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ABREVIATURAS:

MAPK: map quinasa

PCR: reaccidn en cadena de polimerasa

Melanoma CSD: melanoma con la piel crénicamente dafada por el sol
Melanoma no-CSD: melanoma sin piel cronicamente dafiada por el sol
PD: progreso enfermedad

SD: enfermedad estable

PR: respuesta parcial

EC: ensayo clinico

UV: ultravioleta
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RESUMEN:

El melanoma es una grave neoplasia de mal prondstico que se ha constituido como
el cancer de piel mas frecuente en la sociedad actual. Dado el interés terapéutico que
se ha suscitado con el conocimiento de sus vias moleculares patogénicas, se han
producido gran nimero de publicaciones cientificas y ensayos clinicos que estan
cambiando no solo la forma de tratar a los pacientes, sino también el prondstico de
los casos que se encuentran en estadios avanzados.

Ante la variedad de modelos histopatogénicos propongo, a mi juicio, el mejor
estructurado acompanado de los principales agentes terapéuticos vigentes y en
estudio, tras una exhaustiva revision bibliografica de la literatura publicada al
respecto.

Las mutaciones en el melanoma pueden ser de dos tipos: la germinal con CDKN2A
como principal exponente y la somatica con la via MAPK y PI3K/ AKT / MTOR. Las
mutaciones somaticas son las mas importantes de cara a obtener tratamientos
dirigidos contra factores determinantes en la patogénesis tumoral. Los inhibidores de
BRAF y en el futuro su unién a los inhibidores de MEK1/2 constituyen la opcidn
terapéutica mas prometedora en el combate de esta patologia.

ABSTRACT

Melanoma is a bad prognosis neoplasia which has been proclaimed as the most
frequent skin cancer. The knowledge of its pathogenic molecular pathways has
produced a lot of literature and it is changing the treatment and prognosis of
advanced type melanoma patients.

There is been described a lot of hystopathogenic models. So | propose the most
accurate one plus the main therapeutic agents involved on its study and treatment
upon a deep literature review on this subject.

Melanoma mutations can be either germinal such as CDKN2A or somatic like MAPK
way or PI3K/ AKT / MTOR. Somatic mutations are the most important ones in order
to obtain targeted therapies against both pathogenical and tumoral factors.
Therefore BRAF inhibitors and MEK inhibitors may become the most reliable
therapeutic option not so long.

PALABRAS CLAVE/KEY WORDS:

Melanoma, pathogenesis, molecular targets, BRAF, NRAS, KIT, CDKN2A, ERK, MEK,
Vemurafenib, Dabrafenib
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INTRODUCCION

Melanoma es el término que acufia a los tumores cutaneos meldnicos siendo la
variedad mas grave de cancer de piel. Los melanocitos son células neuroectodérmicas
que derivan de la cresta neural desde la cual emigran a mucosas, Uveas,
leptomeninges, érganos internos y piel durante el desarrollo embrionario. La lesidon
melanocitica precursora mds caracteristica es el nevus que puede ser congénito o
adquirido. Siendo el adquirido el mas propenso a la degeneracién maligna. Los signos
de alarma tipicos siguen la clasica regla del ABCDE: asimetria, bordes mal definidos,
color cambiante, diametro mayor 6 mm, elevacién.

La incidencia del melanoma ha aumentado mucho desde la Ultima mitad del siglo XX,
situdndolo actualmente con el 1,6% de todos los canceres actuales. Se estima una
incidencia anual de 27 casos en hombres y de 16 en mujeres por cada 100.000
personas en los paises industrializados, siendo Australia el pais con mas incidencia del
mundo siendo ésta de 2 casos en hombres y 40 en mujeresl. La incidencia varia segun
la edad y sexo dando lugar a que en pacientes ancianos es donde se ha producido el
mayor aumento de incidencia y demostrado asi la no relacién con factores hormonales
de esta patologia®. En términos generales antes de los 40 afios la incidencia es mayor
en mujeres con melanomas superficiales en las piernas y después en hombres en
cabeza y cuello. Ademas los ultimos datos indican que estd aumentando su incidencia
en la poblacidn pediatrica.

En nuestro pais, la incidencia del cancer de piel en general es de 113.05 casos por
cada 100.000 pacientes, mientras que el del melanoma es de 8.82 (95% Cl, 7.59-10.04)
casos cada 100.000 pacientes como se pudo observar en el metanalisis mas reciente
realizado por Tejera-Vaquerizo et al. (Figura 1)

Risk of Cases per 100 000
Publication Bias® Period person-years {95% CI)

