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“Nuestras horas son minutos cuando esperamos saber, y siglos cuando sabemos lo

que se puede aprender.”

Antonio Machado (1875-1939)
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MAT
MCE
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MEK
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MET

mg
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MIB1(KI67)
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Insulin-like growth factor-1
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Ill. INTRODUCCION

1. LA UVEA. ANATOMIA E HISTOLOGIA

La uvea es la capa media del globo ocular, también conocida como tunica vascular.
Se divide en tres partes: el iris, el cuerpo ciliar y la coroides que a su vez dividen la
uvea en anterior (iris) y posterior (cuero ciliar y coroides). (Ver figuras 1y 2)

El tracto uveal es el encargado de nutrir la retina.

D . Coroides
Cuerpo ciliar
Iris
Cuerpo ciliar— 4 /
Esclerdtica b
Figura 1. Anatomia del ojo. Figura 2. Esquema anatémico de la uvea. Fuente:
Fuente: https://www.cancer.gov https://www.imo.es/es/uveitis

1.1 Iris

El iris se encuentra localizado entre la cérnea y el cristalino y en su porcion posterior
limita con el cuerpo ciliar. Es una estructura circular que bordea la pupila de unos 0.5
mm de grosor y 12 mm de longitud. Histologicamente el iris esta formado por el
epitelio pigmentario en su cara posterior, que impide el paso de luz, y a nivel anterior
la capa estromal formada por tejido conectivo con una red de fibroblastos, vasos
sanguineos de pared gruesa y melanocitos, responsables del color del iris.
Dependiendo de la cantidad de pigmento el iris sera azul o verde (poco) o marrén
(abundante). Actua como un diafragma regulando la entrada de luz en el ojo, a
través de la pupila, mediante la accion de los musculos esfinter pupilar (localizado
junto al margen pupilar) y dilatador del iris (localizado en la zona intermedia), que
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con su accion provocan disminucidon y aumento del diametro de la pupila

respectivamente. Ambos se encuentran en el estroma. (Ver figura 3).

1.2 Cuerpo Ciliar

El cuerpo ciliar, de 6 mm de longitud y forma triangular, limita externamente con la
esclera e internamente con el humor vitreo. Tiene una base que se inserta en la raiz
del iris, en su porcidn anterior, y su vértice limita posteriormente con la coroides a
nivel de la ora serrata. Se distinguen dos zonas, la anterior constituida por
prolongaciones radiales digitiformes que reciben el nombre de los procesos ciliares,
y la pars plana que ocupa tercio medio y posterior. La superficie interna se encuentra
recubierta por un epitelio de doble capa: la externa es el epitelio pigmentado ciliar
que a nivel anterior se convierte en el epitelio pigmentado del iris y a nivel posterior
sera el epitelio pigmentado de la retina (EPR); la interna es el epitelio ciliar no
pigmentado, que es una continuacién de la retina neurosensorial, en él se produce el
humor acuoso. En medio del grosor del cuerpo ciliar se localiza el musculo ciliar
responsable de la acomodacion. En el estroma, entre el epitelio y el musculo, se
encuentran vasos sanguineos asi como pequenas fibras nerviosas, melanocitos y

mastocitos. (Ver figura 4).

Figura 3. Histologia normal del iris. HE Figura 4. Histologia normal del cuerpo ciliar.
40x. Foto del autor, HE 40x. Foto del autor.
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1.3 Coroides

La coroides limita anteriormente con el cuerpo ciliar y a nivel posterior con el nervio
optico. Se encuentra entre dos capas, la esclera, en su cara externa, a la que se une
a través de la lamina fusca y la retina, en su cara interna, a la que se une mediante
la membrana de Bruch. Tiene un grosor que va des de 0.1 mm en el polo anterior y
0.2 mm en el polo posterior.

Esta compuesta por numerosas estructuras vasculares sanguineas, que son
ramificaciones de las arterias ciliares, las cuales penetran en el globo ocular
alrededor del nervio optico, que a su vez son ramificaciones de la arteria oftalmica
que deriva de la arteria carétida interna. Es una capa vascular compleja con
numerosas anastomosis en su zona intermedia y drena a través de las venas
vorticosas que desembocan en la vena oftalmica y ésta en el seno cavernoso. Entre
esta gran red vascular existen fibroblastos asi como numerosos melanocitos. (Ver
figuras 5y 6).

Es un verdadero lecho vascular con funcion de nutrir a la retina, mantener la
temperatura adecuada en el globo ocular y, gracias a la gran cantidad de pigmento
melanico contenido en los melanocitos, también actua absorbiendo los rayos de luz

que no han sido absorbidos en la retina, impidiendo el paso de luz al interior.

-.

)
:
y %

! tf L
e
b
7‘ &

Figura 6. Histologia normal de la coroides.

Figura 5. Histologia normal de la coroides. HE 200x. Foto del autor

HE100x. Foto del autor.
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2. LESIONES MELANOCITICAS DEL TRACTO UVEAL

2.1 Melanocitos de la uvea

El melanocito es una célula madura que elabora y contiene melanina. Segun su
distribucion anatdmica, los melanocitos pueden ser epidérmicos, meningeos y
uveales.

En el globo ocular se distinguen tres grandes zonas en donde se localizan células

melanociticas: la conjuntiva, la Uvea y la retina.

2.2 Embriologia

Los melanocitos de la uvea, de la conjuntiva y de la piel se originan de la cresta
neural. Durante su desarrollo embriolégico migraran hacia su localizacion definitiva.
Los melanocitos uveales no empiezan a producir melanina hasta las etapas mas

tardias de la vida embrionaria o incluso después del nacimiento.

2.3 Lesiones melanociticas de la uvea

Una lesion melanocitica es cualquier condicion benigna o maligna que tiene origen
en los melanocitos uveales (2).

Los tumores melanociticos representan los tumores primarios mas frecuentes de la
uvea. Aun asi, el tumor maligno mas frecuente en el tracto uveal es el carcinoma
metastasico siendo la mama y el pulmédn los origenes mas frecuentes (1).

Peca: se caracteriza por ser un agregado de melanocitos que no alteran la
arquitectura normal de la Uvea. Se encuentran en el iris 0 en la coroides pudiendo
estar presentes desde el nacimiento sin ser clinicamente aparentes hasta etapas
mas avanzadas de la vida.

Nevus: es un tumor benigno compuesto por melanocitos que altera la arquitectura
uveal. Pueden aparecer en cualquier zona de la Uvea, siendo mas frecuentes en la
coroides y menos en el cuerpo ciliar. Son lesiones bien circunscritas con diferentes
patrones de crecimiento. Tiene un potencial de transformacion maligna bajo (2).

Melanocitoma: es una variedad de nevus en donde las células névicas son grandes,

poligonales, con nucleo excéntrico y abundantes melanosomas en el citoplasma,

responsables de su aspecto pigmentado. Suelen ser mas frecuentes en mujeres y
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presentarse como lesiones nodulares, grandes, sobre-elevadas. Durante su
crecimiento pueden sufrir degeneracién quistica asi como focos de necrosis
espontanea que pueden ocasionar dispersion de pigmento (5). A pesar de ser una
lesion benigna, se ha descrito transformacion maligna de los melanocitomas de
cuerpo ciliar y coroides (2).

Melanocitosis ocular: caracterizada por una hiperpigmentacién difusa de la

epiesclera y del tracto uveal en la forma ocular (melanosis oculi) y de la piel
periorbitaria en la forma oculodérmica (melanocitosis oculodérmica o nevus de Ota).
Es una entidad de presentacion unilateral y congénita, y suele ser mas frecuente en
mujeres.

En estos pacientes existe un riesgo aumentado de desarrollar melanoma en el tracto
uveal (melanosia oculi) ademas de piel, orbita, meninges y cerebro (melanosis
oculodérmica) (2).

Proliferacion melanocitica uveal difusa bilateral: es una afectacidén simultanea, difusa
y bilateral de la Uuvea en donde hay una marcada infiltracion por melanocitos
nevoides o fusiformes de aspecto benigno, pero con atipia cito-arquitectural,
asociado a la presencia de una neoplasia visceral, (principalmente carcinomas
primarios de pulmoén, ovario, colon, vesicula biliar, es6fago, pancreas, utero y cérvix).

Se considera un sindrome paraneoplasico raro (1).

3. MELANOMA UVEAL

3.1. Epidemiologia

El melanoma uveal (MU) es la neoplasia maligna primaria ocular mas frecuente en el
adulto, siendo excepcional en nifios, con una incidencia de unos 7 casos por
1.000.000 de habitantes/afio en Europa (6) y de 5.3 a 10.9 casos por 1,000,000 de
habitantes y afio (USA) (9). La incidencia aumenta con la edad llegando a un pico
maximo de presentacion entre los 60 y 70 afnos. Es ligeramente mas frecuente en
hombres que en mujeres y en personas de iris y piel clara. Normalmente la
afectacion es unilateral y raramente bilateral. La exposicion solar se ha postulado
como un posible factor contribuyente al desarrollo de este tumor. Mayoritariamente

aparecen de forma esporadica, aunque en ciertas enfermedades se describe un
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riesgo aumentado a desarrollarlo (nevus uveal, xeroderma pigmentosum,
melanocitosis ocular-nevus de Ota, sindrome de nevus displasico y
neurofibromatosis tipo 1) (1,3)

Segun su localizacion la incidencia es variable siendo mas frecuentes en la coroides
y menos en el cuerpo ciliar y en el iris (90%, 7% y 2% de los melanomas uveales
respectivamente) (20).

Las cifras de mortalidad a los 5 afos son variables, entre el 6 y el 53%, con
independencia del tratamiento de primera linea empleado para control local de la
enfermedad (8). Se sabe que aproximadamente un 50% de los pacientes van a
desarrollar metastasis a distancia, principalmente en higado, pulmon, hueso y piel
(10). La supervivencia media desde su diagnostico es de unos siete meses. En la
actualidad no existe tratamiento para el melanoma uveal metastasico (MUM).

Todas estas cifras se ha mantenido estables desde los afios setenta (1970) a pesar

de los avances en el tratamiento y el conocimiento de la biologia del tumor.

3.2 Presentacidén clinica, macroscopia tumoral y diagndstico

diferencial

La presentacion clinica del tumor depende de su localizacion (ver figura 7).

Ciliary
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uvea Iris. N choroid
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layer uvea

A \ ——Sclera

Melanoma of the Retina
ciliary body
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Figura 7. Esquema anatémico de la localizaciébn del melanoma en la Gvea. Fuente: www.
mayoclinic.org/es-es/diseases-conditions/eye-melanoma/multimedia/where-eye-melanoma-occurs/
img20007551

22



En el melanoma de iris muchos pacientes cuentan una historia de lesion
pigmentada que puede estar desde la infancia o presentarse en la edad adulta con
una duracion superior al afo. Clinicamente otras lesiones circunscritas que simulan
melanoma son: quistes primarios, adenomas, metastasis, cuerpo extrafo, leiomioma
y lesiones pigmentadas en donde se debe incluir un diagndstico diferencial amplio:
nevus, melanosis ocular, hemosiderosis ocular, atrofia esencial de iris y
melanogénesis incrementada por uso tépico de agonistas de prostaglandinas (11). El
principal problema en la valoracién clinica de una lesion pigmentada es la distincion
entre nevus y melanoma ya que no hay un punto limite en el tamafo de la misma
que la pueda clasificar como benigna o maligna (11). Los signos clinicos mas
sugestivos de malignidad son la evidencia objetiva de que la lesién crece asi como
la presencia de vascularizacién anormal y prominente en la misma y el aumento de
la presion intraocular (glaucoma). El glaucoma es un sintoma secundario en dichos
tumores, bien estén circunscritos o se extiendan con afectacion secundaria del
angulo de la camara anterior.

Los melanomas de iris pueden presentar tres patrones de crecimiento: nodular,
difuso y tapioca. (Ver figuras 8 y 9).

Nodular: de localizacién periférica, pueden tocar la cornea e infiltrar el angulo de la
camara anterior.

Difuso: pueden presentar heterocromia del iris, corectropia, ectropion iridis y
glaucoma.

Tapioca: multiples nédulos que crecen desde la superficie del iris.

Figura 8. Imagen clinica de melanoma de iris. Cortesia Dr. J. Garcia-Arumi.
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Figura 9. Histologia melanoma de iris. A. HE 40x; B. macro-microfotografia. Fotos del autor.

Los pacientes con melanoma de cuerpo ciliar suelen permanecer asintomaticos
durante mucho tiempo. Cuando el tumor da clinica, los sintomas mas comunmente
descritos son: visidn borrosa por astigmatismo, pérdida de vision secundaria al
desplazamiento del cristalino, pérdida de un campo visual sin dolor, masa
pigmentada en el angulo de la camara anterior, dolor por glaucoma agudo o
presencia de vascularizacion epiescleral prominente por encima de la localizacidn
del tumor. Otro signo precoz, inexplicado, es la disminucion de la presion intraocular
del ojo afecto en comparacién al ojo sano (12).

Mediante dilatacion pupilar y examen directo, si el tumor es grande, este puede
verse como una masa convexa sobre-elevada, de pigmentacion variable que a
menudo se extiende hacia el iris o coroides (ver figura 10). Tumores de pequefio
tamano no son visibles.

El diagndstico diferencial de los tumores del cuerpo ciliar también es amplio e
incluye, ademas, entidades como: melanocitoma, adenoma, o raramente
adenocarcinoma del epitelio pigmentado de la retina, metastasis, schwannoma,
leiomioma, hemangiopericitoma, meduloepitelioma y procesos inflamatorios
granulomatosos tales como sarcoidosis (13).

En los casos de melanoma localizado en la coroides, la presentacion clinica
puede ser asintomatica, siendo descubiertos, en muchas ocasiones, durante una
exploracidon ocular rutinaria. En los pacientes sintomaticos, la sensacion de pérdida

de visidon es la presentacion clinica mas frecuente pero también se describe
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sensacion de cuerpos flotantes en el o0jo, visidon borrosa, fotopsia, reducciéon de un

campo visual, tumor visible y dolor.

Figura 10. A. Imagen clinica de un melanoma de cuerpo ciliar con extension a base de Iris. Cortesia
del Dr. Tirso Alonso; B. Histologia de invasién de cuerpo ciliar por melanoma de iris. HE 40x. Foto del

autor.

El tumor suele ser unico y localizado siendo las presentaciones multifocales muy
raras. Segun el tamafo, forma y pigmentacion, la configuracidn macroscoépica del
melanoma es variable. Los tumores de crecimiento vertical suelen presentar formas
discoides u ovales en fases iniciales. Al aumentar de tamafio puede infiltrar, romper
la membrana de Bruch y crecer hacia el espacio subretiniano adoptando una
configuracion en “seta o champifidon”. Los tumores de crecimiento difuso se
extienden en mas del 25% del fondo ocular o de un cuadrante y su altura maxima no
suele sobrepasar los 7 milimetros (1). Estos con mas frecuencia presentan invasion
del nervio 6ptico a diferencia de los de crecimiento nodular (2). (Ver figura 11, 12 y
13).

El diagnéstico diferencial principal se establece con un nevo pigmentado pero
también con metastasis, hemangioma (15), melanocitoma (16), adenoma del epitelio
pigmentado de la retina (17), corioretinopatia hemorragica exudativa periférica,
hipertrofia congénita del epitelio pigmentado de la retina, desprendimiento
hemorragico del epitelio pigmentario de la retina, degeneracion macular relacionada

con la edad, hiperplasia del epitelio pigmentado de la retina (20).
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Figura 11. Macroscopia melanoma de coroides no pigmentado. Foto del autor.
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Figura 13. Histologia del melanoma de coroides, tipos de patron de crecimiento. A: en “champifién; B:
nodular; C: difuso. HE, lupa. Foto del autor.
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3.3. Extensidén local y metastasis

Los melanomas uveales pueden presentar invasion local hacia estructuras
intraoculares adyacentes al tumor. Segun su localizacién se pueden ver afectados el
iris, el cuerpo ciliar, la retina, el vitreo, la esclera y el nervio 6ptico. Asi mismo
presentan extension extra-ocular a través de invasion local (ej. afectacion de la
orbita). Las metastasis a distancia se producen solamente mediante diseminacion
hematdgena ya que el ojo carece de linfaticos.

Aproximadamente el 50% de los pacientes con melanoma uveal posterior (MUP)
desarrollan enfermedad metastasica. Las metastasis pueden aparecer décadas
después del tratamiento del tumor primario. Kath y colaboradores, en una serie de
24 casos con tumores primarios sin metastasis inicial al diagndstico, observaron la
aparicion de metastasis entre los 2 y 250 meses después (97). Puesto que las
metastasis pueden aparecer afos después del diagndstico inicial del MU, Luyten y
colaboradores aconsejan incluir el HMB-45 dentro de un panel inmunohistoquimico
para el diagnostico de tumores metastasicos de origen desconocido (98).

El higado es el 6rgano mas frecuentemente afectado (87-95%) segun las series
publicadas (10, 97) y en el 40% de los casos el unico (49). Otros drganos receptores
de metastasis son: pulmones (24%), huesos (16%) y piel (11%) (10). La afectacion
de los ganglios linfaticos y el cerebro, aunque descrita, no es frecuente (10,49,97).
La supervivencia media después del diagnostico de metastasis en el higado es de
4-6 meses, con una supervivencia al ano del 10-15%. En cambio los pacientes con
metastasis fuera del higado tienen una supervivencia media de 19-28 meses y al
ano es del 76% (10). Estas desigualdades plantean la posibilidad de que ambos
grupos presenten diferencias en la patogénesis molecular del tumor (10,98). Parece
que la afectacion del higado es determinante para establecer el curso evolutivo del
MUM.

En cuanto a la patogénesis de las metastasis Demichaeli y colaboradores
propusieron un modelo similar al del cancer de mama, basado en la observacion de
un patrén de mortalidad bimodal en los pacientes con MU sometidos a tratamiento
con enucleacion o braquiterapia. Segun estos autores el desarrollo de las metastasis
es un paso secuencial a través de diferentes fases a partir del desprendimiento de

células tumorales del tumor primario que pasan primero por una fase de /atencia
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celular, en la que las células tumorales individuales no se dividen en su mayoria.
Después por una fase de latencia micrometastasica en donde un grupo de células
tumorales no pueden crecer mas que el tamano de un foco avascular ya que estas
no disponen de aporte vascular, y finalmente al de metastasis vascularizadas que
crecen hasta alcanzar la proporcion de un foco tumoral. Este proceso estaria
controlado por el tumor primario mediante mecanismos, no conocidos, que
afectarian a la fase de latencia celular, de modo que la actuacion terapéutica sobre
el tumor primario podria afectarlas resultando en una aceleracién del proceso de
metastasis, al menos para algunos pacientes, dando lugar al primer pico de
mortalidad. Para los demas pacientes, algunas de las células en estado latente
seguirian el curso para la colonizacion de otros 6rganos en forma de metastasis v,

en ultima instancia, al segundo pico de mortalidad (99).

3.4. Diagnéstico

Un oftalmélogo especializado en patologia oncoldgica ocular puede hacer el
diagndstico de MU basado principalmente con los hallazgos de la fundoscopia y la
ultrasonografia (US) (sin requerimiento de biopsia) con una exactitud del 98% (21).
El proceso de diagnédstico consta de tres partes: una anamnesis profunda, un
estudio oftalmoldgico externo e interno y del ojo contra-lateral, para el cual el médico
utilizara técnicas especializadas, y un estudio de extension.

Para el melanoma de Uvea anterior (iris), el mejor criterio diagndstico es la evidencia
de que la lesiéon crece. Confirmar el aumento de tamafo de una lesibn melanocitica
debe hacer sospechar el diagnéstico de MU. Para ello es util el uso de fotografias
seriadas, estudio de la lesidbn con lampara de hendidura (biomicroscopio,
microscopio O6ptico binocular que permite ver, detectar la posicion, forma y
profundidad de las lesiones, en las estructuras de la porcion anterior del ojo con una
amplificacion entre 6 y 40 aumentos y en imagenes en tres dimensiones) y
gonioscopia (lente de contacto con tres espejos que permite visualizar el angulo
iridocorneal).

Para el diagndstico del melanoma de Uvea posterior (cuerpo ciliar y coroides) la
transiluminacion y el examen fundoscépico a través de la dilatacién pupilar

(oftalmoscopia indirecta) sigue siendo los primeros pasos el proceso de diagndstico.
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Una limitacién es el diagnostico de los tumores pequefios ya que no es posible
distinguir si son melanomas o nevos. Para ello son de utilidad las técnicas de
imagen ocular especializadas con el fin de poder detectar signos clinicos de ayuda
para su diagnostico diferencial tales como: grosor >2mm, fluido subretiniano,
sintomatologia en relacioén a alteracion de la visidon, pigmentacion anaranjada, tumor
muy cerca del nervio optico, la ausencia de dursas, ausencia de halo acustico en la
US, ausencia de patrén con halo pigmentado, los cuales favorecen el diagndstico de
malignidad (21).
Las técnicas utilizadas para el diagndstico de tumores intraoculares son (160):

- Biomicroscopia de polo anterior

- Transiluminacién o diafanoscopia

- Oftalmoscopia/retinografia.

- Angiografia: con fluoresceina y con indocianina verde.

- Autofluorescencia.

- OCT (tomografia de coherencia 6ptica)

- Ecografia. Ecografia ocular posterior/BMU
Para el estudio de extensién, con la finalidad de valorar lesiones metastasicas, las
técnicas utilizadas son: tomografia computerizada (TAC) de térax y abdomen, PET-
TAC, US y resonancia magnética abdominal (RMN) (higado) (21). La utilidad de la
deteccion de células tumorales circulantes en el torrente sanguineo para detectar
pacientes en riesgo de metastasis esta cuestionada (161). En oncologia
generalmente el tratamiento de tumores malignos requiere de la confirmacion
histologica del diagnostico clinico. Para el melanoma intraocular, las decisiones

terapéuticas se basan mayoritariamente en el diagndstico clinico.

3.5. Histopatologia

El MU esta formado por melanocitos que adoptan dos tipos de morfologia diferente:
células fusiformes y células epitelioides. (Ver figura 14).

Células fusiformes: son cohesivas, dispuestas en haces, de morfologia en forma de
huso, con citoplasma finamente granular, de bordes mal delimitados y nucleo

ovalado o alargado. Segun las caracteristicas del nucleo se dividen en dos tipos.
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Tipo A: el nucleo es en forma de huso alargado y delgado. Presenta una
hendidura siguiendo el eje longitudinal mayor. La cromatina es fina y homogénea vy el
nucléolo indistinguible.

Tipo B: el nucleo es oval, presenta un nucléolo prominente y la cromatina es
granular.

Células epitelioides: son poco cohesivas, grandes, de morfologia poligonal, con

citoplasma abundante, eosindfilo, de margenes bien delimitados. El nucleo es
grande, redondeado, de contorno irregular, con cromatina granular, de disposicion
periférica y nucléolo eosindfilo prominente. Se pueden observar algunas formas
pleomorficas o bizarras.

Figura 14. Tipos celulares del melanoma uveal. A: celulas fusifores A; B: células fusiformes B; C:
células epitelioides. HE 400x. Fotos del autor.

El tumor crece en patron solido formando areas de diferente morfologia, delimitadas
por una trama vascular rica. Folberg y colaboradores describieron 9 patrones
mediante tincidon de PAS (18):

- Normal: el tumor crece alrededor de los vasos coroideos normales sin
comprimirlos. En este caso el tumor esta por debajo de la membrana de Bruch.

- Silente: sin evidencia de vasos tumorales.

- Recto: vasos rectos dispuestos aleatoriamente sin interconexiones entre
ellos.

- Paralelo: vasos rectos dispuestos de forma paralela entre si sin
ramificaciones simples dicotdmicas o reticulares.

- Paralelo con interconexiones: los vasos paralelos se unen unos a otros

adoptando un aspecto de panal de abeja estirado.
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- Arcos: los vasos describen semicircunferencias.

- Arcos con ramas: vasos en forma de arco que se unen unos a ortos
mediante ramificaciones.

- Bucles: vasos formando arcos completos.

- Redes: Vasos en forma de arcos cerrados de disposicidon “back to back”.
En la mayoria de los MU se observa una distribucion heterogénea de dichos
patrones resultando una combinacion de los mismos.
El indice de mitosis (numero de mitosis por campo de gran aumento (CGA)) es
mayor en las células de tipo epitelioide que en las de morfologia fusiforme, asi como
en los tumores de gran tamafo (tumores de mas de 10 mm de altura o 16 mm de
didmetro basal mayor y 2mm o mas de grosor/altura) (19).
El grado de pigmentacién es variable y no se asocia al tipo celular (1) aunque en
algunas publicaciones describen una pigmentacion severa en tumores de células
epitelioides y gran tamafio (19).
La presencia de necrosis tumoral también es variable a pesar de haberse objetivado
en una proporciéon mayor en los tumores de gran tamafo. Se ha observado una
mayor proporcion de necrosis tumoral en los tumores grandes de tipo celular
epitelioide y una correlacion entre la cantidad de pigmento y porcentaje de necrosis
tumoral, viendo que los tumores mas pigmentados presentan mayor porcentaje de
componente necrético (19).
La presencia de infiltrado inflamatorio en el MU no es tan frecuente como en los
melanomas cutaneos. Se describen dos patrones de infiltracion inflamatoria,
parcheada y difusa. Esta esta formada por linfocitos T y B, células plasmaticas y
también macrofagos. Se ha observado una asociacion entre la presencia de
celularidad linfocitaria y macrofagos, en los melanomas de células epitelioides en los

que el infiltrado es mas severo (19).

3.5.1 Variantes citoldgicas

Son pocas las variantes citolégicas de MU conocidas. La mayoria hacen referencia a
cambios citoplasmaticos en las células melanociticas hacia células de “aspecto
claro” y entre ellas cabe distinguir entre: células balonizadas, células claras y células

en anillo de sello, todas descritas en la literatura (22, 23, 24, 25).

31



Riley FC en 1974 y mas tarde, en 1983 Mourad K. Khalil, publicaron casos de
melanoma de coroides compuestos por células balonizadas. Estas se encontraban
en la porcion amelandtica del tumor y eran grandes, con membranas citoplasmaticas
bien definidas y presencia de vacuolas intracitoplasmaticas cargadas de lipidos, de
diferente tamafo, dando un aspecto “espumoso” a la célula. Los nucleos eran de
diferentes medidas. Estas células balonizadas son consideradas melanocitos
alterados que acumulan lipidos en su citoplasma cuyo mecanismo no esta bien
establecido. Para poder clasificar un tumor como de células balonizadas, éstas
deben representar mas del 50% de la celularidad tumoral. Su incidencia entre los
melanomas de coroides es del 10 al 2% y son mas frecuentes en los tumores de
células fusiformes (23, 24).

En 1997 Hans E. Grossniklaus y colaboradores publicaron dos casos de melanoma
de coroides compuestos por células con citoplasma claro, ricas en glucégeno. Se
demostré su naturaleza melanica mediante técnicas inmunohistoquimicas (S-100 y
HMB-45) y por microscopia electronica. La importancia de reconocer esta entidad
recae en el diagnéstico diferencial con un carcinoma metastasico de células claras
(22).

Existen otras variantes citolégicas mas inusuales descritas en la literatura tales como
melanoma con cambios oncociticos (27), MU con diferenciacion neuroendocrina (28)

y MU con cambio/metaplasia lipomatosa (29).

3.5.2. Inmunohistoquimica

Los estudios con inmunohistoquimica son, en la actualidad, una herramienta muy
util, y a veces imprescindible, que utiliza el patélogo en el diagnéstico diferencial de
los distintos tumores existentes en el cuerpo humano.

Las células del MU asi como los demas tejidos derivados del neuroepitelio y de la
cresta neural expresan la proteina S-100. Este es un marcador altamente sensible
pero poco especifico. También pueden expresar enolasa neuronal especifica (NSE)
a pesar de ser mas especifica para tejidos con diferenciacion neural. En 1991
Burnier y colaboradores estudiaron la expresion de estos dos marcadores junto a la
de HMB-45 en una serie de 33 lesiones melanociticas uveales (13 nevos y 20

melanomas). Concluyeron que la expresiéon de HMB-45 era mas especifica que la de
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S-100 y NSE para el diagnéstico diferencial entre tumores melanociticos y no
melanociticos pero no servia para distinguir entre melanomas y nevos uveales (30).
El Melan-A, considerado un marcador especifico para las células melanociticas ya
que es un antigeno producto del gen MART-1, y la Tirosinasa, enzima relacionado
con la sintesis de melanina en los melanocitos y las células del melanoma, se
expresan en los melanocitos uveales normales y también el MU con independencia
del tipo celular. Su expresidbn no se ve artefactuada pese a tratamientos con
radiacion (31).

