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El melanoma de uvea es el tumor primario intraocular maligno mas
frecuente y junto al retinoblastoma constituyen las Unicas
enfermedades intraoculares primarias que pueden resultar mortales.
Los melanomas del tracto uveal presentan una baja incidencia en la
poblacion general, siendo un octavo de la del melanoma cutaneo en los
Estados Unidos!. Aun asi son los melanomas malignos no cutaneos
mas frecuentes. La incidencia en pacientes blancos es 8 veces superior
a la de los de raza negra.?
Estos tumores uveales constituyen una seria amenaza para la vida.
Aproximadamente la mitad de los pacientes moriran de la enfermedad
en 10 a 15 anos a partir de la enucleaciond y no son infrecuentes las
metastasis que aparecen muchos anos después del tratamiento. Los
porcentajes de supervivencia a los 5, 10 y 15 anos, basados en la
mortalidad relacionada con el tumor son de 72%, 59% y 53%
respectivamente, comparado con grupos controles pareados con la
edad..4506

El tratamiento clasico del melanoma maligno de uvea es la
enucleacion del globo ocular. Puesto que, es un tratamiento mutilante,
en los ultimos anos se han introducido técnicas conservadoras en el
arsenal terapéutico, con el objetivo de preservar la integridad del globo
ocular. Entre las mas difundidas estan: la fotocoagulacion con laser, la
radioterapia (braquiterapia o teleterapia) y la reseccion quirurgica
transescleral. En cualquiera de los casos, el problema sigue siendo,
como hemos comentado antes, la aparicion de metastasis a distancia
tras periodos de tiempo variables desde el tratamiento, lo cual, nos
sugiere que un numero de pacientes, en el momento del diagnostico de
la tumoracion, presentan afectacion microscopica a distancia no
detectable mediante los métodos convencionales de rastreo (radiografia
de torax, analisis generales con marcadores hepaticos, y ecografla
hepatica). Estas células tumorales ocultas son las que denominamos

micrometastasis.
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En general, la diseminacion hematogena de las células
cancerosas, condiciona el pronoéstico vital de los pacientes afectos por
un cancer. Asi, es extremadamente importante poder discriminar este
grupo de pacientes con metastasis subclinica, puesto que seria posible
administrarles tratamiento coadyuvante, antes de la aparicion de
metastasis francas.

Dado que el numero de células tumorales en sangre periférica es
muy pequeno, y ademas el proceso de su implantacion es poco efectivo
7, las técnicas para su deteccion han de ser no sélo altamente sensibles
sino también altamente especificas.

En la mayoria de los tumores soélidos, se detectan pocas células
tumorales circulantes mediante las técnicas citologicas clasicas en
sangre periférica, lo cual condiciona una sensibilidad muy baja® de
dichas técnicas.

El uso de técnicas de immunohistoquimica, depende de la
disponibilidad de anticuerpos especificos contra antigenos de la
superficie celular tumor-especificos. Un ejemplo de este método es la
deteccion de células de neuroblastoma en sangre periférica®. Con esta
técnica, es posible detectar 1 célula tumoral entre 104105 células
mononucleadas, presentando una sensibilidad superior a la de las
técnicas citologicas clasicas. Sin embargo, mediante esta técnica,
podemos obtener cierto grado de falsos positivos, lo cual limita su valor
pronostico.

. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) 10 y la PCR con
transcripcion reversa (RT-PCR) nos permiten detectar células
cancerosas en sangre periférica. En el caso de la PCR, ello es posible
mediante amplificacion de secuencias especificas de ADN, por ejemplo
la translocacion del cromosoma Filadelfia 1! o mutaciones puntuales en
el gen RAS 12. En el caso de la RT-PCR, se lleva a cabo gracias a la
deteccion de fragmentos especificos de ARN mensajero (ARNm). Para
esta ultima técnica nos basamos en que las células tumorales

continuan expresando caracteristicas propias del tejido donde se
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originan, hecho que nos ayuda a identificarlas cuando se ubican en
localizaciones diferentes de las propias. La importancia de la RT-PCR se
basa en su alta sensibilidad puesto que puede detectar una célula
tumoral diluida entre 10°-107 células normales. Se cree que los
melanocitos normales no circulan en sangre periférica, asi para su
deteccion podemos utilizar una amplia variedad de enzimas
biosintéticos de la melanina, como proteinas especificas de tejido o bien
antigenos especificos de células de la linea melanocitica.l3.14, La
tirosinasa es un enzima que interviene en la sintesis de melanina, de la
cual son conocidas su organizacion genomica y la secuencia de ADNc y
ademas disponemos de cebadores para su amplificacion. Es por ello que
se ha seleccionado la tirosinasa como marcador especifico de células
tumorales circulantes, en el caso del melanoma maligno tanto cutaneo

como de uvea.
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2.1. EPIDEMIOLOGIA DEL MELANOMA DE UVEA

2.1.1. INCIDENCIA

En la actualidad existe consenso general en que la incidencia anual
aproximada de melanoma maligno de uivea es de 6 casos por millon de
habitantes en la raza blanca? de EEUU. Varios estudios corroboran esta
afirmacion.(Ver Tabla 1)La incidencia en personas de raza negra es
desconocida pero se cree que es extremadamente bajals16.17;en EEUU
se estima que esta puede ser una octava parte que en la raza blanca.!

La niveles de incidencia y mortalidad del melanoma de tvea se han
mantenido bastante estables en las ultimas décadas.1® Esto contrasta
enormemente con la incidencia creciente del melanoma cutaneo en el

mismo intervalo de tiempo.1°

Tabla 1. Incidencia publicada del melanoma maligno de tvea.

Ano publicacion Autor Incidencia por millon

1963 Jensen (Dinamarca)?3 7,5
1977 Shamas (EEUU)20 5,6
1980 Birsell (Canada)?! 6

1983 Abrahamsson(Suecia)?2 7,2
1987 Egan (EEUU)23 0,5

2.1.2. EDAD Y SEXO

La edad media de diagnostico es de alrededor de 55 anos, y es
excepcional su diagnostico en la infancia.24.25

En un estudio hecho en Noruega se observdo una menor incidencia en
ambos sexos después de los 70 anos.26

Segun varios publicaciones, parece que el melanoma maligno de tvea

es algo mas frecuente en hombres que en mujeres.27,28,23
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2.1.3. RAZA

El melanoma de Givea es una tumoracion que es excepcional en razas
que no sea la blanca. En EEUU la raza blanca presenta un riesgo de 8
veces superior a padecer este problema respecto de la raza negra.! En el
caso de los negros de Africa, también se constata una baja incidencia
en estudios realizados en dicho continente.29:17.15  Asimismo es

excepcional en Asiaticos3? y en indios nativos.3!