T T
Vardecchia (2002) 3 1082-1002 | w | 4.40 (4.15-4.56)
Rubio-Ruiz (1991) 3 1985-1989 | & | 4.38 (3.44-5.33)
Ocafia-Riola (2001) 6 1985-1992 I - | 3.86 (3.38-4.34)
\argara (1995) a 1986 - 3.63 (2.33-4.92)
Ardanaz (2007) 6 1098-2002 I s 10.50 (9.30-11.70)
Marcos-Gragera (2008) 7 1008-2002 | |- 10.45 (0.62-11.28)
Farnandez-Canedo (2014) 2 2002-2011 | | = 17.53 (15.64-19.41)
Forman (2013, Canary Islands) 7 2003-2006 L] 710 (6.45-7.74)
Cléries (2014) 5 2003-2007 | 0 0.60(9.28-0.93)
Forman (2013, Albacete) T 2003-2007 | - 9.40 (8.02-10.78)
Forman (2013, La Ricja) ri 2003-2007 I ‘J'- 10.50 (8.86-12.14)
Forman (2013, Cuenca) 7 2003-2007 7.85(6.14-0.58)
Forman (2013, Asturias) 7 2003-2007 I ‘s 0.85 (0.01-10.69)
Forman (2013, Mallorca) T 2003-2007 | hd 9.60 (8.62-10.58)
Forman (2013, Murcia) T 2003-2007 | I- 9.44 (8.71-10.18)
Forman (2013, Basque Country) 7 2003-2007 - 11.47 (10.82-12.11)
Forman (2013, Girona) 2 2003-2007 | - 0.00 (8.06-10.13)
Forman (2012, Granada) 8 2003-2007 | |- 10.92 (9.93-11.94)
Forman (2013, Tarragona) E:} 2003-2007 I r 10.20 (9.13-11.26)
Forman (2013, Mavame) ] 2003-2007 - 11.50 (10.28-12.72)
Forman (2013, Ciudad Real) 7 2004-2007 | -l 6.60 (5.47-7.73)
TAISS (2007) o 2006 |- 7.56 (6.24-8.87)
Puig (2015) [ 2007 | . 6.77 (B.16-7.37)
Subtotal (l-squared = 98.6%, P = .000) 8.76 (7.50-10.02)

I

|
Lamrafiaga (2008) 5 1008-2002 | :-‘ 10.15 (9.08-11.23)

I |

| |

| |

T T

0 19.4

Figura 1. Incidencia melanoma en Espaiia todas las edades. Metandlisis’.
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Se ha producido un aumento importante de la incidencia en los Ultimos afios, pese a
esto, la incidencia en Espafia es mucho menor que en el resto de paises europeos,
donde los del norte poseen la mayor incidencia. La mortalidad del melanoma en
Espafia oscilaria entre el 2.17 y 1.82 casos por cada 10000 pacientes, tasa algo mayor
que en Europa debido al envejecimiento de nuestra poblacién y a los melanomas mds
agresivos caracteristicos de estas edades avanzadas.?

Clasicamente han existido cuatro tipos clinicos de melanomas cutaneos segun la
clasificacion de Clark et al. and McGovern et al , esta ha sido aumentado en los ultimos
afos, quedando esta como sigue (Ver Figura 2):

MELANOMA EXTENSION SUPERFICIAL 30-60%
LENTIGO MALIGNO 10-40%
MELANOMA NODULAR 15-30%
LENTIGINOSO ACRAL 5-10%

GRUPO MISCELANEO -

Figura 2. Incidencia melanoma segtin clasificacion clinica a nivel mundial’.

El Melanoma de extensién superficial es la variante mas comun en personas de piel

clara y aparece normalmente en zonas donde la exposicion solar es discontinua a lo
largo del tiempo. Ademads suele asentarse sobre nevus displdsicos previos en tronco
en varones y en piernas en mujeres principalmente, teniendo una incidencia méxima
de los 40-70 afios.

El Lentigo maligno se da en zonas fotoexpuestas, sobre todo en mejilla y sien, siendo

tipico de ancianos con antecedentes de exposicién solar crénica. Tienen una evolucién
lenta con una fase de crecimiento radial con aspecto de manchas irregulares de
coloracién no homogénea. Constituyen la entidad de mejor prondstico.

El melanoma Lentiginoso acral es el mas tipico en negros y orientales, no esta

relacionado con la foto exposicion y se situa en palmas, plantas, lechos ungueales y
mucosas con incidencia maxima sobre los 60 afos.

El Melanoma nodular_es tipico de varones y puede tener cualquier localizacion. Esta

configurado por nddulos negros-marronuzcos y solo tiene crecimiento vertical
pudiendo provocar metdstasis precoces por lo que configura el subtipo de peor
prondstico.

Existe un quinto tipo llamado Melanoma desmopldsico que se acompafia de

respuesta fibrtica con invasiéon nerviosa.”. El grupo misceldneo seria un cajon de
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sastre para muchas entidades como el melanoma tipo nevus azul, el tipo spitz, o
melanomas con mutaciones especiales.

Pese a que esta es la clasificacidn clinica vigente, los nuevos avances en biologia
molecular parecen indicar que el melanoma en si no seria una sola entidad sino un
complejo crisol de caracteristicas moleculares de distintos tipos de tumores. Segun
avanza el conocimiento de las vias de sefializacién molecular llegard un momento en el
que se clasificara al melanoma en funcién a su perfil de mutacién y su diana
terapéutica como ya se estd intentando hacer.