Es ampliamente aceptado que los MU expresan vimentina por ser el tipo de
filamento predominante en los melanomas malignos, tanto uveales cémo cutaneos
(32). A pesar de no ser bien conocido, en la literatura esta reportada la expresion de
citoqueratinas (CK) en los melanomas. En 1992 Ulrich Fuchs publico un estudio con
un grupo de 52 pacientes con MU primario y metastasico, tratados con enucleacion,
en los que se determind la frecuencia de inmunoreaccion con CK. En ambos
tumores, primarios y metastasis, se estudiéo cuales CK se expresaban y si dicha
expresion tenia un valor prondstico. Las conclusiones del estudio fueron que las CK
8 y 18 eran las que principalmente se expresaban en los MU. Cuando en el tumor
primario se observd expresion de CK, las metastasis eran mas frecuentes. Esta
tendencia se explicaba también, por la mayor presencia de células epitelioides en
ellos, que con mas frecuencia aparecian inmunoreactivas a las CK. Por lo tanto no
se pudo demostrar que la expresiéon de CK en los MU fuera un factor prondstico
independiente (33).

Las células de los melanomas uveales, no expresan de forma idéntica los mismos

marcadores que las de los melanomas cutaneos (34).

3.5.3. Clasificacion del Melanoma Uveal

Existen dos clasificaciones para el MU, las dos con repercusion prondstica.

La Clasificacion de Callender modificada clasifica el MU en tres grupos segun el tipo
de células que lo forman. La clasificaciéon del American Joint Committe on Cancer
(AJCC) se basa en el estadiaje TNM, T (tumor), N (nodes-ganglios linfaticos) y M

(metastasis). Actualmente esta en la octava edicion publicada en 2017.
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3.5.3.1. Callender y Callender Modificada

En 1931 Callender clasifico el MU en base a su composicién celular. En esta
clasificacion se propusieron 6 categorias: melanomas compuestos por células
fusiformes siendo la mayoria de tipo A, los compuestos por células fusiformes siendo
la mayoria tipo B, los compuestos por células fusiformes dispuestas en patron
fascicular, formando haces o fasciculos (parecido al que observamos en el
schwannoma), los de tipo mixto compuestos por la combinacion de células
fusiformes y epitelioides, melanomas constituidos enteramente por células
epitelioides y finalmente los necréticos, que por su gran porcentaje de necrosis no
eran clasificables. El mismo autor y otros pudieron demostrar su valor pronéstico ya
que se constatdé que los tumores compuestos de células fusiformes A, B y los
fasciculares tenian mejor pronostico en relacion a los MU de las demas categorias
(35,36, 37) .

La clasificacion de Callender también fue criticada debido a que no aporta criterios
histologicos para el diagnéstico diferencial entre nevus y melanoma de células
fusiformes A y por su poca reproducibilidad, ya que no existen criterios citolégicos
objetivos para diferenciar cada una de las categorias. La morfologia de las células
del MU abarca un gran abanico de formas en dénde algunas pueden compartir
caracteristicas de las que Callender definia para sus diferentes categorias (ej: célula
fusiforme con nucleo ovalado, tipico de fusiforme B, y con nucléolo eosindfilo
grande, tipico de epitelioide) (38).

McLean y colaboradores modificaron la clasificacion de Callender y propusieron 3
categorias nuevas (tipo celular fusiforme, tipo celular epitelioide y tipo celular mixto)
fijandose en las caracteristicas morfolégicas del nucleo y nucléolo, asi como en la
relacion entre el tipo celular y la supervivencia (38):

Fusiformes: células ahusadas (descripcion en el apartado 3.5) que se
disponen en un patréon compacto y cohesivo rodeado por una densa trama de
reticulina (ver figura 15).

Epitelioides: (descripcién en el apartado 3.5) en esta nueva clasificacion los
autores incluyen las células epitelioides grandes y pleomérficas asi como las de
menor tamafo y morfologia mas homogénea (ver figura 16). Crecen en un patron

poco cohesivo sin rodearse de la trama de reticulina.
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Mixtos: tumores compuestos por una mezcla de los dos tipos celulares

anteriores, células fusiformes y epitelioides.

Figura 16. Ay B. MU tipo epitelioide. Patron poco cohesivo, HE. Foto del autor.

3.5.3.2. American Joint Committe on Cancer (AJCC)

La clasificacion de la AJCC utiliza el estadiaje TNM, de uso universal. Proporciona
un lenguaje médico-cientifico que permite definir el estatus local, regional y
metastasico de un paciente con cancer en un momento concreto. Se utiliza para
predecir el prondstico inicial y la toma decisiones terapéuticas.

En el campo de la oncologia ocular su aplicacién se ha visto incrementada y ha

contribuido a la mejora del manejo y cuidado del paciente asi como para evitar la
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pérdida de vision y aumentar la supervivencia. Se ha disefiado tanto para
melanomas de uvea anterior (iris) como para MUP (cuerpo ciliar y coroides).

Para los MUP, la clasificacién incluye categorizaciéon y estadiaje. La categorizacion
se refiere a la clasificacion del tumor en 4 grupos T1, T2, T3, y T4, en base al
tamano tumoral medido con el grosor y el diametro basal del mismo (Tabla 1 i 2).

El estadiaje es el resultado de valorar conjuntamente la categorizacion (T), la
informacion del estado de los ganglios linfaticos (N) y la presencia o no de
metastasis a distancia (M) para encuadrarlo en uno de los cuatro estadiajes
denominados estadios I, II, lll y IV. (39, 40) (Tabla 3). Lo que consigue esta
clasificacion es estratificar el MU mediante un estadiaje anatomico que ha
demostrado tener valor prondstico para enfermedad metastasica y supervivencia
(40, 41). Actualmente este sistema de estadiaje es una herramienta indispensable

para los especialistas en oncologia ocular.

Tabla 1: AJCC Clasificacion del melanoma uveal (primario de coroides y cuerpo ciliar).
Categoria T (tumor) definida como diametro basal y grosor del tumor.

Grosor (mm) Diametro basal mayor (mm)

>15 4 4 4 4 4 4 4
12.1-15 3 3 3 3 3 4 4
9.1-12 3 3 3 3 3 3 4
6.1-9 2 2 2 2 3 3 4
3.1-6 1 1 1 2 2 3 4
</=8 1 1 1 1 2 2 4

=3 3.1-6 6.1-9 9.1-12 12.1-15 15.1-18 >18
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Tabla 2: Subclasificaciones de la categoria T (tumor) definidas segun la extensién
anatéomica del tumor basado en la afectacion del cuerpo ciliar y/o extraescleral
(AJCC).

Tx Extension anatémica

Ta Sin afectacion del cuerpo ciliar y sin extension extrascleral

Tb Con afectacion del cuerpo ciliar pero sin extension extrascleral

Tc Sin afectacion del cuerpo ciliar pero con extension extrascleral </= a 5mm

Td Con afectacion del cuerpo ciliar y con extension extrascleral </= a 5mm

T4e Cualquier tamafio del tumor (T) con extension extraescleral > a 5mm en diametro

Tabla 3: Estadiaje anatomico del MU definido por las categorias de tumor, ganglios
linfaticos y metastasis (AJCC).

Estadio Clase T Afectacion Metastasis a
ganglionar distancia
| T1a NO MO
lla T1b-d, T2a NO MO
llb T2b, T3a NO MO
1A T2c-d, T3b-c, T4a NO MO
1B T3d, T4b-c NO MO
Hc T4d-e NO MO
\% Cualquier T N1 MO
Cualquier T Cualquier N Mia-c

3.6. Tratamiento
En la actualidad el manejo del MUP depende de varios factores tales como: tamario
del tumor, extension, edad del paciente, estado general de salud, estado del ojo
contralateral, deseo del paciente y estado psicolégico del mismo. Ademas, la
eleccion del tratamiento debe basarse en los datos cientificos publicados.
En la mayoria de centros de salud con especialistas en oncologia ocular, las
opciones terapéuticas para control local de la enfermedad incluyen la radioterapia, la
enucleaciéon, termoterapia transpupilar (TTTP), reseccién local y observacion
periddica.
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El control sistémico de la enfermedad hace referencia a aquellos tratamientos para
la enfermedad metastasica establecida, entre los que se ofrecen la quimioterapia
(QMT), la inmunoterapia y la radioterapia, y para la prevencion de la misma,
especialmente en aquellos pacientes altamente susceptibles a padecerla (en base a
los resultados de los tests genéticos) (42).

En el futuro el manejo del MUP va en el camino de ser una combinacién de
tratamientos locales y sistémicos dirigidos a “dianas terapéuticas”, que se ofreceran
al paciente de forma individualizada en funcion de su prondstico, en base a la
deteccion de alteraciones moleculares y citogenéticas que conducen al desarrollo

del tumor y de la enfermedad metastasica diseminada.

3.6.1. Control local de la neoplasia primaria

Radioterapia: es un tratamiento efectivo para el control local de la enfermedad asi
como para la preservacion del ojo y la visidon en la mayoria de los pacientes (88). Es
el mas utilizado en la actualidad. La mayoria de centros utilizan una placa de
radioterapia (braquiterapia) y muchos utilizan iones de helio o haz de protones.
Algunos centros lo combinan con TTTP vy tratamientos para minimizar las
complicaciones vasculares de la irradiacion. Las indicaciones recogidas en la guia
de consenso de la Sociedad Americana de Braquiterapia son: melanomas de iris,
cuerpo ciliar, coroides, subfoveales, yuxtapapilares, circumpapilares, tumores de
pequeio y gran tamafo asi como los que presentan extension extraescleral limitada.
En las contraindicaciones se incluyen tumores con gran extension extraocular (T4e o
>5 mm), ojo ciego doloroso, y aquellos sin percepcion visual de la luz (43).
Enucleacion: es la segunda modalidad de tratamiento mas utilizada en la actualidad.
Especialmente indicada en tumores grandes (>18 mm de diametro y >10 0 12 mm
de grosor), tumores con moderada extension extraescleral y tumores que rodean el
nervio optico.

Reseccidn local: técnica referida a la exéresis del tumor. Indicada en casos

seleccionados de melanoma de iris y de cuerpo ciliar. Esta técnica permite extraer el
tumor, su estudio histologico, la preservacion del globo ocular asi como de la vision y
evitar los dafios colaterales de la irradiacién. Los inconvenientes de la técnica son su
dificultad quirdrgica, motivo por el cual se practica en muy pocos centros

especializados.
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Termoterapia transpupilar: es un tratamiento alternativo para los melanomas de

coroides pequefios que se encuentran localizados en la regién paramacular y
extrapapilar (no estan en la févea o no tocan el disco éptico). Ha desplazado a la

fotocoagulacién con laser de argon.

Reseccion interna: utiliza métodos como la vitrectomia y se aspira el tumor en
pequefios fragmentos. Técnica controvertida por su potencial riesgo macro y
microscopico de extension tumoral. Garcia-Arumi ha presentado varias
publicaciones en las que evalua la seguridad y la eficacia del tratamiento de
melanomas coroideos posteriores mediante endoreseccion concluyendo que los
pacientes tratados con esta técnica presentan un riesgo de metastasis, muerte o
recurrencia local similar al que presentan los pacientes, con semejantes tumores,
tratados mediante otras técnicas (163, 164, 165).

Exanteracion orbitaria: raramente utilizada pero indicada en los casos de

enfermedad avanzada con extension extraescleral orbitaria.

Observacion: puede ser el manejo de eleccion en pacientes afiosos, médicamente
inestables, con enfermedad maligna no ocular avanzada, y en los casos con pérdida
de visidn en un ojo y presencia de melanoma de pequefio-mediano tamafio en el
otro.

Test genético (citogenético, fish Cr3 v Cr8): ademas del tratamiento indicado se

ofrece la realizacién de este test con finalidades prondsticas. Se puede realizar
sobre material de puncion aspiracion en los pacientes que se someten a tratamiento
con radioterapia y con corte histolégico en los pacientes sometidos a exéresis
tumoral. Si el resultado implica que el paciente tiene alto riesgo de desarrollar
metastasis a distancia se le puede ofrecer un tratamiento sistémico, si por el

contrario el riesgo es bajo la actitud es conservadora con controles periédicos.

3.6.2. Control sistémico de la neoplasia diseminada

Existen distintas opciones terapéuticas para el MUM entre las que se incluyen la
cirugia (reseccién de la metastasis), QMT sistémica, QMT intraarterial,
quimioembolizacion y QMT asociada a inmunoterapia.

Los tratamientos con cirugia son una opcién para aquellos pacientes que presentan
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una metastasis solitaria resecable (91). Esta y la QMT sistémica no han demostrado
ofrecer ningun o muy pocos resultados para mejorar la supervivencia de los
pacientes.

La Dacarbacina ha sido el quimioterapico inicialmente utilizado para el tratamiento
farmacoldgico sistémico y el unico que todavia esta aprobado para ello (90). Es un
miembro de la clase de los agentes citostaticos alquilantes que destruye las células
neoplasicas mediante la adicion de un grupo alcalil a su ADN lo que permite la
formacion de puentes intra o intercatenarios que producen una alteracion funcional
del ADN y la muerte celular. Por lo tanto, este farmaco inhibe la multiplicacion celular
actuando como un agente citostatico. Otros quimioterapicos utilizados han sido
fotemustine y gemcitabine/treosulfan. Con la combinacién de multiples farmacos
incluyendo la dacarbacina en un régimen de QMT, se han conseguido tasas de
respuesta del 35 al 45% pero a expensas de provocar una alta toxicidad y sin un
impacto en la supervivencia de los pacientes (92).

La QMT intraarterial ha sido la mejor opcion terapéutica cuando las metastasis se
han localizado en el higado (92). Efectos esperanzadores se han obtenido con el
uso intraarterial de fotemustine (respuestas del 40% en MUM) (89).

La quimioinmunoterapia con régimen de 4 drogas, bleomicina, vincristina, lomustina
y dacarbacina (BOLD) e interferén alfa (respuestas entorno al 20%) se ha propuesto
para aquellos pacientes con metastasis extrahepaticas y como tratamiento de
segunda linea (91).

En la ultima década se ha avanzado en el conocimiento de la genética molecular asi
como de las vias de sefializacién implicadas en la patogénesis del MUM lo cual ha
abierto nuevas lineas de investigacion en inmunoterapia, agentes antiangiogénicos y
en direccion a desarrollar terapias dirigidas a moléculas “diana”. Mientras que el
Ipilimumab ha demostrado ser efectivo para el melanoma cutaneo metastasico, no
parece ser mejor que los régimenes de QMT sistémica para MUM. Tampoco se han
alcanzado respuestas en la supervivencia de los pacientes afectos de MUM con
agentes antiangiogénicos (VEFG) ni han demostrado ninguna respuesta los
inhibidores de las tirosin-quinasas (sorafenib, sunitinib e imatinib) (93).

Se sabe que las mutaciones de GNAQ/GNA11, presentes en el 80% de los MUM,

producen una activacion aberrante de la via de sefalizaciéon de MAPK. En esta linea
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se estan estudiando tratamientos con inhibidores de MEK tales como selumetinib
(AZD6244), que es un inhibidor dual de MEK1/2. Aun asi, los ultimos resultados
publicados de un ensayo clinico randomizado en fase Il que intenta evaluar
selumetinib versus temozolomida (agente QMT) en pacientes con MU avanzado y
mutaciones para GNAQ/11, no han demostrado una mejora en la supervivencia a
pesar de obtener una modesta mejora en la supervivencia libre de progresion y las
tasas de respuesta (94).

Abdel-Rahman MH, y colaboradores, publicaron que el descenso en la expresion de
PTEN estaba presente en el 60% de MU primario de curso agresivo en comparacion
a los de evolucion menos agresiva (95). Por lo tanto las moléculas efectoras de la
via de PI3K, como mTOR, han sido consideradas moléculas principales y buenas
opciones como dianas terapéuticas. Aun asi, en algunas lineas celulares de MU,
cuando se inhibe la via de mTOR con rapamicina, solo se inhibe el 9-21% de la

proliferacion celular de las mismas (96).

Se sabe que la expresidn génica se encuentra regulada por la acetilacién y
desacetilacion de las histonas (moléculas que rodean el ADN). En el MU se ha
observado que los inhibidores de la histona desacetilasa (HDAC) pueden producir
una diferenciacion de las células de MU y la entrada en estado de “dormancy” o
latencia de la enfermedad micrometastasica. Por ello los inhibidores de la HDAC
prometen tener aplicaciones en la terapia adyuvante mas que para la enfermedad

diseminada avanzada (90).

Estos tratamientos sistémicos podrian ser mas efectivos como tratamiento
adyuvante mas que para tratar los implantes metastaticos macroscépicos en donde
multiples mecanismos de resistencia podrian contribuir al fracaso de su beneficio
(90).

3.7. Factores Prondsticos

El potencial maligno de los tumores es lo que durante afios ha preocupado, y sigue
preocupando a los médicos, para poder entender el porqué algunos de sus
pacientes evolucionan de forma mas térpida y rapida que otros a pesar de tener el

mismo tipo de neoplasia. Por este motivo dirigen sus esfuerzos en poder reconocer
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factores, intrinsecos al tumor o del propio paciente, que permitan clasificar y/o
predecir la evolucién del curso de su enfermedad (factores prondsticos) para poder
ofrecer tratamientos mas eficaces o incluso preventivos.

El MU no ha sido una excepcion y desde que se conoce este tumor hasta la
actualidad, se han descrito varios factores clinicos, histopatologicos, citogenéticos y
moleculares que permiten identificar aquellos pacientes que presentan un mayor
riesgo de desarrollar metastasis a distancia y que probablemente se podrian
beneficiar de un tratamiento profilactico y/o adyuvante adecuado.

A continuacion se exponen todos los factores prondésticos que se han descrito en el

MU segun una revision exhaustiva de la literatura.

3.7.1. Clinicos

Son aquellos que derivan del paciente y que se obtienen de la anamnesis y
exploraciéon del mismo.

Los factores clinicos con valor pronéstico son: la edad en el momento del
diagndstico, sexo, tamafo tumoral, localizacion del tumor, configuracion o patrén de
crecimiento, asociacidon con melanocitosis ocular u oculodérmica, extensién tumoral

extraocular y estadiaje segun la clasificacion de la AJCC (46).

3.7.1.1. Edad y sexo

La edad de presentacion avanzada es un factor de mal prondstico. Shields y
colaboradores relacionaron la edad de presentacion, por décadas, de 8033
pacientes con MU y el riesgo de aparicion de metastasis y vieron que habia un
incremento gradual del riesgo de metastasis con el aumento de afos (10% de riesgo
de metastasis entre los 11-20 afios, 21% entre los 41-50 y 30% entre los 71-80) (47).
También el grupo Europeo de Oncologia Oftalmica, en un estudio realizado sobre
299 pacientes, entre ellos 114 nifios (2,7-17,9 afios) y 185 adultos jovenes (18-25
afnos) afectos de melanoma de coroides y cuerpo ciliar, confirmé que los nifos
tenian mejor prondstico que los adultos jévenes (56).

A pesar de haber estudios que no han encontrado asociacion entre el sexo del
paciente y el riego de metastasis o muerte debido al MU, algunos otros si lo han

demostrado. Zolo y colaboradores observaron que los hombres presentaban un
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mayor riesgo de metastasis y muerte que las mujeres en un estudio con 723
pacientes afectos de MU y que la mortalidad en los primeros 10 afios era 2 veces
superior en los hombres (48). EI mismo autor sugirié que este riesgo menor en las
mujeres podria ser debido a efectos hormonales y que los estrégenos tendrian un

papel inhibidor en el crecimiento de micrometastasis en el higado (50).

3.7.1.2. Localizacion y configuracion del tumor

Segun la localizacion del MU, el riesgo de metastasis a los 10 afios es diferente, el
7% en los que asientan en el iris, el 33% en los originados en el cuerpo ciliar y el
25% para los de coroides (44). El melanoma de iris es el que tiene mejor prondstico.
Parece que el bajo riesgo de metastasis para los melanomas en esta localizacion
esta relacionado con un tamafio tumoral menor o una baja actividad biolégica del
mismo (44). El melanoma de cuerpo ciliar es el que tiene peor prondstico. Segun Liy
colaboradores existe una asociacion entre el grado de afectacion del cuerpo ciliar y
el desarrollo de metastasis relacionadas con MU. De acuerdo con su estudio, un
melanoma de origen en el cuerpo ciliar con afectacion de su totalidad tiene 3,6 veces
mas de riesgo de metastasis que el que afecta en >50% de la base tumoral en el
cuerpo ciliar que tiene de 1,6-2,3 veces mas de riesgo respecto a uno de origen
coroidal (51).

Los melanomas con patron de crecimiento difuso son muy infrecuentes (11% de los
melanomas de iris, <1% de los de cuerpo ciliar y 3-17% de los de coroides). Para
todas las localizaciones de la Uvea, los melanomas con patron de crecimiento difuso
tienen peor pronédstico (52, 53, 54). Parece que en el iris estaria asociado a una
elevada presencia de células epitelioides, un aumento de la presion intraocular,
extensiéon del margen posterior hacia el angulo y extensidon extraocular (52). En
cuanto a los melanomas de cuerpo ciliar en anillo, la dificultad del diagndstico y por
consiguiente el retraso en diagnosticarlos y tratarlos seria el principal motivo (53).
Referente a los melanomas difusos de coroides, el prondstico también estaria
relacionado con la dificultad y el retraso en el diagnostico pero también por una
mayor proporcion de ceélulas epitelioides y mayor tendencia a la extensidn
extraocular (54).
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3.7.1.3. Tamaio tumoral y estadiaje (AJCC)

Los MUP se clasifican en tres categorias dependiendo del tamafio, en base al grosor
del tumor: pequerios (</=3 mm), medianos (<3-8 mm) y grandes (>8 mm) y el
pronostico de relaciona directamente con el tamafio tumoral. La mortalidad a los 10
anos es de 12% para melanomas pequenos, del 26% para los medianos y del 49%
para los grandes (44). En el mismo estudio Shields CL y colaboradores también
observaron que, por cada milimetro de grosor anadido, se incrementa un 5% el
riesgo de desarrollar metastasis a distancia.

La misma autora demostré el valor pronostico de la clasificacion del AJCC para MUP,
solamente en la categoria tumoral de tamafo (T), en un estudio retrospectivo con
una muestra de 7731 pacientes en el que concluyé que comparando con los MUP
clasificados como T1, en la categoria T2 la tasa de metastasis y muerte era 2 veces
mayor, en la categoria T3 era 4 veces mayor y en la categoria T4 era 8 veces mayor
(45).

El valor prondstico del estadiaje segun la clasificacidon de la AJCC ha sido validado
en varios estudios (40, 41) (ver apartado 3.5.3.1). La presencia de extension extra-
escleral queda recogida en esta clasificacion en los estadios avanzados (lll y 1V) los

cuales ha quedado demostrado que tienen peor prondstico. (Ver figura 17).
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Figura 17. Curvas de Kaplan Meyer para supervivencia libre de metastasis en una muestra de 3217
pacientes estadiados segtin la classificacion de la AJCC (41).
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3.7.1.4. Asociacion con melanocitosis ocular u oculodérmica

La melanocitosis ocular u oculodérmica es una condicion que predispone a MU. En
2013 Shields CL y colaboradores publicaron un estudio en donde estudiaron la
asociaciéon entre melanocitosis ocular/oculodérmica y la incidéncia de metastasis de
MU en una serie de 7872 ojos. Los resultados de este estudio fueron que los
pacientes con MU asociados a melanosis ocular/oculodérmica tenian un riesgo de
desarrollar metastasis dos veces mayor en comparacion a los que no presentaban

esta afectacion (55).

3.7.2. Histolégicos

Son aquellos que se derivan del estudio del tejido tumoral. Los factores histolégicos
con implicacién pronéstica son: tipo celular, actividad mitética, diametro medio
nuclear, patron vascular, patron de matriz extra-vascular, infiltrado inflamatorio,

expresion de IGF-1R y expresion de HLA de Clase | (46).

3.7.2.1. Tipo celular y tamaio nuclear

El tipo celular del MU esta relacionado con el prondstico (ver apartado 3.5.3.1).
Pacientes con tumores compuestos exclusivamente con células fusiformes tienen un
prondstico mas favorable que aquellos con componente de células epitelioides (tipo
mixto o epitelioide puro) que tienen peor prondstico (38).

La medida del diametro medio de diez nucléolos (DMN) se asocia al prondstico. A
mayor diametro nucleolar peor prondstico (72). En un estudio de 167 muestras de
MU en ojos enucleados Al-Jamal Rt y colaboradores observaron una supervivencia a
10 afos del 74% en los pacientes cuyos tumores presentaban un DMN pequefo, del
60% para los de tamano intermedio y del 42% en los de mayor tamafo (mediana de
DMN: 4.05 pm) (73).

Coleman y colaboradores no pudieron demostrar la relacion pronéstica para DMN
con un valor significativo pero si para la derivacion estandar del area nuclear y
nucleolar en un estudio en dénde se relacionaban las caracteristicas morfométricas
de la celularidad del MU segun la clasificacion de Callender y el prondstico (795).
Rana’a T y colaboradores en 2010 estudiaron el valor predictivo prondstico del DMN
en las metastasis de MU y concluyeron que no es un buen marcador de

supervivencia después del diagndstico de metastasis hepaticas (76).
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3.7.2.2. Actividad mitética

El numero de mitosis que presenta un tumor indica la actividad proliferativa del
mismo y los tumores con un alto indice de proliferacién suelen tener peor prondéstico.
Esto también se cumple en el MU de forma que tumores con mayor numero de
mitosis presentan un mayor riesgo de mortalidad (57, 58, 59).

El indice mitético se establece contando el numero de mitosis por 40 CGA
(definiendo como CGA el area que se visualiza al microscopio 6ptico mediante el
objetivo de 40x), en una seccidn tefida con hematoxilina-eosina.

Para mejorar la eficiencia y reproducibilidad del contaje de mitosis, se ha propuesto
la evaluacién de las figuras de mitosis mediante técnicas de inmunohistoquimica con
distintos anticuerpos, PHH3 (59), PC-10 (60), MIB-1 (Ki-67) (61, 62, 74),
demostrando ser técnicas sensibles y reproducibles utiles y que se pueden procesar

en preparaciones histologicas convencionales.

3.7.2.3. Patréon y densidad vascular
La neovascularizacion tumoral es un factor fundamental en el desarrollo y
crecimiento de los tumores y su tendencia a metastatizar. En el caso del MU es de
gran importancia ya que su via de diseminacion es exclusivamente hematogena
debido a que el ojo carece de sistema de drenaje linfatico.
Los esfuerzos destinados a confirmar la implicacion prondstica de la microcirculacion
recaen en el hecho de que el MU es de los pocos tumores que se tratan sin
confirmacion histologica y en el que la visualizacién de la trama vascular podria
realizarse mediante técnicas de imagen no invasivas que a su vez estarian
introduciendo una informacién prondéstica para el tratamiento y evolucion del
paciente (67, 68, 69).
Folberg y colaboradores introdujeron la idea de la existencia de patrones
microvasculares en el MU observado una relacion entre el patron morfologico
vascular y la supervivencia, sugiriendo que los diferentes patrones vasculares son
reflejo de la progresién tumoral, concepto en la linea de las descripciones para
angiogénesis tumoral realizadas sobre otras neoplasias (18, 64). El patron normal se
asocia a un pronostico favorable mientras que los patrones de paralelo con
interconexiones, bucles y redes (ver apartado 3.5) son los que presentan peor
pronaostico (65, 70, 71).
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A pesar de haber estudios en los que no qued6 demostrada una asociacion entre el
pronostico y la densidad de vasos que se observan en un MU (63), otros han
probado que una densidad micro-vascular elevada se asocia a una supervivencia
menor y, a su vez, a patrones vasculares en bucles y redes, celularidad epitelioide y
a tumores con diametro basal mayor, todos ellos considerados factores de mal

prondstico (66).