2.1.4. FACTORES DE RIESGO DEL HUESPED

Hay varios factores de riesgo del huésped tanto locales como generales

que pueden predisponer a un individuo a padecer melanoma de tvea.

a. Color iris.

Los pacientes con iris claros ( azules o grises) presentan un mayor
riesgo de desarrollar melanoma maligno de uvea. Esta observacion,
junto con el hecho de que la mayoria de melanomas de iris asientan en
la mitad inferior del iris, implica la exposicion solar como un posible

factor contribuyente al desarrollo de melanomas uveales.32

b.Nevus uveal

Existe evidencia clinica y histopatologica que sugieren que la mayoria
de melanomas de uvea crecen a partir de un nevus uveal benigno
preexistente. En casos excepcionales se ha observado una aparicion de
novo33, es decir de areas de coroides examinadas previamente y que

eran normales.

c.Melanocitosis ocular congénita.

Las melanocitosis oculares congénitas son  procesos unilaterales,
congénitos, caracterizados por una hiperpigmentacion de la epiesclera y
del tracto uveal en el caso de la forma ocular, asi como de la piel
periorbitaria en el caso de la forma oculodérmica (Nevus de Ota). Las

dos entidades son mas prevalentes entre mujeres y en la raza asiatica.
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Probablemente la melanocitosis ocular y la melanocitosis oculodermica
son los factores predisponentes mas importantes en el desarrollo de
melanoma de uvea.3435 Ello se debe, en primer lugar a que se ha
descrito la aparicion de melanoma de uvea en un porcentaje del 5 al
25% de pacientes con esta entidad.3® En segundo lugar se han descrito
melanomas uveales bilaterales en pacientes con melanocitosis
bilateral.3” En tercer lugar se han publicado casos de melanomas
multiples en el mismo ojo de pacientes con afectacion unilateral por
esta entidad.3® En cuarto lugar, se han descrito casos de melanocitosis
ocular y desarrollo de un melanoma de uvea en pacientes de raza negra,

cuya prevalencia de esta tumoracion es muy baja.39

d. Sindrome del nevus displasico.

Los pacientes que presentan lesiones melanociticas cutaneas
hereditarias, lo que originalmente se denominaba B-K mole syndrome o
que actualmente conocemos como el sindrome del nevus displasico,
presentan una incidencia incrementada de melanoma cutaneo primario.
Respecto a la mayor incidencia de melanoma maligno de Uvea en
pacientes con este sindrome, existen publicaciones dispares aunque las
mas recientes avalan la asociacion entre los dos procesos. Por ello se
recomienda un seguimiento periodico oftalmologico a los pacientes con
nevus displasico y, a su vez, se aconsejan controles dermatologicos en
los pacientes con melanoma de uvea, en busca del mencionado

sindrome. 40,41,42,43

e. Neurofibromatosis

Parece ser que los pacientes con neurofibromatosis presentan un
aumento de incidencia de melanoma de uUvea, asi como de otras
neoplasias. La mayoria de melanomas asociados con este sindrome son

de iris, aunque también se han descrito melanomas de coroides.4445
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f. Genética

Es posible que exista una predisposicion al melanoma de tvea en los
pacientes que presentan la mutaciéon BRCA-2 en el cromosoma 13, que
ademas predispone a la aparicion de cancer de mama y de ovario, con
un riesgo durante la vida del 84% y 27% respectivamente.*® Podemos
encontrar esta mutacion en aproximadamente un 2% de casos con
melanoma de uvea.*” Otros genes mas frecuentes que predisponen al
melanoma de uvea, son de baja penetrancia. Un ejemplo de gen de esta
clase es el MC1R, que afecta la respuesta a la radiacion ultravioleta en

el huésped

g. Historia familiar positiva

En general no existe una tendencia familiar al melanoma maligno de
uvea, y se puede informar a los pacientes afectos que las posibilidades
de que otro miembro de la familia, tenga un melanoma de uvea son
remotas.

Se han publicado pocas series con casos familiares, en las que se ha
constatado que en dichos casos, se suelen afectar parientes de primer
grado y raramente se ven involucrados mas de dos miembros de la

familia. Parece asociarse a una predisposicion hereditaria al cancer.48

h. Estado Hormonal

Al igual que en el melanoma cutaneo, se ha descrito un aumento de
crecimiento del melanoma de uivea durante el embarazo, lo que sugiere

una influencia hormonal.49

2.1.5. FACTORES DE RIESGO AMBIENTAL

a.Exposicién solar

Hay evidencia considerable de que la exposicion solar contribuye a la
formacion del melanoma cutaneo. Parece ser que algo parecido sucede

con el melanoma de tivea. La mayoria de melanomas que afectan al iris
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se localizan en su porcion inferior, que se justifica por la mayor
insolacion de dicha porcion del iris, que esta menos protegida. 32

Sin embargo no se ha observado un aumento de frecuencia de
melanoma maligno de Givea en pacientes que toman con frecuencia el

sol, tal como ha sucedido con el melanoma de piel.

b.Geografia

No se sabe si la situacion geografica por si misma tiene alguna

influencia en el desarrollo del melanoma de tvea.

c.Exposiciones ocupacionales y quimicas

Existe poca evidencia de que el melanoma de uvea este directamente
relacionado con exposiciones laborales o téxicas.?2 Hay un estudio que
encuentra un mayor aumento de esta neoplasia entre los caldereros.

