

-mild 15 (24.2%) 31 (24.4%)

-moderate 31 (50%) 64 (50.4%)

-severe 16 (25.8%) 32 (25.2%)

Nuclear Survivin 0.821

-positive 13 (23.2%) 29 (24.8%)

-negative 43 (76.8%) 88 (75.2%)

Cytoplasmic Survivin 0.05

-positive 47 (83.9% 82 (70.1%)

-negative 9 (16.1%) 35 (29.9%)
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Table 6

Phenotypic characteristics and histopathological features Carriers of CDKN2A mutation versus non-carriers

Features CDKN2A
Melanoma (N=17)

Non CDKN2A
Melanoma (N=168)

P

Phototype 0.919

-I–II 6 (42.9%) 58 (44.3%)

-III–IV 8 (57.1%) 73 (55.7%)

Hair colour 0.555

-brown/black 11 (68.8%) 97 (75.2%)

-blond/red 5 (31.3%) 32 (24.8%)

Eye colour 0.833

-dark 9 (60%) 81 (62.8%)

-fair 6(40%) 48 (37.2%)

Nevi count 0.055

≤ 50 5 (35.7%) 65 (62.5%)

≥ 50 9 (64.3%) 39 (37.5%)

Elastosis 0.569

-not present 14 (82.4%) 125 (74.4%)

-present 3 (17.6%) 43 (25.6%)

Type of cells 0

-epithelioid 10 (58.5%) 133 (78.7%)

-sarcomatoid 1 (5.9%) 9 (5.3%)

-big round 6 (35.3%) 8 (4.7%)

-fusocellular 0 (0%) 13 (7.7%)

-dendritic 0 (0%) 6 (3.6%)

TIL 0.441

-not present 4 (23.5%) 22 (13%)

-mild 11 (64.7%) 131 (77.5%)

-severe 2 (11.8%) 16 (9.5%)

Regression 0.742

-present 2 (11.8%) 29 (17.2%)

-not present 15 (88.2%) 140 (82.8%)

Mytoses 0.242

-1 13 (76.5%) 105 (62.1%)

≥ 1 4 (23.5%) 64 (37.9%)

Pagetoid invasion 0.34

-not present 1 (5.9%) 2 (1.2%)

-mild 5 (29.4%) 54 (32%)

-severe 11 (64.7%) 113 (66.9%)

Nests 0.743
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Features CDKN2A
Melanoma (N=17)

Non CDKN2A
Melanoma (N=168)

P

-present 14 (87.5%) 134 (79.3%)

-not present 2 (12.5%) 35 (20.7%)

Lentiginous hyperplasia 0.945

-present

-not present 8 (47.1%) 81 (47.9%)

9 (52.9%) 88 (52.1%)

Cellular atypia 0.408

-mild 2 (11.8%) 42 (24.9%)

-moderate 9 (52.9%) 85 (50.3%)

-severe 6 (35.3%) 42 (24.9%)

Nuclear Survivin 1

-positive 4 (25%) 38 (24.7%)

-negative 12 (75%) 116 (75.3%)

Cytoplasmic Survivin 0.052

-positive 15 (93.8%) 112 (72.7%)

-negative 1 (6.3%) 42 (27.3%)

J Clin Exp Dermatol Res. Author manuscript; available in PMC 2015 April 16.



A
uthor M

anuscript
A

uthor M
anuscript

A
uthor M

anuscript
A

uthor M
anuscript

Aguilera et al. Page 19

T
ab

le
 7

M
ul

tiv
ar

ia
te

 a
na

ly
si

s 
fo

r 
ch

ar
ac

te
ri

st
ic

s 
as

so
ci

at
ed

 w
ith

 p
-1

6 
m

el
an

om
a.

V
ar

ia
bl

es
U

ni
va

ri
at

e*
M

ul
ti

va
ri

at
e*

*

P
O

R
95

%
 C

I
P

O
R

95
%

 C
I

A
ge

 a
t d

ia
gn

os
is

0
8.

56
7–

24
.4

02
0.

00
7

1.
06

1.
01

6–
1.

10
5

M
M

 in
 s

it
u

0.
00

2
4.

34
8

1.
75

6–
10

.7
65

0.
00

3
6.

96
1

1.
89

5–
25

.5
67

M
ul

tip
le

 M
M

0
6.

91
2.

72
7–

17
.5

13
0.

00
1

8.
92

2.
39

9–
33

.1
66

C
yt

op
la

sm
at

ic
 s

ur
vi

vi
n 

+
0.

05
2

0.
19

7
0.

02
7–

1.
44

7
0.

04
9

9.
07

2
1.

02
5–

85
.0

10

* O
nl

y 
si

gn
if

ic
an

t v
ar

ia
bl

es
 in

 th
e 

m
ul

tiv
ar

ia
te

 lo
gi

st
ic

 r
eg

re
ss

io
n 

m
od

el
 a

re
 in

cl
ud

ed
 in

 th
e 

ta
bl

e.

**
Fo

rw
ar

d 
st

ep
w

is
e 

m
ul

tiv
ar

ia
te

 lo
gi

st
ic

 r
eg

re
ss

io
n.

J Clin Exp Dermatol Res. Author manuscript; available in PMC 2015 April 16.



A
uthor M

anuscript
A

uthor M
anuscript

A
uthor M

anuscript
A

uthor M
anuscript

Aguilera et al. Page 20

T
ab

le
 8

K
ap

la
n 

M
ey

er
 a

na
ly

si
s 

an
d 

C
ox

 p
ro

po
rt

io
na

l h
az

ar
ds

 r
eg

re
ss

io
n 

m
od

el
s 

re
su

lts
.

V
ar

ia
bl

e
Su

rv
iv

al
 d

ay
s

U
ni

va
ri

at
e 

an
al

ys
is

M
ul

ti
va

ri
ab

le
 a

na
ly

si
s

L
og

 R
an

k
P

 V
al

ue
H

az
ar

d 
R

at
io

95
%

 C
I

P
 V

al
ue

Se
x

4.
80

2
1.

77
9–

12
.9

56
0.

00
2

-M
en

52
79

.8
71

3.
92

2
0.

04
8

-W
om

en
57

13
.9

71

B
re

sl
ow

1.
57

1
1.

36
6–

1.
80

6
0

≤ 
1 

m
m

63
48

.8
98

28
.9

48
0

≥ 
1 

m
m

29
96

.1
19

B
re

sl
ow

≤ 
2 

m
m

61
08

.3
25

52
.9

18
0

≥ 
2 

m
m

21
20

.6
35

B
re

sl
ow

≤ 
5 

m
m

59
48

.2
13

11
0.

92
5

0

≥ 
5 

m
m

91
7.

66
7

C
la

rk
 le

ve
l

-I
64

70
.2

61
.6

14
0

-I
I

59
85

.9
21

-I
II

46
31

.6
88

-I
V

19
44

.3
56

-V
12

85
.6

25

T
um

or
 L

oc
at

io
n

6.
07

9
0.

29
9

G
ro

up

-S
po

ra
di

c 
M

M
52

64
.7

39
7.

45
6

0.
00

6

-F
am

ili
ar

 M
M

59
95

.1
99

M
M

M

-Y
es

60
72

.2
96

1.
50

5
0.

22

-N
o

42
36

.8
97

J Clin Exp Dermatol Res. Author manuscript; available in PMC 2015 April 16.



A
uthor M

anuscript
A

uthor M
anuscript

A
uthor M

anuscript
A

uthor M
anuscript

Aguilera et al. Page 21

V
ar

ia
bl

e
Su

rv
iv

al
 d

ay
s

U
ni

va
ri

at
e 

an
al

ys
is

M
ul

ti
va

ri
ab

le
 a

na
ly

si
s

L
og

 R
an

k
P

 V
al

ue
H

az
ar

d 
R

at
io

95
%

 C
I

P
 V

al
ue

N
uc

le
ar

 S
ur

vi
vi

n

-P
os

iti
ve

0.
49

9
0.

48

-N
eg

at
iv

e
45

55
.3

04

46
22

.5
21

C
yt

op
la

sm
ic

Su
rv

iv
in

0.
03

3
0.

85
6

-P
os

iti
ve

46
43

.2
08

-N
eg

at
iv

e
43

69
.2

96

C
el

lu
la

r 
at

yp
ia

2.
38

6
2.

13
7–

5.
86

9
0.

04
9

-1
62

12
.2

68
13

.4
61

0.
00

1

-2
45

82
.5

07

-3
44

98
.7

36

In
fl

am
m

at
or

y 
in

fi
lt

ra
te

0
8.

07
7

0.
04

4

-1 -2 -3

M
yt

os
es

≤ 
1

62
08

.6
59

20
.4

41
0

≥ 
1

42
29

.1
95

P
ag

et
oi

d 
in

va
si

on
2.

04
9

0.
56

2

N
es

ts
1.

97
5

0.
16

E
la

st
os

ys
1.

58
2

0.
66

3

J Clin Exp Dermatol Res. Author manuscript; available in PMC 2015 April 16.



Susceptibilidad a Melanoma: nuevos aspectos clínico-patológicos, desarrollo 
de herramientas y modelos de estudio y evaluación de medidas preventivas 

 

TESIS DOCTORAL PAULA AGUILERA PEIRÓ. UNIVERSITAT DE BARCELONA 2015 43 

 

TRABAJO III 

 

 

 

Objetivos 

 

Analizar el posible papel del extracto de Polypodium Leucotomos (PL) vía oral como 

fotoprotector sistémico en pacientes de alto riesgo a desarrollar MM. Estudiar la 

interacción entre los polimorfismos en MC1R y el estatus CDKN2A con la mínima dosis 

eritematógena (DEM)  y su influencia en la respuesta al PL.  

 

Metodología 

 

Estudio prospectivo intervencionista en el que se incluyeron 61 pacientes de riesgo a 

MM (25 con MM familiar o múltiple, 20 con MM esporádico y 16 con síndrome de NCA 

sin historia de MM). Los pacientes fueron expuestos a dosis crecientes de radiación 

UVB para la determinación de la DEM, sin medicación y tras la administración de una 

dosis total de 1080mg de PL.  
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Resultados 

 

La media de la DEM basal en nuestros pacientes fue de 0.124 0.04 J/cm2. Se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas entre hombres y mujeres, 

teniendo las mujeres de nuestra serie una DEM basal mayor que los hombres (0.14 

versus 0.11 J/cm2), p<0.05.  

La administración de PL incrementó la DEM de forma significativa en todos los grupos 

(0.123-0.161 J/cm2), p<0.05. El tratamiento fue efectivo en cuanto al incremento de 

la DEM en todos los grupos, y se observó un mayor efecto, aunque no fue 

estadísticamente signficativo, del PL en el incremento de la DEM en los pacientes con 

MM familiar en comparación con los pacientes con MM esporádico.  

El análisis multivariante ajustado por edad y sexo reveló el tener los ojos oscuros y 

un valor de DEM basal bajo como predictores de buena respuesta al efecto del PL en 

cuanto al incremento de la DEM.  
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Benefits of oral Polypodium Leucotomos extract in MM
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Abstract
Background UV radiation and the presence of melanocytic nevi are the main risk factors of sporadic melanoma

(MM). Protection of skin by an oral photoprotective agent would have substantial benefits.

Objective We investigated the possible role of an oral Polypodium leucotomos (PL) extract to improve systemic

photoprotection in patients at risk of skin cancer analyzing the ability to decrease UV-induced erythema. We also

studied the interaction among MC1R polymorphisms and CDKN2A status with the minimal erythematous dose

(MED) and their influence in the response after oral PL.

Methods A total of 61 patients (25 with familial and ⁄ or multiple MM, 20 with sporadic MM and 16 with atypical

mole syndrome without history of MM) were exposed to varying doses of artificial UVB radiation without and after

oral administration of a total dose of 1080mg of PL.

Results Oral PL treatment significantly increased the MED mean in all group patients (0.123 to 0.161 J ⁄ cm2,

p<0.05). Although not significant, we noticed a stronger effect of PL on the MED of patients with familial MM

compared to those with MM (U=273, p=0.06). Among the patients with familial MM, those exhibiting a mutated

CDKN2A and ⁄ or polymorphisms in MC1R had the bigger differences in response to treatment with PL.

Limitations Reduced number of patients. No control population.

Conclusions Administration of PL leads to a significant reduction of sensitivity to UVR (p<0.05) in all patients. Dark-

eye patients and patients with higher UVR sensibility (lower basal MED) would be the most benefited from oral PL

treatment.
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Introduction
Melanoma (MM) is the human malignancy that has undergone

the greatest increase in incidence during the last few decades. To

improve prognosis, it is critical to identify patients bearing high

risk of suffering MM, as well as genetic factors of predisposition

and progression. Ninety per cent of MMs are considered sporadic,

and the main risk factors implicated are ultraviolet radiation

(UVR) and the presence of melanocytic nevi.1–5 Exposure of
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human skin to sunlight containing both A and B UVR leads to

deleterious cutaneous effects, the most remarkable being skin can-

cer.6 Currently, the most widely used method of protection against

UV-induced damage is the use of topical sunscreens, which act

through physical particles enriched with chemical molecules that

reflect and ⁄ or absorb UVR. A systemic photoprotective agent

would have several advantages over topical protection, as this

would provide more uniform, prolonged, and total body surface

protection, independently of the specific properties of the creams,

the amount applied, and other individual factors such as sweating

or water bathing.

Polypodium Leucotomos (PL) is a tropical fern that has long

been used for the treatment of inflammatory disorders by Native

Americans.7 Extracts of PL, topically applied or orally taken, have

been shown to have a variety of potentially beneficial properties.

Administration of PL to mice decreases the degree of histological

parameters of photoaging damage resulting from UVB radiation

exposure and lowers the incidence of UVB radiation-induced

non-MM skin cancers.8 Furthermore, PL extract activates tumour

suppressor p53, inhibits UV-induced Cox-2 expression, reduces

inflammation, enhances the removal of UV-induced photoprod-

ucts, such as cyclobutane pyrimide dimers, as well as reduces oxi-

dative DNA damage and decreased UV-induced mutagenesis.9

Finally, oral administration of PL extracts to humans decreases

UVR-induced skin damage10,11 as well as psoralen-UVA radiation-

induced phototoxicity and pigmentation10,12 and, recently, also

has been shown to prevent UVA-induced common deletions and

mitochondrial DNA damage.13

Heritable alleles for MM susceptibility range from high-risk

genes, high-penetrance alleles that are rare, to low-risk genes, low-

penetrance alleles that are rather ubiquitous. This has been cap-

tured in the adage ‘common variants (i.e. polymorphisms) cause

common disease (i.e. sporadic MM), whereas rare variants (i.e.

mutations) cause rare disease (i.e. hereditary MM).’ The high-

penetrance alleles can be responsible for rare familial clusters of

MM, but, fortunately, they do not participate in common sporadic

cases.

Low-penetrance alleles are quite prevalent in the general popu-

lation, but are not as closely associated with the ultimate develop-

ment of MM. Thus, whereas more patients with MM have a

combination of these low-risk allelic mutations, most patients with

these variants will not ever develop MM.