3.7.2.4. Infiltrado inflamatorio
El infiltrado inflamatorio, formado por un grupo heterogéneo de células, juega un
papel principal en el desarrollo y progresion de muchas neoplasias malignas. En el
MU se puede observar celularidad inflamatoria acomparfiante en un 12% de los
casos (77, 79). Este se compone de linfocitos y macréfagos. El componente
linfocitario infiltrativo tumoral (LIT) esta constituido mayoritariamente por linfocitos T
citotoxicos (CD8+), escasos linfocitos T helper (CD4+), linfocitos T reguladores
(Foxp3+) y algunos linfocitos B, sin linfocitos natural killer (79, 80, 83). En el
componente macrofagico asociado al tumor (MAT) se identifican dos tipos de
macrofagos: los tipo-M2, mas frecuentes, que expresan CD68 y CD163 y tienen una
funcion pro-angiogénica y anti-inflamatoria, y con menor proporcién los tipo-M1, que
no expresan CD163 y su funcidbn es activadora de la respuesta inmune y
antiangiogénica (80, 82, 83).
La presencia de infiltrado inflamatorio, tanto LIT como MAT, se asocia a una peor
supervivencia (77, 78, 79, 80, 81, 82).
En un estudio con 1193 casos de MU, Cruz y colaboradores demostraron que los
tumores con densidad linfocitaria mayor (>100 linfocitos/20 CGA) presentaban una
supervivencia a los 15 afos del 37% en comparacién al grupo de densidad
linfocitaria menor que tenian una supervivencia del 70% (77). La presencia de LIT
también se ha asociado a monosomia del cromosoma (Cr) 3 que a su vez también
es factor de mal pronéstico (84).
En un estudio con 43 MU se observd que niveles bajos de macrofagos de fenotipo
M2 se asociaba significativamente con una mejor supervivencia (85).
Los MU que tienen delecion del Cr 3 pueden producir mediadores de la inflamacion
que a su vez activan y reclutan células del grupo LIT y MAT resultando en la
produccion de mas mediadores de la inflamacién que consiguen generar un
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microambiente tumoral que favorece a su crecimiento, lo que conlleva peor
prondstico (80, 84). Aun asi, no se ha podido demostrar una asociacidén prondstica
con la concentracion elevada de citoquinas mediadoras de la inflamacion en el

humor acuoso de ojos afectos de MU (86).

3.7.2.5. Necrosis y pigmentacién
La presencia de necrosis se asocia a peor pronostico (19).
Algunos estudios también han constatado una asociacion prondstica con el grado de

pigmentacion del MU (87).

3.7.3. Citogenéticos y molecular

A pesar de que las caracteristicas clinicas e histologicas del MU han ayudado a
definir cuales son los tumores con tendencia a un comportamiento mas agresivo, los
avances tecnolégicos y cientificos de la ultima década han permitido expandir
nuestro conocimiento en la patogénesis molecular y la citogenética para poder

predecir el riesgo de metastasis de los mismos de forma mas precisa.

3.7.3.1. Alteraciones Citogenéticas

El analisis citogenético ha proporcionado una vision de los cambios cromosdémicos
que presenta el MU. La ganancia o pérdida de material cromosdmico puede dar
lugar a la regulacion de oncogenes o genes supresores de tumor respectivamente
(108). La perdida de regiones de cromosomas se ha propuesto como un mecanismo
de inactivacion de genes supresores de tumor mientras que las ganancias estarian
relacionadas con la de los oncogenes.

En la mayoria de MU el grado de inestabilidad gendmica o aneuploidia es
relativamente bajo si lo comparamos con otros tipos de canceres.

Se han demostrado aberraciones cromosomicas recurrentes de los cromosomas 1,
3, 6,8 9, 1, 13, 16 y 21 (100, 102, 103, 104, 108). Las alteraciones mas
frecuentemente descritas son pérdida en los cromosomas 1p, 3, 6q, 8p y 9p vy
ganancia en los cromosomas 1q, 6p y 8q (108, 117, 128) siendo las pérdidas de 3,
1p, 6q y las ganancias de 8q las que se asocian a mal prondstico (100).

La pérdida de una copia del Cr.3 (monosomia 3) se ha detectado hasta en el 50% de

los MU y se asocia a unos indices de mortalidad del 42-54% entre 2 a 8 afios de
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seguimiento (100). Se ha demostrado que el 50-70% de los pacientes que la
presentan, desarrollan metastasis a distancia en unos 5 afios desde el diagnéstico
inicial del tumor mientras que los pacientes que muestran disomia del Cr.3
raramente desarrollan metastasis (105). La presencia de monosomia 3 también se
asocia a factores clinicos e histolégicos de mal prondstico (gran tamafo, localizacion
en cuerpo ciliar, celularidad epitelioide, alto indice mitético, patron vascular en lazos
o bucles y extension extraocular) (100, 107). El estado del Cr.3 puede ser
heterogéneo en el mismo tumor mostrandose areas con monosomia 3 y otras con
disomia 3 (101).
La pérdida del Cr.1p (28-34%) se ha visto mas frecuentemente junto a la presencia
de monosomia 3 y se asocia a un mayor riesgo de desarrollo de metastasis y a un
peor pronodstico (106).
Respecto a las alteraciones observadas en el Cr.6, las ganancias en 6p (28-54%) se
correlacionan con un mejor prondstico y su presencia es mutuamente excluyente
con la monosomia 3 (109), mientras que la pérdida de 6q (35-37%) se asocia a peor
prondstico ya que se ha visto en el 40% de tumores que metastatizan respecto al 7%
de los que no lo hacen (110).
En cuanto a las alteraciones del Cr.8, la ganancia del brazo q se ha observado en el
42-54% de los tumores y se ha asociado al desarrollo de enfermedad metastasica
(111). Con frecuencia coexiste con la monosomia 3 mostrando una relacion
prondstica peor que con las ganancias de 8q o monosomia 3 aisladas (108).
Ademas la ganancia de Cr.8q adquiere peor pronéstico cuando tiene asociada una
pérdida de Cr.8p. Esta asociacion se describe en aproximadamente el 25% de los
MU con ganancia de Cr.8q y monosomia 3 (117). Las ganancias de Cr.8q también se
han asociado a factores prondsticos histolégicos como gran tamafio, localizacion en
cuerpo ciliar, celularidad epitelioide alto indice mitético y patron vascular en lazos o
bucles (100).
El estudio y la deteccion de las alteraciones a nivel cromosomico se realiza mediante
el analisis de tejido tumoral de cortes histoldgicos en ojos enucleados, y de muestras
de tumor que se obtienen mediante puncion aspiraciéon con aguja fina (PAAF) en
aquellos tumores que se tratan con placa de radioterapia, previa a su colocacion. La
PAAF se efectua, segun la localizacion del tumor anterior o posterior al ecuador del
globo ocular, por via transescleral o transvitrea respectivamente siendo una técnica
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segura y con minimos dafios colaterales (113). Cabe destacar que la muestra que se
obtiene puede no ser representativa de la totalidad del tumor debido a una limitacién
de muestreo (103). Las técnicas diagndsticas utilizadas han sido varias entre las que
destacamos el cariotipado, hibridacion in situ con fluorescencia (FISH) como
técnicas mas clasicas, y la hibridacion genémica comparada (CGH), perfil de
expresion génica (PEG), anasisis de microsatélites (MSA), analisis de polimorfismos
(single nucleotide polyphormism (SNP)), y la técnica de MLPA (multiplex ligation-
dependent probe amplification) como las mas actuales que pueden conseguir cada
vez informacién mas completa y exacta (102, 112, 113, 114, 116).

Mediante PEG, los melanomas uveales se clasifican en dos grupos con repercusion
prondstica (114, 115, 116) ( figura 18 y tabla 4):

- Clase 1: Asociada a mejor pronostico. Son tumores con disomia del Cr.3,
ganancias del Cr.6p. Raramente desarrollan metastasis. Segun el indice de
mortalidad a los 5 afios de subclasifican en 1Ay 1B.

- 1A: mortalidad a los 5 afios del 2%.
- 1B: mortalidad a los 5 afios del 21%.

- Clase 2: Asociada a peor pronéstico. Son tumores con monosomia del Cr. 3.
Presentan mayor numero de aneuploidias cromosémicas. Alto indice de desarrollo
de metastasis y de mortalidad (40-60% a los 5 afios).

- 2A: tumores diploides para Cr.8p.

- 2B: tumores que también presentan ganancia de Cr.8p (25%).
Conlleva mayor agresividad al tumor.
Una de las razones de la superioridad del PEG y no de las técnicas clasicas de
citogenética para la determinacion del prondstico es la heterogeneidad en la
distribucion de los marcadores citogenéticos en el seno tumoral que puede conllevar
errores de muestreo (117).
El Collaborative Ocular Oncology Group validé PEG para la clasificacion de los MU
en los grupos 1 y 2 con el fin de determinar el prondstico. 459 pacientes fueron
clasificados en clase 1 y 2 mediante PEG y con una media de 17 meses de
seguimiento, los pacientes con tumores de clase 1 desarrollaron metastasis en el 1%
frente al 26% en los de clase 2. Concluyeron que PEG proporciona una mejoria

significativa en la precisién del pronéstico sobre la clasificacion del TNM y el estado
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del Cr.3, y que este ultimo no proporciona informacién prondstica independiente de
la aportada mediante PEG (118).

Pese haber identificado estas alteraciones, esta por determinar si juegan un papel
importante en el desarrollo del tumor o si son cambios secundarios en la progresion
maligna del mismo. Tampoco esta claro si los tumores de clase 1 y clase 2 se

desarrollan de una misma célula o bien si son los de clase 1 que progresan a clase
2.
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Figura 18: Clasificacién molecular del MU basada en las caracteristicas citogenéticas. (A): Grupos de
MU segun peffil de expresiéon génica. (B): Analisis de supervivencia Kapplan-Meyer segun perfil de

expresion génica. (123)

Tabla 4: melanoma uveal en base a clasificacién molecular (116).

CLASE 1 CLASE 2

Diferenciacion celular bien diferenciado Stem-cells tipo células
ectodérmicas

Citogenética Disomia Cr. 3 ganancias Cr. 6p Monosomia Cr. 3.
2A: diploide para Cr. 8p
2B: pérdida Cr. 8p (25%)

Aneuploidia cromosémica Baja Alta
Positividad para Ki-67 Baja Alta
indice de metastasis Bajo Alto
indice de mortalidad a 5 afos | 1A 2%. 1B 21% 40-60%
Mutaciones de BAP-1 Infrecuente Frecuente
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3.7.3.2. Alteraciones moleculares

La secuenciacién de Uultima generacidn ha permitido detectar alteraciones en
distintos genes, algunas con gran repercusion en la biologia del tumor y otras
silentes. En el MU estos genes mutados también se encuentran asociados a las
clases moleculares del mismo. La identificacidn y caracterizacion molecular de estas
mutaciones puede ayudar a entender el desarrollo y progresién del tumor. En el MU
los genes mas frecuentemente mutados y que se consideran claves en esta funcion
son: BAP1, SF3B1, EIFIAX, GNAQ y GNA11.

BAP1: se encuentra codificado en el cromosoma 3p21. Tiene funcion de supresion
tumoral actuando a nivel de la proliferacion celular, inhibicidon de crecimiento tumoral
(120) y respuesta a dafo del ADN (129). Mutaciones somaticas de BAPT se
observan en el 18-45% de los MU, son inactivadoras, a menudo truncadoras y se
asocian a MU de clase 2, monosomia 3, pacientes de edad avanzada y peor
prondstico (129). Harbour y colaboradores en 2010 encontraron mutaciones
somaticas y una germinal que inactivaban BAP1 en el 84% de metastasis de MU.
Vieron que estas se daban en estadios avanzados de la progresion tumoral
coincidiendo con el desarrollo de metastasis y sugirieron que dicho evento era clave
para la adquisicion de la capacidad metastatizante del tumor (119). Mutaciones
somaticas de BAP1 también se han identificado en carcinomas de mama, pulmoén,
mesoteliomas pleurales malignos, melanoma cutaneo y carcinoma renal (117, 121).
Abdel-Rahman describié un sindrome de cancer hereditario causado por mutaciones
de BAP1 en la linea germinal que predispone a los pacientes a desarrollar MU,
cancer de pulmén, meningioma y posiblemente otros tumores (120).

La inmunohistoquimica es una técnica economica y rapida que permite valorar el
estado mutacional de BAP1 con una sensibilidad del 88% y una especificidad del
97% (121).

SF3B1: se encuentra codificado en el cromosoma 2q33. Es un componente del
spliceosoma y esta involucrado en el proceso de union “splicing” de pre-ARNm.
Esta mutacién se encuentra en el 19% de los MU y se asocia a los MU de clase 1,
disomia del Cr.3, pacientes jovenes, desarrollo tardio de las metastasis y a buen
prondstico (122, 129).
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EIF1AX: es el factor de iniciacion de la traduccién eucariética 1A ligado al Cr.X, se
codifica en el cromosoma Xp22. Esta involucrado en la funcién de iniciacién de la
traduccion proteica. Sus mutaciones se observan en el 24% de los MU y se asocian
a MU de clase 1, disomia del Cr.3 y a buen pronéstico (122).

Las mutaciones de BAP1, SFEB1 y EIF1AX son mutuamente excluyentes entre si
(129).

GNAQ Y GNA11: se encuentran intimamente relacionadas y acopladas a las dos

subunidades del receptor de proteina G (GNAQ codifica la subunidad GaQ, que se
encuentra en el Cr.9p21 y GNA11 codifica la subunidad Ga11 que se encuentra en el
Cr.19p13). La funcidon de estos genes es la de mediar la sefalizacion entre los
receptores de la proteina G y las moléculas que se encuentran por debajo que
regulan la via de MAPK (129). Son de tipo oncogénico y conducen a una activacion
constitutiva de ambas subunidades mediante la anulacion de su actividad GTPasa
intrinseca, necesaria para devolverlas a su estado inactivo, lo cual provoca la
activacién de vias de sefalizacion de proliferacion, diferenciacidén y apoptosis tales
como la de proteina quinasa C (PQC), proteina quinasa activada por mitégeno
(MAPK). Las mutaciones de GNAQ también pueden activar la via de sefalizacion de
PISK/AKT en el MU.

En el MU se observan mutaciones de GNAQ en el 28-50% de los casos y de GNA11
en el 32-50% (129). Sus mutaciones son mutuamente excluyentes. También estan
presentes en los nevus uveales, en los que parece no ser suficientes para la
transformacién maligna a MU. No se correlacionan con la clase, con el indice de
metastasis ni con la supervivencia, por lo que se postulan como evento temprano o
iniciador en la progresién del MU. (117, 122, 123, 129).

BRAF: Pese a que en el melanoma cutaneo existen mutaciones de este gen, no son
frecuentes en el MU (124, 125, 126).

BRCA1/BRCA2: También se han descrito mutaciones germinales de BRCAZ2 y

aisladamente de BRCA1 en pacientes con MU vy historia familiar o personal de

cancer de mama (125). No hay suficientes estudios para determinar la frecuencia de
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estas mutaciones en dicha poblacion con el fin de establecer si el MU pudiese ser un

tumor relacionado a mutaciones de BRCA.

Las alteraciones moleculares descritas y otras menos importantes se resumen en la
tabla 5.

Tabla 5: Alteraciones genéticas conocidas del melanoma uveal (128).

Mecanismo Cromosoma Frecuencia %
Proto-oncogenes
NRAS mutacién 1p13 raro
BRAF mutacién 7934 raro
NSB1 amplificacion 8921 50
Myc amplificacion 8924 43
DDEF (ASAP1) amplificacion 80924 50
CCND1 amplificacion 11913 65
MDM2 amplificacion 12915 65
BCL-2 amplificacion 18921 >95
Genes supresores tumor
LZTS1 delecion 1p13 -
CDKNZ2A-esporadico delecion, mutacion 9p21 raro
CDKNZ2A-familiar delecion, mutacion 9p21 raro
PTEN delecion, mutacion 10923 15

4. Patogénesis del cancer (hallmarks)

El cancer es una enfermedad que se caracteriza por ser una proliferacion celular
clonal descontrolada, que adquiere de forma gradual y progresiva todas o la mayoria
de las capacidades o caracteristicas de identidad (hallmarks) propuestas por
Hanahan y Weinberg en el afio 2000 y posteriormente revisadas en el 2011 por los
mismos autores (130, 131).

Estas sefales de identidad proporcionan una sélida base para entender la biologia
del cancer. Son fundamentales e indispensables para que la célula neoplasica pueda
sobrevivir y proliferar en su sitio de aparicion inicial, o primario, asi como para su
habilidad de invadir tejidos circundantes y metastatizar en érganos a distancia. Cada
neoplasia las adquiere mediante distintos mecanismos y en diferente momento
durante el curso evolutivo escalonado de la génesis tumoral. Las caracteristicas

basicas son: (a) insensibilidad a las sefiales anti-crecimiento, (b) autosuficiencia en
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las senales de crecimiento, (c) evitar los mecanismos de apoptosis, (d) potencial
replicativo ilimitado, (e) angiogénesis sostenida, (f) invasion tisular y metastasis
(figura 19 A).

Gracias a los avances cientificos, en los ultimos afos se han afiadido dos
capacidades mas a esta lista conocidas como capacidades emergentes,
consideradas funcionalmente importantes en el desarrollo del cancer: (g) la de
modificar o “reprogramar el metabolismo celular” para dar soporte a una proliferacion
tumoral mas efectiva y (h) la evasion de la destruccion por el sistema inmune, que
permite que las células cancerigenas escapen a la destruccion que ejercen sobre
ellas los linfocitos T y B, los macrofagos y las células “natural killer”. A parte de estas
capacidades basicas y emergentes cabe destacar la “inestabilidad genémica”, que
es la base con la que los tumores logran dotarse de tales caracteristicas, y la
“inflamacion” que las promueve (figura 19 B).

Ademas de las células tumorales, que en si son unas maquinas complejas, los
tumores muestran otra dimension de dificultad. Estos tienen un gran numero de
células normales de los tejidos circundantes, como el estroma que los sustenta, cuya
interaccién contribuye a la adquisicion de todas las capacidades descritas mediante

la creacion de un “microambiente tumoral”.

Sustaining proliferative Emerging Hallmarks
signaling B

Deregulating cellular a Q Avoiding immune
energetics destruction
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suppressors
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immortality Enabling Characteristics

Figura 19. A) Hallmarks of cancer. B) Emerging hallmarks and enabling characteristics. (130, 131)
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5. Patogénesis del melanoma uveal.

El MU también cumple con el modelo propuesto por Hanahan y Weinberg (128).

Capacidades inicialmente descritas:

1. Insensibilidad a las sefiales anti-crecimiento

La pérdida de inhibicién del ciclo celular se consigue mediante la inhibicién funcional
de la via del Retinoblastoma. A pesar de que mutaciones en los genes de RB7 son
muy raras, la proteina del retinoblastoma (RB) se encuentra constitutivamente
hiperfosforilada y funcionalmente inactiva en la mayoria de MU, en el 65% de los
casos debida a una sobre-expresién de la proteina Ciclina D1, lo cual se ha
asociado a factores clasicos de mal prondstico tales como mayor diametro tumoral y
tipo histologico epitelioide. También se ha propuesto la hipermetilacion del promotor
de CDKNZ2A (gen que codifica para la proteina P16) como un mecanismo adicional
de inactivacién de la RB. En el aino 2001 van der Velden y colaboradores vieron que
la metilacion del promotor del gen CDKNZ2A era un evento comun en su serie de
casos con MU primario (32%) y en las lineas celulares de MU que estudiaron (50%),
como resultado habia una pérdida de expresion de P16. También observaron un
mayor desarrollo de metastasis en el grupo de casos de MU con hipermetilacion del
promotor del gen CDKN2A (138).

El CDKN2A se encuentra frecuentemente inactivado y tiene un papel como “gen
supresor de tumor” en muchos tipos de cancer, bien por deleciones como se han
descrito en el melanoma cutaneo, cancer de esdéfago, pulmon, pancreas, urotelial,
cabeza y cuello, mama, cerebro, ovario, mesotelioma, leucemia linfocitica aguda,
osteosarcoma y lineas celulares de carcinoma renal, o bien por mutaciones como en
el melanoma cutaneo familiar. Es un gen formado por 3 exones que codifican 156
aminoacidos para formar una proteina que tiene por funcién bloquear la progresion
del ciclo celular, en el punto de G1-S mediante la unién a la quinasa dependiente de
ciclina 4 o 6 (CDK4, CDKG6) e inhibiendo la accion de la Ciclina-D. Esta ciclina
formara parte de un complejo catalitico que va a fosforilar la RB para entrar en la
fase S del ciclo celular. Asi pues, el mayor efecto bioquimico que tiene P16 es

detener la progresion del ciclo celular en G1/S y la pérdida de su funcidon puede
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conducir a la progresion del cancer al permitir la proliferacion celular no regulada
(139, 140) (ver figura 20).

CDKN2A

CDKN2A ARF @
e

Figura 20. Esquema del locus de CDKNZ2A y funcién de P16 en la célula. P16 (CDKN2A) une a
Ciclina-D y CDK4/6 e inhibe la activacién del factor de transcripcion E2F1 a través de RB lo cual

permite que la célula entre a la fase S del ciclo celular (140).

2. Autosuficiencia en las seniales de crecimiento

El MU logra la induccion continua del ciclo celular mediante varios mecanismos. Uno
de ellos es la activacion constitutiva de la via de PI3K-AKT. El otro es la activacion
constitutiva de la via de RAF/MEK/ERK (MAPK) promovida mediante mutaciones en
GNQA y GNQ11 que se describen en el 80% de los MU.

3. Evitar los mecanismos de apoptosis

La apoptosis se evita a través de alteraciones en la via de P53, que se encuentra
funcionalmente bloqueada por su inhibidor MDM2, defectos en la via de Bcl-2 y
mediante la activacion constitutiva de la via de PI3K-AKT a través de la regulacién
negativa de PTEN.
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4. Potencial replicativo ilimitado
En el MU se produce una desregulacion de la actividad de la Telomerasa pasando a
tener una funcién constantemente activa, consiguiendo una replicacion celular

tumoral ilimitada.

5. Angiogénesis sostenida

La produccién del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) se encuentra
aumentada. Hay una sobreexpresion del VEGF inducida tanto por las células
tumorales como por la celularidad inflamatoria acompanante. Ademas la expresion

de IGF-1y IGF-1R estan incrementados.

6. Invasion tisular y metastasis

La invasion de los tejidos esta mediada por la activacion de E-Cadherina. Esta se
consigue por una regulacion positiva de las vias de sefalizacion de E-Cadherina y
Whnt/beta-catenina, por la regulacion negativa de helix-loop-helix inhibitor 1D2, la
expresion aumentada de metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMPs) y la
regulacion negativa de sus inhibidores tisulares (TIMP) por parte del MU. También
estan implicados la expresion de ALCAM (CD166), la activacion de la via de NOTCH
y la metilacion bialélica del gen EFS, (involucrado en la adhesién celular y

transduccion de senales intracitoplasmaticas).

Capacidades Emergentes:

1. Inflamacién

En el MU se han observado varias densidades de células inflamatorias. Tanto la
presencia de linfocitos como macréfagos se han asociado a un peor prondstico (80,
81, 83).

2. |Inestabilidad genémica y mutaciones

Se sabe que las alteraciones cromosdmicas y moleculares que presenta el MU son

distintas a las de los melanomas de piel. Todas ellas tienen importancia clinica ya

que se han correlacionado con el riesgo de metastasis y el prondstico. (Ver capitulo

3.7.3.1 y 3.7.3.2). El conocimiento de dichas alteraciones citogenéticas y
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moleculares ha permitido proyectar un modelo de desarrollo y progresion para el MU

(ver capitulo 8).

3. Reprogramacion del metabolismo celular

La regulacion positiva de los transportadores de glucosa como GLUT1, resulta en un
incremento significativo de la importacion de glucosa hacia el citoplasma. La hipoxia
hace que el tumor responda con una regulacion positiva de los transportadores de

glucosa y de multiples enzimas de la via de sefalizacion de la glicolisis.

4. Evasion de la destruccion por el sistema inmune

El MU consigue evitar que el sistema inmune del organismo destruya sus células a
través de tres sistemas: la reduccion de la inmunogenicidad de la célula tumoral, que
se consigue con la expresiéon de PDL-1, la cual regula la funcién de los linfocitos T
mediante supresion de la actividad de IL-2 que conduce a danar su funcion, la
regulacion negativa de la expresiéon de los antigenos HLA de clase 1 y finalmente un

agotamiento de las células T.

6. Vias de RAS-RAF-MEK-ERK (MAPK) Y PIBK-AKT-mTOR en el

cancer

Las células se comunican entre ellas y responden a estimulos ambientales a través
de vias de transduccion de sefiales. Alteraciones en estas vias dan lugar a
respuestas andmalas como ocurre en el cancer. En los ultimos afos, nuevos
conocimientos han permitido avanzar en el estudio de la biologia molecular del
cancer y en concreto en la relacion y las implicaciones patoldégicas de algunas
moléculas integradas en las vias de sefializacion. Las vias de MAPK (RAS-RAF-
MEK-ERK) y PI3BK-AKT-mTOR tienen una especial importancia.

6.1 Via de MAPK (RAS-RAF-MEK-ERK)

Las reacciones en cadena de MAPK (Mitogen-activated protein kinasa) son vias de
transduccion de sefales intracelulares, conservadas evolutivamente, que responden

a diversos estimulos extracelulares y controlan un gran numero de procesos
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celulares fundamentales como crecimiento, proliferaciéon, diferenciacion, motilidad,
respuesta a estrés, supervivencia y apoptosis (141, 142).

Cada cascada de reaccion en cadena esta formada por 3 quinasas centrales con
moléculas reguladoras que se encuentran por encima (upstream components) y por
debajo de las mismas (downstream components). Dichas reacciones en cadena se
propagan mediante fosforilacidon y activacion secuencial de las quinasas que
conducen a la fosforilacion y activacion de proteinas diana reguladoras de una
determinada funcién. Hasta el momento actual se han identificado 4 tipos de
cascadas de MAPKs que se nombran segun las quinasas que las forman y las
regulan: quinasa ERK1/2, JNK, p38 y ERKS (141).

La via de ERK1/2 fue la primera en describirse. ERK1/2 se activa por MEK1/2 que a
su vez lo activa RAF, en cualquiera de sus isoformas (RAF-A, RAF-B o RAF-C). RAF
se activa por una proteina con accion GTPasa, RAS. Los miembros de la familia de
proteinas RAS son K-RAS, H-RAS, y N-RAS, tienen gran importancia en la
transmision de sefales hacia el interior de las células y se activan a través de un

receptor con actividad tirosina-quinasa (142). (Ver figura 21).
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Stimuli I .
.
RTK S
) :
.
.
\

| MKK3/MKK6 || MKK4/MKK7 |

Cell proliferation Cell proliferation
Cell responses Differentiation Differentiation and apoptosis
Cell migration Inflammatory responses

Figura 21. Vias de senalizacion de MAPK. La familia de MAPK incluye ERK1/2, ERK 5, p38 y JNK
(142).
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La via de ERK tiene un papel central en la sefializaciéon de una gran variedad de
agentes extracelulares que operan a través de varios receptores. Unos de los que
participan en esta via son los de la familia de HER (receptor del factor de
crecimiento epitelial humano). Esta familia tiene varios miembros, HER1 (también
conocido como EGFR), HER2, HER3 y HER4 (ver tabla 6).

HERS3 (Receptor de la tirosina quinasa 3), a diferencia de los miembros de su familia,
no posee un dominio de quinasa activo y por esta razéon, en un estado
homodimérico, no puede transmitir sefales hacia la célula a través de la fosforilacidon
de proteinas. En su lugar, se basa en la heterodimerizacion con otros miembros de
la familia HER para poder emitir sefales hacia la célula, responsables de la
proliferacion y diferenciacion celular. Mediante tincion inmunohistoquimica se ha
reportado expresion de HERS tanto a nivel nuclear como citoplasmatico (140).