En cuanto a la a paricion conubial algunas clases de neoplasias se
observan simultaneamente en marido y mujer. Esta relacion,

recientemente, se ha encontrado en el melanoma de tivea.50

d.Otras exposiciones ambientales

Esta descrito, en el caso de traumatismos perforantes, la aparicion de
un melanoma maligno de tivea en el punto de penetracion de la herida

en el del globo ocular.51,52
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2.2. FACTORES PRONOSTICOS

Los melanomas uveales metastatizan en fases relativamente tardias,
pero en la actualidad no existe terapéutica para los pacientes que han
desarrollado enfermedad a distancia. La supervivencia media después
del diagnéstico clinico de metastasis hepaticas es muy baja, en general
entre dos y siete meses.53:54
Para disminuir la mortalidad relacionada con el melanoma, es esencial
prevenir o erradicar la enfermedad metastasica. Ello implica dos
abordajes:

1. Desarrollo de factores pronoésticos fiables, tanto clinicos como

histopatologicos.

2. Deteccion precoz del proceso metastasico.
Aunque el melanoma cutaneo y el de la tivea proceden de un origen
embrionario similar, difieren en su comportamiento biologico. El
melanoma de uvea metastatiza preferentemente por via hematogena
primero hacia el higado, mientras que el melanoma cutaneo se extiende
hacia los noédulos linfaticos regionales. Esta diferencia se podria
explicar por el hecho de que no se han demostrado linfaticos en el

tracto uveal ni en la orbita posterior.

2.2.1. FACTORES CLINICOS.

Los parametros clinicos que clasicamente se han descrito como factores

pronosticos son:

1. Diametro tumoral mayor(LTD.Largest tumor diameter) 453

La tasa de mortalidad a los 5 anos en un metaanalisis realizado entre
1966 y 1988 sobre pacientes que fueron enucleados, fué del 16%
para los tumores histologicamente pequenos (LTD <10 mm), del 32%
para los medios (LTD 10-15 mm) y del 53% para los grandes (LTD >
15 mm)*

2. Presencia de invasion escleral o de extension estraescleral53.55.56 que

condiciona un peor pronostico.
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3. Margen tumoral localizado por delante del ecuador, con afectacion del
cuerpo ciliar y del iris,53:55,55,56. que implica un peor pronoéstico.

4. Edad.

Los pacientes con edades superiores a 40 anos presentan un riesgo
superior de metastasis>”?

5. Sexo.

El sexo masculino se asociaria a un peor pronostico>7,58,59

6. Glaucoma inducido por el tumor

La presencia de glaucoma se asocia a peor pronostico®0

7. Localizacion en el cuerpo ciliar

La afectacion del cuerpo ciliar se asocia a peor pronostico®!

8. Presencia de desprendimiento de retina.

La existencia de desprendimiento de retina en el momento del
diagnostico condiciona un peor pronostico®!

9. Extension a través de la membrana de Bruch.

La rotura de la membrana de Bruch por invasion tumoral implica una

menor supervivencia.>3

Ademas, en un estudio retrospectivo reciente®2 de 1329 tumores
melanociticos coroideos cuyo grosor no superase los 3 mm, se
constataron como factores clinicos predictores de potencial metastasico:
1. Margen tumoral posterior en contacto con el disco optico.
2. Altura tumoral superior a 1 mm.
3. Sintomas de vision borrosa.
4. Crecimiento documentado en el seguimiento.
Cuantos mas factores posee un individuo, mayor es el potencial

metastasico de su tumoracion.

2.1.2. PARAMETROS HISTOPATOLOGICOS

Entre los factores pronosticos histopatologicos destacan:
1. Tipo celular.
Los melanomas uveales presentan un amplio espectro de tipos celulares

que van desde tipos celulares fusiformes (spindle A y B) hasta tipos
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epiteliodes. Las células tipo fusiforme tienden a crecer en un patron
compacto y cohesivo, y generalmente presentan una densa malla de
fibras de reticulina. Las células clasificadas como epiteliodes crecen
de manera menos cohesiva que las células fusiformes y no estan
rodeadas por una malla de reticulina.

En 1931 Callender desarrolld una clasificacion citologica de estas
tumoraciones®3.

Las tumoraciones clasificadas como spindle A (5%), estan
formadas por células cohesivas que contienen un pequeno
nucleo fusiforme, en el que a menudo se observa una franja
central mas densa (originada por un pliegue nuclear). No se
identifican facilmente los bordes celulares. Las figuras
mitoticas son extremadamente raras. La supervivencia es
aproximadamente del 92%.

Las tumoraciones clasificadas como spindle B (39%), estan
formadas por células cohesivas, con un prominente nucleo
fusiforme con un nucleolo bien diferenciado. No se identifican
facilmente los bordes celulares. Las figuras mitoticas son raras.
La supervivencia es de aproximadamente el 75%.

Las tumoraciones clasificadas como epiteliodes (3%) crecen de
manera menos cohesiva que las células fusiformes, presentan
un nucleo redondeado de gran tamano, con un nucleolo
prominente (habitualmente rosa), y un citoplasma abundante y
rosado con unos bordes bien diferenciados. Cuando
comparamos estas células con las spindle B, objetivamos un
mayor tamano nuclear y pleomorfismo. Son frecuentes las
figuras de mitosis. La supervivencia es aproximadamente del
28%.

Los melanomas de tipo celular mixto, son los mas frecuentes
(45%) y estan compuestos por una mezcla de células fusiformes
(generalmente spindle B) y epitelioides. La supervivencia es de

aproximadamente el 41%.
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Los melanomas necroticos (7%), son aquellos en que la necrosis
no permite identificar el tipo celular. Probablemente la necrosis
es causada por un mecanismo autoinmune. La supervivencia
es del 41%.

Posteriormente McLean propuso, para aumentar su reproductividad,
una modificacion de la clasificacion de Callender, en: melanomas
malignos de células fusiformes, melanomas de células mixtas y
melanomas de células epiteliodes.64

La presencia de células epiteliodes se relaciona con un peor pronostico,
ya sea un tumor mixto o epiteliode. 58.60

2. Actividad mitotica®>

A mayor actividad mitética peor pronostico.