Para el estadiaje del melanoma si sigue el TNM propuesto por Tsao et al® basados en
la profundidad y ulceracidon de la lesién y la presencia o no de metdstasis linfaticas o
distantes. En esta revision nos centramos en los estadios avanzado, dentro de los
cuales: la presencia un solo ganglio linfatico afectado nos daria como minimo un
estadio lll y la presencia de metastasis un estadio IV. En funcién del estadio existente
Bach et al® hicieron un anélisis de la supervivencia del melanoma (Figura 3). Como se
puede observar, en el estadio IV la supervivencia bajaria hasta al 20%.
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El manejo en estadios tempranos es preferentemente quirdrgico, siendo lo mas
comun la biopsia escisional pese a no haber consenso en el tamafio de los bordes de
escision. Por lo general se recomienda no sobrepasar el centimetro en melanomas in
situ y menores de 1 mm. ya que no se ha demostrado mayor tasa de éxito superando
ese margen. De 1-2 mm. y mayores se recomienda un margen escisional de maximo 2
cm. Si el Breslow es igual o sobrepasa 1 mm. y solo existe en un lugar anatémico
debe realizarse técnica del ganglio centinela. Si este resulta positivo se debe realizar
vaciamiento ganglionar quirdrgico, ya que estariamos en un estadio II’.

Hasta hace unos afios en estadios mas avanzados la terapéutica se basaba en la
guimioterapia, en el Interferén en el estadio Il y la Dacarbazina en el estadio IV con
la obtencién de pobres resultados por norma general. En la actualidad el
conocimiento de la patogénesis del melanoma ha permitido la introduccion de
nuevos tratamientos dirigidos a detener las vias de sefializacion que promueven la
supervivencia de las células neoplasicas. El ejemplo mads representativo de esto es el
Vemurafenib, un inhibidor de la mutacion V600 de Raf que se utiliza como
tratamiento de primera linea ante los melanomas irresecables o los metastdsicos.
Ademads de este existen tratamientos de segunda linea como el Ipilumab un
anticuerpo anti CTLA 4% o inhibidores del kit como el Imatinib en los melanomas con
estas mutaciones.

El presente estudio se centrard en los melanomas en fase avanzada lll y IV y sus
principales dianas terapéuticas.
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OBJETIVO

El melanoma y su patogenia es un tema de investigacion cientifica actual. Por ello se
propone una revision bibliografica de la patogénesis molecular del melanoma
cotejando los estudios actuales y explicando las vias de seiializacién molecular
correspondientes y su implicacién en el tratamiento de pacientes con melanoma
prestando especial atencién a los inhibidores del BRAF que en la actualidad son el
tratamiento de eleccidon en pacientes con enfermedad avanzada y mutacidn de este
gen. También resefiaremos brevemente otras dianas moleculares.



UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA ALBERTO GARRIDO CALLEN

MATERIAL Y METODOS

Se ha revisado de forma critica la bibliografia publicada en revistas cientificas
relevantes a partir de la busqueda en la base de datos digital de Pubmed del 2003
hasta el 2016. Ademds hemos revisado distintos textos utilizados en
dermatopatologia que nos han aportado gran informacién acerca de la patogénesis
de esta enfermad. Con todo esto hemos realizado durante los meses de marzo a
mayo dicha revisidn, de la cual han obtenido los resultados que se presentan a

continuacion:

10
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RESULTADOS Y DISCUSION

El modelo actual tedrico del desarrollo del melanoma’ , consiste en una
acumulacién de mutaciones y eventos epigenéticos mediados por las radiaciones
solares. La mutacion del gen BRAF, el gen NRAS, el gen KIT y el gen GNAQ11 de los
nevus serian las mds tempranas dentro de la conocida via de la MAPK. El nevus
displasico seria el paso intermedio, pero los factores que favorecen esta transicion
serian desconocidos. Todo esto bajo la accidén necesaria de los rayos UV.

Este modelo histopatogénico del melanoma sigue siendo aun controvertido.
Algunos estudios han arrojado resultados en contra de las mutaciones de BRAF vy
NRAS como mutaciones predictoras de la trasformacién malignalo. Otros han llegado
incluso a afirmar que la mutacion del BRAF no seria ni factor significante del

desarrollo primario del tumor ni afectaria a la supervivencia'* **.

El modelo propuesto por Hunter et al*® seria el siguiente (Figura 4): Todas las lesiones
benignas comenzarian con una mutacion del BRAF V600E. La siguiente mutacion
patogénica seria la de TERT apareciendo en lesiones intermedias y melanomas in situ.
Estas mutaciones tempranas del TERT indicarian proliferaciéon celular pese a la
contrarespuesta citotdxica del sistema inmune o la muerte celular inducida como
consecuencia del estrés replicativo. Ademas toda lesién precursora con mutacién de
NRAS u otra mutacién de BRAF como la V600k implicaria asociacién a futuras
mutaciones oncogénicas configurando asi, una nueva categoria llamada lesién
intermedia. Abandonariamos pues, en este modelo, el término de nevus displasico
debido a la inmensa variabilidad histopatoldgica de las lesiones que abarca.

Histolo Benign Intermediate Melanoma Invasive Meta-
& Lesion Lesion In Situ Melanoma stasis
Evolutionary
Model . .