Por su papel critico en el desarrollo de la actividad de la célula en funciones clave
como la proliferacion, diferenciacion, supervivencia o muerte, la via de MAPK se ha
visto implicada en la patogénesis de muchas enfermedades en humanos, entre ellas
las enfermedades neurodegenerativas y el cancer. Muchos tipos de canceres se han
asociado a mutaciones en alguno de los componentes que forman parte de esta via.
Estas mutaciones tienen como resultado una activacion constitutiva de la misma que
da lugar a una proliferacion inapropiada y auténoma de la célula neoplasica.
Amplificaciones o sobreexpresiones de RAS, probablemente debidas a la metilacion
alterada de la regién del promotor se han detectado en algunos tumores (148).
Mutaciones de K-RAS ocurren con frecuencia en canceres de pancreas (60%), colon
(32%) y pulmodn (19%), mientras que en el 27% de carcinomas de tiroides y en 43%
de los melanomas cutaneos se han detectado mutaciones de B-RAF la mas
frecuente la mutacion V60OE, y en la leucemia mieloide aguda mutaciones de N-
RAS (14%) y C-RAF (ver tabla 7). MEK1 y MEK2 estan mutados en ciertos canceres
(ovario y pulmoén) y pueden ser “mutaciones principales” (148). También hay
mutaciones a nivel de receptores que pueden activar esta via, las presentan algunos
canceres tales como el adenocarcinoma de pulmoén que en el 80% de los casos
presenta una activacion anormal del receptor EGFR (por mutacion en dominio
tirosina quinasa), fendomeno observado también en el cancer de colon (por

sobreexpresién proteica) (142, 144).
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La via de ERK también juega un papel importante en los diferentes estadios del

desarrollo tumoral ya que a través de diferentes reacciones e interacciones

promueve la migracion celular, la degradacion de las proteinas de la matriz

extracelular facilitando la invasion tumoral, y facilita la supervivencia de las células
tumorales. Asi pues, la via de MAPK (RAS-RAF-MEK-ERK) se considera una

objetivo terapéutico fundamental para el desarrollo de farmacos. (Ver figura 22)

Tabla 6. Tipos de canceres asociados a alteraciones en los receptores de la familia

HER (167)
HER1 HER2 HER3 HER4
Vejiga urinaria* Vejiga urinaria
Mama* Mama* Mama Mama
Cervix*
Leucemia Mieloide
Cronica
Colo-rectal Colo-rectal*
Endometrio* Endometrio* Endometrio*
Esofago*® Esofago

Cabeza y cuello*
Glioma*
Pulmoén*
Melanoma
Ovario*
Pancreas®
Préstata
Renal
Sarcomas
Piel
Gastrico*

Tiroides

Cabeza y cuello*

Pulmoén*

Melanoma

Ovario*

Prostata*

Renal

Gastrico*

Cabeza y cuello*

Pulmoén*

Melanoma

Ovario

Prostata

Renal

Tiroides

Cabeza y cuello*

Pulmoén
Melanoma
Ovario*
Pancreas

Prostata

Piel

Tiroides

* Estudios clinicos han asociado sobreexpresion y/o mutacién de estos receptores HER a peor

prondstico
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Tabla 7. Mutaciones de HRAS, KRAS, NRAS, y BRAF del cancer en humanos (144).

Tipo de Cancer HRAS KRAS NRAS BRAF

Via Biliar 0% 33% 1% 14%
Vejiga urinaria 11% 4% 3% 0%
Mama 0% 4% 0% 2%
Cérvix 9% 9% 1% 0%
Endometrio 1% 15% 0% 1%
Rinén 0% 1% 0% 0%
Higado 0% 8% 10% 3%
Pulmén 1% 19% 1% 2%
Melanoma 6% 2% 18% 43%
Leucemia mieloide 0% 5% 14% 1%
Ovario 0% 17% 4% 15%
Péancreas 0% 60% 2% 3%
Tiroides 5% 4% 7% 27%

Receptores

Figura 22. Representacién esquematica de la via de MAPK. Esquema de elaboracion propia.
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6.2. Via de PIBK-AKT-mTOR

La via de PI3K-AKT-mTOR asimila sefiales intracelulares y extracelulares para el
control del metabolismo, el crecimiento, la proliferacién y la supervivencia celular
(145). La activacion de la sefalizacion de esta via contribuye en la patogénesis de
muchos tipos de tumores ya que a través de las sefiales que la forman controla
procesos celulares clave como la transcripcidn, la apoptosis, progresion en el ciclo
celular y la traduccion proteica (145) por lo que promueve el crecimiento tumoral
protegiendo a las células de la apoptosis y aumentando la proliferacion de las
mismas (134).

PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase) es una enzima miembro de la familia de las
quinasas intracelulares lipidicas cuyo papel principal es la transduccidén de sefales
hacia la célula. Puede activarse por diferentes estimulos: mediante la activacion de
receptores por su unién a una senal o bien mediante oncogenes (145). Existen tres
grupos de PI3Ks (clase I, Il y Ill), se clasifican segun el sustrato al que se unen y la
homologia de la secuencia que activan, y cada una tiene un papel diferente en la
transduccion de sefiales (146). Las PI3K Clase | se dividen en dos grupos segun el
receptor al que se acoplan: las de Clase IA se unen y se activan por el receptor del
factor de crecimiento tirosin-quinasa (RTQs) o RAS, las de Clase IB se uneny se
activan por el receptor acoplado a proteina G (GPCR) o RAS. Las PI3K de Clase Il
se activan a través de los receptores de insulina, receptores del factor de
crecimiento e integrinas. Las PI3K de clase lll se cree que estan constitutivamente
activas (145). Las enzimas PI3K de Clase | son las mas importantes de cara a la
activacién de la via de PISBK/AKT/mTOR ya que catalizan la conversion de PIP2
(phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate) a PIP3 (phosphatidylinositol 4,5-
trisphosphate) (ver figura 23). Cuando una sefial se acopla a un receptor RTQ o
GPCR este se activa dando lugar a la autofosforilacion sobre residuos de tirosina.
PI3K es reclutado a la membrana y activado lo que permite la fosforilacién de PIP2
hacia PIP3. Esta reaccion recluta un subconjunto de proteinas de sefializacion para
finalmente activar AKT (147). Alteraciones en PI3K tales como mutaciones y
amplificaciones del gen PIK3CA dan lugar a una activacion de AKT, en ausencia de
una estimulacion del receptor, y estan implicadas en la patogénesis de distintos tipos
de cancer (146) (ver tabla 8).
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PTEN es una molécula clave en la regulacién de esta via. Se codifica en el
cromosoma 10923 y es una fosfatasa con actividad dual en lipidos y proteinas que
favorece la conversion de PIP3 a PIP2 de modo que disminuye la activacion de AKT
y actua como regulador negativo (supresor tumoral) de la via de PI3K/AKT/mTOR
(147) (ver figura 23).

La pérdida de la funcién de PTEN da como resultado un incremento de la activacion
de la via. En el cancer la pérdida de actividad de PTEN puede ocurrir por multiples
mecanismos: mutaciones germinales (resultando en el sindrome de Cowden y de
Bannayan-Riley-Ruvalcava), mutaciones somaticas (como delecion o inactivacion
del gen), y fendmenos epigenéticos que disminuyen su expresion tales como
metilacion del promotor, expresion aberrante de microRNA reguladores, inestabilidad

y fosforilacion de proteinas (146, 147) (ver tabla 8).

e - ‘Jﬁm
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S 3 P
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Class IAPI3K <) Class IAPI3K Class I8 PI3K

Figura 23. Esquema de la activacién de PI3K, conversion de PIP2 a PIP3 y de la accion de PTEN
como regulador negativo (146).

AKT es una proteina serina/treonina quinasa de la familia de las AGC quinasas
(pertenecientes a las quinasas AMP/GMP y proteina quinasa C) (145). Existen 3
isoformas de AKT que se expresan en todos los tipos celulares y tejidos, AKT1,
AKT2, AKT3 (145). Esta proteina regula tanto mecanismos de crecimiento
(transcripcion, traduccion y progresion en el ciclo celular) como supervivencia
(apoptosis, autofagia) y metabolismo en la célula y lo hace mediante la fosforilacion
de un gran numero de sustratos. Sobre ellos AKT activado tiene una funcién tanto
como regulador positivo como negativo (145, 147) (ver figura 24). AKT juega un
papel importante en la traduccion de proteinas ya que media la regulacién de mTOR

a través de un proceso de multiples pasos muy complejos (145, 146). Alteraciones
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de AKT en forma de mutaciones o amplificaciones se han descrito en distintos tipos
de cancer (ver tabla 8).
mTOR (mamalian target of rapamycin) es una proteina serina/treonina quinasa
citoplasmatica, evolutivamente conservada, esencial para la vida, que actua como
sensor de mitdgenos, energia y nutrientes y regula el crecimiento, proliferacion,
motilidad y supervivencia celular mediante el control que ejerce sobre los
reguladores del ciclo celular (145, 147, 148). mTOR esta formado por dos complejos:
(@) mTORC1 que es sensible a rapamicina y (b) mTORC2 que no es sensible a
rapamicina.
mTORC1 es activado por AKT de forma directa a través de la via de PI3K (145). Se
le imputa ser regulador de varios procesos vy, entre ellos, tiene un papel principal en
regulacion de la sintesis proteica en respuesta a nutrientes y factores de crecimiento
y lo ejerce mediante la fosforilacion de los sustratos P70S6K (p70S6 kinase) y 4E-
BP1 (eukaryotic initiation factor 4E-binding protein 1) (ver figura 24) (149).
Cuando mTOR esta activo fosforila P70S6K |la que permite la fosforilacién de la
proteina 40S ribosomal (S6RP) que permite la traduccidon activa de mRNA. S6
(Proteina S6 ribosomal) fosforilada se encuentra activada y actua en la homeostasis
de la glucosa. Resulta esencial para la regulaciéon del tamafo de algunos tipos
celulares e indispensable para el control y eficacia de la traduccion del mMRNA en 5'-
TOP (150, 151).
El gen P70S6K se encuentra amplificado en carcinomas de mama (148) (ver tabla
8).
mTORC1 activado también fosforila 4E-BP1 impidiendo su unién a EIF-4E
(eukaryotic initiation factor 4E) promoviendo la traduccion de proteinas Cap-
dependiente (145, 149).
4E-BP1 es una proteina que pertenece a la familia 4E-BP, con tres formas conocidas
(4E-BP1, 2y 3) y es considerada “supresora de la traduccion” ya que juega un papel
muy importante en el control de la sintesis de proteinas por el ribosoma a través de
su unién con EIF-4E (149). Unidos se inhibe la formacién del complejo de traduccion
(EIF-4F). Dicho complejo se forma a partir de la uniéon entre EIF-4E y EIF-4A
promovida por la proteina de union EIF-4G, que a su vez actuia como mddulo
adaptador para la union de EIF-4E al ribosoma, uniendo la subunidad ribosomal 40S
al extremo 5’ del RNA mensajero. La fosforilacion de 4E-BP1 (p4E-BP1 (Translation
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represor protein 4E-BP1)) da como resultado la separacion entre 4E-BP1 y EIF-4E
liberando a éste ultimo para poder entrar a formar parte del complejo iniciador de la
traduccion (EIF-4F) y finalmente activando la sintesis de proteinas (148, 152).
EIF-4E es un componente clave para la traduccion del extremo 5’ del mMRNA y se
regula mediante fosforilaciéon resultando en pEIF-4E. Esta reaccion esta mediada por
quinasas del grupo MNK (1 y 2). El papel de pEIF-4E, en la actualidad, se
desconoce (152, 153). (Ver figura 25).

Se ha observado sobreexpresion de p4E-BP1 en melanoma cutaneo (133),
carcinomas de mama (155), ovario (156), prostata (157), asociandose todos ellos a
mal prondstico.

Niveles elevados de EIF-4E poseen un efecto oncogénico (152, 153). Se ha
demostrado una sobreexpresiéon de EIF-4E en carcinomas de mama, carcinomas
escamosos de cabeza y cuello, vejiga urinaria, prostata, adenocarcinomas de
pulmén, cérvix y en linfomas no Hodgkin (154). EIF-4E también se considera un
protooncogén por su implicacién en la traduccién del extremo 5’ del mMRNA en el que
se codifican proteinas oncogénicas que promueven la proliferacién y supervivencia
celular tales como C-MYC, Ciclina-D1, CDK2, STAT-3 y Bcl-2 entre otros (148).

Tabla 8. Alteraciones en la via de PI3K/Akt/mTOR para distintos tipos de cancer y su
frecuencia. (Datos extraidos de las referencias 145, 146, 148).

Alteracion Genética Tipo de cancer Frecuencia en %

PIK3CA Mutacion Mama 26
Colo-rectal 26
Glioblastoma 8
Endometrio 24-32
Hepatocelular 36
Ovario 10
Gastrico 7
Pulmén 2

PIK3CA Amplificacion Cérvix 69
Gastrico 36
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Alteracion Genética

Tipo de cancer

Frecuencia en %

PTEN Mutacion

PTEN Pérdidas

Akt Mutacion

Akt Amplificaciéon

p70S6K Amplificacion

Pulmoén
- escamoso
- Adenocarcinoma

Cabeza y cuello
Ovario

Mama

Tiroides
Esofago (adenocarcinoma)
Glioblastoma
Endometrio
Gastrico
Prostata

Mama
Melanoma
Glioblastoma
Endometrio
Gastrico
Prostata

Mama
Melanoma
Tiroides
Endometrio
Mama

Cabeza y cuello
Gastrico
Péancreas
Ovario

Mama

Mama

17-44

36-50

0-4

32-83

29-35
23-39
37-57

60

37

25

12

54

47

30
20
20

12
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Figura 24. Esquema de la Via de PISK/AKT/mTOR. (*)La activacion de AKT inhibe GSK3b lo cual
conduce a disminuir los niveles de Ciclina-D1 para promover la proliferacion celular regulando las
fases G1/S del ciclo celular (147).
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Figura 25. Esquema de la traduccion de proteinas Cap-dependiente (153).

Finalmente la via de PI3K/Akt/mTOR también puede estar activada debido a una
activaciéon incrementada de los receptores del factor de crecimiento de la superficie
celular como resultado de una activacion del receptor, una mutacién o por factores
de crecimiento que estimulan su receptor de forma autocrina.

La familia de receptores HER también tiene un papel importante en esta via. Los

heterodimeros HER2/HER3 son considerados unos potentes activadores de la
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misma ya que las células tumorales con sobreexpresion o mutacion de Her2

muestran una activacion constitutiva de la misma (145) (ver tabla 6).

7. Vias de RAS-RAF-MEK-ERK (MAPK) Y PIBK-AKT-mTOR en el

melanoma uveal

En el MU la via de MAPK también tiene su funcién en la proliferacion celular,
controlada mediante la expresion de Ciclina-D1 (96).

La activacion de esta via no depende de la presencia de mutaciones en BRAF. Se ha
visto que en lineas celulares de MU que expresan BRAF no mutado y en las pocas
en las que BRAF presenta la mutacion V600E, este gen tiene el mismo papel (132,
96).

Existen mutaciones de GNAQ y GNA11 en el 80% de MU (117). Estas conducen a
una activacién constitutiva de las subunidades Gaq y Ga11, de una proteina
transmembrana, lo que conlleva una abolicién de la funcibn GTPasa que impide
volver al estado inactivo de dicha proteina dando como resultado una activacion
constitutiva de la via de MAPK, de igual forma que lo consiguen las mutaciones de
BRAF o NRAS (129).

En cuanto a los receptores involucrados en la via de MAPK Trocmé observd
expresion nuclear de HER3 en el 70% de su serie de casos de MU (n=128). Este
resultado se asocio a un pronostico favorable (p=0.043; HR=0.618) (146).

En el MU, la activacion de la via de PI3BK-AKT-mTOR ha sido reportada en varios
trabajos (135, 95, 137). En él también promueve el crecimiento tumoral protegiendo
a las células de la apotosis y aumentando la proliferaciéon de las mismas (134) y se
activa en el contexto de mutaciones en la proteina-G. Hay interacciones de
sefializacion involucradas con GNAQ y algunas isoformas de PI3K (136).

El grupo de Abdel-Rahman observaron una disminucién en la expresion de PTEN en
los MU primarios mas agresivos, en comparacion con los de curso mas indolente, en
el 60% de los casos evaluados (95).

Se ha demostrado un incremento de AKT fosforilado en el MU (135) y sus
metastasis, sugiriendo su utilizacion como marcador de mal prondstico (137).

Asi pues, parece que también en el MU, ambas vias convergen en el control de la

traduccidn de DNA para la sintesis de proteinas, en la fosforilacion de 4E-BP1 y S6K
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que cooperan, mediante el control de la expresion de Ciclina-D1, para regular la

proliferacion celular (ver figura 26).

Receptores

Figura 26. Vias de MAPK y PI3SK/AKT/mTOR, convergencia en EIF-4E. Esquema de elaboracion
propia.

8. Modelo provisional de la progresiéon tumoral en el melanoma
uveal

En base a todos los conocimientos que sabemos a dia de hoy sobre el MU se han

propuesto unos modelos para explicar el desarrollo y progresion del tumor.

8.1. Modelo de progresién basado en alteraciones genéticas

Lo que se conoce como evento inicial en la progresion del MU es una mutacion
activadora en GNQA o GNQ171 que ocurriria en los melanocitos normales y
conduciria a una proliferacion “anormal” para quedar finalmente senescente dando
como resultado un nevus o, siendo estas células mutadas, eliminadas por
mecanismos de apoptosis o por el sistema inmune (bolas negras, ver figura 27). Las

células que podrian progresar a partir de este momento hacia MU lo podrian hacer
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mediante uno de los dos caminos caracterizados por el perfil de expresién génica
como clase 1 y clase 2. El perfil de expresién génica de los melanocitos normales,
de los nevus y de los tumores de clase 1 es muy parecido (bolas azules en la figura
27) y tienen muy bajo riesgo de metastatizar. Los melanomas de clase 2 (bola roja
en figura 27) presentan mutaciones de BAP1, localizado en el Cr.3 (3p21) y pérdida
de la otra copia del Cr.3, lo que sugiere que la pérdida bi-alélica de BAP1 es clave

en la progresion tumoral hacia la invasion metatasica. (117)

Primary tumor Metastasis

‘ 7‘0!&55 1 ‘ Class 2 “Me!asw&s

Figura 27. Resumen de los eventos moleculares principales en la progresion del MU (117).

8.2. Modelo provisional de la progresion basado en alteracion de vias de
senalizacién

Los eventos iniciales probablemente son aquellos que provocan una alteracion de la
regulacion del ciclo celular. Tales mutaciones activan mecanismos supresores de
tumor que dan lugar a apoptosis y/o senescencia. En la mayoria de los casos los
mecanismos de apoptosis eliminan las células mutadas y los de senescencia
arrestan estas células hacia un estado de nevo benigno.

El tumor puede continuar progresando si estos mecanismos se ven sobrepasados
por otras mutaciones que puedan bloquear la apoptosis y promover la supervivencia
celular. Casualmente dicha progresién puede dar lugar a un tumor que

corresponderia clinicamente a un melanoma uveal.
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En sus estadios iniciales, el melanoma uveal tiene poca aneuploidia (clase 1A) y
presenta un perfil de expresion génica relativamente uniforme. A medida que la
progresion tumoral continua el tumor acumula otras alteraciones genéticas, tales
como la ganancia del Cr.6p, que van a determinar el perfil de expresién génica de
clase 1B, o las pérdidas del Cr.3 que son las que determinan el perfil de los de clase
2.

A medida que los tumores de clase 2A adquieren nuevas alteraciones genéticas,
ganan en inestabilidad gendmica y evolucionan a tumores de clase 2B, asociados a
la pérdida de 8p y a la aparicién rapida de metastasis (ver figura 28).

Los MU de clase 1 presentan diferenciacion melanocitica y bajo riesgo de
metastatizar mientras que los de clase 2 son poco diferenciados y tienden a

presentar altos indices de metastasis.

T

RAF

MEK —
ERK

— - Differentiation
CE=m e B (oo [

[ J. MELANOMA - .

I—H:bv HIF1A : | deficient
J~ Tumor suppressor Restriction point :
i hypoxia? '
I—Cell cyclg mechanisms colleival i Pass ypO; S
progression :
b :
Y " ) .
k) :
BCL2 g :
MYC fess. BN H

Differentiation
CLASS 2A deficient

I R it MELANOMA . .
g competent
CLASS 1A T
MELANOMA DN
LORN
§

CLASS 2B
MELANOMA

Figura 28. Esquema modelo provisional de progresién maligna del MU. En rojo se indican las
ganancias cromosomicas y los genes "sobreexpresados”. En azul se indican las pérdidas

cromosomicas y los genes "infraexpresados” (123).
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IV. HIPOTESIS
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IV. HIPOTESIS DE TRABAJO

En la ultima década se ha avanzado mucho en el conocimiento de la patogénesis
molecular del cancer, bien de forma generalizada como propusieron Hanahan y
Weinberg o bien de forma individualizada para cada tipo de neoplasia.

El MU también ha sido motivo de estudio, inicialmente buscando factores
prondsticos tanto a nivel histolégico, como a nivel citogenético y molecular tratando
de identificar aquellos casos que van a desarrollar metastasis. Posteriormente, se
han estudiado qué vias de sefializacién estan implicadas en su desarrollo y
evolucion y finalmente tratando de descubrir posibles dianas terapéuticas para poder
ser utilizadas en el contexto de una terapia sistémica.

En esta direcciéon, unas de las vias de senalizacion mas estudiadas han sido las de
MAPK y PI3K-AKT-mTOR. Estas vias se han visto alteradas en los procesos
tumorales y en concreto en MU se encuentran constitutivamente activas, y se han
visto involucradas en su desarrollo a través de multiples mecanismos (que son a su
vez diferentes a los descritos en melanoma cutaneo). Ambas participan y convergen
en los procesos de traduccidn de proteinas CAP dependiente.

Ya que tanto el melanocito uveal como el de la piel derivan igualmente de la cresta
neural es razonable pensar que las vias de MAPK y PI3K-AKT-mTOR regulen la
sintesis de proteinas en el MU de la misma manera que en el melanoma cutaneo.
Las proteinas implicadas en las rutas de sefializacion de ambas vias, asi como las
proteinas involucradas en la traduccion proteica CAP dependiente también podrian
encontrarse desreguladas en la patogénesis molecular del MU. Por lo tanto, el
estudio detallado de estas vias permitiria conocer nuevos factores prondsticos y/o
nuevas proteinas “principales” susceptibles a ser moduladas mediante farmacos con

el fin de conseguir nuevos abordajes terapéuticos en el MU.
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V. OBJETIVOS
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V. OBJETIVOS

1. Estudio de las vias de sefializacion MAPK y PI3K-AKT- mTOR y de las proteinas
implicadas en la traduccion proteica dependiente de CAP (EIF-4E, 4E-BP1), en
una serie de pacientes de melanoma uveal.

2. Estudio de marcadores de ciclo celular (Ki67 y P16) en una serie de pacientes de
melanoma uveal.

3. Correlacionar los resultados con los datos clinico-patolégicos y el seguimiento de
los casos-pacientes seleccionados para evaluar si las vias de sefalizacion
estudiadas, pueden ser marcadores prondsticos.

4. Estudio de nuevos abordajes farmacoldgicos basados en la combinacion de
inhibidores de tirosina quinasa de las vias de sefalizacién estudiadas en

modelos in vitro de lineas celulares de melanoma uveal.
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VI. MATERIAL Y METODOS

1. Caracteristicas clinico-patolégicas y seguimiento/evolucion
Los datos clinico-patolégicos y el seguimiento clinico fueron recogidos de las
historias clinicas y los archivos del Hospital Universitario Vall d’'Hebron (HUVH),
servicio de Anatomia Patolégica del Instituto Universitario Dexeus (IUD) y del
Instituto de Microcirugia Ocular (IMO). Todos estos centros estan localizados en
Barcelona (Espana). La recogida de datos y de muestras fue siguiendo la normativa
del comité de ética de cada institucién y cumpliendo con la Ley 14/2007, de 3 de
julio, de Investigacion biomédica.

Se identificaron 101 pacientes diagnosticados de MU entre 1997 y 2012, de una
busqueda realizada de los archivos de los servicios de Anatomia Patolégica del
HUVH y IUD. Los bloques de los tejidos parafinados se obtuvieron del Biobanco
(banco de tumores) del HUVH (55 casos) y del Servicio de Anatomia Patoldgica del
IUD (46 casos), de melanomas uveales sometidos a enucleacién. La seleccion de
las muestras tisulares fue en base a que tuvieran suficiente excedente de tejido
tumoral después del diagndstico.

Se realizé un nuevo corte para hematoxilina-eosina (HE) de cada tumor y todos los
casos fueron revaluados y clasificados segun la clasificacion modificada de
Callender (Armed Forces Institute Pathology classification) (38) y estadiados segun
la clasificacion de la American Joint Committee on Cancer (39). Ninguno de los
pacientes recibid ningun tratamiento previo a la cirugia. En el momento del
diagndstico no habia evidencia alguna de invasién ganglionar ni/o de metastasis a
distancia.

Los datos clinicos como edad, sexo, lateralidad, localizacion y tamafno se obtuvieron
de la historia clinica y de los informes anatomo-patologicos.

Los datos de seguimiento y evolucion fueron extraidos de las notas escritas por los
médicos oftalmologos y oncodlogos en las historias clinicas de cada paciente, del
HUVH i del IMO.
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2. Creacion de Matrices de Tejido (TMA)

Los TMA (tissue microarrays) son matrices de tejido que permiten la realizacion y
analisis de técnicas complementarias tales como la IHQ en muestras de tejido
procedentes de muchos tumores de distintos pacientes de forma simultanea.

Para su elaboracién, en este estudio, el patélogo seleccioné el area de tejido tumoral
a analizar en la laminilla de HE. Posteriormente el técnico de anatomia patoldgica
localizdé dicha area en el bloque tisular de parafina correspondiente a la laminilla
analizada. De los bloques de tejido se extrajeron los cilindros de 0.8mm, de las
areas seleccionadas, por perforacion para introducirlos en un bloque receptor en el
cual quedaron representados todos los tumores.

Se elaboraron los TMA con aparato semiautomatico (Advanced-Tissue-Arrayer). Una
vez realizados los nuevos bloques, mediante los microtomos se realizaron cortes de

2-3um para poner en los portaobjetos y poder realizar las técnicas de IHQ.

3. Procesado inmunohistoquimico

El estudio IHQ se hizo en 101 casos de tejido fijado en formol y posteriormente
parafinado. Para los anticuerpos 4E-BP1, p4E-BP1, EIF4AE, pEIF4E, pEIF4G, Ki67 y
P16 se utilizé una seccidn entera de tejido, mientras que para los anticuerpos pS6,
pMAPK y HER3 se utilizaron muestras incluidas en matrices de tejido (TMA).

Los anticuerpos 4E-BP1, p4E-BP1, pS6, pMAPK, EiF4E, pEIF4E, pEIF4G, Ki67 y
P16 se realizaron segun el método de tincion Benchmark XT utilizando el kit
ultraView Universal Alkaline Phosphatase Red Detection (Ventana Medical Systems),
basado en un sistema indirecto sin biotina para detectar los anticuerpos primarios de
IgG y IgM de raton y de conejo.

Los cortes de tejido se realizaron a 2-3 ym de grosor en cada caso y fueron
incubados una hora a 60°C para una mejor adhesion de estos en el porta-objetos.

El método de tincion Benchmark XT utiliza su propio sistema automatico. Cada paso
tiene un tiempo y una temperatura de incubacion definidos.

Los cortes fueron desparafinados en la solucion EZ prepTM (10x) y el
acondicionamiento celular se hizo con Cell Conditioning 1, pre-diluido a pH8. Una

vez hecho el acondicionamiento celular a pH8, las muestras fueron fijadas con
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peroxido de hidrogeno al 3%. Los anticuerpos primarios especificos fueron diluidos e

incubados como se detalla en la tabla 9.

Tabla 9. Anticuerpos primarios especificos

4E-BP1 Rabbit polyclonal Cell Signaling 1/40 1 hora
p4E-BP1 Rabbit polyclonal Cell Signaling 1/25 32 minutos
pS6rb Rabbit polyclonal Cell Signaling 1/100 32 minutos
pMapk (clone Thr202/ Rabbit polyclonal Cell Signaling 1/200 1 hora
tr204)
eiF4E Rabbit polyclonal Cell Signaling 1/75 1 hora
peiF4G Rabbit polyclonal Cell Signaling 110 1 horay 20
minutos
peiF4E (clone EP2151Y) Rabbit polyclonal Abcam 1/200 1 hora
Ki 67 (clone 30-9) Rabbit monoclonal | Ventana Medical predilucion 16 minutos
System
P16 (clone E6H4) Mouse monoclonal | Ventana Medical predilucion 20 minutos
System
BAP1 Mouse monoclonal | Santa Cruz 1/50 50 minutos
Biotechnology, INC
Her3 Mouse monoclonal | Atanasio 1/75 1 horay 20
minutos

Los anticuerpos primarios se detectaron con un anticuerpo secundario marcado con
una enzima, el complejo se visualizé utilizando Fast Red A/B Naphtol. Los cortes se
lavaron con agua destilada y fueron contra-tefiidos con hematoxilina, deshidratados
y montados con medio permanente.