3. Diametro tumoral maximo en contacto con la esclera (LTD.largest
tumor diameter).

Diametros tumorales superiores a 12 mm se relacionan con un peor
pronostico. 53

4. Redes vasculares.

En los melanomas podemos encontrar diferentes patrones vasculares:
zonas de avascularidad (silent pattern), patron paralelo (straight
pattern), patron paralelo con cruces (parallel pattern with cross-
linking), arcos (fragmentos de incurvaciones vasculares), loops (una
isla de tumor esta rodeada por un gran loop vascular) y networks
(varios loops adyacentes). Publicaciones recientes han demostrado
que la presencia de networks o de loops vasculares cerrados, es una
caracteristica que fuertemente se asocia, con mayor mortalidad por
enfermedad metastasica. 57,58,%,7,%

5. Presencia de linfocitos infiltrando el tumor. Mas de 100 linfocitos
infiltrando el tumor en 20 campos de gran aumento se relacionan con

un peor pronostico. 57-58
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2.2.3. PARAMETROS DE PROLIFERACION CELULAR

En el melanoma maligno de uivea se han estudiado diversos indices de
proliferacion celular comparandolos con los parametros
clinicopatologicos clasicos.
Entre los métodos para valorar la proliferacion celular tenemos:
1. Contaje de mitosis
2. Valoracion de la sintesis de ADN (S)
e Citofotometria de flujo para estimar la fraccion de ADN en fase
S
e Marcaje con timidina
e Incorporacion de un analogo de la  timidina, como la
bromodeoxiuridina
3. Métodos de inmunohistoquimica

4. Valoracion de las regiones organizadoras nucleolares.

1.Contaje de mitosis.
La identificacion de las células en mitosis es un método poco sensible

puesto que so6lo pueden contabilizarse como tales, aquellas células que
inequivocamente estan en esta fase. En el melanoma maligno de uvea,
un elevado porcentaje de mitosis se relaciona con un peor pronéstico en

numerosas publicaciones. 57,69,70.

2.Valoracion de la sintesis de ADN.
La citofotometria de flujo es uno de los métodos para cuantificar el

ADN, en que un haz de laser cuantifica la fluorescencia del material
nuclear en suspension de 10.000 a 200.000 células, representando en
una grafica, las células en sus diferentes estadios del ciclo celular. Los
tumores euploides presentan una cantidad normal de material genético,
tanto 2c (diploide) o 4c (tetraploide). En la fase S del ciclo celular tiene
lugar una duplicacion de la informacion genética (ADN). Una elevada
fraccion de la fase-S refleja un elevado indice de proliferacion. En el

caso del melanoma maligno de uvea se ha encontrado una correlacion
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significativa entre una elevada fraccion de la fase-S y una mayor
celularidad epiteliode y un mayor tamano tumoral’!.72,

La captacion de timidina o de bromodeoxiuridina, permite diferenciar
las células que estan en ciclo celular de las que no lo estan, puesto que
estas sustancias radiomarcadas soélo se incorporan durante la fase de
sintesis del ciclo celular y por lo tanto se relacionan con el numero de
células que estan en esta fase. Se ha demostrado una fuerte relacion
entre la captacion de timidina o de bromodeoxiuridina y la aparicion
de metastasis.69:73

En general, el problema de todos estos métodos es que precisan de un
equipo especializado, son laboriosos y no son facilmente aplicables a la

rutina diaria.

3.Métodos de inmunohistoquimica
Los métodos inmunohistoquimicos de valoracion de la actividad

proliferativa, son faciles de aplicar, relativamente baratos, se pueden
emplear en preparaciones de cortes en parafina y son buenos
marcadores de proliferacion que determinan la fraccion celular en fase
g.71

En la clinica disponemos de los anticuerpos monoclonales Ki-67/Mib-1
y del antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA). Este ultimo es
una proteina nuclear de 36 kDa que funciona como una proteina
auxiliar a la polimerasa delta ADN, y sus niveles son maximos durante
la fase-S y G1 tardia. Actualmente disponemos de varios anticuerpos
que reconocen al PCNA, entre los cuales el PC10 es activo en
preparaciones en parafina.

En un analisis multivariante se evidencié que el Mib-1(Ki-67) era un
parametro pronostico independiente en el melanoma maligno de tivea.’0
En otros estudios se ha constatado que la actividad proliferativa
definida por el Ki-67 y por el PC-10 PCNA, estaba disminuida en
melanomas uveales, después de la irradiacion previa a la

enucleacion.’75> En el caso del PC10 PCNA se ha comprobado una
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relacion con el pronostico vital en algunos estudios’®, pero no en

todos”7.

4.Regiones organizadoras nucleolares
Las regiones organizadoras nucleolares (NORs) son acumulos de ADN

nucleolar, que dirigen la transcripcion del ARN ribosémico y sus
proteinas asociadas. El tamano y numero de estas regiones, puede
visualizarse mediante tincion de plata (AgNORs) que las tine como
puntos negros. La aplicacion de esta técnica al melanoma maligno de
uvea evidencia una relacion entre el contaje de AgNOR con las mitosis y
con el tamano tumoral. Sin embargo queda por definir el valor
pronostico del AgNOR.78

Este método es laborioso, pero no técnicamente complejo, ni caro.

2.2.4. MORFOMETRIA'Y CITOMETRIA DE FLUJO.

La clasificacion convencional de Callender presenta un elevado error
interobservador.”9:80Por ello fué simplificada para reducir el namero de
categorias y lo que mejoréo la correlacion de las caracteristicas
histologicas con el comportamiento maligno.®* Sin embargo, los
esquemas de clasificacion morfologicos son inherentemente arbitrarios
y estan sujetos a variaciones en interpretacion.>® Por todo ello se
desarrollo un sistema semicuantitativo para valorar el porcentaje de
células epiteliodes de cada tumors3, la cantidad absoluta de células

epiteliodes y la desviacion estandar inversa del area nucleolar.8!

Morfometria.