Point
Mutations
Copy-Number
Alterations

Mutatlon I Ultraviolet radiation I
Signature
BRAF V600E TERT CDKN2A
- Genes encoding TP53?
Driver Genes NRAS + TERT SWISNF — PTEN?
BRAF V600K + TERT subunits

Figura 4. Modelo patogénesis del melanoma®.
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Las alteraciones mutacionales en las vias de seializacidn en la patogénesis del
melanoma se dividen en mutaciones de la linea germinal y mutaciones somaticas. Las
de la linea germinal se podrian centrar casi exclusivamente a dia de hoy en la via del
CDKN2A, mientras que las somaticas engloban la inmensa mayoria de los defectos
moleculares a la hora de la formacién del melanoma.

1. MUTACIONES DE LA LINEA GERMINAL

1.1. VIAS SENALIZACION MOLECULAR DEL CDKN2A

La via correspondiente a la kinasa dependiente de la ciclina N2A, codifica dos
proteinas supresoras tumorales: la proteina p14 y p16 en el cromosoma 9p21,
constituyendo el mayor factor de riesgo genético para desarrollar el melanoma. Estas
dos proteinas son las encargadas de modular negativamente la via del p53 y de la
Rb1. (Ver Figura 5)

La p16 inhibe a la kinasa dependiente de ciclina 4/6. Un defecto en la produccién
de esta p16 se traduciria en una proliferacion celular incontrolada y en nuestro caso
una melanogénesis incontrolada, puesto que la CDK4/6 fosforila Rbl liberando
factores de transcripcion E2F que promueven la transicién del ciclo celular del G1 a la
fase de sintesis de ADN iniciando asi el ciclo celular. Mutaciones en la CDK4
produciradn el mismo resultado.

APOPTOSIS

MDOm2

- 203

CDKNZ2A

Figura 5. Via CDKN2A.
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La p14 a su vez modula la actividad de la MDM2-mouse double minute 2. La funcién
de la MDM?2 es la ubiquitinacién de la p53, degradandola, evitando asi su papel en la
apoptosis celular. La inhibicion de ésta por la pl4, habilitara la funcidon supresora
tumoral de la p53. Una ausencia o deleccion de esta pl4 se traducird en una
apoptosis ineficaz.

2 MUTACIONES SOMATICAS

2.1. ViA SENALIZACION MOLECULAR DE MAP QUINASA

La via de la proteina quinasa activada por mitégenos —MAPK- (Figura 6) se basa en la
transduccion de sefiales desde la superficie celular por receptores especificos hasta el
nucleo regulando asi la transcripcion de proteinas y modulando la expresién de
distintos genes implicados en la apoptosis y en el ciclo celular. Estos receptores
especificos forman parte de las tirosin quinasas entre las que se encuentran: KIT,
PDGR, MET, EGFR etc.

La familia RAS de gtp-asas constituida por NRAS, KRAS y HRAS se encuentran en la
membrana plasmatica y reciben sefales desde los receptores tirosin quinasa. El
siguiente paso serd RAF que fosforilara MERK1/2 vy ésta que fosforilard a su vez
ERK1/2. La activacion de esta cascada se traducira en el crecimiento y proliferacion
celular.

Figura 6. Via MAP kinasa.

13
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2.1.1. Mutacion de NRAS

En el caso del melanoma la mutacion NRAS se observa en ciertos tipos del
melanoma como el nodular y en aquellos relacionados con la exposicién y
guemaduras solares. Las mutaciones mdas comunes de NRAS son las G61, G12 y G13.
Estas mutaciones evitarian la hidrolisis del gpt. La mutacién de NRAS seria sinébnimo
de mayor agresividad celular y buena respuesta a IL-2, estando presente en el 10-20%
de los melanomas y la de HRAS en el 1-2%". Las mutaciones de HRAS estarian mas
en relacién con melanoma tipo nevus Spitz. El Unico fdrmaco probado hasta la fecha
contra esta diana terapéutica no tuvo efecto.™

2.1.2. Mutacion de BRAF

La familia de protein quinasas especificas de treonina y serina RAF, contienen BRAF
localizado en el cromosoma 7q34. Esta proteina que codifica es la mds asociada a la
expansion clonal y melanogénesis. Las moléculas de b-raf se encuentran en el
citoplasma como dimeros o heterodimeros y dan continuacién a la via de MAK
quinasa fosforilando a MEK y posteriormente a ERK. La mutacion de este
protooncogen en el residuo V600E se encuentra en la mitad de los melanomas™® y es
objeto actual de estudio al igual que otras mutaciones como la V600K -20%, V600R,
V600R, V600A, kO1E. Se trataria de una mutacidén necesaria pero insuficiente por si
misma solo para la patogénesis. Las mutaciones de este residuo parecen tener una
asociacion con la exposicion a rayos UV pero su nivel de asociacion exacta todavia no
ha sido determinado.

El gen codificador de la protein kinasa b-raf (v-raf murine sarcoma viral oncogene
homolog B1) esta mutada en aproximadamente en el 7% de los cdnceres humanos.
Como ya hemos comentado antes es estimulada por el RAS y estimula a su vez al
MEK 1/2, codificando una seronina/treonina kinasa.