The cyclin-dependent kinase (CDK) inhibitor 2A gene

(CDKN2A) is the best-established high-risk locus for MM. It

has been determined that, in aggregate, 25–50% of familial

MM kindred are affected by a CDKN2A mutation. This preva-

lence increases as the number of affected cases increase in the

index family. In smaller studies, up to 10% of patients with

multiple primary MM (MPMs) have been identified to display

a CDKN2A mutation. In a large population-based study, how-

ever, reported CDKN2A mutation rates are about 1% for the

unselected MM patient and about 3% for individuals with

MPM.14,15 Although most familial cases of MM are caused by

mutations in CDKN2A, some families are affected by genetic

mutations downstream of CDKN2A. Mutations in cyclin-depen-

dent protein kinase 4 (CDK4) have been identified in some

MM kindreds.16

Beyond genes known to confer a high degree of susceptibility to

cutaneous MM, other genes have been proposed to confer moder-

ate risk. Fair skin and red hair colour have been associated with

increased MM risk. Specific variants in the Melanocortin 1 recep-

tor (MC1R) gene produce variable quantity of the red ⁄ yellow

pheomelanin pigment, which induces oxidative cell-damage,

instead of the brown to black eumelanin, which is photoprotec-

tive. Depending on these MC1R variants and other pigment track

genes (OCA, TYR, …), the most common phenotype is that of

individuals of blond or red hair, Fitzpatrick’s skin phototype I,

tendency to sun-induced freckling and reduced tanning

response.17,18 Variants in MC1R are relatively common in the

white population and have been proposed to confer low-to-mod-

erate MM susceptibility risk.19,20 One large study noted a 2.2-fold

increased in the relative odds of developing cutaneous MM among

individuals with one ‘red hair’ variant (RHV), and a 4.1-fold

increased relative odds in those with two variants. Increased risk

remained unchanged for carriers who had non-RHV and darker

skin. RHV of MC1R also has been demonstrated to increase the

rate of MM in individuals who have CDKN2A mutations.21,22

More than 30 allelic variants of the human MC1R have been

identified, mainly in Northern European populations and in

Australia. The consequences of these variants on physiological

function of the product of the MC1R gene have just begun to be

elucidated. For example, it is known that R160W homozygote and

R151C ⁄ D294H, R160W ⁄ D294H compound heterozygote fail to

couple to cAMP activation, show impaired tyrosinase activation in

response to aMSH stimulation and display a pronounced

sensitivity to UVR.23

The aim of this study was to test the possible role of an oral PL

extract to improve systemic photoprotection in patients at risk of

skin cancer. The first goal was to further analyse the ability to

decrease UV-induced erythema. A second aim was the study of

the interaction among MC1R polymorphisms and CDKN2A status

with the minimal erythematous dose (MED) and their influence

in the response after oral PL.

Patients and methods

Participant selection

We included 61 patients belonging to the following groups: 25

patients with familial and ⁄ or multiple MM (two or more first-

degree relatives with MM and ⁄ or two or more MMs in the same

patient), 20 patients with sporadic MM and 16 patients with atypi-

cal mole syndrome without history of MM.

Patients were included after they read and signed a written

informed consent form approved by the ethical committee of
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Hospital Clinic de Barcelona, Barcelona, Spain. Exclusion criteria

were history of abnormal photosensitivity (defined by any

photo-induced dermatosis or demonstration of a decreased mini-

mal erythemathous dose to UVB; lower than 100 mJ ⁄ cm2), or

photosensitivity-induced drugs intake, UVR (natural or artificial)

exposure 6 weeks before the study.

Descriptive study Patient phenotyping: Skin type of each individ-

ual was determined in accordance with Fitzpatrick classification

(I–IV), eye colour was categorized as ‘brown’, ‘black’, ‘green’ or

‘blue’ and hair colour was recorded as ‘brown’, ‘black’, ‘blonde’ or

‘red’. Number and clinical and dermoscopic description of nevi

were studied.

Patient genotyping: Blood samples were taken from all patients.

The PUREGENE DNA Isolation Kit (Gentra Systems, Minneapo-

lis, MN, USA) was used to isolate genomic DNA from lympho-

cytes according to the manufacturer’s instructions.

Promoter (–34G>T variant), intronic (IVS2-105) and coding

regions of the CDKN2A gene (exons 1a, 2 and 3 of the p16INK4A

protein and exon 1b corresponding to p14ARF protein) were

amplified by PCR using primers and conditions previously

described.24 MC1R was amplified using primers described by

Chaudru et al.25 SSCP analysis was carried out. Samples with

abnormal migration products were sequenced as follows:

PCR products were purified using the GFXTM PCR DNA and Gel

Band purification kit (Amersham Bioscience, London, UK) and

automatically sequenced using the BigDye Terminator v3.1 Cycle

Sequencing kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) and

an ABI3100 automatic sequencer (Applied Biosystems).

UVR sensitivity assessment

UVB MED was assessed in each patient by means of a Waldmann

UV800 lamp as performed in The Fotobiology Unit of the Hospital

Clinic, Barcelona. Normal skin on the central back of patients was

irradiated in six consecutive increasing dose-exposure windows

(doses of 0.02, 0.05, 0.07, 0.10, 0.15 and 0.20 J ⁄ cm2) on a 2-cm2

area at 20 cm distance from the lamp. The UVB-MED was defined

as the minimal dose of radiation per cm2, which induces confluent

erythema at 24 h with four sharp borders of the exposed skin site.

Intervention assay design

After basal MED assessment, all participants received the same oral

dose of a commercial form of PL (120 mg each capsule; Difur�,

Industrial Farmaceutica Cantabria, SA, Madrid, Spain); 720 mg of

oral PL in three doses, (240 mg every 8 h) and 360 mg in a single

dose were administered one day and 3 h, respectively, before a sec-

ond MED assessment (total dose of 1080 mg).

Clinical evaluation of both basal and post-treatment MED were

performed by two experienced dermatologists.

Statistical analysis

Descriptive analysis of the sample was performed, including per-

centages for categorical variables, and mean, minimum, maximum

and standard deviation values for continuous variables. Compari-

sons of continuous variable means were performed using Student’s

exact t-test when variables followed a normal distribution. Com-

parisons of discrete variable means were performed using the

Mann–Whitney non-parametric test. Comparisons between cate-

gorical variables were performed with v2 tests and Fisher correc-

tions were performed when required. Categorical multivariable

analysis was performed to evaluate independent risk factors of

reduced MED after oral treatment with PL extract using a stepwise

forward approach.

Results

Descriptive results

Phenotyping: A total of 61 patients were included in the study

belonging to the following groups: 20 (33.3%) sporadic MM, 25

(41.7%) familial MM and 16 (25%) dysplastic nevus syndrome.

The mean age was 47.79 ± 14.75 years with a minimum of 15 years

and a maximum of 76 years. Gender distribution was 29 male

Table 1 Distribution of studied variables in men and women

Men Women Whole sample

N = 29 (48.3%) N = 32 (51.7%) N = 61 (100%)

MM N = 8 (40%) N = 12 (60%) N = 20 (33.3%)

Familial MM N = 13 (52%) N = 12 (48%) N = 25 (41.7%)

Dysplastic nevus syndrome N = 8 (50%) N = 8 (50%) N = 16 (25%)

Mean age 50.03 years 45.75 years 47.79 years 0.261

Skin type I-II N = 15 (53.6%) N = 17 (58.6%) N = 32 (56.1%) 0.701

Skin type III-IV N = 13 (46.4%) N = 12 (41.4%) N = 25 (43.9%) 0.701

Dark hair N = 22 (78.6%) N = 22 (73.3%) N = 44 (75.9%) 0.641

Blond ⁄ red hair N = 6 (21.4%) N = 8 (26.7%) N = 14 (24.1%) 0.641

Dark eyes N = 20 (71.4%) N = 17 (56.7%) N = 37 (63.8%) 0.242

Clear eyes N = 8 (28.6%) N = 13 (43.3%) N = 21 (36.2%) 0.242

Actinic lentigos (moderate–severe) N = 12 (42.9%) N = 18 (62.1%) N = 30 (52.6%) 0.146
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(48.3%) and 31 female (51.7%). Individuals from our study

population mainly exhibit dark eyes and hair phenotype as follows:

75.9% dark hair and 63.8% brown eyes. However, the most

frequent skin type was II (47.4%) followed by skin type III (36.8%).

Nevertheless, a non-depreciating percentage of our patients showed

at least one phenotypic risk factor: 56.1% of individuals showed fair

skin pigmentation, 36.2% green or blue eyes, 24.1% red or blonde

hair (10.3% red hair) and 53.5% accumulated photodamage such

as actinic lentigos (Table 1).

Study of mutations on the CDKN2A gene was performed in 37

individuals. Of these, nine (24.3%) were mutation carriers, all of

them belonging to the familial MM group. From the familial MM

patients, nine (33%) were mutation carriers. Fifty-five patients

were studied for polymorphism in the MC1R gene of whom 17

(30.9%) were wild type (WT). Twenty-seven patients were carriers

of one functional variant, nine patients were carriers of two func-

tional variants and two patients were carriers of three functional

variants of the MC1R gene. Three patients were carriers of two red

hair variants (RHV) in the MC1R. The distribution of variants on

our sample is shown in Table 2.

Basal photosensitivity The mean basal MED in overall popula-

tion was 0.124 ± 0.04 J ⁄ cm2, with a minimum of 0.07 and a max-

imum of 0.20 J ⁄ cm2. Interestingly, men and women presented

differences in basal MED values. Women had a higher basal MED

than men (0.14 vs. 0.11 J ⁄ cm2), U = 232.5, P < 0.05. In addition,

a high percentage of patients with familiar MM had a higher basal

MED value (‡0.15 J ⁄ cm2) than the rest of the patients (sporadic

MM and dysplastic nevus syndrome), but this was not statistically

significant. Nor differences in basal MED were found between

patients with past history of MM (N = 45); also, differences were

not statistically significant when we compared with patients with

dysplastic nevus syndrome without MM history (N = 16),

(0.127 J ⁄ cm2 vs. 0.117 J ⁄ cm2, U = 293; P = 0.23). None of these

depended on the presence of actinic lentigos, hair colour, eye col-

our, or MC1R polymorphisms (Table 3).

Despite the lack of statistically significant associations between a

lower basal MED value and having RHV, non-RHV or WT

MC1R, we observed that patients with at least one RHV had a ten-

dency to lower basal MED values.

Photosensitivity after treatment The mean of MED after PL

treatment was 0.161 ± 0.047 J ⁄ cm2, with a minimum of 0.07 and

a maximum of 0.3 J ⁄ cm2. Again, we found significantly different

MED values after PL depending on gender, with a higher post-PL

MED in women than in men (0.18 vs. 0.14 J ⁄ cm2), U = 286,

P < 0.05.

Importantly, oral PL treatment significantly increased the MED

mean in patients in all groups (0.123–0.161 J ⁄ cm2, P < 0.05).

We noted that patients without history of MM tended towards

higher MED post-PL value (‡0.15 J ⁄ cm2) than patients with MM

(93.3% vs. 77.8%), but this was not statistically significant. Also,

we found no significant differences in MED values after PL treat-

ment between patients with and without history of MM (0.167 vs.

0.157 J ⁄ cm2, U = 326.5, P = 0.83). We did not observe differ-

ences depending on the presence of actinic lentigos, the hair

colour, the eye colour or MC1R variants.

The effect of PL in increasing the mean MED was similar in

all patients, independently of the group (with vs. without MM,

patients with familial MM vs. without familial MM). The treat-

ment was effective in terms of increasing mean MED in all

groups. Although not significant, we noticed a stronger effect

of PL on the MED of patients with familial MM compared with

those with MM (U = 273, P = 0.06). Among the patients with

familial MM, those exhibiting a mutated CDKN2A and ⁄ or

polymorphisms in MC1R displayed larger differences in

response to treatment with PL.

Table 2 Distribution of the MC1R variants

Variant Frequency %

D294H 6 12.5

R151C 12 25

R160W 3 6.3

R163Q 2 4.2

F45L 1 2.1

Q233Q 1 2.1

V60L 12 25

V92M 5 10.4

Y152X 1 2.1

Table 3 Basal MED means comparison between groups

Group Basal MED mean U p

Lentigos (N = 30) vs. no lentigos (N = 26) 0.123 vs. 0.124 J ⁄ cm2 401 0.945

Dark eye colour (N = 37) vs. light (N = 21) 0.120 vs. 0.128 J ⁄ cm2 348.5 0.486

Dark hair colour (N = 44) vs. fair (N = 14) 0.122 vs. 0.123 J ⁄ cm2 308 1

MC1R polymorphisms yes (N = 38) vs. no (N = 17) 0.120 vs. 0.123 J ⁄ cm2 309 0.784

RH polymorphisms yes (N = 19) vs. no (N = 36) 0.114 vs. 0.125 J ⁄ cm2 297 0.398

Men (N = 29) vs. women (N = 32) 0.107 vs. 0.140 J ⁄ cm2 232.5 <0.05

MM (N = 45) vs. no MM (N = 16) 0.127 vs. 0.116 J ⁄ cm2 293 0.238

CDKN2A (N = 9) vs. WT (N = 28) 0.122 vs. 0.118 J ⁄ cm2 302 0.795
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Of the 61 patients studied, 21 (35%) did not show any effect in

MED value after orally administered PL, whereas an increase in

the MED values was demonstrated in the other 40 (65%) patients.

The increase in the MED after PL was associated with dark eyes

(v2 = 4.67, P < 0.05) (OR 4.47, CI 95% 1.22–16.34) and a lower

basal MED value (v2 = 6.90, P < 0.05) (OR 4.59, CI 95% 1.23–

7.47). Phenotypic characteristics of responders and non-respond-

ers are shown in Table 4. Multivariable analysis adjusted for age

and gender revealed dark eyes and a lower basal MED to be inde-

pendent risk factors for increasing MED after treatment. In this

way, having dark eyes and a higher sensibility to UVR may be pre-

dictors of a good response to PL.

Discussion
This study demonstrates that oral administration of PL leads to a

significant reduction in sensitivity to UVR in terms of increased

UVB–MED values (P < 0.05). This improvement in sensitivity to

UVR could be observed in all the groups included in this study,

which are patients with dysplastic nevus syndrome, patients with

sporadic MM and patients with familial MM.