La morfometria es un método fiable para la cuantificacion objetiva de
las caracteristicas nucleares y nucleolares, pero al igual que los
métodos de marcaje de la sintesis de ADN, precisa de un equipamiento
especializado, es laborioso y no puede ser aplicado a la rutina diaria. La
desviacion estandar de las caracteristicas nucleares y, fué uno de los

primeros métodos desarrollados para predecir el potencial de
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malignidad de los melanomas de uvea, y confirmé el valor del
pleomorfismo nuclear para anticipar su potencial maligno.82

La desviacion estandar de las areas nucleolares (SDNA), ha demostrado
ser una medida util de la malignidad del melanoma intraocular, sobre
todo en conjuncion con el diametro tumoral (LTD).83 Generalmente, las
areas nucleolares fueron mayores y mas pleomorficas en los tipos
celulares mas malignos ( Tumores epiteliodes o mixtos respecto de los
fusiformes). Por desgracia, se trata de un método muy laborioso.
Recientemente se ha desarrollado un método mas simple que consiste
en calcular la media de los diametros de los 10 nucleolos mas grandes
(MLN. Mean largest nucleoli) que mediremos en una franja de 5 mm de
largo y una anchura de campo equivalente a la vision de un objetivo
con aceite de inmersion y a través del centro del tumor.84 La MLN,
puede medirse mas facilmente que la SDNA y es mas reproductible que
el tipo celular y a la vez es un util parametro pronostico.

En un estudio en que se comparan covariables prondsticas en el
melanoma maligno de uvea, se demostré que el LTD, el tipo celular de
Callender, la SDNA y la MLN presentaban una correlacion equivalente
respecto a la muerte relacionada con el tumor.85 La MLN puede
calcularse mas facilmente que la SDNA y es mas reproductible que el
tipo celular, y a la vez constituye un parametro pronéstico de utilidad.
En el analisis multivariante, cuando se anade el LTD como covariable
pronoéstica, tanto al tipo celular, como a la SDNA, o a la MLN se obtiene

un incremento sustancial del valor pronoéstico.85

Citometria de Flujo

La citometria de flujo puede utilizarse para analizar el contenido celular
de ADN y de ARN. La citometria de flujo del ADN es un meétodo
cuantitativo fiable para determinar el contenido de ADN (Ploidia) de una
muestra de células tumorales. Cuando hay una desviacion del valor
normal de ADN (diploide) lo denominamos aneuploidia. Hay una

evidencia creciente en varias neoplasias que la aneuploidia del ADN
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puede correlacionar con un peor prondstico vital. La aneuploidia puede
reflejar una poblacion celular genéticamente mas inestable, con una
capacidad incrementada para metastatizar.

Se ha demostrado una correlacion significativa entre aneuploidia y
células epitelioides.8¢ Asimismo se ha comprobado que las alteraciones
ploideas correlacionan mas estrechamente con la supervivencia que los
parametros histolégicos standard.”1.86

Los nucleolos son puntos activos de sintesis de ARN, y la relacion entre
el contenido de ARN nuclear y el pronostico fué determinado mediante
la citometria de flujo utilizando naranja de acridina, un fluorocromo
metacromatico. En este estudio se constaté que el contenido de ARN
nuclear parecia ser un indicador pronoéstico independiente en el
melanoma maligno de uvea, y que un incremento en el contenido de

ARN se asociaba con un peor pronoéstico de vida.8”
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2.3. ANOMALIAS GENETICAS

2.3.1. CITOGENETICA

Las aberraciones cromosomicas tumorales mas frecuentes se clasifican
generalmente como estructurales o numéricas. Entre las alteraciones
estructurales destacan: las translocaciones, inversiones, deleciones,
inserciones y amplificaciones, mientras que las numéricas son pérdidas
o duplicaciones de cromosomas completos.

Los estudios citogenéticos en el melanoma uveal muestran que la
monosomia del cromosoma 3 y la multiplicacion del cromosoma 8q
aparece con mayor frecuencia en los melanomas de cuerpo ciliar, de
modo que pueden asociarse con un subgrupo de melanomas de uvea
cuyo pronoéstico es desfavorable.®8 Recientemente ha sido demostrado
que la monosomia 3 es el parametro mas significativo (p<0.0001) de mal
pronostico en el melanoma de uvea, seguido de la localizacion tumoral
y el diametro.8°

También se han descrito aberraciones del cromosoma 6 (pérdidas o
ganancias).90

En las lineas celulares procedentes de melanoma de tivea metastasico

no se han encontrado aberraciones cromosomicas.9!

2.3.2. ACTIVACION DE ONCOGENES

El dano genético que encontramos en las células tumorales comprende

dos categorias:

1. Proto-oncogenes.Promotoras de cancer cuando son activados por
mutaciones que los convierten en oncogenes. (gain-of-function)

2. Genes supresores tumorales o anti-oncogenes. Permiten la formacion

tumoral cuando son inactivados por mutaciones.(loss-of-function)
Hoy en dia esta ampliamente aceptado que las alteraciones moleculares

en los oncogenes y en los genes supresores tumorales son responsables

de la conversion de una célula normal en una célula tumoral.
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Generalmente estos genes ejercen funciones normales en la
proliferacion y diferenciacion celular.92

Varios oncogenes, entre ellos c-myc, se han localizado a nivel de 8q. En
un estudio se ha asociado el porcentaje de células positivas a c-myc,
con la mortalidad relacionada con el tumor. Ademas se encontré una
fuerte correlacion entre c-myc y el diametro tumoral maximo (LTD).70
Una de las anomalias mas frecuentemente encontradas en los canceres
humanos es la mutacion del gen supresor p5S3 (TP53) denominado asi
porque la proteina que codifica es la p53.9% Este gen esta localizado en
el brazo corto del cromosoma 17(17p13) y codifica una proteina nuclear
de S3kD que parece estar involucrada en la regulacion del ciclo celular.
El producto normal del p53 actiia como un supresor tumoral, pero
varias mutaciones puntuales en la region codificadora del gen inactivan
o alteran esta funcion. Alrededor de la mitad de los tumores esporadicos
presentan alteraciones en el p53, y las mutaciones en las lineas
germinales se asocian con el sindrome de Li-Fraumeni.%*

Las mutaciones del pS3 se han descrito en el 12-67% de los melanomas
de la uvea.?%% Las mutaciones del p53 se encuentran con mayor
frecuencia en melanomas epiteliodes avanzados, que en la lesiones con
celularidad fusiforme, sugiriendo que ésto podria ser un cambio
genético tardio en la progresion del melanoma.95.96El melanoma maligno
de uvea hereditario es extremadamente raro, pero una familia con una
historia bien documentada de cuatro generaciones afectas en asociacion
con cancer de mama, estaban ligados a anomalias del pS3 en las lineas
germinales.97