Como se demostré en el metanalisis mas ambicioso hasta la fecha, la mutacion
BRAF tiene una incidencia del 40,3% en occidentales y un 19,5% en asiaticos. Esta
relacionada con las fases mas avanzadas del melanoma y también durante su
diseminacién metastdsica. Tiene tres fenotipos tipos: V600K, V600e, V600R y su
mutacion mas frecuente es la sustitucién de valina por acido glutdmico en la posicidn
600. Las prevalencias de estos fenotipos seran: V600K del 87,4%, V600e del 7,4% vy
V600R del 1,3%."

En términos anatomopatoldgicos las mutaciones de BRAF se asocian con algunas
caracteristicas fenotipicas tales como el adelgazamiento de la epidermis, incremento
de la formacién de nidos de melanocitos intraepiteliales, demarcacién brusca de la
piel circundante, células tumorales mds grandes redondas y pigmentadas, etc. En el

14
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estudio realizado por Viros et al*® se describieron todas estas caracteristicas
morfoldgicas llegando incluso a aventurar un posible algoritmo de correlacién entre
caracteristicas morfoldgicas y la probabilidad de mutacidn (ver Figura 7). Pese a esto
faltan por dilucidar mas factores individuales genéticos que pudieran ser propiciantes
de estos fenotipos.

Scatter > 0
No Yeos

Nesting > 2
No Yes

Pigmentation > 2
No Yes

11.9% 26.7%  70% 80.1%
Probability of BRAF Mutation

Figura 7. Algoritmo correlacional caracteristicas histolégicas y posibilidad de mutacion BRAF®,

Respecto a las relaciones entre estas mutaciones y la exposiciéon solar dependiente
de la edad Thomas et al*° han propuesto el siguiente modelo en el cual se establece
gue la mayor asociacién de esta mutacién con edades jévenes y con alta exposicién a
rayos UV. (ver Figura 8)

Relationship of age at diagnosis, number of back
nevi, and estimated early-life ambient erythemal UV
irradiance to BRAF and NRAS mutational status among
melanoma cases (N = 202)

Characteristic BRAF + vs wild-type, NRAS+ vs wild-type,
OR* (95% CI) OR* (95% CI)
Age at diagnosis 0.8 (0.7-1.0) 1.4 (1.1-1.9)
(per 10 y)
No. nevi on the back
0-4 1.0 1.0
5-14 25(1.2-6.4) 1.1 (04-3.3)
=14 3.4(1.5-78) 1.9 (0.6-5.5)
Plr-.-m.t 0.004 0.27

Early-life ambient UV
irradiance in k]_.’mzjy
Low UV (=770) 1.0 1.0
High UV (>770) 2.6 (1.2-5.6) 0.9 (0.4-2.2)

NOTE: Subjects were 202 participants for whom no data were missing for the
factors in the model.
*OR values are adjusted for all factors in the model

Figura 8. Comparacion BRAF y NRAS segtin factores de riesgolg.
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Acorde al estudio de Long GV et al’® en pacientes australianos, la mutacién del
V600k se dio en un 20% y se demostré que la presencia de dicha mutacidn no tiene
impacto en el intervalo de diagndstico desde el primer melanoma a la primera
metdstasis. Pero aun asi, podria modificar la supervivencia después (Figura 9).
Presentaron durante el estudio los siguientes datos apoyando asi la conclusién de la
vital importancia de la diana terapéutica de esta mutacién.

100 I

B\? 80

=

.S 60 -

1

>

w

= 407

©

| -

[ab)

= Overall P< .001

© 204 AvC P<.003 == A: BRAF mutant on inhibitor
BvC P=.147 B: BRAF wild-type
AvB P=.027 == C: BRAF mutant no inhibitor

0 2 4 6 8 10 12

Time (months)

Figura 9.Supervivencia total desde el nuevo diagndstico del melanoma segun mutacion BRAF 2

Esta mutacidn facilitadora de los estimulos oncogénicos sucesivos tendria pues una
prevalencia del 80% en los nevus melanociticos y del 50% en los melanomas de
crecimiento vertical.

2.1.3. Mutacidon de KIT

Las mutaciones selectivas en KIT, también conocido como CD117 ocurrenen el 17%
de los melanomas acrales 21y de mucosas, especialmente los de vulva, que los
constituye como una de los mayores beneficiados de una terapia dirigida contra esta
mutacién en un futuro no tan lejano. Los dos métodos mas utilizados para la
determinacion de las mutaciones de KIT son la secuenciacion directa y la RT-gPCR. Kit
se trata de receptor transmembrana con actividad tirosinacinasa 50. La unién con su
ligando, induce la dimerizacién y la autofosforilacidn del receptor, que da lugar a la
activacidn de las vias de seializacién de MAPK y PI3K que median la supervivencia y
la proliferacion celular. Actualmente los estudios difieren con lo que no se ha podido
asociar esta mutacion a un aumento o no de la supervivencia. Como se puede
1?2 I”. Se considera su

comprobar en los estudios de Kong et al”> y Omholt et a

sobreexpresién en un 3% de los melanomas.
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2.1.4. Mutacion de los genes de MEK1/2 y ERK1/2