Los controles negativos, sin anticuerpos primarios, fueron utilizados para garantizar

la especificidad del proceso de tincién.

4. Evaluaciéon inmunohistoquimica

Un observador evalué la expresion inmunohistoquimica, en las células tumorales, de
cada anticuerpo. La inmunoreactividad fue analizada segun el grado de intensidad
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de tincidon (como 0: ausencia de tincion, 1+ tincion débil, 2+ tincion intermedia y 3+

tincion intensa) tanto a nivel nuclear como citoplasmatico (ver figura 29).

Figura. 29 Grado de intensidad de la tincién. A: grado 3+, B: grado 2+, C: grado 1+. Fotos del autor.

5. Lineas celulares y cultivo celular

La lineas celulares originales para este estudio fueron MKTBR, OCM1 (lineas
celulares de MU humano) y UW1 (linea celular de melanocito uveal humano
transformado). La linea celular MKTBR fue establecida por el Dr. Belkhou (CJF
INSERM, Francia) y el Dr. Albert (Universidad de Wisconsin-Madison, EUA)
establecié las lineas OCM-1 y UW-1. Su mantenimiento ha sido a 37°C en una
atmosfera de CO2al 5% y una humedad del 90% (ver tabla 10).

Tabla 10. lineas celulares empleadas, cedidas por la Dra. Pilar Martin Duque
(Universidad Francisco Vitoria. Madrid).

Linea celular Organismo Origen Medio de cultivo
MKTBR humano melanoma uveal RPMI
OCM1 humano melanoma uveal RPMI
Uwi1 humano melanocito uveal RPMI

Las células fueron cultivadas en medio RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute
medium) con L-Glutamina (Biowest) que se complementé con el 10% de suero
bovino fetal (Biowest) y antibiético, penicilina/sterptomicina/amfotericina 1% (Lonza).

Las células fueron sembradas en monocapa en placas petri para cultivo de 56.7
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cm2, Nunclon Delta, tratadas por Thermo Scientific. Se observé su crecimiento
normal cada dia con el microscopio de contraste de fase invertida (LEICA DMIL).
Los cultivos se hicieron crecer hasta el 90% de confluencia y fueron mantenidos en

el tiempo realizando diferentes pases mediante tratamiento con tripsina y EDTA

(Lonza) a 37°C. Las células fueron contadas utilizando una camara de Neubauer
(BRAD counting chamber BLAUBRAND de Sigma Aldrich), (ver figura 30).

Figura. 30. imagen de los cultivos celulares para cada linea utilizada. Fotos del autor

6. Farmacos
Se disolvieron Dacarbacina (DTIC) (Sigma Aldrich), PP242 (Selleck chemicals) y
AZD8330 (Selleck chemicals) en dimetilsulfoxido (DMSO) hasta obtener soluciones

madre de 10 mg/0.1 ml, 10 nM y 50 mM respectivamente. Fueron almacenadas a
-20°C.

7. Determinacién IC50 de los farmacos

A dia 0 se sembraron mil células de cada linea celular en placas de 96 pocillos (TC-
plate 96 well standard. F; Sarstedt) y se cultivaron durante 24h. Posteriormente se
afadieron los farmacos como agentes unicos, en diferentes concentraciones para
lograr conocer la dosis de IC50 de cada uno de ellos (IC50, medida cuantitativa que
indica qué cantidad de una sustancia se necesita para inhibir al 50% un proceso
biolégico o bioquimico determinado). Las dosis empleadas de cada farmaco en las

diferentes lineas celulares estan reflejadas en la figura 31.
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La viabilidad celular se midi6 en el dia 6 después de cinco dias de tratamiento con el
test de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT).
Finalmente los resultados se leyeron mediante un espectofotémetro a 590 nm.

Los experimentos se repitieron al menos hasta conseguir por duplicado la IC50 para
cada farmaco y linea celular de forma independiente. La IC50 se determind

utilizando la concentracion probada que causa el efecto mas cercano al 50% de

toxicidad.
Drugs Concentrations
DTIC 10, 20, 50, 100, 150 and 200 pg/ml
IC.SO . PP242 0.15625;0.3125,0.,626; 1.25;: 2.5 and 5 um
determinations
AZD8330 0.4375; 0.875; 1,75; 3.5; 7 and 14 nM
Series of drug DTIC
concentrations PP242
tested in MTTs Drug AZDg$330
combination DTIC+PP242 IC50 x1/16. x1/8. x1/4. x1/2_ x1 and x2
assays DTIC+AZD8330
PP242+AZD8330
DTIC+PP242+AZD8330

Figura. 31. Concentraciones para cada farmaco y cada linea celular.

MTT es un colorante de tetrazolio amarillo capaz de ser reducido a su forma
insoluble, que tiene color purpura, por enzimas celulares Oxido-reductoras
dependientes de NAD(P)H. El principio del test de MTT es que estas enzimas
pueden reflejar la actividad metabdlica celular y consecuentemente ser utilizadas
como indicador del numero de células viables presentes en el pocillo. A mayor
produccion de formazan (producto-color obtenido de la reaccion de MTT) mayor
numero de células viables y mas purpura aparece el pocillo.

En este trabajo, para el test de MTT, se ha utilizado DMSO como disolvente de
formazan purpura que se ha formado después de 3 horas de incubar las células con
MTT (ver figura 32).
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Figura 32. Esquema representativo del disefio para el ensayo MTT.

8. Ensayos de viabilidad celular frente a la adiccion de
farmacos

Para valorar de el efecto combinado de los farmacos se plantaron mil células de
cada linea celular en placas de 96 pocillos (TC-plate 96 well standard, F. Sarstedt) y
se cultivaron durante toda la noche. A las 24 horas se anadieron los farmacos como
agentes unicos o combinados. Para la determinacién de los efectos combinados se
mezclaron los agentes como se detalla a continuacion. Se procedi6é a obtener una
mezcla de farmacos correspondiente al doble de la cantidad de IC50 de cada uno de
ellos de manera independiente en cada linea celular, (stock 2x) y posteriormente se
realizaron una serie de diluciones 1/2 hasta lograr una dilucion final de 1/16 (ver
figura 6.2). Se utilizdé DMSO como control. Pasados 5 dias de tratamiento se
efectuaron los ensayos de MTT utilizando DMSO como disolvente del formazan
violeta una vez formado, después de 3 horas de incubacion de las células en MTT al
10%. Los resultados fueron valorados mediante lectura con espectofotdmetro a
590nm. Todos los experimentos (tanto en farmacos administrados de manera unica

como en los administrados de manera combinada) se repitieron al menos dos veces
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de forma independiente. Los efectos de la combinacion de farmacos se calcularon
segun el analisis del efecto medio de Chou-Talalay y determinado con el indice de
combinacion (Cl) (158, 159). Las dosis de los farmacos y sus valores de efectos de
manera independiente o en combinacién se utilizaron para determinar si la
interaccién era sinérgica (Cl<1), aditiva (ClI=1) o antagodnica (CI>1) y se calcularon

mediante el software CalcuSyn v. 2.1 (Biosoft Inc).

9. Ensayo de formacion de colonias de la combinaciéon de

farmacos

Se sembraron mil células en placas petri de 56.7 cm2 para cultivo y se incubaron a
37°C en una atmoésfera de CO2 al 5% y una humedad del 90% para la formacién de
colonias. A las 24 horas las placas se trataron con cada uno de los farmacos y sus
combinaciones a la dosis de IC50. Cinco dias después del tratamiento el medio de
cultivo se cambid. A los diez dias de los tratamientos las placas se lavaron con
solucion Buffer fosfato 1% (PBS) y las unidades formadoras de colonias (CFU) se
tineron con cristal de violeta durante 1 hora. El exceso de cristal de violeta se lavd
con agua, después las placas se secaron para la visualizacién y contaje de las
colonias. Estos ensayos solamente se hicieron una vez. El recuento de CFU y las
medidas del tamafio medio de las CFU se hicieron con el “analyse particles tool" de

Imaged (Fiji Version 1.48v).

10. Curvas de crecimiento. Nivel de duplicacion de la poblacion

Las curvas de crecimiento se determinaron mediante los andlisis de niveles de
duplicacion de la poblacion acumulada (NDP), representado por la suma de la
duplicacién de la poblacién (DP) de los pasajes anteriores. La DP, para cada linea
celular se obtuvo segun la siguiente formula: DP=Log (Nf/Ni)/Log2, en donde Nf es el
numero de células contadas antes de cada paso y Ni es el numero de células
sembradas.

Para obtener la DP las células fueron contadas y sembradas cada dos dias en una
densidad poblacional de 3x105 células (Ni) en placas petri para cultivo de 56.7 cm2
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Nunclon Delta tratados, de Thermo Scientific. Las DP fueron determinadas por
duplicado y las curvas de NDP se realizaron al menos dos veces con un total de tres
DP.

11. Ensayo de migracion celular in vitro. Wound healing.

En los ensayos de migracion celular realizados en las lineas celulares de MU se
basaron en generar una separacion entre las células para después medir el grado de
union de las mismas. Las células de las diferentes lineas celulares fueron
sembradas en placas de cultivo de 6 pocillos, Nucleon Delta tratadas, de Thermo
Scientific, permitiendo que crecieran hasta la confluencia. Después las células
fueron separadas utilizando una punta de pipeta de 1000 ul estéril, para inducir una
brecha entre ellas. Las placas se fotografiaron inmediatamente después del rascado,
a las 24 y a las 48 horas en la misma localizacion. El experimento se realizé dos

veces.

12. Analisis descriptivo y estadistico

Para el analisis descriptivo se realizaron tablas de frecuencia en las variables
categodricas o de tipo nominal, y se calcularon medidas de tendencia central y
dispersidon cuando las variables eran numéricas. Los valores de variables numéricas
cuya distribucion no era aproximadamente normal se expresaron como mediana
(rango intercuartilico).

El andlisis estadistico se hizo mediante el software SPSS Statistics version 23.0.

Se realiz6é un analisis de supervivencia para calcular las tasas libres de metastasis y
de mortalidad acumulada durante el tiempo de seguimiento y se realizaron curvas de
Kaplan-Meier, utilizandose el Log-Rank como estadistico de contraste, para efectuar
comparaciones con las caracteristicas basales de los pacientes y los diferentes
marcadores; las comparaciones con variables numéricas se evaluaron mediante
modelos de regresion de Cox simple. Ademas, en estas variables numéricas, se
utilizaron curvas ROC para establecer aquellos puntos de corte con mejor

sensibilidad y especificidad para predecir la aparicion de metastasis y la mortalidad.
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Se realizaron analisis multivariantes mediante modelos de regresion de Cox multiple
para determinar las variables predictoras independientes de mortalidad y de mayor
riesgo de metastasis durante el seguimiento. Para cada una de las variables
respuesta, se realizaron tres modelos: en un modelo se tenian en cuenta soélo
variables clinicas, en otro sélo marcadores y en otro el conjunto de variables clinicas
y marcadores asociados de forma estadisticamente significativa en el analisis
bivariante. Los riesgos de cada una de las variables predictoras en los modelos
multivariantes se expresaron en Hazard Ratio (HR), o razén de riesgos, con sus
respectivos intervalos de confianza al 95% (ic 95%).

La comparacion entre marcadores y variables clinicas se realizd mediante el test ji-
cuadrado de Pearson o test exacto de Fisher en variables categodricas, el test ji-
cuadrado de tendencia lineal en variables ordinales, el coeficiente de correlacién de
Spearman en la comparacion entre variables numéricas y la prueba de la U de
Mann-Whitney o el test de Kruskal-Wallis cuando se compararon variables
numeéricas entre variables de dos 0 mas grupos respectivamente.

Se consideré estadisticamente significativo un p-valor inferior a 0.05.

13. Analisis exploratorio de datos

Se realiz6 un proceso de analisis exploratorio de datos con el software de

AutoDiscovery (Butler Scientifics, www.butlerscientifics.com).

AutoDiscovery evalud los coeficientes de correlacion de rangos de Spearman (rho)
para cada pareja de variables numéricas, analisis de varianza para cada pareja de
variables de respuesta del factor numérico cualitativos y coeficientes V de
contingencia de Cramer (phi) para cada pareja de variables cualitativas dentro de los
datos consolidados fijados con la finalidad de extraer las relaciones mas importantes
entre las variables.

El analisis de varianzas con variables numéricas que siguen una distribucion normal
(test de Jarque-Bera) se realizé con “one-way ANOVA”. Cuando la variable numérica
no se distribuye de forma normal, se realizaron los tests de Mann-Whitney (para 2
categorias) y el de Kruskal-Wallis (para mas de 2 categorias).

Solamente fueron consideradas las siguientes relaciones:

* Correlaciones evaluadas con n >/=5, significancia p<0,05 (two-tailed) y rho >/=0,8
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* Analisis de varianzas evaluadas con n >/=5

* Contingencias evaluadas con n >/=5y n </=100, p<0,05 (test de Xi cuadrado) y phi
>/=0,6

* Contingencias evaluadas con n >100, p<0,05 (test de Xi cuadrado) y phi >/=0,3

Las relaciones restantes fueron rechazadas de forma automatica por el software.

Este proceso fue sistematicamente ejecutado para cada uno de los grupos de riesgo

de la poblacion (variables cualitativas del conjunto de datos) para identificar

potenciales relaciones asociadas a grupos de riesgo en patrticular.

Dada la naturaleza exploratoria y el objetivo de este analisis, no se aplicaron

métodos de correccion de la significacion (ej. Bonferroni).
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VIIl. RESULTADOS

1. Datos clinico-patolégicos y seguimiento. Analisis

descriptivo.

La relacién de todos los datos clinicos se detalla en la tabla 11. De una muestra de
101 casos, la representacion entre sexos era mas o menos equitativa ya que el
51,5% correspondian a mujeres y el 48,5% a hombres. La edad media de la muestra
al diagndstico era de 60,5 afios variando entre 24 el mas joven y 90 el mas anoso.
En cuanto a la lateralidad en el 47,5% de los casos la tumoracién asentaba sobre el
ojo derecho y en el 31,7% en el izquierdo. En el 96,1% de los casos de nuestra serie
los melanomas eran de localizacion posterior (84,2% en coroides y 11,9% en cuerpo
ciliar), en el 2% de localizacion puramente anterior, en el iris. La afectacion era
panuveal en el 2%. En cuanto al tamafo se calcul6 el volumen de los tumores con
las dimensiones de los mismos, en milimetros cubicos (mm3). En nuestra serie el
volumen tumoral oscilaba entre 15 mm?3 el menor y 456 mm?3 el mayor y la mediana

fue 96 mms3.

Tabla 11. Datos clinicos

Sexo Hombres: 49
Mujeres: 52

Edad al diagnéstico Media: 60.5 Rango: 24-90
Mediana: 62

Lateralidad Derecho: 48
Izquierda: 32
Desconocido: 21

Localizaciéon Iris: 02
Cuerpo ciliar: 12
Coroides: 85
Uvea: 02

Volumen (mm3) Media: 107,02 Rango: 15-456
Mediana: 96
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La evaluacion histolégica se hizo mediante microscopia 6ptica en un corte de cada
tumor tefiido con HE con la finalidad de valorar los parametros descritos como
pronodsticos, detallados en la introduccion, asi como otros cuyos resultados se
detallan en la tabla 12.

En todos ellos se valord el histotipo tumoral segun la clasificacion de Callender
modificada pero se determind en <10% de células epitelioides necesarias para el
tipo mixto, en >10% para el epitelioide, siendo 0% para el fusiforme (en nuestra serie
28.7%, 44.6% y 26.7% respectivamente). Las mitosis se contaron en diez CGA para
cada corte. En cuanto al infiltrado inflamatorio se valord la cantidad de linfocitos
asociados al tumor segun tres categorias, ausente (31%), leve (47%) intenso (22%).
Referente al patrén de neovascularizacion se estableci6 como patron “Leve” la
presencia de ocasionales vasos aislados de pared fina dentro del tumor (19%);
patron “Moderado” la presencia intratumoral de vasos de pared engrosada, rigidos y
aislados (46%) y como patron “Intenso” se considerd la presencia de ambos tipos de
vasos con disposicion en paralelo y entrelazados (35%). La pigmentacion se valoré
sobre el corte histolégico y no macroscépicamente, se establecio como “Leve” los
casos sin pigmento o con pigmentacién suave que permitia ver el detalle celular
(59,4%); “Moderada” los casos con abundante pigmentacién pero que en la mayoria
de la superficie tumoral permitia observar el detalle celular (22,8%) e “Intensa” en
aquellos que presentaban una pigmentacion tan abundante que no no permitia ver el
detalle celular o dificultaba globalmente la valoracion del mismo excepto en algunas
areas (17,8%). Hubo un caso cuya pigmentacion era tan intensa que no permitio el
contaje de mitosis, la valoracion del infiltrado inflamatorio ni el patrén de
vascularizacion. En cada tumor se calculo el porcentaje de necrosis respecto al total
del tejido tumoral y posteriormente se categorizé en 3 categorias: ausencia (0%),
leve (<30%) y moderada (>/=30%) cuyos resultados han sido 70,3%, 20,8% y 8,9%
respectivamente.

En los casos en donde los cortes histolégicos incluian representacion del nervio
optico (76 casos) se pudo valorar la presencia o no de invasion tumoral de los cuales
se confirmd en 15 de ellos (19,7% de los casos valorables). El estado de la retina
suprayacente al tumor no se pudo valorar solamente en 2 casos. En el conjunto de

los casos valorables, en el 30,3% la retina estaba respetada, en el 11,1% infiltrada
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(presencia de células de MU dentro del grosor de las capas de la retina) sin llegar a
estar rota y en el 58,6% se evidenciaba una solucion de continuidad provocada por
el tumor. La presencia o no de retina desprendida no se valoré. La invasion de la
esclera y de los tejidos orbitarios circundantes se valoré tal como se detalla en la
tabla 12.

Segun las dimensiones del tumor, el estado de los ganglios y la presencia de
metastasis a distancia en el momento del diagndstico, se clasificaron todos los casos
acorde con la clasificacion TNM de la AJCC (39) cuyos resultados se especifican en
la tabla 12.

Tabla 12. Datos Histolégicos

Tipo celular: Fusiforme: 27
Mixto: 29
Epitelioide: 45

Mitosis/10 CGA: Media: 2.47 Rango: 0-19
Mediana: 01

Infiltrado inflamatorio limfocitario: Ausente: 31
Leve: 47
Intenso: 22
No valorable: 01

Patrén de Neovascularizacion: Leve: 19
Moderado: 46
Intenso: 35
No valorable: 01

Pigmentacion: Leve: 60
Moderada: 23
Intensa: 18

Necrosis Ausencia: 71
Leve: 21
Moderada: 09

Retina suprayacente al tumor: Respetada: 30
Infiltrada: 11
Rota: 58
No valorable: 02

Invasion Esclera: Presente: 74
Ausente: 27

Invasion Orbita: Presente: 17
Ausente: 79
No valorable: 05
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Invasion del Nervio Optico: Presente: 15
Ausente: 61
No valorable: 25

Estadiaje al diagnostico (TNM): I: 06
lHA: 17
I1B: 11
A: 41

B: 07
Mne: 19

El seguimiento de los pacientes ha sido posible en 74 casos (73.3% del total de la
serie), iniciandose el dia de la intervencién quirurgica (exéresis tumoral) con una
media de 6.44 anos (0.10-16.87 anos). Del total de pacientes con seguimiento
conocido 30 casos han desarrollado metastasis (40.5%) cuyas localizaciones se
especifican en la tabla 13. En referencia a la evolucién de los 74 casos, en el grupo
de los pacientes fallecidos (43.2%) el 31.1% murieron a causa del tumor (MU) y los
que murieron por otras causas representan el 12.2%. En el grupo de pacientes
activos (56.8%), el 9.5% presenta metastasis a distancia mientras que en el resto,

47.3%, no hay evidencia de ellas. Se detallan los resultados en la tabla 13.

Tabla 13. Datos de seguimiento

Seguimiento en 74 casos (dias): Media: 2352,04 Rango:36-6156
Mediana: 2030,50
Metastasis (MTX): Si: 30
No: 44
Desconocido: 27
Nimero de MTX: Unicas: 17
Higado: 14
Piel: 1
Hueso: 2
Multiples: 15
Desconocido: 31
Localizacion MTX: Higado: 25 (83.3%)
Hueso: 7 (23.3%)
Pulmén: 7 (23.3%)
Intestino: 1 (3.3%)
Glandula suprarenal: 2  (6.7%)
Cerebro: 3 (10.0%)
Partes blandas: 2 (6.7%)
Piel: 4 (13.3%)
Ganglios linfaticos: 2 (6.7%)
Bazo: 1 (3.3%)
Ovario: 1 (3.3%)
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Periodo libre de enfermedad en 20 casos  Media: 1226 Rango: 19-3761
(dias):

Evolucion: Activo: 42
Exitus: 32
Desconocido: 27

Estado: *MCE: 23
*MSE: 9
*VCE: 7
*VSE: 35
Desconocido: 27

(*) MCE: muerte con enfermedad; MSE: muerte sin enfermedad; VCE: vivo con enfermedad; VSE:
vivo sin enfermedad.

2. Signaling. Analisis descriptivo

Se han realizado varios marcadores inmunohistoquimicos con la finalidad de valorar
la implicacién de las vias de MAPK 'y de mTOR en la biologia del MU, estos han sido
HER3, pMAPK, 4EBP1, p4EBP1, EIF4E, pEIF4E, pEIF4G y pS6, los cuales se han
valorado segun su intensidad de expresion en nula (0, ausencia de tincion), leve (1+,
tincion débil), moderada (2+, tincion intermedia) y alta (3+, tincién intensa) tal y como
se detalla en el apartado 3 del capitulo de material y métodos. Existen casos en los
que no se ha podido valorar la inmunoreactividad de dichos marcadores por
diferentes motivos, entre los cuales la pigmentacion intensa es uno de los
principales.

A continuacién se representan graficamente los porcentajes de los resultados
obtenidos de la expresion IHQ para cada uno de estos marcadores asi como la
distribucion de los resultados valorables en tres categorias segun la intensidad de
expresion IHQ: nula-baja, que incluye los casos sin tincion y los de tincion débil (0 y
1+), moderada correspondiente a los casos de tincidén intermedia (2+) y alta para

aquellos de tincion intensa (3+).
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Figura 33. Resultados de la expresion IHQ de HERS3; (a) de la serie, (b) de los casos valorables.

pMAPK:

34a 34b

pPMAPK SMAPK

70

52,5

NUmero de casos
w
[§)]

17,5
469
Baja-Nula Moderada Alta
® no valorable @ 0 10203 M Intensidad de expresion

Figura 34. Resultados de la expresion IHQ de pMAPK; (a) de la serie, (b) de los casos valorables.
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Figura 35. Resultados de la expresion IHQ de 4EBP1; (a) de la serie, (b) de los casos valorables.
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Figura 36. Resultados de la expresion IHQ de p4EBP1; (a) de la serie, (b) de los casos valorables.
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Figura 37. Resultados de la expresion IHQ de EIF4E; (a) de la serie, (b) de los casos valorables.
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Figura 38. Resultados de la expresion IHQ de pEIF4E; (a) de la serie, (b) de los casos valorables.
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Figura 39. Resultados de la expresion IHQ de pEIF4G; (a) de la serie, (b) de los casos valorables.
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Figura 40. Resultados de la expresion IHQ de pS6(a) de la serie, (b) de los casos valorables.
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Figura 41. Resultados de la expresion IHQ de BAP1; (a) de la serie, (b) distribucion de los resultados
de los casos valorables.
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Figura 42. Resultados de la expresion IHQ de P16; (a) de la serie, (b) de los casos valorables.
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Ki 67: Para su resultado se han valorado el numero de nucleos positivos por campo

de gran aumento (CGA) (ver tabla 14).

Tabla 14. Resultado de la valoracién de Ki67 por CGA

N Valorables: 96 No valorables: 5

Media 18,11

Rango Minimo: 02 Maximo: 75

Mediana 14,00

Percentiles p25: 08,00 p50: 14,00 p75: 22,00
ki67
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2 20

o

[

0

Casos

Figura 43. Distribucién del numero de nucleos positivos/CGA en cada caso.

3. Analisis estadistico

3.1 Marcadores asociados con variables clinicas
Ki67 (**):
- Se correlaciona de forma positiva y significativa con mitosis (R (*):0,326;
p=0,001). Asi, obtenemos valores mas altos de Ki67 a medida que se
incrementan los valores de mitosis. ((*) R: coeficiente de correlacion de

Spearman).
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Los tumores de histologia epiteloide tienen valores mas altos del Ki67
(p=0,017). Obtenemos unos valores de Ki67 de 15 (10-34) en histologia
epiteloide, 11 (6,5-19,5) en histologia mixta y 11 (6,5-20) en histologia
fusiforme.

Asociado también de forma significativa con neovascularizacion (p=0,003). Se
obtienen valores mas altos de Ki67 en neovascularizacién intensa, con una
mediana de 18 nucleos positivos (10,5-35), mas alta que los de
neovascularizacién moderada con valores de 13 (8-23,5) y, a su vez, mas alta

que la de neovascularizacién leve, con valores de 8 (5-15).

pMAPK:

pS6:

Se asocia de forma significativa con el volumen (**), obteniendo valores mas
altos en aquellos pacientes con una intensidad de expresion de pMAPK bajo
(p=0,020). Asi, en los pacientes con niveles de expresion de pMAPK bajos se
obtienen volumenes de 109 (65-150), en los moderados de 86 (50-105) y en
los altos de 41 (38-69).

Se asocia de forma significativa con el volumen (**), obteniendo igualmente
valores mas altos en aquellos pacientes con una intensidad de expresion de
pS6 bajo (p=0,034). Asi, en los pacientes con pS6 bajos se obtienen
volumenes de 114 (89-150), en los moderados de 72 (42-150) y en los altos
de 65 (40-126).

4E-BP1:

Se asocia de forma significativa con el volumen (**), obteniendo valores mas
bajos en aquellos pacientes con una intensidad de expresion de 4E-BP1 alta
(p<0,001). Asi, en los pacientes con 4E-BP1 bajos se obtienen volumenes de
110 (45-193), en los moderados de 118 (90-152) y en los altos de 61,5
(42,5-94,5).

Se asocia de forma significativa con la histologia (p=0,025). Asi, el 84,6% de
los pacientes con intensidad de expresion de 4E-BP1 baja son de histologia
epiteloide, mientras que s6lo son epiteloides el 40,9% de los moderados y el
30,5% de los altos.
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P16:
- Los pacientes con una intensidad de expresién de P16 moderada o baja, se
asocian de forma significativa con un infiltrado inflamatorio intenso (p=0,005).
Asi, el 25% de los pacientes con P16 moderado o bajo son de infiltrado
intenso, mientras que de los pacientes con P16 alto, no hay ninguno (0%) con
infiltrado intenso.
(**) Los valores del Ki67 y el volumen estan aqui expresados en mediana (rango

intercuartilico), ya que son variables cuya distribucion no se aproxima a la normal.

3.2. Analisis de periodo libre de enfermedad (libre de metastasis)
Hay 74 pacientes de los que disponemos de datos de seguimiento en lo que a
metastasis se refiere. De ellos, hay un total de 30 pacientes a los que se les ha
detectado metastasis.

El tiempo medio estimado libre de metastasis es de 3764 dias (ic 95%: 3142-4386),
con supervivencias estimadas libres de metastasis a diferentes afios de: 1° afio:
93,1% (e.e. 3%), 2° aho: 87,5% (3,9%), 3° ano: 82% (4,5%), 5° ano: 68,8% (5,7%),
10° afo: 56% (6,7%), 15° ano: 45,5% (7,7%), (ver figura 44).
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Tiempo de seguimiento (dias)

Figura 44: curva de supervivencia libre de metastasis
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3.2.1. Comparacion variables clinicas

Sexo: no influye en la aparicion de metastasis (p=0,538)

Edad: si hay una tendencia a la aparicion de metastasis con la edad (p=0,055), de la
cual se ha hallado un punto de corte (>48 anos) a partir del cual el riesgo de

metastasis es muy superior (p=0,003), (ver figura 45).

Edad al
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Libre de metastasis
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Figura 45. A: curva ROC para punto de corte éptimo. B: riesgo de metastasis segtn edad.