El gen CDKN2/INK4a en el cromosoma 9p21-22 es uno de los puntos
de mira mas frecuentes en busca de mutaciones cancerigenas.%8El
p16INK4a ejerce un importante papel en el melanoma. Las mutaciones en
las lineas germinales condicionan en muchos casos la aparicion de
melanoma cutaneo hereditario, en cambio las mutaciones somaticas

estan frecuentemente presentes en el melanoma esporadico. Ademas,
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las mutaciones CDKN2/INK4a se encuentran en hasta el 27% de
melanomas de uvea.?®

La evaluacion de los niveles de ARNm de 21 diferentes oncogenes,
anti-oncogenes, factores de crecimiento y proteasas en 17 lineas
celulares de melanoma cutaneo muestran una correlacion significativa
entre los niveles de c-myc, pS3 y c-src-1 (tirosinasa-quinasa), y entre el
pS3 y c-erb-B2 (Receptor EGF), lo cual puede ser debido a un control de
regulacion comun entre estos genes en células de estirpe
melanocitica.190 Este hecho concuerda con la teoria de que la
transformacion oncogénica es un proceso de varios pasos, con la

activacion de al menos dos oncogenes.10!
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2.4. DETECCION DE MICROMETASTASIS

El correcto estadiaje de los pacientes afectos de cancer es una cuestion
de maxima importancia para establecer la terapéutica mas adecuada y
el pronoéstico vital.

En los estadios iniciales, la enfermedad metastasica es indistinguible de
la enfermedad localizada. A menudo el diagnoéstico de la enfermedad
metastasica evidente se efectiia en las fases avanzadas del proceso, con
lesiones macroscopicas en los estudios de imagen o bien con la
elevacion de marcadores séricos. Estas técnicas estan limitadas por la
necesidad de una masa tumoral critica minima. Por ejemplo, para
detectar una tumoracion en la tomografia computarizada se necesitan
mas de 1 billon de células tumorales. Por lo que una lesion metastasica
puede pasar desapercibida durante mucho tiempo con las técnicas de
diagnostico convencionales. La identificacion de las metastasis en sus
estadios iniciales puede tener un impacto significativo en un
determinado paciente en cuanto a tratamiento quirurgico, radioterapico

o sistémico.

2.4.1. MICROSCOPIA OPTICA. CITOLOGIA

Historicamente han habido muchos intentos de determinar las células
circulantes procedentes de tumores malignos en sangre periférica. Los
primeros se llevaron a cabo usando el microscopio optico para examinar
las células retenidas en filtros después de pasar por ellos las muestras
sanguineas102.103,104,105

En 1965, varios equipos de investigadores emplearon técnicas
citologicas para estudiar células tumorales en 5000 pacientes con
cancer®. Los resultados preliminares demostraron un 96% de
positividades, pero pronto observaron que estos resultados eran debidos
a una baja especificidad en el desarrollo de la técnica. Algunos
elementos sanguineos, especialmente megacariocitos habian sido

confundidos con células tumorales. Con la mejoria de las técnicas de
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separacion celular, que permiten un diagnostico morfoléogico mas
preciso, se evidencio que la citologia mediante microscopia Optica era
un método de muy baja sensibilidad ( 1% de positivos). Por todo ello se
abandono el examen citologico de rutina de las muestras de sangre para

detectar células tumorales.

2.4.2. TECNICAS DE INMUNOHISTOQUIMICA. ANTICUERPOS
MONOCLONALES

El campo del estudio de las células tumorales y de la enfermedad
minima residual reaparecio 20 anos después, con la llegada de la
inmunohistoquimica y de la utilizacion de anticuerpos monoclonales. Se
desarrollaron tests inmunocitologicos sensibles para detectar células
tumorales en médula 6sea (MO) y sangre periférica (SP) de pacientes
con neuroblastomal®6.107'  melanoma malignol!08109  cancer de
prostatallo.lll de pulmon!i?113) de colon!!4115 y de mamall6,117,118

Mediante esta técnica se podia detectar 1 célula tumoral entre 104-105
células mononucleadas (alrededor de 140 células por mililitro de sangre
periférica), sensibilidad superior a las técnicas citologicas. Pero, los
anticuerpos monoclonales utilizados en algunos estudios para llevar a
cabo la reaccion inmunohistoquimica, presentaban cierto grado de

falsos positivos, lo cual limitaba su valor pronosticol!s.

2.4.3. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) es una técnica

molecular, disenada por Saiki y cols.11®, que ha revolucionado la
biologia molecular y la ingenieria genética a finales de la década de los
80.

Esta técnica, permite en unas pocas horas la amplificacion del orden de
106 a 10° veces de una secuencia conocida de un acido nucleico, que
estda en una cantidad demasiado pequena para su estudio y
manipulacion.

La primera descripcion del uso de la técnica de la PCR para la deteccion
de neoplasias es del ano 1988, utilizada en la leucemia mieloide cronica

y en la leucemia limfoide aguda.120.121,122 Desde entonces ha habido un
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importante incremento de publicaciones en la literatura avalando la
utilidad de la PCR en la deteccion de células tumorales. La primera
aplicacion en tumoraciones soélidas fué para la deteccion de células de
melanoma cutaneo a nivel de la circulacion sistémica, en el ano
1991123 Mediante esta técnica se pudo detectar wuna sola célula de
melanoma en 2 ml de sangre. Mas adelante, en otro apartado, se
resumen las publicaciones sobre este tema que han aparecido en la
literatura.

La técnica de la PCR consiste en la expansion exponencial de un
fragmento de ADN, acotado por unos oligonucleotidos denominados
cebadores o “primers”( secuencias cortas de ADN, de 18 a 25
nucleotidos), mediante una ADN-polimerasa, bajo condiciones in vitro
favorables. Asi se producen una serie de reacciones ciclicas repetitivas
en las que se van creando nuevas moléculas formadas a partir del ADN
molde sintetizado en el ciclo anterior. De esta forma se producen ax2»-1
moléculas de ADN a partir de un numero a inicial siendo n el numero
de ciclos de amplificacion. Podemos ver un esquema general de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en la Fig. 1.