MEK 1/2 y ERK 1/2 son dos tirosin treonina kinasas codificada la primera por el
MAP2K1 y MAP2K2, y la segunda por MAPK1 y MAPK3. ERK es el Unico sustrato
conocido por el momento de MEK. Una vez fosforilado se activaria la transcripcion de
diversos factores que aumentarian el crecimiento celular dentro del nucleo. Las
mutaciones del MAPK1 y MAPK3 no son situaciones comunes mientras que las del
MEK1/2 si la serian®*

2.2. VIA SENALIZACION MOLECULAR PI3K/ Akt / mTOR

Esta cascada enzimdtica, muy similar a la MAPK comienza con la cldsica unién de
ligando a su receptor en la superficie celular tirosin quinasa dependiente y
promoviendo la activacion del fosfatidilinositol 3,4 bifosfonato 3 quinasa -PI3K- . Este
también es activado por RAS e inhibido por PTEN. El siguiente paso serd Akt vy
después mTOR que se encargard a su vez de controlar la sintesis de proteinas e
inhibir la autofagia. La familia de proteinas g, GNAQ/GNA11 se encargara de mediar
la trasduccidn de sefiales entre las tirosinquinasa y la via MAPK y la PI3K. Mutaciones
en esta familia de proteinas se daran en los melanomas extracutaneos® como el

uveal. (ver Figura 10).
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Figura 10. Via MAP kinasa y PI3K/ Akt / mTOR
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Como ya hemos dicho PTEN serd un gen supresor tumoral que inhibira la division
celular y promoverd la apoptosis. Las mutaciones en este provocaran la NO inhibiciéon
de esta cascada y se dara en el 10-30% de los melanomas®®, traduciéndose en un
aumento de la AKT. Esta posible diana terapéutica sigue en estudio?’

Las alteraciones en la GNAQ/11 son tipicas en los melanomas uveales y sus
metastasis, frecuentemente hepaticas. Como podemos recordar esta GTPasa es un
regulador de la via de sefializacién de la cinasas. Por el momento no hay asociacion
con el prondstico de la enfermedad con lo que configuran una posible diana
terapéutica en el futuro®®

3. CORRELACION CLINICA CON MUTACIONES AFECTADAS

Los melanomas no-CSD tendrian mutacion del BRAF en el 70% de los casos, y del
RAS en el 15%. En los CSD, NRAS en el 15% y el KIT en el 10%. Los melanomas acrales
presentarian caracteristicas similares a éste, sumado a la prevalencia de BRAF en el
15%. KIT y NRAS se verian en un 15% por igual en los melanomas mucosos y en los
uveales la mutacién GNAQ seria el factor mds importante. En los desmoplasicos el

NF1 en el 25% de los casos.

Las ampliaciones de TERT se encontrarian en todos los anteriores menos en los
uveales. La radiacién ultravioleta estaria altamente relacionada con los CSD los no-

CSD y los desmopldasicos.

Este seria el espectro de mutaciones compatible con cada fase anatomopatolégica

del melanoma. (Figura 11)

Al NRAS
e
5.8 08
e e
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8.2 BRAF
ox 047 | Ve0oE BRAF BRAF
o <
= 0.2+ f;;;’; V600E el
0.0
Benign Intermediate Melanoma Invasive
Lesion Lesion In Situ Melanoma

Figura 11. Mutaciones via MAP kinasa segtin lesion meldnica malignau.

Como se puede ver la mutacidon del BRAF seria la mas prevalente y a dia de hoy la
mayor diana terapéutica con lo que la trataremos en un apartado aparte dada su

gran relevancia clinica. (Se recomienda revisar el ANEXO para ver la correlacion de las distintas

mutaciones con los subtipos clinicos de melanomas)
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4.TERAPIA DIRIGIDA

4.1-INHIBIDORES DEL BRAF

Al encontrarse en la mitad de los melanomas; esta mutacion es una diana
terapéutica muy importante de farmacos inhibidores de ésta. El mecanismo de
accion es una inhibicion competitiva de su ATP, estando indicado realizar la
determinacion del BRAF en la practica clinica. La determinacién de esta mutacidn se
hace por PCR e inmunohistoquimia. En el 90% de pacientes tratados con ellos se
produce una reduccién del tamafio tumoral y un aumento de la supervivencia en
comparacion con las anteriores terapias.

El primer farmaco probado, el VEMURAFENIB -PLX4032, ha demostrado en pacientes
con melanoma metastasicos, es decir estadio IV o IlIC, un 63% de reduccion relativa
del riesgo de muerte en comparacién con la dacarbazina con una p < 0,0001. Este es
un EC en fase Ill realizado en 675 pacientes®”. (Ver Figura 12y 13)

Overall Survival

Vemurafenib [N=33§)

60+ Dacarbazine (M=336)

COwerall Survival [#)

20 Hazard ratio, 0.37; 95% CI, 0.2 to 0.55;
104 Pe0.001

0 T T T T T T T T T T T 1
i) 1 z 3 4 5 [ 7 i 9 10 11 12

Months
Mo. at Risk
Dacarbazine 336 283 192 137 98 B4 39 10 3
Vemurafenib 136 iz 266 210 162 111 B0 35 14 [ 1 0 0

—
[
[=]
=

. . . . . 29
Figura 12. Supervivencia total melanoma fases avanzadas Vemurafenib frente a dacarbazina®.