MM is the most devastating form of skin cancer. The steady

increase in the incidence of MM and its resistance to chemother-

apy, together with its high potential to metastasize, have empha-

sized the importance of its prevention. It is becoming clear that

solar UVR is a main risk factor in the aetiology of MM26 and its

protection is the only primary prevention against MM develop-

ment. Besides avoiding sun exposure, using a sunscreen is the

most accepted photoprotection method in developed countries,

and the preventive effect of using a sunscreen in non-MM skin

cancer has often been suggested. However, there is still debate

whether it provides adequate protection against MM and nevus

induction. Inadequate sunscreen application has been found to be

a common failing leading to deficient photoprotection.27,28 There

is increasing evidence that a number of substances when taken

orally exert a preventive effect against UV-induced skin damage

without adverse effects. The mechanisms of action are highly var-

ied, affecting diverse signalling pathways and resulting in an anti-

oxidant, anti-inflammatory and immunomodulatory activity.29 A

systemic photoprotective agent would have an advantage over top-

ical protection, as this would provide uniform, total body surface

protection. In addition, patients with familial MM have other risk

factors, which represent the main burden of risk, such as muta-

tions in CDKN2A gene. Certain allelic variants in MC1R gene,

namely R151C, R160W and D294H, are strongly associated with

red hair phenotype and increased MM susceptibility. Natural

expression of two of these variants sensitizes melanocytes to the

cytotoxic effect of UV, and increases the burden of DNA damage

and oxidative stress.30 In this study, patients with RHV of MC1R

had no statistically significant lower basal MED values than

patients without RHV, but we found a trend to lower basal MED

values in patients with at least one red hair polymorphism. It

could be possible that the number of patients included in the

study is insufficient to achieve statistical significance. Moreover,

patients with wild type MC1R did not have basal MED values than

patients with no red hair MC1R polymorphisms. Interestingly, a

high percentage (56%) of our patients with familial MM have a

high basal MED value (MED ‡ 0.15 J ⁄ cm2), and they did not bear

MC1R polymorphisms or red hair polymorphisms. In these

familial MM cases, the risk is probably most associated with high-

penetrance genes like CDKN2A and less to low medium pene-

trance genes like MC1R or other genes related to fair skin. Despite

these findings, the exposition to RUVB is a modifying environ-

mental factor that increases the risk of MM also in this context.31

The results of this study are very promising and suggest that

patients with familial MM could benefit from orally PL as far as it

reduces significantly sensitivity to RUVB in terms of increased

MED UVB (P < 0.005). Due to the intrinsic high predisposition

to these patients, any positive intervention to reduce their risk is

very positive. Also very interesting and promising is the fact that

orally PL reduces significantly RUVB effect in patients with spo-

radic MM and patients with dysplastic nevus syndrome in which

the effects of UVR are mainly responsible in the MM genesis.

Analysis of the basal MED values by gender reveals that women

had a higher basal MED value than men, which means a lower

sensitivity to UVR. No other differences between groups were

observed although patients with red hair polymorphisms in MC1R

had lower basal MED values than patients without, but this was

not statistically significant (Table 3). The same results were found

when analysing MED values post treatment, women had statisti-

cally significant higher MED values posttreatment than men.

We found that patients exhibiting a positive effect of PL

had more frequently dark eyes and a lower basal MED. The

Table 4 Phenotypic characteristics of responders and non-responders

Skin type Hair colour Eye colour

Responders I N = 3 (7.9%)
II N = 17 (44.7%)
III N = 15 (38.5%)
IV N = 3 (7.9%)

Dark N = 28 (73.7%)
Blond-red N = 10 (26.3%)

Dark N = 28 (73.7%)
Blue-green N = 10 (26.3%)

Non-responders I N = 2 (10.5%)
II N = 10 (52.6%)
III N = 6 (31.6%)
IV N = 1 (5.3%)

Dark N = 16 (80%)
Blond-red N = 4 (20%)

Dark N = 9 (45%)
Blue-green N = 11 (55%)
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multivariable analysis adjusting by age and gender showed that

dark eyes and lower basal MED are independent factors to predict

a better response to PL.

Therefore, we can conclude that dark-eyed patients and patients

with higher UVR sensibility (lower basal MED) would be the most

benefited from oral PL treatment. Previous studies have demon-

strated that a single dose of orally administered PL decreases UVR-

induced damage of human skin.10,11 However, the present study

pioneers the effect of orally administered PL in patients with high

risk to develop MM. Our results are very promising and suggest the

need to perform long-term follow-up and long-term administra-

tion of PL studies in patients bearing high risk of developing MM.
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TRABAJO IV 

 

 

Objetivo 

 

Desarrollar un modelo murino de MM familiar con piel humanizada, mediante 

trasplante ortotópico de una piel de bioingeniería que contiene queratinocitos, 

melanocitos y fibroblastos de miembros de dos familias con MM familiar.  

Evaluar la contribución de las mutaciones germinales en CDKN2A o las variantes red 

hair (RH) en MC1R en la respuesta a la RUV.  

 

Metodología 

 

Se tomaron biopsias de piel sana del antebrazo de 4 miembros de dos familias de MM 

familiar, recreando 4 genotipos distintos basados en el status  de CDKN2A y MC1R. Se 

generaron ratones con piel humanizada mediante el trasplante ortotópico de piel de 

bioingeniería en la espalda de ratones desnudos inmunodeficientes.  
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Estos ratones se irradiaron con UVB y se evaluó la repuesta de fotodaño mediante 

tinciones inmunohistoquímicas de biopsias de la zona irradiada para p16, dímeros de 

pirimidina (CPD), p53 y s100.  

 

 

Resultados 

 

La RUV indujo daño en el ADN mediante formación de CPD en la piel derivada de los 

individuos RHC. La expresión de p53 fue inducida en la piel de los ratones derivados 

de pacientes CDKN2A wild type en los que p53 mantiene su integridad celular y 

genética. Por otro lado, se observó un déficit de expresión de p53 y p16 en la piel de 

ratones de pacientes portadores de mutación en CDKN2A, lo que resulta en un déficit 

de reparación de mutaciones inducidas por la RUV (dependientes de p-53). También 

se observó una falta de expresión de p16 en la piel derivada del individuo RHC y 

CDKN2A wild type.  
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BACKGROUND 

Cutaneous melanoma results from the interaction of environmental factors such as 

Ultraviolet radiation (UV) and host factors and is the leading world cause of death from skin 

cancer with increasing incidence rates in Caucasian populations (1). The complexity of the 

disease has hindered the development of reliable in vivo models (2)(3)(4) and the 

generation of accurate animal models that recreate human cutaneous melanoma remains a 

priority. Kiowsky et al. reported an orthotopic, humanized in vivo model by regenerating 

human skin in immunocompromised rats that were orthotopically grafted with a dermo-

epidermal substitute containing keratinocytes and fibroblasts, and artificially mixed with 

melanocytes from healthy donors or with melanoma cells from patients (5). The main 

advantage of using humanized orthotopic models is the structural and functional 

reconstruction of both the physiological/native cellular and parenchyma microenvironment 

(allowing the native signaling cross-talk involved in melanoma initiation) (5)(6)(7).   

Here, we describe the development of an innovative orthotopic humanized in vivo model of 

familial melanoma by grafting dermo-epidermal substitutes containing the natural mixture of 

keratinocytes, fibroblast and melanocytes obtained from healthy skin of patients from 

melanoma prone-families. Familial melanoma accounts for 10% of total melanoma cases. 

High susceptibility germline mutations in CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) are 

detected in 20-50% of familial melanoma cases and p.G101W is the most recurrent mutation 

observed in Mediterranean pedigrees(8)(9)(10)(11)(12)(13)(14). The CDKN2A locus encodes 

for p16INK4A and 14ARF proteins by alternative splicing. Both proteins act as tumor 

suppressors by regulating melanocyte cell cycle progression through the inhibition of the 

cyclin D1-CDK4 complex and promoting melanocyte apoptosis through a p53-mediated DNA 

damage response, respectively (15). The CDKN2A p.G101W mutation located in exon 2 

impacts on both proteins and abolishes their function.   

The MC1R (melanocortin 1 receptor) gene which is the master regulator of human 

pigmentation acts as a low-medium penetrance gene in melanoma and non-melanoma skin 

cancer (16). Certain loss-of function MC1R polymorphisms are responsible for the red hair 

color (RHC) phenotype (red hair, fair skin, poor tanning response and high UV-radiation 

sensitivity)(17). RHC MC1R variants modify the penetrance of CDKN2A mutations 

(18)(19)(20), and modify the clinical appearance of melanomas (21)(22). Under such 
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genotypic conditions (CDKN2A mutation carrier and/or MC1R RHC variants carrier), lower 

doses of discontinuous sun exposure (the major environmental factor involved in the 

disease) induce the development of nevi associated with a high risk of developing 

melanoma(23)(9). However, the underlying mechanisms accounting for the high risk 

observed in CDKN2A mutation carriers and/or RHC MC1R variants carriers need to be 

clarified.  

QUESTIONS ADDRESSED 

To develop a familial melanoma skin-humanized mouse model by orthotopic transplantation 

of a bioengineered skin containing keratinocyte/melanocytes and fibroblasts from four 

members of two melanoma-prone families. The study was focused in assess the specific 

contribution of of CDKN2A mutation and/or RHC MC1R variants to UVB photoresponse. 

EXPERIMENTAL DESIGN 

Skin biopsies from non-lesional skin of four members of two melanoma-prone families were 

obtained, recreating four different genotypic conditions based on CDKN2A and MC1R status: 

one p.G101W-CDKN2A carrier with 2 red hair color variants (RHV) in MC1R, another 

p.G101W carrier with MC1R wild type, one CDKN2A wild type with 2 RHV in MC1R and one 

wild type for both CDKN2A and MC1R (Figure 1A). CDKN2A p.G101W carriers were haplo-

insufficient (one mutated and one wild-type allele) which is the most frequent condition in 

familial melanoma. Skin-humanized mice were generated by orthotopic transplantation of 

bioengineered cutaneous equivalents on the back of immunodeficient nude mice (24) (25). 

This setting contains human fibroblasts assembled in a fibrin-based matrix as the dermal 

component and keratinocytes/melanocytes in their native proportion as the epidermal 

component (26)(27). Human cells from 6mm skin biopsies of 4 individual belonging to the 

two melanoma prone families were obtained by mechanical and enzymatic digestion. A total 

of 4 mice were grafted for each genotypic condition. Mature stably regenerated human skin 

(16 weeks post grafting) were irradiated with a single dose of 3360 J/m2 as previously 

described(28). Photodamage response analysis was performed 24 hours post-irradiation. 

Non-irradiated skin was used as a basal control. 3mm punch from non-irradiated and 24h 

post irradiation were obtained and immunohistochemical staining against p16 (1:1, p16 

INK4a, Biocare Medical), CPD (mouse monoclonal antibodies 1:1000; H3 clone 4F6,Afitech), 
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p53 (mouse monoclonal antibodies 1:20; clone DO-7, Dako), and S100 (1:400; polyclonal 

rabbit anti-S100, Dako) was performed.  

RESULTS  

After stable engraftment, the skin-humanized mouse model of familial melanoma (Figure 1B, 

bottom panels) retained donor’s pigmentation phenotype (upper panels) as shown by in vivo 

dermoscopy images at 9 weeks post-grafting. Red hair donor skin regenerated on the 

immunodeficient mice retained the pheomelanin reddish pigmentation pattern (pedigree A). 

The Eumelanin brownish pigmentation is associated with regenerated skin from donors of 

pedigree B (Figure 1B).  

UV irradiation induced considerable DNA damage by CPD formation in the skin derived from 

RHC individuals (ind.1 and 2) but also in the skin derived from the wild-type CDKN2A and 

wild-type MC1R individual (ind. 4) (Figure 2A). The expression of p53 was induced in 

CDKN2A wild type skin in which p53 maintains its genetic and cellular integrity allowing 

either CPD repair or apoptosis. In contrast, we observed a lack of p53 and p16 response in 

skin from CDKN2A mutation carriers which results in a deficiency to repair sun-induced 

mutation (p53-dependent). Lack of p16 responses was also observed in regenerated skin 

from the RHC individual 2 (Figure 3).  

CONCLUSION 

MC1R plays a role in the UV-induced p16 expression (29). Thus, RHC MC1R variants impact 

the ability to increase p16 expression and disrupting the UV-induced checkpoint arrest with 

potential effects on genomic integrity.  

Regenerated skin from patient 1 is highly susceptible to accumulating sun-induced mutations 

(Figure 2B) compared with the other regenerated skins due to a low UV-protection capacity 

(30) and low UV-induced p16 expression capacity (29) caused by RHC MC1R variants; and a 

reduced capacity to activate p53- and p16-dependent DNA repair pathways caused by a 

CDKN2A mutation. Individual 1 exhibits an accumulation of pheomelanin which has a 

carcinogenic effect regardless of UV exposure (30). Expression array analyses of the primary 

skin cell co-cultures used in these bioengineered skins indicate that non functional MC1R 

variants promote DNA damage by intrinsic UV-independent mechanisms(31). The 

exacerbated amount of eumelanin which protects from CPD may result in the lack of CPD 

formation observed in skin from individual 3. The deregulation of cell-cycle control in 
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CDKN2A mutated skin may cause a hyperproliferation of melanocytes resulting in 

overproduction of eumelanin compared to wild-type CDKN2A skin (Figure 2C). 

Our familial melanoma model reproduces the physiopathological and mechanistic 

characteristics of donor’s skin in terms of phototype damage and UV-response, recreating 

the native (non-artificial) environment in which melanoma is initiated in individuals from 

prone-families. In vivo studies of UVB effects on human skin are not recommended by ethical 

and technical arguments on volunteers (32) and are extremely difficult and limited in cancer-

prone patients(33). Thus, the present familial melanoma model acquires particular relevance 

for studies to test and design preventive therapies focused on UV protection, that is highly 

effective/recommended in melanoma prone families (34)(35).  

In conclusion, our humanized model would be an invaluable tool for investigating the biology 

of familial melanoma analyzing the interaction between environment and genetic background 

allowing us to test therapies at the pre-clinical level, including preventive treatments. 

Limitations: Individuals from Pedigree B have blue eyes, and this suggest mutation in other 

pigmentation-related genes that may contribute to the observed differences in the biological 

responses to UV radiation.  
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FIGURES 

Figure 1. A. Genotypic and phenotypic patient description: Two patients from melanoma 

prone families carrying CDKN2A mutation p.G101W in combination with the presence of two 

RHC variants. A sibling of each patient was selected as a control in order to reduce the effect 

of genetic variability. B. Skin-humanized mice generated by orthotopic transplantation. 

Melanoma lesions from patient #2 and from a patient carrier of a CDKN2A mutation and wild 

type MC1R are shown on upper panels.  

 

Figure 2 and Figure 3. Photo-response to UV-B irradiation. A. Immunohistochemical 

analysis of CPD. Patient 1 is highly susceptible to accumulating sun-induced mutations either 

because of the defective UV-protection mediated by pheomelanin or because of the 

mutagenic effect of pheomelanin accumulation. B. Immunohistochemical analysis of p53. 

p53 response is not induced in CDKN2A p.G101W carriers independently of their RHC status. 