Mediante la PCR podemos amplificar un fragmento de ADN tan pequeno
como 40-50 pares de bases o tan largo como 10.000 pares de bases. La
seleccion cuidadosa de los cebadores y la optimizacion de las
condiciones del ensayo permiten la amplificacion selectiva de un gen, y
la secuenciacion del producto amplificado verifica la especificidad de la
prueba.l24 El descubrimiento de la PCR va asociado al del aislamiento
de una enzima de polimerizacion del ADN llamada Taq polimerasa que
es termoestable, es decir, capaz de soportar temperaturas de hasta

100°C sin que se altere substancialmente su actividad catalitica.

47



ler CICLO

2° CICLO
ADN original
5 [ Oligonucleotido cebador
Nueva cadena de
sintetizado
5
20 CICLOS

Fig. 1. Esquema general de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Componentes de la PCR
Para la realizacion de la PCR se precisa de los siguientes elementos:

ADN, Tagq ADN polimerasa, desoxirribonucleodtidostrifosfato (dATP,
dCTP, dGTP, y dTTP), cloruro de magnesio (MgCly), cebadores o primers,
un tampoén para la Taqg polimerasa y agua. A continuacion se especifica
la funcion de dichos componentes.
1.ADN molde.
El1 ADN molde contiene la secuencia que se va a copiar y amplificar.
2.Taq ADN polimerasa
La Tag ADN polimerasa es una enzima con actividad ADN polimerasa
5537, es la encargada de la sintesis de la cadena complementaria del
ADN que se va a copiar. Esta enzima de 94 Kd de peso molecular es
termoestable y en una reaccion de PCR tiene una vida media de 40

minutos a 95°C. Esta propiedad evita tener que anadir enzima fresca en
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cada ciclo de amplificacion. Igualmente la Tag ADN polimerasa precisa
de un ADN molde de cadena simple y de un cebador para polimerizar.

3.Nucleotidos.
Los desoxirribonucleotidos trifosfato son necesarios para la sintesis de
las cadena de ADN que se van generando durante la PCR. Estos son
utilizados normalmente a concentraciones saturantes de 200uM para
cada dNTP.

4.Cloruro de Magnesio.
El MgCl> es indispensable para la actividad ADN polimerasa asociada a
la Tag ADN polimerasa. La concentracion optima de Mg?* se calcula
experimentalmente y depende de la cantidad de dNTPs y de la secuencia
molde a amplificar.

5.Cebadores.
Para la PCR se requieren dos cebadores o primers. Estos son
fragmentos de ADN monocatenario de entre 15 a 30
desoxirribonucleétidos complementarios a cada una de las dos hebras
de ADN molde y que delimitan la longitud del fragmento de ADN que se
amplifica. Ambos oligonucledtidos tienen una secuencia diferente y
cada uno de ellos se une a una de las dos cadenas de ADN, de tal
manera que tenemos un cebador upstream que se une al extremo 5” del
ADN y uno que se une al extremo 3. Estos cebadores son
indispensables para que la Tag ADN polimerasa pueda ejercer su accion
y los extienda desde su extremo 3.
La concentracion de los cebadores en la PCR tiene que estar siempre en

exceso respecto del ADN molde y normalmente oscila ente 0,1 y 1 uM.

Todas la reacciones de la PCR se realizan en un termociclador, es decir
un incubador programable, en el que podemos introducir diferentes

temperaturas y tiempos a fin de combinarlos respectivamente.

Técnica de la PCR
Esencialmente la PCR podemos dividirla en tres etapas principales:
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*Una primera fase en que el ADN molde es desnaturalizado para
separar sus dos cadenas.

*Seguidamente se procede a la PCR propiamente dicha, es decir a la
fase en la que el ADN es amplificado. Esta etapa esta constituida por
una serie de ciclos, cada uno de los cuales esta dividido en tres partes:

1. Fase de desnaturalizacion del ADN.

Normalmente las dos cadenas del ADN molde se separan
calentando a 95°C de 1 a 5 minutos. Este tiempo depende de la
longitud de la cadena de ADN, incrementando el tiempo cuando
se desnaturaliza ADN genomico de alto peso molecular.

2. Fase de union de los cebadores al ADN.

Que se realiza a una temperatura calculada experimentalmente y
que depende de la secuencia y longitud de los cebadores. En
condiciones normales va desde 50 a unos 70°C y se aplica
entre 30 segundos y un minuto.

3. Fase de polimerizacion o elongacion.

Se realiza a 72°C ya que coincide con la temperatura optima de la
Taq ADN polimerasa. A esta temperatura la polimerasa anade
unos 400 nucledtidos por minuto. El tiempo de elongacion se
incrementa cuando queremos amplificar fragmentos de un peso
molecular mayor.
Estos ciclos son repetidos un numero n de veces.
*Una vez finalizada la PCR, se procede a visualizar los productos
mediante una electroforesis horizontal en un gel de agarosa (2%), con

tincion de los productos de la PCR con bromuro de etidio.

Transcripcion reversa
La transcripcion reversa-PCR (RT-PCR), permite la deteccion de ARN, lo

cual amplia las posibilidades de la PCR. La RT-PCR comprende una
reaccion enzimatica de conversion de ARN a ADNc, catalizada por la
enzima transcriptasa reversa. Disponemos de dos variantes de esta
enzima, que son:

e AMV. Transcriptasa reversa del virus de la mieloblastosis avia

50



e Transcriptasa reversa del virus de la leucemia murina de

Moloney

La cadena de ADNc generada es amplificada mediante PCR
convencional. Aunque los productos iniciales de la RT-PCR y de la PCR
son diferentes, el producto de la reaccion final es siempre ADN, que

puede ser utilizado para su analisis molecular.
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2.5. ESTUDIOS CLINICOS MEDIANTE LA PCR PARA LA DETECCION DE
MICROMETASTASIS EN TUMORES SOLIDOS

Se han publicado numerosos estudios clinicos para detectar la
enfermedad minima residual en tumores sélidos. que se han revisado y
sintetizado de acuerdo con la molécula diana utilizada, con el tumor

primario y con la localizacion secundaria examinada.

2.5.1. MOLECULAS DIANA

El analisis mediante PCR puede disenarse para detectar una célula
utilizando una estructura molecular especifica -diana-. Las diversas
moléculas diana y las razones para su utilizacion se encuentran
resumidas en la Tabla 2 y detalladas mas adelante. Estas moléculas
diana pueden detectarse en la sangre periférica, en los noédulos
linfaticos, en las biopsias de las localizaciones primarias y secundarias,

en la médula 6sea y en otros fluidos corporales.