Asi, el tiempo medio estimado libre de metastasis es de 4617 dias (ic 95%:
4114-5119) en aquellos con edades </= 48 afos, muy superior a los que son
mayores de 48 afios con un tiempo medio libre de metastasis de 3171 dias (ic 95%:
2454-3887). La supervivencia estimada libre de metastasis a los 10 afios en edades
</= 48 afios es del 92,9%, mucho mas alta que la de los pacientes mayores de 48

afos, que es del 43,9%.
Volumen: se asocia de forma estadisticamente significativa a un mayor riesgo de

metastasis (p<0,001). Hemos hallado un punto de corte 6ptimo (volumen >100) a

partir del cual hay un mayor riesgo de metastasis. Se observa en la figura 46.
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Figura 46. A: curva ROC para punto de corte. B: riesgo de metastasis segtn el volumen tumoral.

Asi, el tiempo medio estimado libre de metastasis es de 4579 dias (ic 95%:
3812-5344) en aquellos con volumen </= 100, muy superior a los que tienen un
volumen >100 con un tiempo medio libre de metastasis de 2487 dias (ic 95%:
1087-3168). La supervivencia estimada libre de metastasis a los 10 afos en
volumenes </= 100 es del 73,6%, mucho mas alta que la de los pacientes con

volumen >100, que es del 34,9%.

Localizacién: se comparan los tumores localizados en la coroides frente a los del
cuerpo ciliar ya que los otros dos grupos no son comparables individualmente. Se

muestra en la figura 47.
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Figura 47. Riesgo de metéstasis segtn la localizacion. Coroides frente a cuerpo ciliar.
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El tiempo estimado libre de metastasis es de 4005 dias (ic 95%: 3339-4670) en
aquellos con localizacién en la Coroides, superior a los que estan localizados en el
Cuerpo ciliar con un tiempo medio libre de metastasis de 3173 dias (ic 95%:
1752-4594), aunque estas diferencias no son significativas (p=0,363).

Si comparamos los tumores que estan localizados en la Coroides frente al resto de
pacientes, si encontramos diferencias significativas (p=0,042), observandose que en
los tumores que no estan localizados en la coroides tienen un mayor riesgo de
aparicion de metastasis. Lo podemos observar en la figura 48.

Asi, el tiempo medio estimado libre de metastasis es de 4005 dias (ic 95%:
3339-4670) en aquellos con localizacién en la Coroides, muy superior a los que no
estan localizado en la Coroides con un tiempo medio libre de metastasis de 2296
dias (ic 95%: 1189-3403). La supervivencia estimada libre de metastasis a los 10
anos en los que estan localizados en la Coroides es del 59,2%, mas alta que la de

los pacientes con diferente localizacion, con un 38,9%.

Localizacion

-I"*Coroides
-No coroides

Libre de metastasis

007 T T T T T T T
0 730 1460 2190 2920 3650 4380 5.110
Tiempo de seguimiento (dias)

Figura 48. Riesgo de metastasis segun la localizacién. Coroides frente a no coroides.

Estadiaje: en cuanto a la supervivencia libre de metastasis segun el estadiaje de los
pacientes al diagndstico se observa que, a peor estadiaje inicial existe un mayor
riesgo de metastasis, pero hay demasiados grupos a analizar, algunos con muy

pocos casos. Por este motivo es mejor agruparlos en estadios |, 11, lll. (Ver figura 49).
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Figura 49. Supervivencia libre de metastasis segun el estadiaje al diagnéstico agrupado.

El tiempo medio estimado libre de metastasis en los pacientes con estadio Il es de
2922 dias (ic 95%: 2325-3518), menor que los de estadio Il con 3938 dias (ic 95%:
3041-4834) y los de estadio | con 5306 dias (IC 95%: 3784-6827).

La supervivencia estimada libre de metastasis a los 10 afos en los pacientes en
estadio Il es del 45,8%, mientras que en los de estadio Il es del 72,4% y del 83,3%
en los de estadio .

De todas maneras, aunque si hay una tendencia que a mayor estadiaje hay mayor
riesgo de metastasis, las diferencias no llegan a alcanzar significacion estadistica
(p=0,070).

Mitosis (mitosis/10 CGA): los pacientes con valores altos de mitosis se asocian a un

mayor riesgo de metastasis (p=0,001). El mejor punto de corte que nos optimiza la

asociacion con metastasis es el de mitosis >2, (ver figura 50).
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Figura 50. A: curva ROC para punto de corte éptimo. B: supervivencia libre de metastasis segun
mitosis

El tiempo medio estimado libre de metastasis es de 4221 dias (ic 95%: 3493-4949)
en aquellos pacientes con mitosis </= 2, muy superior a los que sus valores estan
por encima de 2, con un tiempo medio libre de metastasis de 2481 dias (ic 95%:
1631-3330). La supervivencia estimada libre de metastasis a los 10 afos en los que
tienen mitosis </= 2 es del 58,5%, mas alta que la de los pacientes con valores

superiores a 2, con un 45%.

Infiltrado (infiltrado _inflamatorio linfocitario): los pacientes con infiltrado “intenso”

tienen un mayor riesgo de metastasis (p=0,005). (Ver figura 51).
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Figura 51. Supervivencia libre de metastasis asociado al infiltrado inflamatorio linfocitario.
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El tiempo medio estimado libre de metastasis en los “no infiltrados” es de 3952 dias
(ic 95%: 3160-4745), en los que tienen infiltrado leve es de 3969 dias (ic 95%:
3074-4864), y los de infiltrado intenso 1515 dias (IC 95%: 775-2254). La
supervivencia estimada libre de metastasis a los 10 afios en los “no infiltrados” es
del 73%, el 58,2% en los de infiltrado minimo y el 13,6% en los de infiltrado intenso.

Histologia: aunque se observa que los pacientes con histologia fusiforme tienen un
mejor prondstico, no hay diferencias significativas entre los grupos (p=0,205). El
tiempo medio estimado libre de metastasis de los pacientes con histologia fusiforme
es de 4820 dias (ic 95%: 3676-5965), de 3133 (2293-3973) en los de histologia
mixta y 3051 (2283-3818) en los de histologia epitelioide, (ver figura 52).
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Figura 52. Riesgo de metastasis segun la histologia.

Tampoco se asociaron de forma significativa con un mayor riesgo de metastasis, la
neovascularizacién (p=0,114), la invasion del nervio éptico (p=0,586), el estado de la

retina (p=0,168), la necrosis (p=0,283), ni la pigmentacion (p=0,243).

Analisis_multivariante: mediante regresién multiple de Cox han resultado como

predictoras independientes de aparicion de metastasis durante el seguimiento las
siguientes variables: la edad, el estadiaje en el diagndstico, la mitosis/10 CGA y el
infiltrado inflamatorio. Los resultados del multivariante son los que se detallan en la
tabla 15.
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Tabla 15. Resultados del analisis multivariante mediante regresion miultiple de Cox

Variables in the Equation

95,0% CI for HR

P HR Lower Upper
Edad > 48 ,001 13,045 2,857 59,564
Estadio Il al diagnéstico ,024 2,841 1,145 7,045
Mitosis/10 CGA >2 ,001 4,327 1,880 9,958
Infiltrado inflamatorio intenso ,000 6,334 2,570 15,606

3.2.2. Comparacion variables “signaling”

Solo hay diferencias estadisticamente significativas en el marcador HERS.

HERS3: los pacientes con expresion de HER3 baja tienen un mayor riesgo de hacer

metastasis durante el seguimiento (p=0,035) (ver figura 53).
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Figura 53. Supervivencia libre de metastasis asociado a HERS.

La supervivencia libre de metastasis, por ejemplo a los 12 afos, en los pacientes

con un HER3 bajo es de sdélo el 26%, mientras que en aquellos con un HER3

moderado y alto es del 65,1% y 66,7% respectivamente.

Ademas el tiempo medio estimado libre de metastasis es de 2766 dias (ic 95%:

2006-3525) en los pacientes con HERS3 bajo, mientras que en los de moderado y alto
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este tiempo medio es muy superior, 4396 (ic 95%: 3442-5351) y 3999 (ic 95%:
3030-4968) respectivamente.

Ki67: aunque hay cierta tendencia a que los pacientes con un Ki67 mas alto tengan
un mayor riesgo de metastasis, no hay diferencias estadisticamente significativas
(p=0,107). En la figura 54 se muestra una comparacién con el punto de corte que

mejor discrimina el riesgo de metastasis.
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Figura 54. A: curva ROC para punto de corte 6ptimo. B: riesgo de metastasis segtin Ki67.

Por lo que respecta al resto de marcadores realizados en la serie no se ha hallado
ninguna diferencia en la comparacion de curvas.

Por tanto el unico marcador que nos predice un mayor riesgo de metastasis es el
HERS3 bajo, con una HR: 2,273 (ic 95%: 1,085-4,765), p=0,030. Asi, los pacientes
con HERS3 bajo tienen mas del doble de riesgo de hacer metastasis durante el

seguimiento que los que tienen HER3 moderado-grave.

3.2.3. Analisis Multivariante. Variables “signaling” + variables clinicas
Si hacemos un analisis multivariante incluyendo HER3 y las variables clinicas que

son estadisticamente significativas, nos salen como predictoras independientes de
aparicion de metastasis HER3 bajo junto con la edad, el estadiaje en el diagndstico,
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la mitosis/10 CGA y el infiltrado intenso. Los resultados del multivariante se detallan
en la tabla 16.

Tras ajustar por las variables clinicas que influyen en la aparicion de metastasis,
observamos que los pacientes con HER3 bajo siguen teniendo mas del doble de

riesgo de hacer metastasis durante el seguimiento que el resto de pacientes.

Tabla 16. Resultados del analisis multivariante de los marcadores “signaling” con la

clinica.
Variables in the Equation
95,0% ClI for HR
p HR Lower Upper
HER3 bajo ,015 2,662 1,214 5,836
Edad > 48 ,000 17,458 3,516 86,674
Mitosis/10 CGA >2 ,002 3,967 1,679 9,373
Infiltrado inflamatorio intenso ,000 6,822 2,673 17,410
Estadio Il al diagnéstico ,021 3,122 1,191 8,183

3.3 Analisis del periodo libre de éxitus por enfermedad
De los 74 pacientes en los que disponemos datos de seguimiento, hay un total de 23

pacientes que han resultado éxitus por la enfermedad.
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Figura 55. Curva de supervivencia libre de exitus por enfermedad.
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El tiempo medio estimado de supervivencia libre de éxitus por enfermedad es de
4232 dias (ic 95%: 3625-4840), con supervivencias estimadas a diferentes afios de:
1° ano: 97,2% (e.e. 1,4%), 2° afio: 93,1% (3%), 3° ano: 88,7% (3,8%), 5° afo: 80,1%
(5%),10° afio: 63,9% (6,9%), 15° ano: 49,4% (9,5%). (Ver figura 55).

3.3.1. Comparacién de variables clinicas

Sexo: no influye en la supervivencia (p=0,549)

Edad: tomandola como variable numérica no influye en la supervivencia. Con el
punto de corte mayor a 48 afos vemos que el riesgo de éxitus por enfermedad es

superior al resto de pacientes (p=0,020) (ver figura 56).
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Figura 56. A: curva ROC para punto de corte 6ptimo. B: riesgo de éxitus por enfermedad segun la
edad.

Asi, el tiempo medio estimado libre de éxitus por enfermedad es de 4617 dias (ic
95%: 4114-5119) en aquellos con edades </= 48 afos, muy superior a los que son
mayores de 48 afos con un tiempo medio de supervivencia de 3775 dias (ic 95%:
3049-4501). La supervivencia estimada a los 10 afios en edades </= 48 afos es del

92,9%, mucho mas alta que la de los pacientes mayores de 48 afios, que es del
53,5%.
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Volumen: se asocia de forma estadisticamente significativa a un mayor riesgo de
éxitus por enfermedad (p=0,002). Se ha hallado un punto de corte 6ptimo (volumen
>/= 150) a partir del cual hay un mayor riesgo de éxitus por enfermedad (ver figura
57).
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Figura 57. A: curva ROC para punto de corte optimo. B: riesgo de muerte por enfermedad segun
volumen.

El tiempo medio estimado de supervivencia libre de éxitus por enfermedad es de
4626 dias (ic 95%: 3973-5280) en aquellos con volumen <150, muy superior a los
que tienen un volumen >/= 150 con un tiempo medio libre de supervivencia de 2517
dias (ic 95%: 1584-3451). La supervivencia estimada a los 10 afios en volumenes
<150 es del 74,7%, mucho mas alta que la de los pacientes con volumen >/= 150
que es del 20,9%.

Localizacién: si se comparan los tumores localizados en la coroides frente a los del
cuerpo ciliar, el tiempo estimado libre de muerte por enfermedad es de 4481 dias (ic
95%: 3841-5121) en aquellos con localizacion en la Coroides, superior a los que
estan localizados en el Cuerpo ciliar con un tiempo medio libre de muerte por

enfermedad de 3409 dias (ic 95%: 1848-4970), aunque estas diferencias no son
significativas (p=0,460).
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Si comparamos los tumores localizados en la Coroides frente al resto de pacientes,
si encontramos diferencias significativas (p=0,016) observandose que los tumores
que no estan localizados en la coroides tienen un mayor riesgo de muerte por

enfermedad (ver figura 58).
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Figura 58. Riesgo de muerte por enfermedad segtin localizacion.

Asi, el tiempo medio de supervivencia es de 4480,8 dias (ic 95%: 3841-5121) en
aquellos con localizacion en la Coroides, muy superior a los que no estan
localizados en la Coroides, con un tiempo medio de supervivencia de 2440 dias (ic
95%: 1307-3573). La supervivencia estimada a los 10 afos en los que estan
localizados en la Coroides es del 67,5%, mas alta que la de los pacientes con
diferente localizacién, con un 39,7%.

Estadiaje: aunque si se observa que a un peor estadiaje inicial existe un mayor
riesgo de muerte por enfermedad, hay demasiados grupos a analizar, algunos con
muy pocos casos. Al agruparlos en estadio I, I, lll, vemos que el tiempo medio
estimado libre de muerte por enfermedad en los pacientes con estadio Ill es de 3506
dias (ic 95%: 2927-4085), menor que los de estadio Il con 4085 dias (ic 95%:
3238-4932) y los de estadio | con 5308 dias (IC 95%: 3791-6825), (ver figura 59).
La supervivencia estimada a los 10 afos en los pacientes en estadio Il es del
57,3%, mientras que en los de estadio Il es del 72,4% y del 83,3% en los de estadio
l.
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De todas maneras aunque se observa cierta tendencia a que a mayor estadiaje hay
mayor riesgo de muerte por enfermedad, no obtenemos ninguna significacion
estadistica (p=0,322).
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Figura 59. Supervivencia libre de enfermedad segun estadio al diagnostico.

Histologia: los pacientes con histologia epitelioide tienen un mayor riesgo de muerte
por enfermedad que los de histologia mixta y fusiforme (p=0,033). Lo podemos

observar mejor en la figura 60.
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Figura 60. Riesgo de muerte por enfermedad segtn la histologia del MU.
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El tiempo medio de supervivencia libre de muerte por enfermedad es de 5426 dias
(ic 95%: 4480-6372) en aquellos de histologia fusiforme, superior a los de histologia
mixta, con un tiempo medio de supervivencia de 3912 dias (ic 95%: 3193-4631), que
a su vez es superior a la histologia epitelioide con un tiempo de supervivencia de
3209 (ic 95%: 2458-3960). La supervivencia libre de muerte por enfermedad a los 10
anos en la etiologia fusiforme es del 84,2%, mas alta que el 66,3% de la histologia

mixta y el 49,4% de la histologia epitelioide.

Mitosis: los pacientes con valores altos de mitosis/10 CGA se asocian con un mayor
riesgo de muerte por enfermedad (p=0,002). EI mejor punto de corte que nos
optimiza la asociacién con un mayor riesgo de muerte es el de mitosis/10 CGA >4.

En la figura 61 se muestra dicha asociacion.
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Figura 61. A: curva ROC para punto de corte 6ptimo. B: riesgo de muerte por enfermedad segun

mitosis.

El tiempo medio de supervivencia es de 4470 dias (ic 95%: 3827-5112) en aquellos
con mitosis/10 CGA </= 4, muy superior a los que sus valores estan por encima de
4, con un tiempo medio de supervivencia de 2419 dias (ic 95%: 1035-3803). La
supervivencia estimada a los 10 afios en los que tienen mitosis/10 CGA </= 4 es del
66,7%, mas alta que la de los pacientes con valores superiores a 4, con un 37%.
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Infiltrado (infiltrado inflamatorio linfocitario): Los pacientes con infiltrado inflamatorio

intenso tienen un mayor riesgo de muerte por enfermedad (p=0,015) (ver figura 62).
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Figura 62. Riesgo de muerte por enfermedad segun infiltrado.

El tiempo medio de supervivencia en los que no poseen infiltrado inflamatorio es de
4291 dias (ic 95%: 3589-4993), en los que se observa infiltrado minimo es de 4412
dias (ic 95%: 3549-5276), y en los que hay presencia de infiltrado intenso 2119 dias
(ic 95%: 1261-2978). La supervivencia estimada a los 10 afos en los que no poseen
infiltrado inflamatorio es del 75,9%, el 66,1% en los de infiltrado minimo y el 34,1%

en los de infiltrado intenso.

Ni la neovascularizacion (p=0,102), ni la invasion del nervio 6ptico (p=0,724), ni el
estado de la retina (p=0,799), ni la necrosis (p=0,247), ni la pigmentacién (p=0,536)

se asociaron con un mayor riesgo de muerte por enfermedad.

Analisis _multivariante: en un analisis multivariante han resultado como variables
predictoras independientes de éxitus por enfermedad la edad, la mitosis/10 CGA, el
infiltrado inflamatorio y la histologia. Los resultados del analisis multivariante estan

los representados en la tabla 17.
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Tabla 17. Resultados del analisis multivariante con variables clinicas.

Variables in the Equation

95,0% ClI for HR

p HR Lower Upper
Edad > 48 ,010 7,312 1,618 33,040
Histologia epiteloide ,021 2,857 1,173 6,960
Mitosis/10 CGA >4 ,003 4,883 1,737 13,729
Infiltrado inflamatorio intenso ,004 4,267 1,591 11,444

3.3.2. Comparacion de variables “signaling”

Ki67: los valores altos de Ki67 se asocian de forma significativa a una mayor
mortalidad por enfermedad (p=0,012). Un buen punto de corte es Ki67 >22, el cual
nos da una supervivencia media de 2965 dias (ic 95%: 1923-4008), bastante mas
baja que los que tienen un Ki67 </= 22 con una supervivencia de 4530 (ic 95%:
1923-4008) (ver figura 63).
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Figura 63. A: curva ROC para punto de corte 6ptimo. B: riesgo de muerte por enfermedad segtin Ki67.

La supervivencia libre de éxitus por enfermedad, por ejemplo a los 10 afios, en los
pacientes con un Ki67 >22 es de sélo el 48,6%, mientras que en aquellos con un
Ki67 </= 22 es del 68,1%.
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P16: observamos una mayor mortalidad por enfermedad en aquellos pacientes con

una expresion de P16 moderada o baja (p=0,032). Lo podemos observar mejor en

las figuras 64 y 65.
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Figura 64. Riesgo de muerte por enfermedad segun P16 (3 categorias: alto, moderado, bajo).
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Figura 65. Riesgo de muerte por enfermedad segun P16 (2 categorias: alto, bajo-moderado).
La supervivencia media de los pacientes con expresiéon de P16 alta fue mucho mas

larga que el resto de pacientes: 5235 dias (IC 95%: 4408-6062) frente a 3446 dias
(ic 95%: 3607-4828).
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En la comparacién de curvas con el resto de marcadores del signaling no se ha
encontrado ninguna diferencia significativa en ninguno de ellos.

Por tanto los marcadores que se asocian a una mayor mortalidad por enfermedad
son Ki67 y P16. Tras realizarse un analisis multivariante solo con los marcadores

observamos los resultados en la tabla 18.

Tabla 18. Resultados del analisis multivariante de las variables de signaling.

Variables in the Equation

95,0% ClI for H.R.

p H.R. Lower Upper
P16 bajo-moderado ,041 3,081 1,047 9,068
Ki67 >22 ,046 2,421 1,015 5,775

Asi, P16 bajo-moderado y Ki67 >22 predicen de forma independiente la mortalidad
por enfermedad durante el seguimiento.

El riesgo de muerte por enfermedad a lo largo del seguimiento es 2,4 veces superior
en los pacientes con Ki67 >22 con respecto a aquellos con un Ki67 <22. En los
pacientes con un P16 bajo-moderado este riesgo es 3,1 veces superior a los
pacientes con un P16 bajo. Combinando los 2 marcadores, el riesgo de muerte por
enfermedad se incrementa, siendo 3,6 veces superior cuando ambos son positivos
con respecto al resto de pacientes. (HR: 3,593; IC95%: 1,465-8,810). En la figura 66
se observa como la combinacion de ambos incrementa el riesgo de éxitus de forma

considerable.
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Figura 66. Incremento de riesgo de éxitus cuando se combinan Ki67 y P16.

A continuacion, observamos como la supervivencia libre de enfermedad es muy
inferior en aquellos pacientes en los que la combinacion de los 2 marcadores es
positiva, siendo sélo del 33,3% a los 10 anos de seguimiento, respecto al 63,8%

cuando sélo hay uno positivo y al 79,1% cuando ambos son negativos.
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Figura 67. Kaplan Meyer de la supervivencia libre de muerte por enfermedad segun la combinacién
de KI67 y P16.
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El tiempo medio libre de muerte por enfermedad cuando ambos marcadores son
normales es de 5235 dias (ic95%: 4408-6062). En cambio, cuando ambos
marcadores son positivos este tiempo es muy inferior, de 2313 dias (ic95%:
1141-3484).

Tabla 19. Valor predictivo positivo (VPP) y negativo (VPN) de P16 bajo-moderado, Ki67
>22 y su combinacién

P16 bajo-moderado (A) Ki67 >22 nucleos/CGA (B)  Combinacién A + B
VPP 43,2% 53,3% 77,8%
VPN 85,2% 73,2% 74,2%

3.3.3. Multivariante variables “signaling” + variables clinicas

Si hacemos un andlisis multivariante incluyendo Ki67, P16 y las variables clinicas
significativas resultan como predictoras independientes de éxitus por enfermedad la
edad, las mitosis/10 CGA, el infiltrado inflamatorio intenso y la histologia epitelioide.

Los resultados del analisis multivariante son los que se detallan en la tabla 20.

Tabla 20. Resultados del andlisis multivariante con variables de signaling y las

clinicas.
Variables in the Equation
95,0% CI for HR
p HR Lower Upper
Edad > 48 ,010 7,312 1,618 33,040
Histologia epiteloide ,021 2,857 1,173 6,960
Mitosis/10 CGA >4 ,003 4,883 1,737 13,729
Infiltrado inflamatorio intenso ,004 4,267 1,591 11,444

3.4. Analisis de supervivencia global

De los 74 pacientes en los que disponemos de datos de seguimiento hay un total de
32 pacientes que han fallecido por cualquier causa durante el seguimiento, (ver
figura 68).
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El tiempo medio estimado de supervivencia es de 3646 dias (ic 95%: 3053-4240),
con supervivencias estimadas a diferentes afios de: 1° afo: 97,2% (e.e. 1,9%), 2°
ano: 93,1% (3%), 3° afio: 87,4% (3,9%), 5° afio: 70,1% (5,6%), 10° afio: 54,1%
(6,73%), 15° ano: 27,9% (12,7%).
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Figura 68. Supervivencia global.

3.4.1. Comparacidn variables clinicas.

Sexo: no influye en la supervivencia global (p=0,871).

Edad: la edad si que se asocia a la supervivencia global (p=0,005). En la figura 69
se muestra el grafico de supervivencia dividiendo la edad entre dos grupos cogiendo
como punto de corte una edad mayor de 48 anos a partir de la cual el riesgo de
éxitus por enfermedad es muy superior al resto de pacientes (p=0,004).

El tiempo medio estimado libre de éxitus por enfermedad es de 4617 dias (ic 95%:
4114-5119) en aquellos con edades </= 48 afos, muy superior a los que son
mayores de 48 afos con un tiempo medio de supervivencia de 3160 dias (ic 95%:
2527-3793). La supervivencia estimada a los 10 afios en edades </= 48 afios es del
92,9%, mucho mas alta que la de los pacientes mayores de 48 afios, que es del
42,2%.
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Figura 69. A: curva ROC para punto de corte éptimo. B: supervivencia global segun la edad.

Volumen: se asocia de forma estadisticamente significativa a un mayor riesgo de

éxitus (p<0,001). Se ha hallado un punto de corte 6ptimo (volumen >/= 150) a partir

del cual hay un mayor riesgo de éxitus. (Ver figura 70).
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Figura 70. A: curva ROC para punto de corte 6ptimo. B: riesgo de éxitus global segtin el volumen.

El tiempo medio estimado de supervivencia libre de éxitus es de 4240 dias (ic 95%:

3580-4900) en aquellos con volumen <150, muy superior a los que tienen un

volumen >/= 150 con un tiempo medio libre de supervivencia de 2157 dias (ic 95%:

1343-2971). La supervivencia estimada a los 10 afios en pacientes con tumores de
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volumenes <150 es del 65,3%, mucho mas alta que la de los que presentan

volumen >/= 150, que es del 15,1%.

Localizacién: los tumores localizados en el cuerpo ciliar tienen un mayor riesgo de
fallecer (p=0,006), (ver figura 71).
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Figura 71. Supervivencia global segun localizacion.

El tiempo medio de supervivencia es de 3966 dias (ic 95%: 3325-4608) en aquellos
con localizacién en la coroides, muy superior a los que estan localizados en el
cuerpo ciliar, con un tiempo medio de supervivencia de 2088 dias (ic 95%:
797-3378). La supervivencia estimada a los 10 afios en los que estan localizados en
la coroides es del 59,6%, mas alta que la de los pacientes con localizacion en el

cuerpo ciliar, con un 29,2%.

Estadiaje: aunque si se observa que a un peor estadiaje inicial existe un mayor
riesgo de muerte por enfermedad, hay demasiados grupos a analizar, algunos con
muy pocos casos. Al agruparlos en estadio I, Il, lll, obtenemos el grafico de la figura
72.

El tiempo medio estimado libre de muerte por enfermedad en los pacientes con
estadio Ill es de 3189 dias (ic 95%: 2609-3770), menor que los de estadio Il con
3557 dias (ic 95%: 2695-4419) y los de estadio | con 5308 dias (ic 95%: 3791-6825).
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Figura 72. Supervivencia global segun estadiaje al diagndstico.

La supervivencia estimada a los 10 afios en los que pacientes con estadio Ill es del
49,3%, mientras que en los de estadio Il es del 56,3% y del 83,3% en los de estadio
l.

De todas maneras, aunque se observa cierta tendencia que a peor estadiaje hay
mayor riesgo de muerte por enfermedad, no obtenemos ninguna significacion
estadistica (p=0,192).

Histologia: los pacientes con histologia epitelioide tienen un mayor riesgo de muerte
que los que presentan histologia mixta y fusiforme (p=0,019), (ver figura 73).

El tiempo medio de supervivencia es de 5183 dias (ic 95%: 4172-6193) en aquellos
de histologia fusiforme, superior a los de histologia mixta con un tiempo medio de
supervivencia de 3479 dias (ic 95%: 2726-4233), que a su vez es superior a los de
histologia epitelioide con un tiempo de supervivencia de 2793 dias (ic 95%:
2126-3460). La supervivencia a los 10 afos en los de histologia fusiforme es del
79,5%, mas alta que el 54,4% de los de histologia mixta y el 39,6% de los de

histologia epitelioide.
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Figura 73. Supervivencia global segun la histologia del tumor (MU).

Mitosis: los pacientes con valores altos de mitosis/10 CGA se asocian con una
mayor mortalidad (p<0,001). El mejor punto de corte que nos optimiza la asociacion
con un mayor riesgo de muerte es el de mitosis/10 CGA >4. En la figura 74 se

muestra un grafico con dicha asociacion.
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Figura 74. A: curva ROC para punto de corte optimo. B: riesgo de muerte global segun mitosis/
10CGA.

El tiempo medio de supervivencia es de 3890 dias (ic 95%: 3241-4539) en aquellos
pacientes con mitosis/10 CGA </= 4, muy superior a los que sus valores estan por

encima de 4, con un tiempo medio de supervivencia de 2137 dias (ic 95%:
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886-3388). La supervivencia estimada a los 10 afos en los que tienen mitosis/10
CGA </= 4 es del 57,6%, mas alta que la de los pacientes con valores superiores a
4, con un 29,6%.