Otros ensayos clinicos dan una supervivencia media de 16 meses con este nuevo
farmaco. Siendo la progresion libre de enfermedad de 5.3 meses con este inhibidor
del V60OK.

19



UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA ALBERTO GARRIDO CALLEN

Overall Survival (36)

0 T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Months
No. at Risk 132 128 118 97 83 77 70 &0 39 18 1 0

Figura 13. Supervivencia total pacientes tratados con Verumafenibzg.

Entre los mayores efectos secundarios del VEMURAFENIB se encuentran, las
artralgias, el rash cutdneo, reacciones fotosensibles, fatiga, alopecia, y tumores
cutdneos en este orden de prevalencia.*® Este constituye, en definitiva un farmaco
muy reciente cuya farmacocinética y farmacodinamia estan todavia en estudio pese a
sus avances tan recientes®'

Otro farmaco probado ha sido el DABRAFENIB, que también mostré una mejoria en
la supervivencia significativa en comparaciéon con la dacarbazina en ensayo clinico
fase Ill con 733 pacientes, demostrando un HR de 0.61 en la supervivencia total. Este
es un inhibidor mixto de V600k y V600r con efectos adversos similares a los del
Vemurafenib, pero con menos incidencia de efectos adversos cutdneos que éste*”.

(Figura 14)
£
z
£
:
5
i
3
0 T T T T T T T T T
a 1 2 3 4 5 & 7 8 9
Number at risk Time since randomisation (months)
Dabrafenib 187 182 167 11 03 ] 28 7 4 0
Dacarbazine 63 53 32 16 12 5 4 2 o0 0

Figura 14. Supervivencia total melanoma fases avanzadas Dabrafenib frente a dacarbazina®.

20



UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA ALBERTO GARRIDO CALLEN

La resistencia a medicamentos supone una problematica muy importante. En el
caso de los inhibidores de BRAF y de las kinasas en general, desde su introduccion en
los regimenes terapéuticos se ha constatado la aparicidon de diferentes resistencias
por la aparicién de mutaciones en los genes diana.

En nuestro caso el cambio entre las isoformas del RAF produciria resistencia a estos
inhibidores en tratamientos crénicos. En estos la via IGF-1R/PI3K se vera potenciada,
es decir se producird una re-sefializacién hacia otra via con el objetivo de la
proliferacién celular descontrolada compensatoria. En estos casos estara indicado el
tratamiento combinado con inhibidores del MEK y de IGF-1R/PI3K.*

4.2-INHIBIDORES DEL KIT

Al igual que en el GIST y en la leucemia mieloide crénica, estudios actuales avalan
gue pacientes con mutacién del gen KIT mutado pueden responder a inhibidores de
KIT como el IMATINIB** como se ha demostrado en diversos estudios. (Figura 15)

A 1.0 4= B 1.0 femmmee -
H Response '“': Response
= \.E == PD E = PD
’5 i PR+ SD : PR +SD
o= 0.8 0.8 L.:
= [a'= H
S = Yy
@ 064 S 0.6 E.\
@ > H
o = i
[ w
< = I 4
S 947 D 047 C—
a S
o o
= :
© 0.2 0.2 LI
o %
H
H
: T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Time (months) Time (months)

Figura 15. Supervivencia total melanoma fases avanzadas Imatinib. PD: progreso enfermedad
SD: enfermedad estable. PR: respuesta parcial3 4

Dicha respuesta dependera ademas de los exones del gen afectados por dicha
mutacion>>. (Ver Figura 16)
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PR sSD PR + SD
No. of

c-Kit status Patients  No. % Mo. % Mo. %

c-Kit amplification 3 1 333 0 1 333
c-Kit mutation

Exon 9 3 0 2 66.7 2 66.7
Exon 11 17 5] 353 5 294 11 64.7
Exon 13 9 3 33.3 1 11.1 4 44.4
Exon 17 5 0 2 400 2 40.0
Exon 18 6 0 3 50.0 3 0.0
Multiple aberrations® 5 3 60.0 2 400 4 100.0

Abbreviations: PR, partial response; SD, stable disease.

Figura 16. Correlacion respuesta segtn c-kit afectado. PD: progreso enfermedad

SD: enfermedad estable. PR: respuesta parcial3 5,

Otro inhibidor del KIT en estudio actual con prometedores resultados seria el

NILOTINIB3®. De acuerdo a esto seria recomendable determinar las mutaciones en

KIT solo en pacientes con tumores primarios de localizaciéon acral, mucosas o piel

crénicamente expuesta a los rayos UV en estadiaje avanzado.

4.3-INHIBIDORES DEL MEK 1/2 y ERK1/2

Se han estudiado inhibidores del MEK1/2 y ERK1/2 como SELUMETINIB que no han
demostrado diferencias significativas en el progreso libre de enfermedad en EC fase |l

con 200 pacientes frente a temozolamida®’ (Figura 17).

Censored observation = X

= Selumetinib
= Temozolomide

HR =1.351; 80% C1, 1.07-1.11
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s Temozalomide 80
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_____________________________ 70 -
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E 30 -
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Selumetinib 104 92 52 36 29 13 9 3 2 1 Selumetinib 104 90
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Figura 17. Selumetinib frente a temozolamida. Izquierda: progresion libre enfermedad.