C: Immunohistochemical analysis of p16 and S100. p16 is only induced after UVB radiation 

in individual 4 (CDKN2A and MC1R wild type). p16 is not induced after UVB radiation in 

CDKN2A p.G101W carriers, and interestingly is not induced in individual 2 (CDKN2A wild 

type and p.R160W/p.R151C MC1R variants carrier), thus indicating the role of MC1R in p16 

expression after UVB radiation.  
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Pedigree A (2 cases of melanoma in the family) 

Individual Number of 

melanoma 

CDKN2A MC1R Skin  

Phototype 

Eyes Colour Hair colour 

1 5 p.G101W p.R160W, 
p.R151C 

I Green Red 

2 0 Wild-type p.R160W, 

p.R151C 

I Green Red 

Pedigree B (3 cases of melanoma in the family) 

Individual Number of melanoma CDKN2A MC1R Skin  

Phototype 

Eyes Colour Hair colour 

3 0 p.G101W Wild-type II Blue Black 

4 0 Wild-type Wild-type II Blue Brown 

 

 

Figure 1. A. Genotypic and phenotypic patient description: Two patients from melanoma 

prone families carrying CDKN2A mutation p.G101W in combination with the presence of two 

RHC variants. A sibling of each patient was selected as a control in order to reduce the effect 

of genetic variability. B. Skin-humanized mice generated by orthotopic transplantation. 

Melanoma lesions from patient #2 and from a patient carrier of a CDKN2A mutation and wild 

type MC1R are shown on upper panels.  
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Figure 2 and Figure 3. Photo-response to UV-B irradiation. A. Immunohistochemical 

analysis of CPD. Patient 1 is highly susceptible to accumulating sun-induced mutations either 

because of the defective UV-protection mediated by pheomelanin or because of the 

mutagenic effect of pheomelanin accumulation. B. Immunohistochemical analysis of p53. 

p53 response is not induced in CDKN2A p.G101W carriers independently of their RHC status. 

C: Immunohistochemical analysis of p16 and S100. p16 is only induced after UVB radiation 

in individual 4 (CDKN2A and MC1R wild type). p16 is not induced after UVB radiation in 

CDKN2A p.G101W carriers, and interestingly is not induced in individual 2 (CDKN2A wild 

type and p.R160W/p.R151C MC1R variants carrier), thus indicating the role of MC1R in p16 

expression after UVB radiation.  

 

Pedigree A (2 cases of melanoma in the family) 
Individual Number 

of 

melanoma 

CDKN2A MC1R p16  S100 CPD P53 

Non-

irradiated 

24h Post 

irradiation 

Non-

irradiated 

24h Post 

irradiation 

Non-

irradiated 

24h Post 

irradiation 

Non-

irradiated 

24h Post 

irradiation 

1 5 p.G101W p.R160W, 

p.R151C 

negative negative negative negative negative positive negative negative 

2 0 Wild-

type 

p.R160W, 

p.R151C 

negative negative negative negative negative positive negative positive 

Pedigree B (3 cases of melanoma in the family) 

Individual Number 

of 

melanoma 

CDKN2A MC1R p16  S100 CPD P53 

Non-

irradiated 

24h Post 

irradiation 

Non-

irradiated 

24h Post 

irradiation 

Non-

irradiated 

24h Post 

irradiation 

Non-

irradiated 

24h Post 

irradiation 

3 0 p.G101W Wild-type negative negative negative positive negative negative negative negative 

4 0 Wild-

type 

Wild-type negative positive 

(>30%) 

>30% >30% negative positive negative positive 
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DISCUSIÓN 

 
I. MELANOMA EN PACIENTES DE ALTO RIESGO. ESTRATEGIAS DE 

IDENTIFICACIÓN. NUEVAS APROXIMACIONES PARA SU MEJOR 
ENTENDIMIENTO Y PREVENCIÓN 
 
1.1-Dermatoscopia Ex vivo en tumores melanocíticos. Banco de tejidos 
1.2-Desarrollo de un modelo de Dermatoscopia Ex vivo para el correcto 
muestreo del MM. Validación y utilidad 
 
 

II. ESTRATEGIAS DE PREVENCIÓN PRIMARIA Y SECUNDARIA EN PACIENTES DE 
ALTO RIESGO 

 
2.1-Caracterización clínica, histológica e inmunohistoquímica del MM 
familiar 
2.2-Impacto de la RUV en el riesgo genético a MM 
2.3-Necesidad de estrategias específicas de prevención primaria 
2.4-Refuerzo de las estrategias de prevención primaria en pacientes de 
riesgo 

 
 

III. FOTOCARCINOGÉNESIS. MÁS ALLÁ DE LA PIGMENTACIÓN 
 
3.1-De las vías de pigmentación a estrategias de prevención 
3.2-Validación y utilidad de un modelo murino de MM familiar 
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MM EN PACIENTES DE ALTO RIESGO. ESTRATEGIAS DE IDENTIFICACIÓN. NUEVAS 

APROXIMACIONES PARA SU MEJOR ENTENDIMIENTO Y PREVENCIÓN. 

1.Dermatoscopia Ex vivo en tumores melanocíticos. Biobanco de tejidos 

En la era de la biología molecular y de las terapias diana dirigidas contra el cáncer, 

la investigación traslacional para identificar nuevas dianas terapéuticas en el MM 

ofrece nuevas oportunidades para potenciales nuevos tratamientos. En los próximos 

años es posible que nuestros pacientes con MM no nos pregunten sobre su pronóstico 

y supervivencia estimada, sino sobre si su MM es o no es un MM BRAF mutado. 

Mientras que esta pregunta tiene una respuesta realizando el test de Cobas 4800 

BRAF V600 (Roche) en muestras en parafina, hay cada vez una necesidad mayor de 

tener tejido tumoral congelado para los estudios moleculares y genéticos que podrían 

estar disponibles en el día en que hipotéticamente este tumor primario 

metastatice(132). 

Después de décadas de estancamiento, las terapias diana y la inmunoterapia han 

mejorado de forma sustancial los resultados en el tratamiento del MM metastásico. El 

tratamiento combinado con inhibidores de BRAF y MEK alcanza tasas de respuesta del 

70%, con una supervivencia libre de progresión de aproximadamente 10 meses(133). 

La disponibilidad de distintos y prometedores enfoques terapéuticos demanda a su 

vez el hallazgo de biomarcadores predictivos que nos permitan estratificar mejor a 

los pacientes y decidir un tratamiento más adecuado. Para las terapias diana, la 

presencia de mutaciones en BRAF o NRAS apoya el uso como primera intervención, de 

un inhibidor de BRAF y MEK, tratamiento combinado o tratamiento en monoterapia 

con un inhibidor de MEK. De todas formas, para optimizar los tratamientos y prevenir 

resistencias, debería considerarse el estudio de otras mutaciones. En un futuro 

próximo, la secuenciación de genes diana debería estar disponible para la mayoría de 



Susceptibilidad a Melanoma: nuevos aspectos clínico-patológicos, desarrollo 
de herramientas y modelos de estudio y evaluación de medidas preventivas 

 

TESIS DOCTORAL PAULA AGUILERA PEIRÓ. UNIVERSITAT DE BARCELONA 2015 60 

pacientes. A medida que el conocimiento de la progresión del MM se vuelva más 

complejo, las bases de datos genéticas jugarán un papel cada vez más primordial en 

las estrategias de estratificación de pacientes y en el desarrollo de nuevas terapias. 

Esta visión a nivel molecular del tumor va a permitir la posesión de valiosa 

información acerca del tumor que nos proporcionará unas bases racionales para 

tomar decisiones terapéuticas individuales, facilitando un abordaje multidimensional 

de precisión. Como muchos pacientes con MM a los que se les extirpa un tumor en el 

día de hoy metastatizarán en 5-20 años, los tumores primarios preservados a día de 

hoy tienen ya una enorme relevancia para el propio paciente. Así pues, todos los 

centros académicos deberían tener un biobanco e intentar recoger muestras de estos 

tumores primarios para los biobancos centralizados(134).  

Estas muestras de biobanco se están utilizando cada vez más como recurso principal 

por los investigadores, para acceder a material único del paciente para investigación 

y tratamiento. En cuanto a los métodos de obtención y almacenamiento de las 

muestras, todavía no hay un consenso en cuánto a cuáles son los protocolos a seguir 

en este sentido.  

          

             Adaptado de EORTC 
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Todo este esfuerzo en encontrar un consenso en cuestiones como el procedimiento 

de muestreo, el manejo y almacenamiento de las muestras, las estructuras de 

almacenaje y el método de identificación de muestras va dirigido al final a conseguir 

metas que reviertan en un beneficio para el paciente.  

La estandarización del método de obtención de muestras, así como del resto de 

procesos implicados en el correcto almacenaje y procesamiento de la muestra son 

puntos clave que forman parte también del proceso global de investigación 

tralsacional, orientado al final a identificar nuevos biomarcadores diagnósticos o 

nuevas dianas terapéuticas(135).  

La necesidad de establecer un protocolo estandarizado de recogida de muestras en 

fresco de MM para estos fines antes mencionados, ha propiciado nuestro primer 

trabajo. Pensamos en la dermatoscopia ex vivo como herramienta diagnóstica en 

nuestro modelo ya que en 2013 Scope y colaboradores (136) señalaron esta técnica 

diagnóstica como una ayuda en el momento de dirigir a los patólogos y /o a los 

técnicos de laboratorio en el correcto procesamiento y corte de las muestras para 

diagnóstico. Estos autores reportaban la necesidad de una herramienta que 

permitiera una correcta orientación y corte del tumor a modo de evitar discordancias 

entre los hallazgos clínicos, dermatoscópicos e histopatológicos, que podrían 

atribuirse a errores en el muestreo en el laboratorio de patología. Los autores 

proponen la dermatoscopia ex vivo como una herramienta en los laboratorios de 

patología para guiar las secciones en patología macroscópica, basándose en hallazgos 

previos que demuestran una correlación entre estructuras dermatoscópicas y 

hallazgos anatomopatológicos(139).  
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Adaptado de Scope A y colaboradores. Ex Vivo Dermoscopy of Melanocytic Tumors. Arch 

Dermatol. 2007, 143(12), pp.1548–1552. 

Ellos demuestran mediante la evaluación de 2MM y 4 nevus displásicos la 

concordancia de las estructuras dermatoscópicas in vivo y ex vivo (reticulo 

pigmentado, globulos y proyecciones), no siendo así con la presencia de 

vascularización, que no se hacía evidente en las imágenes de dermatoscopia ex vivo. 

La necesidad de establecer un protocolo estandarizado de recogida de muestras para 

biobanco y la demostración de la utilidad de la dermatoscopia en tejidos ya 

extirpados nos llevó a la realización del primer trabajo.  

 
 
 
 
 
 
 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18087006
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18087006
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2. Desarrollo de un modelo de dermatoscopia ex vivo para el correcto muestreo 

del MM. Validación y utilidad.  

Atendiendo a las necesidades expuestas en el punto anterior, hemos desarrollado un 

modelo de muestreo de tejidos mediante dermatoscopia ex vivo.  

La técnica ha sido validada por una parte con 10 tumores en los que las muestras 

obtenidas no han sido criopreservadas sino que han sido procesadas para su estudio 

histopatológico y en los que se ha podido comprobar que en ningún caso la muestra 

obtenida correspondía a la parte más profunda del tumor. Por otra parte  hemos 

validado la técnica estableciendo una correlación entre observadores independientes 

y se ha obtenido una muy buena correlación (>93%) en cuanto a la localización del 

área más profunda tumoral y una muy buena concordancia (ĸ>0.8) en la 

categorización del patrón dermatoscópico global, la presencia de colores y 

estructuras dermatoscópicas, lo que ha permitido preservar en todos los casos 

utilizados para la validación el área de máximo índice de Breslow intacta para el 

correcto diagnóstico histopatológico. 
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Igual que en el estudio previo de Scope y colaboradores, nuestro trabajo confirma 

que se trata de una técnica válida para la observación de estructuras 

dermatoscópicas ex vivo que nos permitan mapear el tumor con fines de realizar un 

correcto muestreo.  

Si el estudio de Scope y colaboradores introducía la dermatoscopia ex vivo como 

herramienta para guiar el procesamiento de las muestras en patología, nuestro 

estudio introduce el uso de la dermatoscopia ex vivo como herramienta para guiar el 

muestreo tumoral. A continuación detallamos el protocolo establecido para la 

obtención de muestras para biobanco: 

Protocolo de dermatoscopia ex vivo para el muestreo tumoral 

DOS-M (Dermoscopy-oriented sampling of MM) 

1. Todas las lesiones son evaluadas mediante dermatoscopia previa 

cirugía (dermatoscopia in vivo). 

2. Las lesiones son extirpadas con el margen adecuado. 

3. Utilización de la dermatoscopia ex vivo para la identificación de las 

áreas de interés identificadas previamente mediante dermatoscopia in vivo. 

Muestreo del tumor para biobanco.  

4. Envío del tumor para diagnóstico histopatológico. 

5. Criopreservación de las muestras para biobanco a -80ºC. 

6. Discusión de los casos con los patólogos.  
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Nuestro estudio valida una vez más la reproducibilidad de los criterios 

dermatoscópicos para inferir el índice de invasión tumoral. Así, las áreas con retículo 

pigmentado traducirán la presencia de células melanocíticas en la epidermis o dermis 

superficial, la presencia de glóbulos atípicos traducirá la presencia de nidos de 

células melanocíticas atípicas en dermis o unión dermo-epidérmica, la presencia de 

velo azul que se corresponda con un área clínicamente palpable se corresponderá a 

un nódulo de crecimiento vertical, mientras que si se corresponde con un área 

clínicamente plana se corresponderá con un área de regresión.  
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Correlación dermatoscopia-histopatología. E-F: el retículo pigmentado atípico 
corresponde a la proliferación de melanocitos atípicos en la unión dermoepidérmica, 
con hiperplasia melanocítica lentiginosa. G-H: la presencia de glóbulos atípicos se 
corresponde con la proliferación de nidos de melanocitos atípicos en la unión 
dermoepidérmica.  

Actualmente y según nuestro punto de vista, este protocolo debería restringirse a 

centros con experiencia en investigación y en dermatoscopia, con el fin de asegurar 

un diagnostico y estadiaje preciso para el paciente.  

En la aplicación de este protocolo queremos remarcar los siguientes puntos: 

1-Las muestras deberían obtenerse de áreas que no interfieran con el correcto 

diagnóstico histopatológico. 

2-No deberían obtenerse muestras de tumores que se prevea que van a ser difíciles 

de diagnosticar o en los que la totalidad del tumor sea necesaria para un correcto 

diagnóstico (lesiones dudosas, MM sobre nevus, lesiones con extensa regresión). 
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3-No se deberían tomar muestras de MM de pequeño tamaño; recomendamos un 

mínimo de 10mm de diámetro, pues la toma de muestras de tumores de menor 

tamaño podría complicar un correcto estudio del tumor.  