Infiltrado _inflamatorio linfocitario: Hay una tendencia a que los pacientes con

infiltrado inflamatorio intenso tengan un mayor riesgo de muerte (p=0,054), aunque

no llega a ser estadisticamente significativo. Lo observamos en la figura 75.

1, infiltrado
~No
~Minimo
-Mintenso

7

o
[
I

o
»
1

Supervivencia global

Y

0,071 T T T T T T T
0 730 1460 2190 2920 3.650 4.380 5.110

Tiempo de seguimiento (dias)

Figura 75. Riesgo de muerte global asociado a la presencia de infiltrado inflamatorio linfocitario.

Ni la neovascularizacion (p=0,098), ni la invasion del nervio 6ptico (p=0,289), ni el
estado de la retina (p=0,769), ni la necrosis (p=0,099), ni la pigmentacién (p=0,579)

se asociaron de forma significativa a una mayor mortalidad.

Analisis_multivariante: en un analisis multivariante incluyendo todas las variables
asociadas de forma estadisticamente significativa en el analisis bivariante, han
resultado como predictoras independientes de mortalidad, la edad, la mitosis/10cga

y la histologia. Los resultados se detallan en la tabla 21.
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Tabla 21. Resultados del analisis multivariante.

Variables in the Equation

95,0% CI for HR

p HR Lower Upper
Histologia epiteloide ,005 2,920 1,384 6,161
Mitosis/10 CGA >4 ,016 2,906 1,220 6,924
Edad >48 ,006 7,569 1,771 32,344

3.4.2. Comparacion de variables de “signaling”

Ki67: los valores altos de Ki67 se asocian de forma significativa a una mayor
mortalidad (p=0,048). No hay ningun punto de corte que se asocie de forma
significativa a una mayor mortalidad. Con un Ki67 >22, la mortalidad es mayor
aunque no se llega a alcanzar significacion estadistica (p=0,070). Asi, un Ki67 >22
nos da una supervivencia media de 2765 dias (ic 95%: 1755-3776), bastante mas
baja que los que tienen un Ki67 </= 22 con una supervivencia de 3967 (IC 95%:
3291-4642) (ver figura 76).

ki67

Wiie=22
-M>22

Sensitivity

00 02 04 06 ) 10
1 - Specificity

Ki_67 >22

Sensibilidad 30%

Supervivencia global

o
N
1

Especificidad  85.4% 00 T

T T T T T T
0 730 1460 2190 2920 3650 4380 5110
Tiempo de seguimiento (dias)

Figura 76. A: curva ROC para punto de corte 6ptimo. B: supervivencia global segun Ki67.

Asi la supervivencia a los 10 afios en los pacientes con un Ki67 >22 es de sélo el

43,2%, mientras que en aquellos con un Ki67</= 22 es del 59,6%.
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P16: observamos una mayor mortalidad en aquellos pacientes con expresion de P16

moderada o baja (p=0,030). Lo podemos observar mejor en la figura 77.

T S— 1 p16
[ - Alto

Bajo-

moderado

Supervivencia global
%

00 T T T T T T T
0 730 1460 2190 2920 3650 4380 5110

Tiempo de seguimiento (dias)

Figura77. Supervivencia global segun P16.

La supervivencia media de los pacientes con expresion de P16 alta fue mucho mas
larga que el resto de pacientes: 4813 dias (ic 95%: 3896-5730) en el grupo de P16
alto y 3122 dias (ic 95%: 2534-3710) en el de P16 bajo-moderado.

La supervivencia a los 10 afnos de los pacientes con expresion de P16 alta fue del
69,5%, mientras que en aquellos con expresion de P16 baja-moderada fue del
48,6%.

Las comparaciones de curvas con el resto de marcadores no mostraron ninguna

diferencia estadisticamente significativa.

Los marcadores que se asocian a una mayor mortalidad son Ki67 y P16 tras
realizarse un analisis multivariante sélo con los marcadores (tomando Ki67 como
variable numérica). Observamos los resultados en la tabla 22.

Asi, el P16 bajo-moderado y el Ki67 son los marcadores que predicen de forma

independiente la mortalidad durante el seguimiento.
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Tabla 22. Resultados del analisis multivariante.

Variables in the Equation

95,0% CI for HR

P HR Lower Upper
P16 bajo - moderado
,029 2,720 1,108 6,676
Ki67 ,032 1,026 1,002 1,050

3.4.3. Multivariante variables “signaling” + variables clinicas

Si hacemos un analisis multivariante, incluyendo P16 y Ki67 con las variables

clinicas que son estadisticamente significativas, nos salen como predictoras

independientes de mortalidad, P16, la edad, mitosis/10 CGA vy la localizacion. Los

resultados del analisis multivariante se recogen en la tabla 23.

Tabla 23. Resultados del analisis multivariante con variables clinicas y del signaling.

Variables in the Equation

95,0% CI for HR
P HR Lower Upper
P16 bajo-moderado ,012 3,205 1,290 7,964
Edad >48 ,032 4,996 1,150 21,704
Mitosis/10 CGA >4 ,012 3,085 1,287 7,394
Localizacion en “no coroides" ,013 3,007 1,266 7,141

Tras considerar las variables clinicas que influyen en la aparicion de metastasis,

observamos que los pacientes con un P16 moderado o bajo triplican el riesgo de

muerte durante el seguimiento.
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A modo de resumen se presentan en la tabla 24 las variables estadisticamente

significativas, que predicen prondstico, en cada uno de los tres escenarios valorados

(riesgo de metastasis, riesgo de muerte por enfermedad y supervivencia global).

Tabla 24. Resumen de las variables predictoras de pronéstico.

Aumento del riesgo de
metastasis

HERS3 bajo
X
X
Edad >48 afios
Localizacién en “no coroides”
Volumen >100
Mitosis/10 CGA >2
Infiltrado inflamatorio intenso
X

Estadio Il al diagnéstico

Aumento del riesgo de
muerte por enfermedad

X
Kl67 >22
P16 bajo-moderado
Edad >48 afios
Localizacién en “no coroides”
Volumen >150
Mitosis/10 CGA >4
Infiltrado inflamatorio intenso
Histologia epitelioide

X

(X) no se ha observado asociacion prondstica con la variable.

4. Analisis mediante “AutoDiscovery”

Disminucion de la
supervivencia global

X
Ki67 >22 (p 0.070)
P16 bajo-moderado
Edad >48
Localizacién en cuerpo ciliar
Volumen >150
Mitosis/10 CGA >4
X
Histologia epitelioide

X

AutoDiscovery es un programa informatico de analisis exploratorio de datos

mediante el cual hemos encontrado diferentes relaciones en varios subgrupos de

variables.

A partir del proceso de analisis se genera un “mapa de descubrimientos” en el que

se identifican las relaciones mas significativas entre los diferentes grupos de

variables seleccionadas (ver figura 78).
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Figura 78. A y B. Ejemplos de mapa de descubrimientos, “Auto-Discovery”. Fotos del programa

El sistema analiza para cada variable con cuantas puede establecer relaciones y en
qué subgrupos se cumplen con mayor fuerza (nivel de intensidad de cada relacion
indicada con valores porcentuales que significa que a mayores valores absolutos las
relaciones son mas intensas). Para cada pregunta exploratoria se muestra una lista

con las relaciones mas relevantes identificadas (ver figura 79).

| Indep. Var. nq-nd. Var. | From | To  Strength # s-nqlas Filter 1 - Variable Filter 1 - Value | Filter 2 - Variable Filter 2 - Valve | Filter 3 - Variable Tilter 3 - Value Exclusivity |
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L[plo_uml ki67? Bap Alto 45% 8 tm T3NOMO 2. Excluseve relationships at segment
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Figura 79. Ejemplo de listado con relaciones mas relevantes extraidas de un proceso de analisis. Foto
del programa.
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La interpretacién estadistica de la “fuerza” depende del tipo de calculo realizado:

- Correlaciones numéricas: aplicado cuando ambas variables son numéricas. El
valor absoluto representa el resultado del indice de correlacion de Spearman’s
Rank. El signo de valor representa la direccion de la relacion monotodnica
(creciente o decreciente). Solo se consideran las correlaciones con fuerza
absoluta > 80%.

- ANOVAs: aplicado cuando una de las variables es cualitativa/categorica y la otra
es numeérica. El valor representa la diferencia media porcentual entre las
diferentes respuestas y la respuesta media de todas las categorias. Solo se
consideran las ANOVAs con fuerza > 30%.

- Contingencias: aplicado cuando ambas variables son cualitativas/categéricas. El
valor representa el resultado del indice de contingencia de Cramer expresado en
porcentaje (entre 0% y 100%). Mayores valores indican distribuciones de datos

mas heterogéneas. Solo se consideran las contingencias con fuerza > 30%.

Con los parametros introducidos en el sistema, el programa ha evaluado 169568
potenciales relaciones entre variables. Entre ellas se han encontrado 1577 de las
cuales 554 son exclusivas. De todas ellas, a continuacién, presentamos las de

mayor relevancia:

1) Los pacientes que tienen metastasis hepaticas, presentan mayor supervivencia
cuando asi mismo tienen niveles de expresion de p4E-BP1 bajo frente a los que

los tienen moderados.

pdebp!_creus

Figura 80. Relacion entre p4E-BP1 y supervivencia (higado=si). Fuerza=42%, n=25
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2) En el grupo de pacientes con estadio T3cNOMO, aquellos que tienes niveles de
expresion altos de p4E-BP1 presentan mayor indice de Ki67 frente a los que

tienen nivel de expresion de p4E-BP1 moderado y bajo respectivamente.

(2. Exclustve relaionships at segmant)
Relationship between pdebp1_creus and k67 (Marcadores)
[tnm = T3CNOMO]

Strength = 54 %, n = 8

Moder o
pdebp1_creus

Figura 81. Relacion entre p4E-BP1 y Ki 67 (TNM=T3cNOMO). Fuerza=54%, n=8

3) Los pacientes con tumores de histologia epitelioide, estos presentan mayor

indice de mitosis a menor expresion de pS6.

(2. Exclusive relabonships at segment)

Relationship betwaen ps6_creus and mitosis, ga (Marcadores-Factores Prondstico)
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Figura 82. Relacién entre pS6 y mitosis/10CGA (Histologia=epitelioide). Fuerza=48%, n=42.
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4) En el grupo de pacientes con expresion de HER3 baja, presentan mayor indice
de mitosis aquellos con expresién concomitante de pS6 baja frente a los de

expresion moderada y alta.

(2
Relatonship betwaren pst_cn
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3
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:

o

Figura 83. Relacioén entre pS6 y mitosis/10CGA (HER3=bajo). Fuerza=46%, n=38.

5) En los pacientes con niveles de expresién de 4E-BP1 moderada, presentan
mayor indice de proliferacion (KI67) aquellos con mayores niveles de expresion

de pS6 frente a los de niveles bajos y moderados.

n 10,406

Maan

P
ps_creus

Figura 84. Relacion entre pS6 y Ki67 (4E-BP1=moderado). Fuerza=85%, n=42.
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6) Los pacientes que co-expresan pS6 y p4E-BP1 de intensidad alta, en ausencia

de BAP1, tienen mayor indice de mitosis/10 CGA frente a los que tienen BAP1.

(2 Exclsive relaonships at segment]
Relsuonship betwaen bap1_crous 98 (Marcadores-Factores Prondstico)
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Figura 85. Relacién entre BAP1 y mitosis/10CGA (pS6-p4EBP1 alto=si). Fuerza=95%, n=8.

7) En los pacientes con P16 bajo, los que muestran ausencia de BAP1 presentan

una supervivencia mayor que los que presentan BAP1.
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Figura 86. Relacién entre BAP1 y supervivencia (P16=bajo). Fuerza=46%, n=26.
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5. Ensayo in vitro

5.1. Resultados de la determinacién de farmaco a IC50

Los resultados derivados de la determinacién IC50 fueron expresados como
porcentajes relativos de células viables, para una concentracidon de compuesto
determinada, comparado con los pocillos control. La IC50 que se obtuvo de DTIC y
AZD8330 para cada una de las tres lineas celulares de MU fue 100 pg/mly 1,75 nM
respectivamente. La IC50 de PP242 resulté ser de 0,3125 yM para las lineas de
UW1y MKTBR, y de 0,625 uM para la de OCM1 (ver figura 87).
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Q) - — O C
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Figura 87. Determinaciones de IC50. A. Tabla resumen de la IC50 para cada linea celular y farmaco
testado. B, C y D. Efecto dosis-toxicidad de DTIC, PP242 y AZD8330 para las determinaciones de
IC50. B. La IC50 de DTIC fue aproximadamente 100 ug/ml para UW1, MKTBR y OCM1. C. La IC50
de PP242 se determiné en 0,3125 uM para UW1 y MKTBR y el doble para OCM1, 0,625 uM. D. La
IC50 de AZD8330 fue de 1,75 nM para las tres lineas celulares.
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5.2. Resultados de la combinacion de farmacos

Los ensayos preclinicos y clinicos en fase I/l nos han proporcionado las bases para
evaluar los inhibidores de las vias de sefalizacion de mTOR y MAPK como farmacos
para el tratamiento del cancer, incluyendo el MU. En base a estos, hemos
examinado el efecto de PP242, (inhibidor de mTORC1 y mTORC2), de AZD8330
(inhibidor de MEK1/2), y de DTIC (farmaco quimioterapico comun), y sus posibles
combinaciones en las lineas celulares de MU, evaluando sus efectos sinérgicos en
cuanto a la viabilidad celular y la capacidad de formaciéon de colonias asi como el

tamafo medio en presencia de dichas drogas.

5.2.1. Resultados de la viabilidad celular y ensayo de formacién de

colonias para combinaciones de farmacos en UW1

Los resultados del indice de combinacion (Cl) en los tratamientos combinados en la
linea celular de UW1 estan representados en la figura 88 A y B. El tratamiento con
DTIC mas PP242 en las células de UW1 mostré un Cl superior a 1, lo cual implica un
efecto inhibitorio antagonista. Ademas, los valores de Cl fueron mas altos cuando
mas alto era el porcentaje de inhibicion obtenido, indicando que a mayor nivel de
inhibicion el efecto antagénico de DTIC mas PP242 es mayor. Los tratamientos
combinados de (DTIC + PP242) y (PP242 + AZD8330) mostraron un CI inferior a 1,
demostrando el efecto sinérgico de tales combinaciones en UW1. Ademas, estas
combinaciones sinérgicas mostraron una disminucion de Cl cuanto mayor era la
inhibicion alcanzada, lo que significa que a mayor nivel de inhibicion, mayor es el
efecto de sinergia. La combinacion con todos los farmacos mostrd niveles de ClI
menores en los puntos de mayor inhibicidn, presentando un efecto antagonista (ClI
mayor a 1) en el nivel de IC50 y un efecto sinérgico (Cl menor a 1) en el nivel IC75y
1C90.

El efecto de la combinacion de farmacos no solo se determind mediante viabilidad
celular sino también con ensayos de formacién de colonias mediante el contaje de
CFU y con el tamano. Las CFU contadas en los tests de tratamientos combinados,
en las células de la linea UW1, disminuyeron, en comparacion con los tests de
tratamientos con un solo farmaco, solamente en la combinacién de DTIC+PP242
(ver figura 88 C, D, E, F).
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Los valores numéricos del contaje de CFU y el promedio relativo del tamano de CFU

se detallan en la figura 92.

A

Combination index of UW1

IC50
DTIC+PP242 1,05486
DTHAZD8330 064018
PP242+AZD8330 099776
All drugs 1,06636
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Figura 88. Resultados de la combinacion de farmacos en UW1. (A) Tabla resumen de los valores de
Cl en UW1 cuando se tratan con distintos farmacos a diferentes ICs (IC50, IC75 e 1C90). (B)
Representacion gréfica de los valores de Cl necesarios para inhibir el crecimiento celular al 50%
(IC50), 75% (IC75) o al 90% (IC90) para todas las combinaciones de farmacos con DTIC, PP242 y
AZD8330. CI>1 significa antagonismo y IC<1 sinergismo. (C, D, E i F) Representacion grafica de las
UFC para cada tratamiento de combinacion de farmacos; (C) DTIC+PP242, (D) DTIC+AZD8330, (E)
PP242+AZD8330, (F) combinaciéon de todos los farmacos. Cada gréfico compara las UFC

contabilizadas en el control con la combinacion de farmacos y con los farmacos de la combinacion

como agentes unicos.
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5.2.2. Resultados de la viabilidad celular y ensayo de formacion de
colonias para combinaciones de farmacos en MKTBR

Los resultados del Cl en los tratamientos combinados en la linea celular de MKTBR
estan representados en la figura 89 A y B. Los tratamientos combinados con dos
farmacos (DTIC+PP242, DTIC+AZD8330 y PP242+AZD8330), en la linea celular de
MKTBR, resultaron sinérgicos en cualquier punto de inhibiciéon (IC50, IC75 e 1C90)
ya que todos ellos mostraron Cl menores a 1 y disminuian a medida que IC
aumentaba. Por lo tanto la sinergia de los tratamientos combinatorios dual, en
células de la linea MKTBR, aumenta a mayores niveles de inhibicién de la viabilidad
celular obtenida para esta linea. La combinacion con todos los farmacos mostré
niveles de Cl<1 en los puntos de inhibicion superiores (IC75 e 1C90) no asi en el
IC50 donde poseen un efecto aditivo Cl=1. Las CFU contadas de los ensayos de
formacion de colonias de la linea MKTBR no mostraron una disminucion, en
comparacioén con los tratamientos de farmacos individuales (figura 89 C, D, E 'y F).
Los valores numéricos del contaje de CFU y el promedio relativo del tamano de CFU

se detallan en la figura 92.

A B MKTBR
Combination index of MKTBR
IC50 IC75 IC%0
DTIC+HPP242 051007 041281 035612
DTHAZDS330 0,72027 0,48808 0,34799
PP242+AZD8330  0,75651 0,50460 0,33742
All drugs 1,00257 041913 0,18193

15 2,0
Combination index

ODTIC+PP242 ODTIC+AZDS8330 ®@PP242+AZDS330 mDTIC+PP242+AZDS8330

Figura 89 A y B. Resultados de la combinacién de farmacos en MKTBR. (A) Tabla resumen de los
valores de Cl en MKTBR cuando se tratan con distintos farmacos a diferentes ICs (IC50, IC75 e
1C90). (B) Representacion grafica de los valores de Cl necesarios para inhibir el crecimiento celular al
50% (1C50), 75% (IC75) o al 90% (IC90) para todas las combinaciones de farmacos con DTIC, PP242
y AZD8330. CI>1 significa antagonismo y IC<1 sinergismo.
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Figura 89.C, D, E y F. Representacion grafica de las UFC para cada tratamiento de combinacion de
farmacos; (C) DTIC+PP242, (D) DTIC+AZD8330, (E) PP242+AZD8330, (F) combinacién de todos los
farmacos. Cada gréafico compara las UFC contabilizadas en el control con la combinacion de

farmacos y con los farmacos de la combinaciéon como agentes Unicos.

5.2.3. Resultados de la viabilidad celular y ensayo formacién de colonias
para combinaciones de farmacos en OCM1

Los resultados del Cl en los tratamientos combinados en la linea celular de OCM1
estan representados en la figura 90 Ay B. OCM1 presento6 un CI sinérgico (Cl menor
a 1) solamente a IC50 y IC75 cuando se trataron con la combinacion DTIC+PP242.
La combinacion de farmacos DTIC+AZD8330 tuvo efectos antagénicos (Cl mayor a
1) cuando el nivel de inhibicién de la viabilidad celular era del 50%, pero a IC75 el ClI
disminuia todavia con efecto antagodnico y finalmente a IC90 disminuia mas, siendo
menor a 1, con efecto sinérgico. La combinacion de los dos inhibidores PP242 y
AZD8330 en la linea OCM1 fue sinérgica a los puntos de inhibicién de IC50, IC75 y
la tendencia era tener mejores resultados sinérgicos al alcanzar puntos de inhibicién
menores. Finalmente la combinacion de todos los farmacos fue la unica que obtuvo
un efecto sinérgico en todos los puntos de inhibicion (IC50, IC75 y IC90), en esta
linea celular, y su tendencia era la de mostrar mejores resultados sinérgicos a los
puntos de inhibicion alcanzados menores.

Las CFU contadas, resultantes de la aportacion de tratamientos con combinacién de
farmacos a la linea de OCM1, no parecié que disminuyeran en comparacion con los
tratamientos de un sélo farmaco (figura 90 C, D, E, y F).

Los valores numéricos del contaje de CFU y el promedio relativo del tamano de CFU

se detallan en la figura 92.
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Figura 90. Resultados de la combinacion de farmacos en OCM1. (A) Tabla resumen de los valores de
Cl en MKTBR cuando se tratan con distintos farmacos a diferentes ICs (IC50, IC75 e 1C90). (B)
Representacion gréfica de los valores de Cl necesarios para inhibir el crecimiento celular al 50%
(IC50), 75% (IC75) o al 90% (IC90) para todas las combinaciones de farmacos con DTIC, PP242 y
AZD8330. CI>1 significa antagonismo y IC<1 sinergismo. (C, D, E y F) Representacion grafica de las
UFC para cada tratamiento de combinacion de farmacos; (C) DTIC+PP242, (D) DTIC+AZD8330, (E)
PP242+AZD8330, (F) combinaciéon de todos los farmacos. Cada gréfico compara las UFC
contabilizadas en el control con la combinacion de farmacos y con los farmacos de la combinacion
como agentes unicos.

5.3. Proliferacion basal, migracion y habilidad para formacién de
colonias de UW1, MKTBR y OCM1

Para poder determinar la capacidad de proliferacién, migracién y formacién de
colonias de las células de UW1, MKTBR y OCM1 en su estado basal, se efectuaron
diferentes ensayos. Los ensayos de proliferacion, obtenidos como curvas de nivel de
duplicacién de la poblacion (PDLs) a partir del valor de duplicacién de la poblacion
(PD) acumulativas, resultaron muy similares para las tres lineas celulares. Los PDs

acumulativos en los pasos 1, 2 y 3 para UW1 fueron consecutivamente 2.80, 4.82 y
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8.18. Los PDs acumulativos en los pasos 1, 2 y 3 para MKTBR fueron 2.82, 5.26 y
8.81 respectivamente. OCM1 presentd una PD de 2.56 en el paso 1, 4.75 en el paso
2y 8.19 en el paso 3 (figura 91 A).

Los resultados de “Wound Healing” los cuales evaluaron la capacidad de migracion
celular se expresaron como la “herida” relativa abierta en comparacion con la
“herida” inicial. El porcentaje de apertura (separacion entre las células) de la “herida”
abierta a las 24 horas era de 89.03%, 85.27% y 90.74% para UW1, MKTBR y OCM1
respectivamente. A las 48 horas, UW1 tenia una “herida” abierta de 83.44%, MKTBR

del 79.36% y OCM1 del 80,51% (figuras 91 C y D). La capacidad de migracion
celular fue bastante similar.

Los resultados de la capacidad de formacion de colonias en cada linea celular sin
ningun tratamiento se expres6 como el numero total de CFU contadas. Para UW1
fueron 547, para MKTBR fueron 455 y para OCM1 425 (figura 91 B).

PDL CFU
auwl
10 = 600
9 @MKTBR 3}
8 z
& =
a7 =OCM] g
oS B
25 -]
£3 B
! i
4 - O
P1 P2 P3
Passages
C Wound healing
oUwl
120
=
2 @MKTBR
= 100
<
z ; ;
= 80 ; =OCMI
2
:G w
©
- 40
3
’:3 20
Oh 24h 48h

Figura 91. Proliferacién basal, habilidad de formacion de colonias y de migraciéon de UW1, MKTBR y
OCM1. (A): Gréafico PDL que compara los PDs acumulados obtenidos para las tres lineas celulares;
UW1, MKTBR y OCMT1 en los pasos 1, 2 y 3. Ambas lineas celulares muestran PD acumulativas
similares en cada pasaje. (B): Grafico UCF, representacion del nimero total de UFC contadas en las

tres lineas celulares. (C): Grafico Wound Healing, compara el porcentaje de apertura de la brecha
entre UW1, MKTBR y OCM1 a las 0 h, 24 h, y 48 h. Ambas lineas presentan un cierre similar de la
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brecha. (D): Fotografias de los ensayos de wound healing tomadas a las O h, 24 h 'y 48 h, para UW1,
MKTBR y OCM1 que demuestran un cierre progresivo de la brecha.

Los valores numéricos del contaje de CFU y el promedio relativo del tamano de CFU

se detallan en la figura 92.

A B C
uwl MKTBR ocMm1
Relative Relative Relative
Treatment CFUcountig average CFU Treatment CFUcountig average CFU Treatment CFUcountig average CFU
size (%) size (%) size (%)
Control 547 100,00 Control 455 100,00 Control 425 100,00
DTIC 374 56,66 DTIC 610 124,62 DTIC 720 90,30
PP242 438 102,56 PP242 399 103,66 PP242 411 91,14
AZD 381 91,85 AZD 599 88,00 AZD 358 80,06
DTIC+PP242 246 46,27 DTIC+PP242 548 101,47 DTIC+PP242 600 76,16
DTIC+AZD8330 397 55,50 DTIC+AZD8330 585 128,05 DTIC+AZD8330 600 76,16
PP242+AZD 361 50,70 PP242+AZD 566 74,88 PP242+AZD 360 60,99
All drugs 295 38,81 All drugs 496 80,69 All drugs 358 44,95

Figura 92. Valores del contaje de CFU y del promedio relativo de su tamafio para cada linea celular
(A, B, C). Las tablas resumen el numero total de CFU y su tamafio medio relativo cuando se
comparan los controles con cada uno de los tratamientos administrados en cada una de las tres
lineas celulares: UW1 (A), MKTBR (B) y OCM1 (C).
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VIII. DISCUSION

El MU es un tumor del cual sabemos poco si lo comparamos con otras neoplasias,
quizas uno de los motivos sea su baja incidencia lo cual dificulta el estudio del
mismo en series amplias de casos. Aun asi, han sido muchos los grupos de
profesionales que han dirigido sus esfuerzos a conocer mas sobre su biologia y su
comportamiento en el ser humano, con el fin de categorizarlo segun su progresion y
evolucion para poder identificar de antemano aquellos casos que van a presentar un
peor pronostico. Inicialmente, los estudios realizados se focalizaron en determinar
cudles eran los factores que nos permitian dicha clasificacion prondstica y en los
ultimos afos, con los conocimientos de biologia molecular, se ha profundizado en
esta linea ademas de intentar determinar si alguno de ellos actuaria como diana
terapéutica a fin de ofrecer un tratamiento mas adecuado a cada paciente.

En el presente trabajo se ha podido validar, el significado prondstico que tienen
algunas de las variables clinicas en consonancia con los estudios previos ya
publicados, donde cabe destacar algunas de ellas:

En relacion con la edad hemos encontrado una asociacion prondstica desfavorable
en edades avanzadas de acuerdo con Shields (47) y el grupo Europeo de Patologia
Oftalmica (56) pero ademas, en nuestra serie, hemos establecido un punto de corte
a los 48 anos, a partir del cual, en los mayores a esa edad, el riesgo de metastasis y
de muerte por enfermedad es mayor y la supervivencia global a los 10 ainos menor.
En nuestra serie el sexo no parece tener relevancia prondstica, al contrario de lo que
concluyeron Zloto y colaboradores (48).