. o 7
Derecha: supervivencia total’.
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Este fdrmaco todavia sigue en estudio y es susceptible de posibles avances en el
futuro.

Otros inhibidores de esta diana estudiados han sido el TRAMATENIB*?, PIMASERTIB,
RAFAMETINIB, etc. Akinleye et al realizaron un revisidn pormenorizando en qué
punto se encuentra la investigacidon con los distintos inhibidores del MEK.40(Figura 18)

Table MEK inhibitors in clinical trials

MEK Inhibitors Target Clinical trial Tumors
Trametinib MEK1/2 l Melanoma Icc- orectal cancer
(GSK1120212)
Pimasertib MEK1/2 Colorectal, multiple myeloma
(AST03026)
Selumetinib MEK] NSCLC
(AZD6244)
PD-0325901 MEK1/2 (Veznomg)nscLe
Refametinib MEK1/2 Hepatocellular cancer
(RDEA119) colorectal cancer
TAK733 MEK1/2 MelanomaNSCLC, colorectal, breast cancer
MEK162 MEK1/2 / N-Ras melanomg NSCLC, pancreatic cancer
RO5126766 Raf/MEK1/2 Melanoma
WX-554 MEK1/2 Advanced solid tumors
RO4987655 MEK1 Melanoma

GDC-0973 MEK1 Pancreatic cancer,
o oinetrial cancer
AZD8330 MEK1/2 Advanced solid tumors

Figura 18. Inhibidores de MEK en ensayo clinica y usos en distintos tumores®.

4.4-INHIBICION MIXTA

Otra terapia muy interesante y prometedora es el tratamiento mixto con
inhibidores del BRAF y del MEK, ya que se evitarian las resistencias comentadas
anteriormente. Hay muchos estudios preclinicos como los mencionados por Singh et
al **. El uso de esta terapia combinada aumentaria la supervivencia libre de
progresién“. (Ver Figura 19)
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. . . Median PES
Study Trial Design Agents Studied N RR (%) (Months) 085 (%)
Dabrafenib + trametinib studies
Robert et al. Randomized, — p\ - c b + frametinib 352 64 114 72 (12 months)
phase III
Vemurafenib 352 51 7.3 65 (12 months)
Long et al. Rand ed, Dabrafenib + trametinib 211 67 11 93 (9 months)
phase III
Dabrafenib + placebo 212 51 8.8 85 (9 months)
Daud &t al. Randomized, Dabrafenib + trametinib
Flaherty ef dl. phase I1I (150/2) 54 76 94 51(24 months)
Dabrafenib + trametinib a
(150/1) 54 50 NE NE
Dabrafenib (150) 54 54 5.8 44 {24 months)
Vemurafenib + cobimetinib studies
. Randomized, Vemurafenib + cobimetinib ;
Larkin et al. phase IIT (960/60) 247 70 123 81 (9 months)
Vemurafenib (960) + placebo 248 50 7.2 73 (9 months)
Encorafenib + binimetinib studies
. Randomized, Encorafenib + binimetinib 11.3
Sullivan ef al. phase I1 (600/45) 38 2 (all doses combined) NR
Encorafenib + binimetinib 1 78 NR

(400/45)

? NR: not reported.

Figura 19. Estudios clinicos y resultados hasta el momento con inhibidores mixtos de BRAF y
MEK™. PFSs: progresion libre de enfermedad. OS: supervivencia total

Los efectos adversos serian los de clase de cada farmaco, salvo la presencia de mas
reacciones febriles y fotosensibilidad. En resumen en mutaciones del BRAF v600
estaria indicada estas terapias que siguen en estudio.

24



UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA ALBERTO GARRIDO CALLEN

CONCLUSIONES

1. El conocimiento de las vias patogénicas en el desarrollo del melanoma ha
permitido determinar alteraciones recurrentes de los genes bien establecidos,
que condicionan la aparicion de lesiones meldnicas y su transformacién
agresiva, siempre bajo los efectos de las radiaciones ultravioleta.

2. Se ha podido establecer una correlacién entre las diferentes alteraciones
genéticas y los diferentes tipos de melanoma.

3. En la patogénesis del melanoma se han descrito mutaciones de linea
germinal: (CDK2NA) y de linea somatica: (MAPK y PI3K/ Akt / mTOR).

4. La mutacion de BRAF, es un evento precoz en la patogénesis de las lesiones
melanicas, lo que la convierte en la principal diana terapéutica en el
tratamiento del melanoma en fase avanzada.

5. El tratamiento con inhibidores de BRAF ha permitido aumentar la
supervivencia global con respecto a los tratamientos clasicos con quimio e
inmunoterapia.

6. La combinacion terapéutica con inhibidores del BRAF e inhibidores del
MEK1/2 constituye a dia de hoy la apuesta mas prometedora en un futuro
inmediato para los pacientes con melanomas en estadios avanzados.
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TIPOS DE MELANOMA Y SUS CARACTERISTICAS. BASTIAN ET AL 2015

ANEXO 1
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