Como subrayan Soyer y colaboradores (132) nuestro protocolo de muestreo mediante 

dermatoscopia ex vivo excluye los MM de pequeño tamaño, las lesiones 

dermatoscópicamente dudosas y otras lesiones en las que se prevea que el 

diagnostico histopatológico va a ser difícil. Es una limitación importante puesto que 

las lesiones de diagnóstico incierto van a ser lesiones en las que nos va a interesar 

disponer de material en fresco tanto por si eventualmente el tumor de pronóstico 

incierto metastatiza en un futuro, como para comprender mejor la patogénesis de 

estas lesiones. Estos autores han diseñado unos micropunch submilimétricos que 

permiten un muestreo mínimamente invasivo y sin necesidad de sutura, que permite 

extraer unos 1500 queratinocitos y entre 5 y 10 ng de ADN y ARN para estudios 

moleculares(138). Estos micropunch podrían ser una opción para obtención de 

muestras para biobanco en estos casos de lesiones dudosas, difíciles o de pequeño 

tamaño en las que se pretende conservar el máximo de tejido posible, utilizando 

igualmente la dermatoscopia ex vivo como herramienta de guía. Con la amplificación 

del ADN obtenido y técnicas de secuenciación genómica masiva al alcance de los 

centros de referencia, podría crearse un biobanco virtual. Ello permitiría tener 

acceso abierto a datos de microbioma, viroma, genoma, transcriptoma, y zona no 

codificante del RNA y relacionarlos con los datos clínicos y dermatoscópicos.  

Como resultado de todo ello podríamos obtener un perfil molecular asociado a una 

determinada morfología dermatoscópica, una imagen de perfil molecular, que nos 

permitiría inferir las características moleculares del tumor con tan solo la imagen 

dermatoscópica.  En esta línea existen ya algunos trabajos que han asociado 

características dermatoscópicas con ciertos perfiles moleculares, como el trabajo de 
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Pozzobon y colaboradores (139), en el que los autores asocian algunas características 

dermatoscópicas como la regresión en forma de pigmentación granular azul-gris y la 

presencia de ulceración con MM con mutaciones en BRAF o NRAS. La asociación de 

perfiles moleculares a perfiles clínicos y/o dermatoscópicos es una importante 

herramienta en un futuro en el que se están desarrollando nuevas terapias diana 

frente al MM y para las que puede ser preciso el rápido diagnóstico molecular previo 

al inicio de un tratamiento. El conocimiento a simple vista o mediante dermatoscopia 

de estos detalles moleculares del tumor, pueden ser de gran ventaja para el paciente 

en casos de necesitar un rápido inicio del tratamiento o de no disponer de muestra 

para realizar estudios moleculares.  

En este sentido hemos desarrollado nuestro segundo trabajo, en un intento de 

caracterizar clínica, histológica e inmunohistoquímicamente los MM familiares, 

intentando por un lado describir alguna característica histológica o 

inmunohistoquímica que permita reconocer y diferenciar estos tumores, e intentar 

identificar características clínicas, histológicas o inmunohistoquímicas que dentro de 

este subgrupo de MM de buen pronóstico, puedan identificar aquellos que van a tener 

un peor pronóstico. En nuestro trabajo nos guiamos mediante el microscopio óptico y 

la observación histológica para seleccionar las áreas tumorales a incluir en el TMA, 

pero pensamos que la dermatoscopia ex vivo es una herramienta válida para 

seleccionar las áreas tumorales que deseamos incluir en un TMA.  
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ESTRATEGIAS DE PREVENCIÓN PRIMARIA Y SECUNDARIA EN PACIENTES DE ALTO 
RIESGO 

1.Caracterización clínica, histológica e inmunohistoquímica del MM familiar 

En la prevención primaria y secundaria del MM en pacientes de alto riesgo debemos 

tener en cuenta la identificación de factores individuales de riesgo a MM y un 

correcto seguimiento de estos pacientes. Los pacientes pertenecientes al grupo de 

MM familiar tienen un riesgo muy incrementado de desarrollar MM, especialmente si 

son portadores de mutaciones en genes de alta penetrancia o si presentan otros 

factores asociados(140). La identificación de estos pacientes es por tanto crucial 

para realizar un correcto seguimiento con el fin de realizar una correcta prevención 

secundaria y esto ha motivado el estudio y caracterización de este subgrupo de 

tumores pertenecientes a pacientes con MM familiar. Varios estudios, igual que el 

nuestro, han reportado un mejor pronóstico de los MM diagnosticados dentro del 

contexto de MM familiar(141)(142), mientras que otros no han encontrado ninguna 

asociación con el índice de Breslow. En el reciente trabajo del grupo del GEM (Grupo 

Español Multidisciplinar de Melanoma)(145) los hallazgos apuntan a que el MM 

familiar tiene un mejor pronostico, con menor índice de Breslow, menor número de 

mitosis y una tendencia a menor número de tumores con ganglios positivos. De todas 

formas, dos claves que describen estos autores en su trabajo, sumado al hecho de 

que estos hallazgos no son significativos en el análisis multivariante, ponen en duda o 

podrían rechazar la teoría de que este subgrupo de MM tenga un mejor pronóstico. 

Primero, el 68.1% de los pacientes con MM familiar refirieron el diagnóstico de MM 

posterior al de un familiar, lo que podría indicar una mayor preocupación y mayor 

nivel de alerta en estos pacientes. En segundo lugar, los pacientes con MM familiar 

reportaron mayor número de quemaduras solares en la infancia que los pacientes con 

MM esporádico (podría ser debido a un sesgo de memoria en pacientes que están más 

alerta y más concienciados acerca del MM).  
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Se ha reportado también que el tumor del caso índice en una familia es 

significativamente más grueso que los sucesivos(141), lo que podría deberse a un 

mayor control de los pacientes que ya se conoce que pertenecen a familias de riesgo. 

En nuestra serie, en cambio, no hemos encontrado diferencias estadísticamente 

significativas en el índice de Breslow en el grupo de MM familiar dependiendo de si el 

paciente era el caso índice o no, indicando que los tumores diagnosticados en estos 

pacientes incluso antes de saber de su condición de MM familiar siguen siendo 

delgados. Esto va a favor de la hipótesis de que los tumores pertenecientes a este 

subgrupo, por sus alteraciones genéticas germinales pueden tener un mejor 

pronóstico. Por otro lado, aunque no es estadísticamente significativo, sí que 

encontramos una tendencia a que los tumores diagnosticados en los pacientes 

sucesivos al caso índice son más delgados y más frecuentemente del tipo in situ (este 

último dato siendo estadísticamente significativo), lo que nos remarca la importancia 

del seguimiento de estos pacientes y familiares(97). En nuestro trabajo hemos 

corroborado que los pacientes con MM familiar tienen menor índice de Breslow (1.22 

versus 2.35 mm, p<0.05) y mayor porcentaje de MM in situ (35.5% versus 19.7%) que 

los pacientes con MM esporádico. Aunque parece que este subgrupo de MM tienen un 

mejor pronóstico y las estrategias de detección precoz deben continuar aún más en 

este grupo de riesgo, los clínicos debemos tener en cuenta que los MM delgados 

contribuyen sustancialmente a la mortalidad global por MM, a pesar de su pronóstico 

favorable (101)(102) y es por este motivo que dirigimos nuestro estudio a la 

identificación de características clínicas e histológicas de estos tumores delgados que 

nos permitan por un lado identificar aquellos que tendrán un peor pronóstico y por 

otro expandir el conocimiento de las características clínicas e histológicas de estos 

MM familiares, lo que nos aportará no sólo información útil para los clínicos sino que 

también puede arrojar un poco de luz en la compleja relación entre los factores 

genéticos y ambientales en el MM.  
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Nosotros hemos encontrado que los pacientes con MM familiar y los pacientes con MM 

familiar y mutación en CDKN2A tienen una menor edad de debut. Se ha reportado 

previamente en varios estudios una menor edad de debut en estos pacientes, y se 

debate en qué medida ello se debe a una mayor alerta en estos pacientes o 

realmente una menor edad de debut de la enfermedad por predisposición genética. 

Un estudio reporta la mediana de edad de 33 años en pacientes con mutación en 

CDKN2A, 41 años para pacientes con MM familiar no portadores de mutación y 53 

años en la población general. En nuestra serie, la media de edad de debut en 

pacientes con mutación en CDKN2A fue de 37.71 años, 44.26 años en pacientes con 

MM familiar sin mutación conocida y 56.87 años en la población general.  

En concordancia con otros trabajos hemos encontrado también en el grupo de MM 

familiares un riesgo incrementado de MM múltiple y una mayor frecuencia de MM in 

situ y de MM de extensión superficial (MMES). En nuestra serie, el 82.3% de los 

tumores de MM familiar eran del tipo de extensión superficial versus en 61.4% de los 

esporádicos, p<0.05, y el 100% de los casos de MM familiar portadores de mutación en 

CDKN2A, p<0.05. Ya se ha reportado anteriormente esta proporción incrementada de 

MMES en el grupo de MM familiar (20)(141). Se ha sugerido que esto podría deberse a 

que una gran proporción de MM en pacientes con MM familiar se producirían sobre 

nevus, ya que el MM familiar se asocia a un mayor número de nevus y los MM sobre 

nevus son mayoritariamente del tipo de MMES. Los resultados obtenidos en nuestro 

estudio están de acuerdo con dicha hipótesis, ya que hemos encontrado una mayor 

proporción de MMES en el grupo de MM familiares y con mutación en p16 así como un 

mayor número de nevus, pero no se ha analizado qué proporción de estos MM eran 

sobre nevus.  

En los casos de cáncer de mama hereditario, las características histopatológicas son 

distintas que en los casos esporádicos(144), por este motivo ya en 2002 Mäsback y 

colaboradores (142) reportaron por primera vez las características histopatológicas 
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de los MM asociados a mutación en CDKN2A. Estos autores encontraron que los MM 

familiares tenían un menor nivel de invasión de Clark, y menor regresión histológica 

e infiltrado inflamatorio.  

De las características histológicas evaluadas en nuestra serie solamente hemos 

encontrado diferencias significativas en la mayor proporción de células grandes y 

redondas en los tumores pertenecientes a portadores de mutación en CDKN2A (35.3% 

versus 4.3%, p<0.05) (Figura 4) y en un mayor índice mitótico en los MM esporádicos 

respecto a los MM familiares (con mutación en CDKN2A y wild type), p<0.05. La 

presencia de invasión pagetoide por melanocitos atípicos grandes y redondos ya fue 

observado por Carrera y colaboradores (122) en un subgrupo de MM incipientes de 

extremidades inferiores con un patrón dermatoscópico caracterizado por un retículo 

pigmentado prominente. El 37% y el 12% de estos tumores eran MM familiar y MM 

múltiple, respectivamente. Es cierto que no todos los MM con mutación en CDKN2A 

presentan esta característica histopatológica, y probablemente esté asociada a otros 

factores añadidos, pero creemos que es un hallazgo que cuando se observa al 

microscopio debería de hacernos pensar que podríamos encontrarnos ante este grupo 

de lesiones.  

Figura 4: Proliferación de melanocitos atípicos, grandes y redondos, en solitario 
o formando nidos.  
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La mayor frecuencia de MM en extremidades inferiores en pacientes con MM familiar 

y en portadores de mutación en CDKN2A, estaría de acuerdo con el trabajo de los 

mismos autores que observan que un elevado porcentaje de los melanomas 

incipientes de extremidades inferiores pertenecen a casos familiares (122). Estos 

autores describen un grupo de MM incipientes cuyas características histopatológicas 

son la presencia de invasión pagetoide de la epidermis por células grandes redondas y 

atípicas, hallazgo similar al que encontramos en nuestros casos de MM p-16 mutados. 

En nuestra serie no hemos detectado ningún caso de MM con mutación en CDKN2A 

localizado en cabeza y cuello, y solamente en un 6.5% de los MM familiares 

(independientemente del estatus mutacional), este dato estaría en desacuerdo con el 

hallazgo de Mäsback y colaboradores que encuentran que la localización del MM en 

cabeza y cuello es el factor más fuertemente asociado con MM con mutación en 

CDKN2A en el análisis univariante(142). Otros estudios han encontrado una relación 

entre la localización del MM en áreas fotoexpuestas como cabeza y cuello y la 

presencia de variantes no funcionales de MC1R (147). 

Nuestro resultado, refuerza la teoría de que los MM en los pacientes con una carga 

hereditaria (mutaciones en genes de alta penetrancia) seguirían vías independientes 

de la RUV, así es justificable el hecho de no encontrar tumores localizados en áreas 

de exposición solar crónica; mientras que en el caso de los MM en portadores de 

polimorfismos en MC1R, su mayor localización en áreas expuestas podría justificarse 

bien por la acción de la RUV sobre un receptor disfuncional o bien por vías 

independientes pero sumatorias de riesgo.  

En un estudio caso-control reciente de GenoMel (148) se compararon las 

características histopatológicas de MM esporádicos (n=81) con casos de MM familiar 

con mutación en CDKN2A (n=123) y sin mutación en CDKN2A (n=120) . Los autores 

querían corroborar el hallazgo encontrado en estudios previos que reportaban una 

sobrerepresentación de MMES en el grupo de MM familiar. En este trabajo se valúan 
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28 características histológicas y permitieron corroborar que los MM de pacientes 

portadores de mutación en CDKN2A tienden a tener características histológicas de 

MMES, incluyendo una mayor pigmentación y una mayor invasión pagetoide, así como 

un mayor TILs (infiltrado inflamatorio). El hallazgo de una mayor invasión pagetoide 

tuvo una mayor significación estadística cuando comparaban el grupo de portadores 

de mutación en CDKN2A versus el grupo de no portadores + MM esporádicos. La 

invasión pagetoide es una característica ya conocida del MMES, y este hallazgo 

estaría en concordancia con nuestro hallazgo de mayor frecuencia de células grandes 

y redondas en la epidermis de MM en portadores de mutación en CDKN2A.  

Estos autores encuentran también como buen predictor del estatus mutacional el 

subtipo celular del área de crecimiento vertical del tumor. Así, encuentran que de 

los 15 casos con células fusiformes formando la fase invasiva del tumor, ninguno era 

en portadores de mutación en CDKN2A, siendo por tanto un criterio histológico de 

exclusión de mutación en CDKN2A. Encuentran también que los casos de MM familiar 

en portadores de mutación en CDKN2A tienen un mayor TILs, lo que podría indicar 

que estos tumores son más inmunógenos.  
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Adaptado de Sargen et.al. J Am Acad Dermatol 2015 

 

En el modelo comparativo de MM esporádico con MM en portadores de mutación en 

CDKN2A los autores observan que los MM con mutación en CDKN2A tienen un menor 

grado de atipia celular en la fase de crecimiento vertical, así como un menor índice 

mitótico. En nuestra serie también hemos observado que los MM familiares tienen un 

menor índice mitótico que los MM esporádicos, lo que podría estar en relación a una 

mayor vigilancia de estos pacientes, o bien ser una característica intrínseca de este 

tipo de tumores.  

Recientemente el grupo del GEM publica un trabajo multicéntrico de caracterización 

del MM familiar en nuestro país (145). Encuentran una frecuencia del 6.6% de MM 

familiar teniendo sólo en cuenta la presencia de 2 ó más casos de MM en familiares 

de primer grado (69 pacientes de MM familiar de un total de 1047 pacientes 

analizados). En el análisis univariante encuentran que un índice de Breslow <1mm, 
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índice mitótico negativo, MM múltiple e historia de quemaduras solares en la infancia 

son más frecuentes en el grupo de MM familiar, pero en el análisis multivariante no 

encuentran que los pacientes con MM familiar tengan ninguna diferencia clínica o 

patológica respecto a los pacientes con MM esporádico.  