En el presente estudio, la localizacion del tumor ha sido una parametro de dificil
valoracion puesto que en la serie de casos sobre la que hemos trabajado la
representacion de melanomas de iris y cuerpo ciliar es muy inferior a los de coroides.
Aun asi, comparando entre los melanomas de localizacién coroidea y no coroidea,
se ha observado un peor prondstico en los que no estarian localizados en la
coroides en relacién a la supervivencia libre de metastasis y el riesgo de muerte por
enfermedad. Este resultado es ambiguo, ya que el melanoma de iris se ha descrito
con un mejor pronostico (44) y queda incluido en el grupo de “no coroides” a

consecuencia de que la representacion de los mismos no es del todo equilibrada (en
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nuestra serie, solo hay 1 caso de melanoma primario de iris con mas de 10 afos de
supervivencia). Si observamos la supervivencia global, se han podido comparar los
grupos de melanoma en la coroides y en el cuerpo ciliar viendo que la supervivencia
estimada a los 10 afnos es menor en los de cuerpo ciliar, resultado acorde con
publicaciones previas (44).
Al igual que en estudios anteriores (44), en el nuestro el tamano del tumor también
se asocia al pronéstico de forma significativa. A pesar de que Mc Lean ya en el afio
1977 constaté que el diametro basal del tumor era un parametro mejor que el
volumen para valorar la relacion prondstica con el tamafo (57) (puesto que los
tumores de configuracion difusa presentando un menor volumen poseen un peor
prondstico (54)). En nuestro caso hemos valorado el tamano tumoral de todos los
casos (en calidad de su volumen), ya que en nuestra serie habia muy poca
representacion de tumores de configuracion difusa (1 caso). Aun teniendo dos
puntos de corte, derivados de las diferentes curvas ROC, (100 mm3 asociado a una
menor supervivencia libre de metastasis y 150 mm3 asociado a una menor
supervivencia libre de muerte por enfermedad y supervivencia global), el resultado
final muestra que de manera global los tumores de mayor volumen se asocian a un
peor pronodstico de una manera estadisticamente significativa. Adicionalmente
hemos valorado el estadiaje. En nuestra serie no hemos encontrado una asociacion
significativa entre dicho estadio inicial y el prondstico probablemente debido a la
gran variedad de grupos a analizar, algunos de los cuales poseen muy pocos casos,
pero si hemos observado que en los pacientes que se presentan con un estadiaje
inicial avanzado, el riesgo de desarrollar metastasis y de muerte por enfermedad son
mayores y presentan una menor supervivencia global. Asi pues, este resultado
estaria en la linea del de Shields CL (40).
En cuanto a las variables histoldgicas recogidas en la introduccidén, hemos procedido
a valorar el tipo celular, la actividad mitética, el patrén vascular, el infiltrado
inflamatorio linfocitario, la necrosis y la pigmentacién. Los resultados obtenidos
demuestran que, en nuestra serie, se cumplen las asociaciones de estas con el
pronostico previamente publicadas.
También se han valorado el estado de la retina y la invasion del nervio Optico sin
hallar relacién prondstica alguna con estos parametros. Tampoco se han observado
asociaciones pronosticas con la presencia de necrosis ni de pigmentacion en
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nuestra serie. Resultados que discrepan de los anteriormente publicados (19, 87),
pero que son tributarios a una valoracién relativa ya que tanto la necrosis como la
pigmentaciéon se asocian al tamano tumoral, tipo celular y a la presencia de
macrofagos asociados al tumor (19), sin que hayan suficientes publicaciones que
abalen su implicacion en el prondstico como factores independientes. No hemos
identificado ninguna asociacion del patron vascular con el prondstico como Lane y
colaboradores (63) que lo estudiaron en una serie de 63 casos en 1997. Este
resultado ha sido rebatido por las aportaciones del grupo de Tero Kivela, que en
1999 publicaron dos trabajos en donde se establecia el valor prondstico del patron y
la densidad vascular como factores independientes en series mas amplias (65, 66).
A pesar de que nosotros no hayamos podido objetivar el valor prondstico del patrén/
densidad vascular en nuestra serie, queda demostrada su importancia tanto a nivel
de la génesis tumoral (130) como en la predisposicion a metastatizar del tumor,
debido a que la via hematdgena es la unica via de siembra tumoral a distancia,
puesto que el ojo carece de linfaticos (162).
En referencia al tipo histologico, aunque hemos visto que los pacientes con
histologia epitelioide poseen un mayor riesgo de muerte por enfermedad asi como
un tiempo estimado libre de metastasis y una supervivencia global a los 10 anos
menor que los de histologia mixta y fusiforme respectivamente, no hemos
encontrado diferencias estadisticamente significativas. La tendencia que se observa
en estos grupos es similar a los resultados publicados (38).
En cuanto al indice de mitosis, en el presente estudio se han valorado el numero de
mitosis en 10 CGA, esta metodologia difiere a la utilizada en otras publicaciones en
las que el contaje se realiza en 40 CGA (57, 59). Por otro lado, no hemos tenido en
cuenta las areas mitéticamente mas activas como hizo Lattman en su trabajo (58),
contando en el presente estudio las mitosis en campos seleccionados al azar. En
algunas publicaciones se ha descrito la presencia de 8 mitosis en 40 CGA como un
factor de mal prondstico (57), en nuestro caso hemos observado que pacientes con
mas de 2 mitosis en 10 CGA tienen un mayor riesgo de desarrollar metastasis
(p=0,001), y que en aquellos con mas de 4/10CGA, existe un mayor riesgo de
muerte por enfermedad (p=0,002) y menor supervivencia global a los 10 afos
(p<0,001). Ya que nuestros valores son en 10 campos y no en 40, si realizaramos
una estimacién de los mismos en 40 campos multiplicando por 4 nuestros valores,
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estariamos en la linea de los valores publicados. Por lo tanto, en la serie de casos
que hemos analizado también se cumple que los tumores que mas proliferan (mas
mitosis) tienen peor prondstico.

El infiltrado inflamatorio linfocitario intenso ha demostrado ser un factor de peor
pronostico en nuestra serie, ya que su presencia se asocia a un mayor riesgo de
metastasis (p=0,005), mayor riesgo de muerte por enfermedad (p=0,015) asi como
una supervivencia global a los 10 afios disminuida (p=0,054). No obstante, su
interpretacion y valoracion en el presente estudio es un punto débil debido a su poca
reproducibilidad, puesto que no se ha utilizado una medicion objetivable como la
propuesta por de la Cruz (77) quien establecid dos grupos de infiltrado, “bajo”
aquellos con menos de 100 linfocitos por 20 CGA y “alto” en los que se contaban
mas de 100 linfocitos en 20 CGA. Por otro lado se ha valorado el infiltrado
inflamatorio linfocitario sin tener en cuenta el componente macrofagico del mismo.
Aun asi, nuestros resultados, aunque no han mostrado ser estadisticamente
significativos, son acordes con los publicados en la literatura (77, 78, 80, 84) y
reflejan la importancia que tiene el microambiente inflamatorio tumoral en el
melanoma uveal como propuso Hanahan y Weinberg para el cancer en general
(131).

Cabe destacar que los marcadores anteriormente descritos han mostrado su
potencial valor prondstico tanto en los analisis univariantes como en los analisis
multivariantes realizados, confirmando por ello su papel fundamental en el

pronostico del MU.

En el analisis de los marcadores de sefalizacion estudiados en el trabajo
(“signaling”) y asociados con variables clinicas destacan varios de ellos; Ki67, P16,
pMAPK, pS6, y 4E-BP1.
Ki67 se ha visto asociado a la presencia de mitosis de forma estadisticamente
significativa (p=0,001), lo cual es esperable sabiendo que la presencia de mitosis
refleja el estado proliferativo de las células y que una de las formas de objetivarlo es
mediante técnicas de IHQ (59, 61). En nuestra serie, como en la de Mooy (61) y la
de Al-Jamal (74), valores altos de Ki67 se asocian a un peor pronostico, siendo una
variable independiente para predecir la supervivencia global y la mortalidad por
enfermedad. Se ha establecido un punto de corte en 22 nucleos positivos/CGA, a
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partir del cual se observa una disminucion de la supervivencia libre de enfermedad y
supervivencia global a los 10 afios para valores mas altos de dicho umbral. También
hemos observado una tendencia a que los pacientes con KIl67 alto (>22 nucleos
positivos/CGA) posean un mayor riesgo de metastasis, sin poder hallar diferencias
estadisticamente significativas como han encontrado en algun trabajo (74). Igual que
en otras publicaciones (61,74) también en nuestra muestra los tumores de histologia
epitelioide tienen valores mas altos de Ki67. Hemos observado que Ki67 se asocia
de forma significativa con el patrén vascular (p=0,003) en nuestra serie, de forma
que patrones vasculares complejos poseen niveles de KI67 mas altos que los
patrones simples o normales. Este es un punto interesante ya que, a pesar de no
observar significacion prondstica en el patrén vascular, se podria pensar que
tumores que estan proliferando, y por lo tanto creciendo, requieren de una
aportaciéon vascular mas compleja y rica. No obstante, en este contexto
esperariamos encontrar una asociacion entre la expresion de KI67 y el volumen
tumoral que no hemos encontrado. De esta forma, con los datos obtenidos en
nuestra serie, serian los tumores de histologia epitelioide los que,
independientemente de su tamafo, proliferarian mas y desarrollarian una trama

vascular mas compleja.

Otro de los marcadores de ciclo celular que se asocia con variables clinico-
histologicas ha sido P16. Los valores de intensidad de expresion bajos-moderados
de P16, se asocian con un mal prondstico, siendo variable independiente de
supervivencia global y riesgo de muerte por enfermedad. Este resultado también es
esperable dado que la funcion de P16 es la de detener la progresion del ciclo celular
en la fase G1/S, asi que la pérdida de funcion del mismo conduce a una proliferaciéon
celular no regulada lo cual junto a los resultados que hemos obtenido de Ki67 nos
indican que en nuestra serie de MU también exista una desregulacion de la
sensibilidad de sefales anti crecimiento que pasa por la pérdida de funcion de P16
acorde con las publicaciones previas (138). También hemos observado que los
casos con expresion moderada o baja de P16 presentan un infiltrado inflamatorio
intenso. Esta asociacion permite plantearnos si en el MU sucede igual que en el
melanoma cutaneo como describio Huang en 2004, el cual mediante su trabajo
confirmé la hipétesis de que los linfocitos T eran capaces de reconocer productos
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resultantes de una alteracion en la transcripcion de ciertos genes (neoantigenos) con
lo que podian mediar potentes respuestas antitumorales in vivo. Este resultado lo
llevé a identificar epitopos que podian ser codificados cerca de las regiones de
CDKNZ2A (171). Contrariamente a lo expuesto, en nuestro trabajo la presencia de
infiltrado inflamatorio intenso, lejos de mediar una respuesta inmunoldgica citotéxica
antitumoral, se ha asociado a un mal prondstico. Ribas, en una de sus publicaciones
sobre melanoma cutaneo, plantea el concepto de “resistencia inmune adaptativa”
como un proceso en donde el cancer cambia su fenotipo para evadir y combatir a la
respuesta inmune pro-inflamatoria o citotdxica. Este proceso adaptativo se activa
mediante el reconocimiento especifico que hacen los linfocitos T a las células
cancerigenas lo cual conduce a la produccidon de citoquinas que activan y
promueven la respuesta inmune. Las células cancerigenas utilizan mecanismos
desarrollados para limitar la respuesta inflamatoria e inmune y asi protegerse contra
el ataque de las células T (172). Yang concluyé que el MU también utilizaria la
expresion de PD-L1 para regular la funcion de los linfocitos T a través de la
supresion de la produccion de IL-2 como mecanismo de evasion del sistema inmune,
en un estudio realizado en lineas celulares de MU (176). Inhibir la resistencia inmune
adaptativa de las células neoplasicas podria ser la base del mecanismo de las
respuestas a los anticuerpos bloqueantes PD-1 o PD-L1 pudiendo ser clave para el
desarrollo de otras estrategias de inmunoterapia contra el cancer y el MU (172, 176).
Aun que de manera independiente valores de Ki67 >22 nucleos positivos/CGA y
intensidad de expresion de P16 baja-moderada actuan como variables
independientes de mal prondstico, es interesante lo que hemos observado cuando
combinamos ambas variables ya que juntas permiten predecir de manera mas

precisa el riesgo de muerte por enfermedad con un VPP del 77,8% y un VPN del
74,2%.

De los resultados obtenidos también hemos observado que tanto pMAPK como pS6
y 4E-BP1 se han asociado con el volumen tumoral. Para pMAPK y pS6 la relaciéon
establecida es inversa: a mayor volumen, menores niveles de expresion de pMAPK
y de pS6. De la asociacién de 4E-BP1 con el volumen (p<0,001), hemos constatado
que a menor volumen mayores niveles de expresion de 4E-BP1. Tanto las vias de
MAPK como mTOR estan involucradas en el crecimiento y la proliferacion celular y
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ambas pueden activar la traduccion y sintesis de proteinas fundamentalmente a
través de la activacion de 4E-BP1 como de S6. En base a los datos obtenidos se
podria plantear que para el crecimiento del MU la via que estaria mas implicada
seria la de mTOR, ya que tenemos niveles de expresion bajos de pMAPK en
tumores de volumen mayor, y seria a través de la activacion 4E-BP1 y no de S6 que
se activaria la sintesis traduccion de proteinas. Para confirmarlo esperariamos
encontrar que niveles de EIF4E y de p4E-BP1 estarian bajos en aquellos casos de
tumores de menor volumen cosa que no hemos podido demostrar en nuestra serie.
Aun asi en el analisis detallado de las variables realizado mediante AutoDiscovery si
que hemos observado una asociacion entre p4E-BP1 y Ki67 en los pacientes con
estadiaje T3cNOMO. En este grupo de pacientes, los tumores que presentan niveles
de p4E-BP1 altos, tienen mayor indice de proliferacion. Este resultado nos acercaria
a la idea que planteabamos de modo que si el estadiaje del tumor recoge su tamaio
en la categoria T, y los T3 representan tumores de gran tamano, lo cual en nuestra
serie asociariamos con el volumen, los tumores grandes y con mas p4E-BP1 serian
los que mas proliferan dando la idea de que en el crecimiento tumoral la via de

mTOR tendria un papel importante.

De los resultados del analisis estadistico hemos obtenido que la expresién de 4E-
BP1 en los tumores de nuestra serie también se asocia de forma significativa con la
histologia (p=0,025) de los mismos de manera que los casos que presentan niveles
de expresion de 4E-BP1 mas bajos corresponden, en su mayoria, a tumores de
histologia epitelioide. De esta asociacion se podria plantear la hipotesis de que si en
los tumores epitelioides hay niveles mas bajos de 4E-BP1 total podria ser debido a
que hubiese un aumento de 4E-BP1 fosforilado (p4E-BP1) y por lo tanto que
estuviese activada la traduccion de proteinas via EIF4E, algo que no podemos
confirmar dado que no tenemos asociaciones objetivadas con estos ultimos
marcadores. Cuando hemos analizado las relaciones que se pudieran establecer
entre estas variables mediante el programa AutoDiscovery, el sistema nos ha
encontrado varias asociaciones. Es interesante la que se establece entre pS6 y Ki67
en el grupo de pacientes con expresion de 4E-BP1 moderada, en el cual los
pacientes que tienen mayores niveles de expresion de pS6 presentan mayores
niveles de expresion de Ki67. De ella se extrae el concepto de que es la via de
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mTOR la que estaria implicada en el ciclo celular del tumor en este grupo de
muestras. La segunda asociacion de variables que nos facilita el analisis con
AutoDiscovery es la que nos relaciona p4E-BP1 y supervivencia en el grupo de
pacientes con metastasis hepaticas, de manera que, los que tienen menores niveles
de expresion de p4E-BP1 tienen una mayor supervivencia. Este resultado respalda
la idea de que en los tumores que tienen peor prondstico, (metastasicos y por lo
tanto estadio 1V), la via de mTOR se encontraria activada sin poder decir qué
participacion tiene la via de MAPK por falta de datos. Finalmente el analisis con
AutoDiscovery nos ha proporcionado una relacion entre las variables pS6 y mitosis
en el grupo de histologia epitelioide. Para esta histologia, las muestras que expresan
niveles bajos de pS6 tienen mas mitosis frente a las que expresan niveles
moderados y altos. Cabe comentar que S6 se puede activar por ambas vias de
sefalizacion tanto por mTOR como por MAPK con lo que se constata que ambas
vias y su interrelacion (crosstalk) pueden estar activadas en la histologia epitelioide
no pudiendo confirmar cual de ellas posee mas importancia en este tipo histolégico.
La unica variable estudiada en calidad de receptor de sefales hacia la célula ha sido
HERS3. De su andlisis se extrae el resultado de que niveles bajos de expresion de
HER3 nos predice un mayor riesgo de metastasis (presentando mas del doble de
riesgo de desarrollar metastasis durante el seguimiento que en los tumores con
niveles de expresion moderados-altos (p=0,035) y actia como variable predictora
independiente en nuestra serie. No hemos detectado asociacién alguna de HER3
con el tipo histolégico del tumor como si lo vieron Di Cesare y colaboradores (166).
Este resultado nos hace pensar que HER3 podria tener un efecto protector en el
MU, al igual que concluyé Trocmé (143). En dicho estudio se observé que la
expresion de HER3 solamente era factor de buen prondstico en los casos en los que
se presentaba a nivel nuclear sin poder establecer el mecanismo de accion. En
nuestra serie no hemos distinguido la localizacion de la expresion de HER3
(probablemente por haber empleado anticuerpos diferentes) obteniendo el mismo
resultado. Tampoco hemos podido establecer si los altos niveles de expresion son
debidos a un aumento de representacion de la proteina o a un incremento de su
funcidn debido a que los reactivos (p-HERS3) no han funcionado correctamente.
La activacion de HERS3 se produce cuando este se une a un ligando, a través de la
dimerizacion (unién de HERS3 a otros receptores, ya que intrinsecamente este carece
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de actividad tirosin-quinasa), bien sean de la familia HER como sucede en cancer de
mama en donde se une a HER2 (168) o de otras familias como IGF-1R, RET, AXL,
FGFR2 y MET (173). El aumento de actividad de HERS3 podria ser debido a varios
mecanismos: por la presencia aumentada de un ligando, por amplificacion/
sobreexpresion, por mutaciones (algunas somaticas descritas de forma esporadica
en cancer gastrico y de colon, que confieren un aumento de funcién, (169)) o por
desregulacion de la vida media de la proteina a través de ubiquitin ligasas como
NEDD4 y NRDP1 (170). Sea cual sea el mecanismo por el que HER3 se encuentra
sobreactivado, cabria esperar que el incremento de actividad del receptor (HER3)
provocase un incremento de activacion de las vias de MAPK y/o PISK-AKT-mTOR, lo
cual se asociaria a un peor prondstico como se ha descrito en neoplasias malignas
de diversos origenes entre ellos, mama, ovario, préstata, colon, pancreas, gastrico,
cavidad oral y pulmén (170). En nuestra serie mayores niveles de expresion de
HERS3 se asocian a mejor prondstico, contrariamente a lo que esta descrito (170). Se
podria plantear que en el MU existiese algun fendbmeno que impidiese o compitiese
con otros ligandos para bloquear la union de HER3 a otros receptores dando como
resultado su inactivacion. Se ha descrito que la sobreexpresion de HER4 posee un
papel antiproliferativo en lineas celulares de cancer de mama (174), asi mismo se ha
asociado a mejor pronostico en pacientes afectas de cancer de mama (175). Estaria
por determinar si la dimerizacion de HER3 con HER4 seria posible en MU vy si esta
unién tendria verdaderamente un papel protector y de mejor prondstico en él.

Un dato a tener en cuenta es la asociacion observada, mediante el analisis de
variables con AutoDiscovery, entre pS6 y mitosis en el grupo de pacientes con
expresion de HERS3 baja, donde los que tienen baja expresion de pS6 tienen mas
numero de mitosis frente a los de expresion de pS6 moderada y alta
respectivamente. Estos datos sugieren que la via de sefalizacion mediada por
mTOR a través de S6 no participa en la activacion del ciclo celular y podria deberse
a una activacion de MAPK asi como de p4EBP1 de manera independiente de mTOR
(bien a través de p38MAPK, LRRK2 u otras quinasas (181)), en aquellos tumores
que poseen una baja expresion de HER3. La falta de datos no nos permite
profundizar en esta teoria.

165



A pesar de que mediante el analisis estadistico no hemos podido establecer ninguna
asociaciéon con BAP1 y las otras variables del estudio, utilizando el programa de
analisis de datos AutoDiscovery hemos buscado explicitamente si BAP1 presentaba
asociaciéon con alguna de ellas y el sistema ha encontrado dos asociaciones, siendo
una de las variables BAP1, que suponen dos aportaciones contradictorias como se
explica a continuacién. La primera se ha establecido entre la expresion de BAP1 y
la supervivencia en los pacientes con P16 bajo. En ellos, los que muestran ausencia
de expresiéon de BAP1 presentan una supervivencia mayor frente a los que si la
tienen. La lectura de esta relacion seria que en el grupo de pacientes en los que hay
una pérdida de funcion de P16 y por lo tanto mayor proliferacidon celular, cuando sus
tumores no expresan BAP1 los pacientes viven mas tiempo. En relacion a la
expresion IHQ de BAP1, Koopmans demostro la asociacion entre la ausencia de
expresion de BAP1 con la presencia BAP1 mutado con una sensibilidad del 88% y
una especificidad del 97%. Por lo tanto la asociacién encontrada por AutoDiscovery
en nuestra serie estaria en contradiccidén con los resultados de dicha autora la cual
en su trabajo (121) ademas de relacionar la expresion IHQ de BAP1 negativa con
mutacién de BAP1 (p<0.001), también la relacioné con monosomia 3 (p<0.001) y
celularidad epitelioide (p=0.001) y observd que en su serie los pacientes con
expresion de BAP1 negativa tenian una supervivencia libre de enfermedad menor si
lo comparaba con los de expresion positiva (p<0.001). Asi pues pareceria que la
ausencia de expresion de BAP1 por técnica de immunohistoquimica seria un
marcador de mal prondstico contrariamente a lo que nos estaria indicando esta
primera asociacion.
La segunda es en el grupo de pacientes con co-expresion de intensidad alta de pS6
y p4E-BP1, que en ausencia de expresion de BAP1 tienen mayor indice de mitosis/
10 CGA frente a los que expresan BAP1. Lo que nos indica esta asociacién es
justamente lo contrario de la anterior, ya que para aquellos tumores con activacion
de la sintesis de proteinas y del ciclo celular serian los BAP1 mutados los que
proliferarian mas. Estaria por determinar, si hubiera algun subtipo histolégico que
predominara en los tumores incluidos entre los casos que establecen estas
relaciones y ello pudiese tener alguna relevancia, dada la asociacion que establece
Koopmans entre la expresion IHQ negativa de BAP1 y la histologia epitelioide (121),
de cara a posibles asociaciones prondsticas en nuestra serie, en ausencia de poder
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realizar un PEG a los tumores de la misma para comprobar el estado mutacional del
gen en cuestion y determinar el valor de la técnica de IHQ en los tumores de nuestra
muestra. La falta de datos estadisticamente relevantes no nos permiten profundizar

en el valor de dichas relaciones.

De los resultados obtenidos del andlisis de las variables estudiadas en este trabajo
se deriva que la via de mTOR parece tener una especial importancia en el MU.
Hemos querido caracterizarlo/comprobarlo en modelos in vitro en el que se han
empleado tres lineas celulares distintas: UW1 formada por melanocitos uveales de
morfologia dendritica, que se ha utilizado como “control”, OCM1 formada por células
fusiformes de melanoma uveal BRAF mutado (V600OE) con poca capacidad invasiva
y MKTBR formada por células fusiformes de melanoma uveal, no bien caracterizada
a nivel genético (178, 179, 180). Con los inhibidores (DTIC, PP242 y AZD8330)
utilizados en monoterapia no hemos observado grandes diferencias, en la respuesta
inhibitoria a los farmacos, en ninguna de las tres lineas celulares. Si que hemos
objetivado diferentes respuestas inhibitorias en terapia combinada con los diferentes
farmacos, de modo que para las células de OCM1 la combinacion de los tres
farmacos fue la Unica en alcanzar efecto sinérgico y en cambio para las de MKTBR
la combinacion de farmacos en pauta dual o los tres farmacos juntos (con excepcion
de IC50) tuvo un efecto sinérgico con una mayor respuesta inhibitoria para mTORI.
Las diferentes respuestas observadas para cada linea celular, podria ser debida a la
presencia de mutaciones selectivas, por tanto la eficacia de los tratamientos
combinados con inhibidores de mTOR y MAPK estaria determinada por el genotipo
celular/tumoral segun comprob6é Ho en su trabajo (177). Segun esta idea, para la
linea de OCM1, portadora de una mutacibn de BRAF, esperabamos haber
observado mayor inhibicion con MAPKIi y en este sentido es posible que hayan
intervenido mecanismos de resistencia a los farmacos. No podemos caracterizar
bien la respuesta de la linea MKTBR a los inhibidores ya que no esta bien
establecido el genotipo tumoral en ella.
Los modelos in vitro nos han permitido concluir que la respuesta a los farmacos
empleados, aun pudiendo ser dependiente al estado mutacional de las células
utilizadas, muestran como los efectos combinados de inhibicion de rutas de
sefalizacion con quimioterapia resultan en un efecto sinérgico en cuanto a la
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disminucién de la viabilidad celular de las mismas, abriendo con ello una nueva via
de estudio en el empleo de dichas combinaciones. Aunque las lineas que hemos
empleado para realizar nuestros ensayos no hayan resultado las mas
representativas del estado mutacional genético que se ha descrito para el MU,
pensamos que los resultados obtenidos deberian confirmarse en mas modelos in
vitro asi como en modelos in vivo para poder validar estos resultados tan

prometedores.

No podemos obviar las limitaciones de este trabajo, las cuales han influido en los
resultados del mismo. En primer lugar, la realizacion y la valoracion IHQ de los
marcadores del “signaling” ha resultado mas compleja, debido al revelado en rojo de
la técnica, tanto a nivel de procesado como de interpretacion. En segundo lugar, esta
serie presenta un sesgo en relacion al seguimiento clinico de los pacientes incluidos
de hasta el 50% de los casos, donde dicha informacion no se ha podido recoger.
Finalmente, un propdsito de este trabajo era el de poder utilizar los resultados en la
practica asistencial diaria estableciendo puntos de corte de aplicacion objetiva y
reproducible entre observadores. Todas estas limitaciones han condicionado los
resultados obtenidos que garantizan su continuidad en futuros trabajos de

investigacion.
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IX. CONCLUSIONES
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IX. CONCLUSIONES

1.

La serie estudiada de 101 casos de melanomas uveales corrobora los criterios

pronaosticos clinico-patologicos descritos previamente:

Los factores predictivos de peor prondstico son: (a) edad (>48 anos), (b)
mitosis (2-4/10CGA), (c) histologia epitelioide, (d) infiltrado inflamatorio
linfocitario (intenso), (e) estadio Ill al diagndstico y (f) la localizaciéon no

coroidea del tumor.

2. El tamano tumoral en nuestra serie es un factor prondstico independiente. Los

pacientes que presentan un mayor tamafo tumoral (expresado en volumen
>100mm3) poseen un mayor riesgo de desarrollar metastasis (p<0,001),
mientras que los pacientes que presentan un tamano tumoral >150mm3
presentan un mayor riesgo de éxitus por enfermedad (p=0,002) y una menor

supervivencia global (p<0,001).

En relacion al valor prondstico de los diferentes marcadores implicados en las
rutas de senalizacion de MAPK y PI3K-AKT-mTOR analizados:

Los pacientes que presentan bajos niveles de expresion del receptor HER3
poseen mas del doble de riesgo de desarrollar metastasis durante el
seguimiento (p=0,035) (HR= 2,662).

Los niveles de expresion de pMAPK, pS6 y de 4E-BP1 se asocian de manera
inversa al tamafo tumoral (expresado en volumen), de forma

estadisticamente significativa.

Los valores de expresion de 4E-BP1 se asocian a la histologia de forma
estadisticamente significativa (p=0,025). En los pacientes con niveles de
expresion baja de 4E-BP1 el 84,6% de los tumores son de histologia
epiteloide y en los pacientes con expresion alta de 4E-BP1 son epitelioides el

30,5% de los tumores.
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4. Los pacientes que presentan bajos niveles de expresiéon de p4E-BP1
presentan una mayor supervivencia global, en el subgrupo de pacientes con

metastasis hepatica.

5. Los marcadores del ciclo celular, P16 y Ki67 tienen valor pronéstico. Los
pacientes que muestran moderados o bajos niveles de expresion de P16
presentan mayor riesgo de muerte por enfermedad (p=0,032) y menor
supervivencia global (p=0,030), mientras que aquellos pacientes que
presentan valores de Ki67 >22nucleos positivos/CGA presentan mayor riesgo
de muerte por enfermedad (p=0,012) y menor supervivencia global (p=0,070).
El uso combinado de dichos marcadores (P16 y Ki67) puede predecir el
tiempo de supervivencia libre de enfermedad. (Valor predictivo positivo=77,8%

y valor predictivo negativo=74,2%).
4. De los analisis realizados en distintos modelos in vitro se concluye que:

1. El uso de inhibidores especificos de las rutas de MAPK (AZD0330) y PI3K/

AKT/mTOR (PP242) han mostrado tener un efecto sinérgico en la
disminucion de la viabilidad celular de los diferentes modelos in Vvitro

analizados (UW1, MKTBR y OCMH1). Dicho efecto se ha observado al

combinarlos junto al quimioterapico Dacarbacina.
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