Otro estudio realizado por el grupo de Nagore y colaboradores (147) evalúa las 

características histológicas de los MM en función de las variantes en MC1R y no 

encuentran diferencias significativas entre el grupo con funcionalidad del receptor y 

los grupos con un deterioro funcional.  

En cuanto a la caracterización inmunohistoquímica hemos encontrado una mayor 

expresión de Survivina citoplasmática en los MM familiares (83.9% vs 70.1%) p=0.05 y 

en los portadores de mutación en CDKN2A (93.8% vs 72.7%) p=0.05, característica que 

se mantiene en el análisis multivariante en los tumores de portadores de mutación. 

Piras y colaboradores estudiaron por primera vez la positividad por Survivina en MM 

teniendo en cuenta su localización celular y encontraron que la tinción nuclear era 

un importante marcador de supervivencia, mientras que no encontraron diferencias 

en cuanto a la reactividad citoplasmática(146). En nuestra serie la positividad 

nuclear para Survivina no fue un marcador de peor supervivencia, ello podría 

explicarse por una selección de tumores, ya que Piras y colaboradores seleccionaron 

para su estudio MM con un componente de crecimiento vertical, probablemente con 

peor pronóstico. Ding y colaboradores (147) estudiaron el valor diagnóstico de la 

Survivina diferenciando MM de nevus y encontraron una expresión citoplasmática muy 

variable en todo el espectro de las lesiones melanocíticas, con expresión nuclear 

solamente detectable en MM. En nuestro trabajo hemos encontrado un porcentaje 

similar de positividad nuclear que estos autores (24%) pero no hemos sido capaces de 

demostrar diferencias en cuanto a subtipo de tumores o en pronóstico. Similar a 

nuestros resultados, estos autores encuentran expresión de Survivina citoplasmática 

en todo el espectro de lesiones melanocíticas. Si bien nuestros resultados apuntan a 



Susceptibilidad a Melanoma: nuevos aspectos clínico-patológicos, desarrollo 
de herramientas y modelos de estudio y evaluación de medidas preventivas 

 

TESIS DOCTORAL PAULA AGUILERA PEIRÓ. UNIVERSITAT DE BARCELONA 2015 77 

diferencias estadísticamente significativas en cuanto a una mayor expresión en los 

MM familiares y portadores de mutación, el porcentaje de positividad en los MM 

esporádicos es también elevado. Vetter y colaboradores(148) encuentran que la 

Survivina citoplasmática se expresa principalmente en MM metastásico. La pérdida 

somática de p16 ocurre en la mayoría de los MM y esto acelera la melanomagénesis. 

El hecho que Vetter y colaboradores hayan encontrado Survivina citoplasmática 

principalmente asociada a MM metastásico podría estar relacionado con la pérdida de 

p16 en estos tumores, y esto estaría en acuerdo con nuestro hallazgo de que los MM 

con mutación germinal en p16 (que podrían añadir una mutación somática en el otro 

alelo) expresarían Survivina citoplasmática. El índice de Breslow medio en estos 

tumores con mutación germinal en p16 y positividad citoplasmática para Survivina 

fue 0.8mm, no fue posible evaluar la Survivina como marcador pronóstico en este set 

de pacientes ya que ninguno falleció ni desarrolló metástasis durante el tiempo de 

seguimiento.  

       

         MMES. Tinción positiva para Survivina citoplasmática 

La sobreexpresión de Aurora A, una serina / treonina kinasa implicada en la 

formación del huso mitótico, la separación centrosómica y la trancisión G2-M en el 
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ciclo celular, se ha observado en MM (149), y su inhibición se ha visto que disminuye 

la habilidad migratoria de las células de MM(150). Observamos expresión de Aurora A 

en el 54.8% de los tumores, sin encontrar diferencias entre grupos. Aunque 

encontramos una tendencia a que los MM más invasivos expresaban más Aurora, un 

porcentaje elevado de los MM delgados también la expresan. Teniendo en cuenta que 

nuestros hallazgos evidencian que, independientemente del índice de Breslow, los 

tumores que expresan Aurora A tienen una peor supervivencia, la positividad para 

Aurora A podría ser un marcador inmunohistoquímico de mal pronóstico en MM 

delgados (datos pendientes de publicar). Este es un resultado interesante que abre 

un campo de debate hacia la importancia de este marcador como posible indicador 

de mal pronóstico en MM delgados y como posible diana terapéutica. Los inhibidores 

de AurkA ya se han demostrado eficaces en potenciar el efecto de los inhibidores de 

BRAF y MEK en el tratamiento del MM(154).  

Nuestros resultados en el grupo de MM familiar y el grupo de portadores de mutación 

en p16 están en acuerdo con la mayor susceptibilidad hereditaria, que asocia: (1) una 

menor edad de debut; (2) mayor riesgo de MM múltiple; (3) menor índice de Breslow 

y mayor proporción de MM in situ; (4) mayor porcentaje de tumores con invasión 

pagetoide por células grandes y redondas y (5) una mayor proporción de tumores que 

expresan Survivina citoplasmática.  

Nagore y colaboradores (20) encuentran además en este grupo de pacientes una 

ausencia de daño actínico en el área del MM. Este hallazgo puede indicar que las 

alteraciones genéticas favorecen una menor necesidad de daño producido por la RUV 

para producir MM, de acuerdo con nuestros resultados en que no hemos encontrado 

tumores de este grupo localizados en cabeza y cuello. En estos pacientes, el elevado 

riesgo inherente asociado a mutaciones en CDKN2A es capaz por si solo de producir 

MM independientemente de la RUV. La suma de otros factores de riesgo en estos 



Susceptibilidad a Melanoma: nuevos aspectos clínico-patológicos, desarrollo 
de herramientas y modelos de estudio y evaluación de medidas preventivas 

 

TESIS DOCTORAL PAULA AGUILERA PEIRÓ. UNIVERSITAT DE BARCELONA 2015 79 

pacientes ya de alto riesgo, como la exposición a la RUV o polimorfismos en el gen 

MC1R incrementan más este riesgo.  

Nuestros resultados están de acuerdo con la hipótesis de que existen el menos dos 

vías para la patogénesis del MM propuesta por Whiteman y colaboradores (152): (1) 

una asociada a un mayor número de nevus, exposición solar intermitente, menor 

edad de debut y localización en tronco (vía asociada a nevus) y (2) una vía asociada a 

exposición solar crónica, menor número de nevus, mayor edad de debut, y 

localización en cabeza y cuello (vía asociada a RUV). En nuestra serie de MM 

familiares y portadores de mutación en p16, el mayor número de nevus, la mayor 

proporción de MMES y porcentaje bajo de MM lentiginoso y la menor frecuencia de 

tumores localizados en cabeza y cuello (ninguno de los casos de pacientes portadores 

de mutación en p16) sugiere que en estos pacientes los MM se desarrollarían 

siguiendo la vía de los nevus.  

El estudio clínico histopatológico e inmunohistoquímico de una serie de tumores de 

MM familiar y MM en portadores de mutación en CDKN2A nos ha permitido corroborar 

hallazgos ya reportados previamente en otras poblaciones y hemos aportado nuevos 

hallazgos histopatológicos como la presencia de invasión pagetoide por células 

redondas grandes y un menor índice mitótico, e inmunohistoquímicos como la 

expresión citoplasmática de Survivina en estos tumores. 

Aunque no característico del MM familiar hemos encontrado que la expresión de 

Aurora A en MM delgados podría estar asociado a peor pronóstico en estos tumores 

(datos pendientes de publicar). Pensamos que en un futuro, la aplicación de la 

dermatoscopia ex vivo para la selección de las áreas tumorales a incluir en el TMA 

podría permitirnos una mejor selección de muestras y una mejor caracterización 

histopatológica de estos grupos de tumores que nos permita encontrar mayores 

diferencias en este sentido. En nuestro estudio no fue posible la aplicación de esta 

técnica al tratarse de un estudio retrospectivo de lesiones ya extirpadas.  
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                    MMES. Tinción positiva para Aurora A 

 

 Estos hallazgos en un futuro podrían ayudar a esclarecer la compleja interacción 

entre genética y ambiente en la patogénesis de MM. El mejor conocimiento de las 

características clínicas e histopatológicas de este subgrupo de tumores de pacientes 

de riesgo es una información de vital importancia para el clínico y para el patólogo 

debido a la importancia y muchas veces a la dificultad en el diagnóstico de lesiones 

incipientes en estos pacientes. La validación de estas características propias clínicas, 

histológicas e inmunohistoquímicas pueden ser de gran ayuda para el clínico para 

determinar a qué pacientes ofrecer un estudio genético.  

La prevención secundaria es el principal objetivo en estos pacientes de alto riesgo 

pertenecientes al grupo de MM familiar. Todos los criterios que nos faciliten la 

identificación de lesiones incipientes y la asociación con pronóstico son de gran 

importancia especialmente en este grupo de pacientes.  
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Análisis multivariante. Características asociadas al MM familiar 

Variables Univariante  Multivarinate  

 P            OR                  95% CI P              OR                    95% CI 

Edad de debut 0.0000                       7.226-18.004 0.000       1.036              1.017-1.055 

Breslow 0.021                         0.169-2.025 0.049       1.288              1.013-1.683 

MM in situ 0.018      1.662           1.111-2.485 0.015       2.645              1.211-5.778 

 

Análisis multivariante. Características asociadas al MM de pacientes con mutación 

en CDKN2A 

Variables Univariatne  Multivariante  

 P            OR                  95% CI P              OR                    95% CI 

Edad de debut 0.000                      8.567-24.402 0.007       1.060             1.016-1.105 

MM in situ 0.002     4.348         1.756-10.765 0.003       6.961             1.895-25.567 

MM Múltiple 0.000     6.910         2.727-17.513 0.001       8.920             2.399-33.166 

survivina + 
citoplasmática 

0.052     0.197         0.027-1.447                  0.049       9.072             1.025-85.010 

 

 

2- Impacto de la RUV en el riesgo genético a MM  
 
Aproximadamente el 10% de los MM diagnosticados en nuestra área pertenecen al 

grupo de MM familiar o MM hereditario, causado por un riego inherente del individuo 

debido a mutaciones en genes de susceptibilidad a MM. Los genes de alta penetrancia 

serían susceptibles de producir MM independientemente de factores exógenos como 

la RUV, mientras que mutaciones en genes de media o baja penetrancia necesitan de 

la asociación de otros factores de riesgo, siendo el más frecuente en nuestra 

población la exposición a la RUV. Existen dos grandes grupos de genes implicados en 

la susceptibilidad a MM y ambos estarían influenciados o modulados por la RUV 

recibida. Se distinguirían dos “endofenotipos”; los genes relacionados con las vías de 

pigmentación y daño solar, y por otro los genes implicados en nevogenicidad que 

predispondrían al desarrollo de lesiones melanocíticas benignas y también a MM.  

En nuestro segundo trabajo, a pesar de ser pacientes de alto riesgo, observamos que 

el 87.5% de pacientes de MM familiar refieren historia de quemaduras solares y un 

45% una exposición solar intensa antes de los 18 años. El grupo del GEM reporta que 

el 77.3% de los pacientes con MM familiar han sufrido quemaduras solares en la 
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infancia. En el grupo de pacientes incluidos en nuestro tercer trabajo observamos un 

porcentaje no despreciable de pacientes con al menos un factor de riesgo fenotípico: 

56% de los pacientes tenían un fototipo I-II, 36.2% ojos claros, 24.1% pelo rojo o rubio 

(10.3% pelo rojo) y el 53.5% acumulaban fotodaño en forma de léntigos actínicos. El 

69% de los pacientes estudiados eran portadores de variantes funcionales en el gen 

MC1R. Todos estos datos nos indican que esta población de riesgo inherente, 

portadora de mutaciones en genes de alta (CDKN2A), mediana (MC1R) y baja 

penetrancia (otros genes de pigmentación, nevogénesis), está sometida a un factor 

de riesgo adicional, la RUV. Como ya se ha publicado previamente y cuantificado en 

el metanálisis del 2010 (120), los polimorfismos de MC1R incrementan más aun el 

riesgo de los pacientes ya portadores de mutaciones en CDKN2A, es decir la 

susceptibilidad genética se puede potenciar por vías diferentes. Atendiendo a la 

necesidad de comprender mejor esta interacción entre la RUV y genes de 

susceptibilidad hemos estudiado el efecto de la RUV en estos genotipos de riesgo, 

mediante un modelo murino de MM familiar que hemos validado en el cuarto trabajo 

(submitted data), y por otra parte establecido posibles estrategias complementarias 

de prevención primaria en estos grupos de riesgo.  

La utilidad de las medidas de prevención primaria se basa en las evidencias de que la 

interacción de la RUV y los factores genéticos de cada individuo, no sólo influye en el 

riesgo directo a MM fotoinducido, sino que de forma indirecta, modula el fenotipo, el 

desarrollo de nevus melanocíticos, la presencia de daño actínico acumulado, y estas 

interacciones pueden potenciarse entre ellas.  
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INTERACCIÓN GENÉTICA-RUV-MELANOMA 

 

 

3- Necesidad de estrategias específicas en prevención primaria  

Según la American Cancer Society de EEUU se estima que 1 de cada 55 mujeres y 1 

de cada 36 hombres serán diagnosticados de MM invasivo a lo largo de su vida(3). De 

forma muy significativa sigue incrementándose entre mujeres jóvenes, siendo la 

causa más frecuente de cáncer en mujeres de entre 20 y 29 años, y la segunda en 

población menor de 40 años de edad. Los recientes datos publicados por Vries (153) 

apoyan el hecho de que una correcta fotoprotección laboral y vacacional en Europa 

reduciría el cáncer cutáneo en un 45% en el 2050. Sin embargo, más del 70% de 

adultos jóvenes reconocen realizar exposición solar intencionada, sobre todo mujeres 

jóvenes, siendo cada vez más preocupante la cifra de adolescentes que utilizan 

dispositivos de bronceado artificial. En países como Australia, Francia, Alemania o 

países nórdicos se estima que entre el 10-35% de la población los utiliza. Más del 85% 

de todos ellos utilizan fotoprotectores tópicos de forma habitual y refieren conocer 

las medidas adecuadas de fotoprotección(154).  
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En población general se sabe que sigue existiendo una falta de conciencia sobre las 

dosis que se reciben de RUV, el daño solar y riesgo de cáncer cutáneo que conlleva. 

La información y educación sobre hábitos saludables probablemente será por tanto la 

primera estrategia a revisar. Un estudio realizado en daneses calcula que un 

ciudadano de fototipo claro, que pasa 6 días de vacaciones en las Islas Canarias 

recibe 57 veces su dosis mínima de eritema (DEM), lo que llegaría a suponer un 43% 

de la RUV anual acumulada en tan solo 6 días(155).  

Si tenemos en cuenta que en estos pacientes con susceptibilidad hereditaria a MM 

existe también, aunque en menor medida, esta falta de concienciación sobre el 

riesgo añadido que supone la RUV, y la evidencia que aportan diversos estudios sobre 

al mala aplicación de la fotoprotección tópica(85) parece evidente la necesidad de 

implementar factores de protección adicionales para reforzar las estrategias de 

prevención primaria.  

 

4- Refuerzo de las estrategias de prevención primaria en pacientes de riesgo 

Atendiendo a la necesidad expresada anteriormente de reforzar las estrategias de 

prevención primaria, en los últimos años se han investigado diversas sustancias que, 

administradas de forma oral, pueden tener propiedades de mejorar la capacidad de 

protección natural frente a la RUV, tanto mediante neutralización del daño oxidativo 

como favoreciendo los mecanismos de reparación. El Polypodium Leucotomos (PL) es 

un helecho tropical que ha sido utilizado ampliamente para el tratamiento de 

enfermedades inflamatorias por los nativos Americanos. El extracto de PL, aplicado 

de forma tópica o administrado vía oral, ha demostrado tener propiedades 

beneficiosas. La administración en ratones disminuye los parámetros de fotodaño 

derivados de la RUVB y disminuye la incidencia de MM y cáncer de piel no MM 

inducido por la RUVB(156). Además, el extracto de PL activa p53, inhibe la expresión 

de Cox-2 inducida por la RUV, reduce la inflamación y favorece la eliminación de 
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fotoproductos, y reduce el daño oxidativo en el ADN(156). Estos efectos beneficiosos 

se han atribuido a los componentes fenólicos del PL que incluyen ácido clorogénico, 

ácido cumarínico, ácido vaníllico y especialmente los potentes inhibidores de la 

oxidación, ácido cafeico y ferúlico. Middelkamp y colaboradores (92) comprobaron en 

9 pacientes sanos la eficacia de una dosis única de extracto de PL en el aumento de 

la DEM, la disminución del número de sunburn cells y de dímeros de pirimidina.  

Una reciente revisión de la literatura sobre las propiedades fotoprotectoras del PL 

(161) demuestra que el extracto de PL posee varios efectos potencialmente 

beneficiosos y actúa mediante la protección del daño tisular y la limitación de la 

respuesta inflamatoria. El suplemento de PL reduce la respuesta inflamatoria 

inducida por la RUV, acelera el aclaramiento de fotoproductos (CPDs), disminuye las 

mutaciones oxidativas en el ADN mediadas por RUV y ha demostrado efectos 

protectores frente al fotoenvejecimiento y frente a la fototoxicidad inducida por 

PUVA. 

 

Efecto Protector Nivel Celular / Molecular 

Anti-inflamatorio Reducción infiltrado macrofágico  y neutrofílico 
inducido RUV 
Inhibición expresión Cox-2 inducida RUV 

Bloqueo TNF, iNOS, AP-1, NF-B 

Disminución mutagénesis ADN Activación de p53 
Aclaramiento de fotoproductos y prevención de la 
formación de CPDs 
Estimula el sistema antioxidante natural 

Inmunoregulación Preserva las células de Langerhans y su función 
Bloquea la fotoisomerización y fotodescomposición del 
ácido trans-Urocánico 

Ciclo celular e integridad 

celular 

Preserva la viabilidad celular e inhibe el desorden en 
el citoesqueleto 
Inhibe las metaloproteinasas de la matriz celular 
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Debido a las propiedades descritas del extracto de PL en inducir la expresión de p53 

y disminuir el daño oxidativo, pensamos que sería una buena opción para nuestro 

grupo de pacientes (n=61, 25 con MM familiar y/o MM múltiple) muchos de ellos 

portadores de polimorfismos en MC1R (n=38) y de mutaciones germinales en CDKN2A 

(n=9). Uno de los efectos que hemos podido observar en el modelo murino de MM 

familiar (trabajo 4) es que los individuos portadores de mutación en CDKN2A no 

inducen p53 ni p16 como respuesta a la RUV, y los portadores de variantes RHC en 

MC1R no inducen p16 en respuesta a la radiación ultravioleta. Además de esta vía de 

daño oxidativo producido en respuesta a RUV, se sabe que las variantes RHC son 

responsables de la generación de daño oxidativo independiente de la RUV(158). Por 

este motivo pensamos que el extracto de PL, con propiedades antioxidantes y capaz 

de incrementar la expresión de p53, podría ser de utilidad en estos pacientes. 
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En un estudio reciente, Peña-Vilabelda y colaboradores estudian las características 

clínicas de los pacientes con MM en función de las variantes en MC1R (147). Estos 

autores encuentran que las características clínicas del MM en la población española 

varían de acuerdo con el nivel de deterioro funcional de la síntesis de melanina, 

determinada por los polimorfismos en MC1R. El fenotipo claro y abundantes efélides, 

la presencia de léntigos solares y nevus melanocíticos atípicos fueron más frecuentes 

a mayor deterioro funcional del receptor. También observan que un mayor deterioro 

funcional está asociado a una menor edad de debut del MM, desarrollo en áreas 

crónicamente expuestas y en pacientes con historia de quemaduras solares graves. 

Estos datos proporcionan una vez más evidencia de la necesidad de estrategias de 

prevención dirigidas a los portadores de estas variantes.  

La población de nuestro estudio fue una población de riesgo de 61 individuos (n=25 

con MM familiar y/o múltiple, n=20 con MM esporádico y n=16 con Síndrome de Nevus 

Displásico). Además, un porcentaje no despreciable de estos pacientes mostraban 

algún fenotipo de riesgo: 56.1% tenían fototipo I-II, 36.2% ojos claros, 24.1% pelo 

rubio o rojo y 53.5% tenían signos de daño solar crónico en forma de léntigos 

actínicos.  

La DEM basal de nuestra serie se mantuvo dentro de los límites de normalidad 

descritos por fototipo (DEM 0.124  0.04 J/cm2)(159), encontrando una DEM mayor en 

las mujeres (p<0.05) y en el grupo de pacientes con MM familiar. Este último dato 

reforzaría la teoría que la patogénesis del MM en los individuos portadores de genes 

de susceptibilidad, es menos dependiente de los efectos de la RUV. De todas formas, 

en estos pacientes con un riesgo constitutivo elevado, la adición de cualquier factor 

de riesgo, especialmente la RUV, puede comportar un incremento importante del 

riesgo. Observamos también una tendencia a una menor DEM en los pacientes con 

polimorfismos de pelo rojo en MC1R, lo que es de esperar teniendo en cuenta que 

estos individuos no producen eumelanina en cantidades adecuadas. Este es el primer 
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trabajo que demuestra el efecto de un posible fotoprotector sistémico en pacientes 

de alto riesgo. Se escogió la pauta de dosis total de 1080mg (240mg cada 8 horas el 

día antes y 360mg 3 horas antes) basada en estudios previos(92). La eficacia y 

seguridad del PL en humanos han sido evaluados en pocos estudios. Middelkamp y 

colaboradores demostraron sus efectos fotoprotectores en voluntarios sanos después 

de una dosis aguda de PL durante 2 días(92). En otro estudio se demostró la 

capacidad protectora frente al daño en el ADN producida por la RUVA tras dosis de 

240mg 8horas y 2horas antes de la exposición(160). El nuestro es el primer estudio 

que evalúa la eficacia del PL en pacientes de riesgo a desarrollar MM. Nestor y 

colaboradores en un estudio reciente (161) evalúan la eficacia y seguridad del 

extracto de PL tras un tratamiento de 240mg dos veces al día durante 60 días en 

términos de incremento de la DEM y encuentran que el tratamiento es eficaz y bien 

tolerado en pacientes sanos. Aunque no había diferencias significativas intergrupo en 

el número de horas de exposición solar antes o durante el estudio, los individuos en 

el grupo placebo mostraron una mayor tendencia de experimentar uno o más 

episodios de quemadura solar durante el estudio (2 sujetos vs. 8 sujetos; p=0.04). A 

día 28, los pacientes tratados con extracto de PL mostraron una mayor tendencia a 

una DEM incrementada comparado con los sujetos del grupo placebo (8 sujetos vs. 1 

sujeto; p=0.01). Los individuos en el grupo de PL también mostraron una tendencia a 

tener una menor intensidad de eritema inducido por RUV comparado con el grupo 

placebo (10 sujetos vs 3 sujetos; p<0.01). En este trabajo también encuentran que 

las mujeres tratadas con PL muestran una mayor tendencia a presentar una 

disminución en la intensidad del eritema en comparación con los varones a los 28 

días de tratamiento (9 sujetos vs. 1 sujeto) y un hallazgo similar fue observado en 

cuanto al incremento del DEM (7 sujetos vs. 1 sujeto), no pudiéndose calcular la 

significación estadística debido a que solamente había 2 varones en el grupo de PL. 
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Los resultados de nuestro trabajo muestran que el PL es eficaz en producir un 

incremento de la DEM en la mayoría de nuestros pacientes (n=40, 65%). Una de las 

limitaciones de este trabajo es que no disponemos de evaluación histopatológica ni 

inmunohistoquímica que confirmen una disminución de daño producido por la RUV. 

Poseemos un dato indirecto que es la disminución del eritema, causado también por 

la actividad antiinflamatoria del PL.  

Un dato interesante de nuestro trabajo es que observamos una tendencia a un mayor 

beneficio del tratamiento en los pacientes con MM familiar y en los portadores de 

mutación en CDKN2A y/o MC1R. Teniendo en cuenta que son los pacientes con un 

mayor riesgo intrínseco, es un resultado prometedor que sean este grupo de 

pacientes los que más se beneficien del tratamiento. Del total de los 61 pacientes 21 

(35%) no mostraron ningún cambio en la DEM después de la administración de PL. Los 

factores asociados a una mejor respuesta a PL en nuestro grupo de pacientes fueron 

los ojos oscuros y tener un valor basal de DEM bajo. Este último punto es interesante, 

pues los pacientes con una DEM basal baja y con más propensión a sufrir los efectos 

indeseados de la RUV son los que más se beneficiarán de la toma de PL. Los 

resultados de este estudio son prometedores ya que sugieren que pacientes con MM 

familiar podrían beneficiarse del extracto de PL en términos de reducción del daño 

solar agudo. Debido al alto riesgo intrínseco de estos pacientes, cualquier 

intervención positiva para reducir el riesgo es muy positiva. Además, nuestro trabajo 

ha demostrado también que el PL es efectivo en pacientes con MM esporádico o 

síndrome del nevus displásico, en los que los efectos de la RUV son el principal factor 

ambiental responsable de la génesis del MM.  

Con los resultados de este trabajo  y el de Nestor y colaboradores (165), nuestra 

recomendación en los pacientes portadores de algún factor de riesgo para desarrollar 

MM es la toma de PL. Serán necesarios más trabajos en un futuro para estudiar el 

efecto de la toma continuada de PL y la dosis recomendada.  
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       Determinación de la MED basal en un paciente con Síndrome de Nevus Displásico 

 

                     

 

 

         Determinación de la MED basal en un paciente con MM esporádico 
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FOTOCARCINOGÉNESIS MÁS ALLÁ DE LA PIGMENTACIÓN 

Diversos estudios ya han demostrado que el papel de MC1R en la carcinogénesis no 

sólo es ejercido a través de las vías de pigmentación. Un estudio con ratones albinos, 

por tanto incapaces de sintetizar melanina, demostró diferentes grados de daño solar 

según la funcionalidad de MC1R, independientemente de la producción de 

melanina(128). MC1R juega un papel importante en la fotocarcinogénesis también a 

través de la estimulación de la producción de p53 y de p16 ante un daño fotoinducido 

(72), o a través de la vía de MITF (mitogen transcriptor factor) la cual está implicada 

en la proliferación celular tumoral, apoptosis y vías de reparación de ADN(73).  

Smith y colaboradores demostraron que según el polimorfismo de MC1R podría variar 

la sensibilidad a la fototerapia. Estudiaron 111 pacientes tributarios de PUVAterapia, 

y determinaron la dosis mínima fototóxica. Encontraron que las variantes V60L y 

A163G, o la presencia de 2 o más polimorfismos se asociaba a mayor sensibilidad al 

PUVA, mientras que la variante de pelo rojo R151H sólo se asoció al fenotipo 

pelirojo(162). También se ha demostrado recientemente que la presencia de ciertos 

polimorfismos puede conferir riesgo a unos tipos de MM pero no a otros(163)(164), 

como la reciente asociación entre la variante R163Q y MM tipo lentigo maligno en 

población mediterránea. Tal vez uno de los resultados más sorprendentes respecto a 

las variantes del receptor es el hecho de que los individuos que tienen un receptor 

salvaje (wild type), en caso de desarrollar un MM éste va a tener un peor pronóstico, 

mostrando la complejidad de la relación entre las variantes del receptor y el 

MM(169). También se ha observado que los pacientes con deterioro funcional del 

receptor van a presentar MM a una menor edad (147). Es interesante que cada vez 

cobra mayor interés las funciones de MC1R independientes de las vías de 

pigmentación. Esto explicaría el incremento del riesgo de ciertas variantes, a pesar 
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de no presentar fenotipo clásico de riesgo o la presencia de nevus 

melanocíticos(48)(128)(48)(170).  

Probablemente, el daño oxidativo favorecido por la síntesis de feomelanina ejerce un 

papel más importante del que se pensaba, e incluso independientemente de la RUV 

recibida. Mitra y colaboradores recientemente demostraron en modelos murinos que 

en ausencia de RUV las variantes de pelo rojo junto con la activación del oncogén 

BRAF son suficientes para inducir MM, pero si se inhibe totalmente la síntesis de 

feomelanina (ratones albinos), se bloquea la inducción de MM y expresan menor daño 

oxidativo celular(171). 

Por otra parte se ha sugerido que la RUVA podría tener incluso mayor papel en la 

melanomagénesis por la combinación de daño directo del ADN e indirecto a través 

del daño oxidativo, que se potenciaría más aún a través de una mayor síntesis de 

melanina. En un estudio reciente se pudo demostrar que tanto la RUVB como la RUVA 

inducen dímeros de ciclobutano pirimidina (DCP) de igual manera en melanocitos 

como en queratinocitos. En cambio, el daño oxidativo inducido por UVA (a través de 

8-oxo-7,8-dihydroguanine) fue el doble en melanocitos (2.2 veces superior), lo que 

apoya también las hipótesis de que a mayor síntesis de melanina en el melanocito, 

mayor estrés oxidativo sufre la célula(168).  

 

1- De las vías de pigmentación a estrategias de prevención  

Recientemente se ha publicado una excelente revisión crítica sobre las posibles 

relaciones entre variantes RHC, el estrés oxidativo, las mutaciones de MC1R y la 

melanomagénesis(169). Aunque las vías de pigmentación aberrantes no son las únicas 

implicadas en el desarrollo del melanoma, son un objetivo potencialmente útil para 

controlar el estrés oxidativo y el desarrollo de tumores. La justificación que inspira 

posibles estrategias quimiopreventivas se basa en una serie de observaciones: (1) la 

feomelanina tiene efectos más dañinos que la total ausencia de melanina (167), (2) 
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las variantes de pelo rojo (RHC) no producen una señalización eficiente a -MSH, lo 

que conlleva una capacidad reducida de los melanocitos para inhibir la generación de 

radicales libres de oxígeno (ROS) y para incrementar la actividad y expresión de 

enzimas antioxidantes, (3) la melanomagénesis está asociada con una disregulación 

de la síntesis de melanina en ausencia de exposición a RUV, y (4) esta disregulación 

se incrementa tras la exposición a UVA, incrementando la generación de ROS(170).  

En conjunto, estas observaciones ponen de manifiesto los dos principales factores 

subyacentes en la melanomagénesis, es decir, una vía de pigmentación aberrante y el 

estrés oxidativo. Éstos pueden ser dirigidos simultáneamente por un enfoque racional 

destinado a restablecer la melanogénesis funcional, es decir, eumelanogénesis. Una 

estrategia viable propuesta para abordar este doble objetivo podría basarse en la 

administración conjunta de precursores de la eumelanina con potentes capacidades 

antioxidantes y un precursor de la GSH farmacológicamente efectivo con la finalidad 

de reparar la disfunción mitocondrial provocada por el estrés oxidativo. DHICA es el 

principal precursor natural de las eumelaninas y ha demostrado conferir al pigmento 

potente capacidad antioxidante (171). Recientemente se ha reconocido como el más 

potente eliminador de radicales libres(172). Todos estos trabajos ponen de 

manifiesto el interés hacia la investigación de estas vías asociadas a las variantes de 

MC1R, y la necesidad de encontrar estrategias eficaces de prevención del daño 

inducido en estos pacientes. En este sentido nuestro tercer trabajo aporta datos 

interesantes ya que demuestra la efectividad de la administración de PL en pacientes 

con variantes en MC1R y antecedentes de MM o síndrome de nevus displásico, a 

través probablemente de su capacidad en inducir la expresión de p53 y disminuir el 

daño oxidativo.  
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Distribución de variantes de MC1R en los pacientes del tercer trabajo 

 

En pacientes de alto riesgo a desarrollar MM es a veces dificultoso realizar estudios in 

vivo para valorar los efectos de la RUV en esta población. Por este motivo hemos 

querido desarrollar y validar un modelo murino humanizado de MM familiar con el fin 

de poder diseñar estudios para testar futuras estrategias de prevención frente a RUV, 

así como poder comprender mejor el papel de las alteraciones genéticas de 

susceptibilidad a MM en la respuesta a la RUV.  

 

2- Validación y utilidad de un modelo murino humanizado de MM familiar  
 
La complejidad en la patogenia del MM ha dificultado el desarrollo de modelos in 

vivo, y la generación de modelos animales que recreen el MM cutáneo sigue siendo 

una prioridad.  Kiowsky y colaboradores (107) ya diseñaron un modelo humanizado 

mediante trasplante ortotópico de piel humana en ratones inmunodeprimidos. La 

principal ventaja de utilizar modelos humanizados es la recreación del 

microambiente fisiológico celular.  

En nuestro estudio el trasplante ortotópico de piel de pacientes pertenecientes a 

familias de MM familiar recreando 4 genotipos distintos fue satisfactorio. Se pudo 

observar en la espalda de los ratones un modelo de pigmentación de la piel 

trasplantada distinto en función del genotipo.  
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La piel trasplantada de los individuos A1 #1(G101W, R160W/R151C) y A2 #2 (wt, 

R160W/R151C) retiene la pigmentación anaranjada propia de la feomelanina. La piel 

trasplantada de los individuos B1 #3(G101W, wt) y B2 #4(wt, wt) mostró la 

pigmentación marrón propia de la eumelanina, siendo esta pigmentación parcheada 

en la piel trasplantada del individuo B1.  

Este modelo de pigmentación de la piel trasplantada traduce muy bien el modelo de 

pigmento que presentan estos individuos en las lesiones melanocíticas que presentan. 

Cuéllar y colaboradores (121), ya describieron que los tumores en pacientes 

portadores de mutación en CDKN2A y polimorfismos de pelo rojo en MC1R, 

presentaban MM hipopigmentados o acrómicos, a menudo sin criterios 

dermatoscópicos de malignidad. En el trabajo de Carrera y colaboradores (122) de 
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estudio de MM incipientes en extremidades inferiores, también observan que los 

tumores incluidos en los grupos 2 (retículo pigmentado delicado, sin características 

dermatoscópicas específicas de MM) y 3 (lesiones hipopigmentadas con vasos atípicos, 

sin criterios clásicos de MM) pertenecían a pacientes todos ellos con algún 

polimorfismo en MC1R, y más de dos tercios con variantes de pelo rojo.  

 

 

Influencia de MC1R en Dermatoscopia. Adaptado de Cuéllar et. Al. Br J Dermatol 2009 

 

 

El modelo murino desarrollado ha confirmado los resultados esperados en cuanto a 

respuesta celular frente a la RUV. Después de la irradiación se ha podido observar la 

aparición de daño en el ADN en forma de una mayor cantidad de dímeros de 

ciclobutano pirimidina (CPD) en los individuos A1 y A2, portadores de variantes RHC 

en MC1R. Este hecho traduce la falta de protección frente a la RUV conferida por la 

feomelanina en estos individuos. En el individuo A1 la cantidad de CPDs fue mucho 
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mayor, y esto podría explicarse por una falta de respuesta dependiendo de p53 y p16 

en los individuos con mutación en CDKN2A, lo que se pudo observar en la tinción 

inmunohistoquímica para estas proteínas. Un resultado muy interesante que 

encontramos fue la falta de expresión de p16 tras RUV en el individuo A2, portador 

de variantes RHC pero con el alelo salvaje en CDKN2A, lo que corrobora el hallazgo 

ya referido por Pavey y colaboradores (72) de que las variantes RHC de MC1R 

disminuyen la capacidad de expresión de p16 en respuesta a la RUV, por tanto no se 

produce el checkpoint de arresto de las células dañadas, con los efectos potenciales 

que esto puede tener en la integridad genómica.  

Además, la piel trasplantada del individuo A1 ha sido la más susceptible de acumular 

mutaciones inducidas por la RUV (Figura 5). 

 

Figura 5: Tinción inmunohistoquímica para CPD después de RUV 

 

Esto podría estar en acuerdo con una disminución de la protección frente a la RUV 

mediada por la feomelanina (128), la capacidad disminuida de las variantes RHC en 

MC1R de incrementar la expresión de p16 en respuesta a la RUV (173), y la reducción 

de la capacidad de reparación del ADN dependiente de p53 y p16 debido a 

mutaciones germinales en CDKN2A. Además, el individuo A1 presenta un acúmulo de 
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feomelanina (Figura 5), que ha sido denominada recientemente como un factor de 

riesgo a MM debido a sus efectos carcinógenos independientes de la RUV.  

De acuerdo con lo anteriormente citado, el estudio de Puig-Butillé y colaboradores 

(46) mediante el análisis de arrays de expresión de los co-cultivos de melanocitos y 

queratinocitos usados en estas pieles de bioingeniería, señala que las variantes no 

funcionales de MC1R promueven el daño en el ADN por una vía independiente de la 

RUV. Estos autores demuestran que las células con un receptor no funcional 

presentan un mayor daño del ADN incluso sin ser expuestas a la RUV, sugiriendo que 

factores endógenos provocarían dicho daño(46). Las células con un receptor no 

funcional presentan una sobre-representación de la vía de ciclo celular (hsa04110) y 

replicación del ADN (hsa03030) así como de las vías de recombinación homóloga y 

reparación “Mismatch”(has 03430), (Figura 6).  

 

Adaptado de Puig-Butillé et al. Oncotarget, 2013 

 

Figura 6: Vías desreguladas en co-cultivos de melanocito y queratinocitos de MC1R RHV 

 
Por tanto, cabe la posibilidad de que estas células presenten una mayor tasa de 

errores de replicación y combinación del ADN debido a una desregulación del propio 

ciclo celular facilitando la aparición de mutaciones en genes clave para la 

carcinogénesis. Por otro lado, estos autores encuentran una sobre-representación de 

la vía de la fosforilación oxidativa (hsa0019), la cual es necesaria para la producción 
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de adenosín trifosfato (ATP). Este proceso, a pesar de ser vital para el metabolismo 

celular, produce una proporción de especies reactivas de oxígeno (superóxido y 

peróxido de hidrógeno), lo que lleva a un aumento del estrés oxidativo en la célula 

mediante la propagación de radicales libres. El estrés oxidativo provoca daño celular 

e inestabilidad genómica por lo que es considerado un “hallmark” necesario en el 

proceso carcinogénico(174). Junto con el estrés oxidativo se observa una sobre-

regulación de la vía de reparación por escisión de bases (hsa03410) la cual repara los 

daños causados por dichos radicales de oxígeno. Estos resultados indican que parte 

del daño oxidativo observado en los melanocitos y queratinocitos es independiente 

de la RUV. 

 

Individuo A1. Biopsias 24h post RUV. Expresión de CPD, p53 
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Individuo A2. Biopsias 24h post RUV. Expresión de CPD p53 

 

 

Tinción inmunohistoquímica para p53 después de RUV 
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El estrés oxidativo también contribuye al envejecimiento celular y se ha relacionado 

con múltiples enfermedades. De forma notable, las células cutáneas con el receptor 

no funcional presentan una sobre-regulación de vías relacionadas con enfermedades 

neurodegenerativas (enfermedad de Huntington (hsa05016); enfermedad de 

Alzheimer (hsa05010) y enfermedad de Parkinson (hsa05012)). El gen MC1R se 

expresa en células del sistema nervioso y su activación disminuye el estrés oxidativo 

además de tener efectos atiinflamatorios e inmunomoduladores. Cabe destacar que 

el incremento del estrés oxidativo es un proceso presente en la etiopatogenia de las 

tres enfermedades neurodegenerativas identificadas en el estudio(175). La relación 

entre cáncer cutáneo y enfermedades neurodegenerativas se ha observado, a nivel 

epidemiológico, entre el riesgo a desarrollar MM y Parkinson. Los pacientes de 

Parkinson tienen el doble de riesgo de desarrollar MM comparado con la población 

general; y los pacientes de MM el doble de riesgo a desarrollar Parkinson(176). 

Recientemente se ha descrito también que los pacientes pelirrojos tienen más riesgo 

de Parkinson, observándose una tendencia a un mayor riesgo en los portadores de los 

polimorfismos p.R151C y p.R160W(177)(178).  

En su conjunto, estos resultados ponen de manifiesto la implicación del gen MC1R en 

el estrés oxidativo celular, sugiriendo que los individuos portadores de variantes no 

funcionales presentan unos niveles de estrés oxidativo basal superiores, lo cual 

incrementa el riesgo a desarrollar cáncer cutáneo y otras enfermedades. Por ello, es 

de gran interés seguir investigando en estrategias de protección frente a estas 

enfermedades mediante mecanismos antioxidantes. Nuestro trabajo ha demostrado 

que la actividad antioxidante del PL es efectiva en pacientes portadores de RHV en 

MC1R en cuanto a la disminución del daño cutáneo. Estos resultados abren una 

puerta al estudio de la capacidad del PL en la prevención de la iniciación o la 

progresión de estas enfermedades neurodegenerativas ligadas al estrés oxidativo. Ya 
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hay estudios que demuestran el posible papel protector del ácido ferúlico (uno de los 

principales componentes del PL) frente a estas enfermedades(183).  

Nuestro modelo murino desarrollado va a permitir realizar más estudios de respuesta 

a RUV y de daño oxidativo en estos pacientes.  

Este modelo murino de MM familiar reproduce las características fisiopatológicas y 

mecánicas de la piel del donante en términos de fototipo y respuesta a RUV, 

recreando el ambiente nativo en el que se iniciaría el MM en individuos 

pertenecientes a familias de riesgo.  
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COMENTARIO FINAL 

Nuestros trabajos han ido encaminados a mejorar el conocimiento del Melanoma 

Familiar con el fin de mejorar su prevención y tratamiento.  

En primer lugar hemos descrito y validado características clínicas, histopatológicas e 

inmunohistoquímicas del MM familiar, que van a ser de utilidad para el clínico en el 

momento de plantear a quién ofrecer un estudio genético. Estos hallazgos van a 

ayudarnos a entender mejor la interrelación entre la genética y el ambiente en estos 

tumores.  

Con el fin de poder llevar a cabo estos estudios histopatológicos, 

inmunohistoquímicos, y mucho más importante hoy en día, estudios moleculares, 

hemos desarrollado y validado un método de muestreo tumoral para la obtención de 

tejido para biobanco basado en la dermatoscopia ex vivo. En la era de la biología 

molecular y de las terapias diana dirigidas contra el cáncer, la investigación 

traslacional para identificar nuevas dianas terapéuticas en el MM ofrece nuevas 

oportunidades para potenciales nuevos tratamientos. El tener muestras de tumor 

primario es de grandiosa utilidad para el paciente. El protocolo diseñado de muestreo 

tumoral nos va a permitir la obtención de muestras para el biobanco, preservando la 

arquitectura del tumor.  

Para comprender mejor la patogenia del MM familiar son necesarios modelos de 

estudio que nos permitan abordar la compleja interrelación de estos pacientes con la 

RUV. Debido a la complejidad de llevar a cabo estos trabajos con pacientes, hemos 

desarrollado un modelo murino humanizado de MM familiar que hemos constatado 

eficaz para el estudio de la interacción entre factores genéticos como mutaciones en 

CDKN2A o polimorfismos en MC1R y la RUV.  

Finalmente hemos evaluado una estrategia de fotoprotección sistémica que ha sido 

eficaz en individuos portadores de genotipos de riesgo.  
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CONCLUSIONES 

 

1- La dermatoscopia, practicada ex vivo, una vez extirpado el tumor, permite 

una correcta evaluación de todos los patrones y estructuras 

dermatoscópicas, exceptuando la vascularización. 

2- La dermatoscopia ex vivo ha permitido el desarrollo y validación  de un 

método para la correcta obtención de muestras para biobanco de MM 

3- Los MM familiares tienen unas características clínicas e histopatológicas 

propias: una menor edad de debut, menor índice de Breslow y una mayor 

frecuencia de MM in situ. Los MM de portadores de mutación en CDKN2A 

tienen más frecuentemente MM múltiples y una mayor frecuencia de 

tumores survivina positivos 

4- El extracto de PL se ha demostrado eficaz en incrementar la MED en todos 

los grupos de pacientes de riesgo (MM familiar, MM esporádico, Síndrome 

de Nevus Displásico).  

5- El trasplante ortotópico de piel humanizada permite la construción y 

validación de un modelo murino de MM familiar  

6- El modelo murino ha reproducido las características de la piel del donante 

en cuanto a pigmentación y respuesta a la RUV. 

7- Las variantes RHC en MC1R producen daño en el ADN por varios 

mecanismos: disminución de la protección frente a la RUV mediada por la 

feomelanina y disminución de la capacidad de incrementar la expresión de 

p16 en respuesta a la RUV  

8- Las mutaciones en CDKN2A producen daño en el ADN tras RUV por una 

incapacidad de expresión de p53 en respuesta a ésta. Este daño es 

acumulativo al producido por las RHV en MC1R 
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