Tabla 2. Marcadores tumorales segiin molécula diana

Mecanismo Diana molecular

Alteraciones Traslocaciones t(11;22); t(14;18); cromosoma
genéticas cromosoOmicas Philadelphia t(9:22); t(15:17);
(q24:921); ber/abl
Mutaciones puntuales pS3, ER, ras
Delecciones BRCA1, BRCA2, DCC
Alternative splicing CD44, muc-1, integrin VLA-4
Amplificationes erb-B2, EGFR, N-myc, ras
Ratios alteradas Gelatinasa A/TIMP2
Transformacion viral HPV, HHV-8, JCV, HCV, MMTV
Tejido especifico PSA, PSMA, muc-18, queratina,

albumina, maspin,
tiroglobulina, NPGP 9.5,hormona
paratiroidea, tirosinasa, p97, muc-
18, Mage-3, AFP, tirosina
hidroxilasa, surfactante
Cancer especifico CEA, B-HCG, queratina-19, K-ras,
citoquinas telomerasa,
microsatélite, receptor endotelina.
ER: receptor estrogeno; DCC: delecién genética en el cancer colo-rectal; EGFR:
receptor del factor de crecimiento epidérmico; HPV: papilomavirus humano; HHV:
herpesvirus humano; JCV: virus JC; HCV: virus hepatitis C; MMTV:virus de tumor
mamario de ratén;PSA: antigeno especifico prostatico; PSMA. antigeno de membrana
especifico prostatico; AFP. alfa feto proteina; CEA: antigeno carcinoembrionario.
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a.Alteraciones genéticas.

Las células cancerigenas experimentan tipicamente, una serie de
alteraciones genéticas para desarrollar su potencial metastasico.
Podemos detectar estas alteraciones en la expresion genética a nivel
tanto de ARNm como de ADN. Debido a la clonicidad de la mayoria de
los tumores, las alteraciones genéticas estan restringidas al propio
tumor y no se encuentran presentes en el tejido normal. Esta
diferenciacion permite la deteccion de la célula cancerigena tanto en su
localizacion primaria como en la secundaria, con un cierto grado de
especificidad.

Las translocaciones cromosomicas, se hallan caracteristicamente en
leucemias y linfémas especificos, tal como encontramos en la leucemia
mielocitica cronica t(9;22)(cromosoma Philadelphia), en la leucemia
promielocitica aguda t(15,17), y en los linfomas no Hodgkinianos
t(14;18)(q24;921).125, 126, 127

Son excelentes secuencias para el diagnostico con la técnica de PCR, los
genes procedentes de la reorganizacion en el punto de rotura, tras la
fusion cromosomica.

La RT-PCR fué utilizada ya en el anno 1988, para determinar el ARNm de
la translocacion bcr/abl en sangre periférica de la médula o6sea en
pacientes con leucemia mieloide cronical?s.

La RT-PCR es capaz de detectar con wuna gran sensibilidad,
reagrupaciones cromosomicas especificas asociadas al linfoma de
células B129,130,131 ' o al Sarcoma de Ewingl32.133/ Sin embargo, las
translocaciones no son unicas de un tumor especifico, tal como se
evidencia por la translocacion t(11;22) caracteristica del sarcoma de
Ewing, que también pueden evidenciarse en neuroepiteliomas
periféricos, tumores de Askin y en estesioneuroblastomas.134

No todas las translocaciones son adecuadas para su deteccion mediante
la técnica de la PCR. Algunas roturas cromosomicas, especialmente

t(8;14)(q24;932)que se observa en el linfoma de Burkitt, son altamente

54



heterogéneas respecto de su posicion en el ADN y expanden un area
demasiado larga para unos primers especificos.

También pueden detectarse mutaciones puntuales, deleciones,
reagrupaciones genéticas y amplificacion de oncogenes, genes
supresores tumorales, factores de crecimiento, o sus receptores.135 136
La deteccion de algunas alteraciones genéticas tiene implicaciones
pronosticas, como la sobreexpresion de erb-B2 en el 30 % de
carcinomas de ovario y en algunos carcinomas de mamal3>, que se
asocian a una evolucion mas desfavorable. Datos similares se han
publicado acerca del gen n-myc en el neuroblastomal37.138,

A diferencia de las reagrupaciones cromosomicas, las reagrupaciones
genéticas son a menudo submicroscopicas.

Las mutaciones puntuales pueden estar restringidas a sustituciones de
bases especificas en un punto especifico, tal como puede verse en la
familia ras.

El gen ras es un ejemplo de mutacion puntual, en el que, solamente
hay cambios en tres codones especificos, detectandose en 20-65% de
muestras de carcinoma colorrectalls?. 140, 141 y en 50-75% de muestras
de carcinoma pancreatico.42, 143

Sin embargo, muchas mutaciones puntuales a menudo no son
especificas para un nucleétido concreto y tienden a mutar el gen en
multiples puntos, tal como sucede con el gen tumor supresor pS3 en el
locus cromosomico 17p. Para detectar las diferencias entre el ADN
nativo y el mutado en base a la estructura secundaria es util la
utilizacion de la técnica del polimorfismo de conformacion de cadena
sencilla (PCR-SSCP,single strand conformational polymorphisms).

Las alteraciones del gen p53 se encuentran con frecuencia en muchos
canceres humanos, pero se ha comprobado su asociacion con el

sindrome de Li-Frumeni, para la tumorogénesis.144
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b.Transformaciones viricas.

Actualmente sabemos que los virus son capaces de inducir cancer!4s,
La presencia de genes viricos o de productos genéticos en las células
cancerosas nos permite detectar las células transformadas.

En los carcinomas de cérvix, la deteccion de subtipos especificos de
papilomavirus humanos (HPV-16 o HPV-18 vs. HPV-6 o HPV-8), ha
derivado en implicaciones pronoésticas.146, 147, 148, 149

También se han encontrado virus del herpes humano 8 (HHV-8) en
pacientes afectos de sarcoma de Kaposi o leucemia del adulto por virus
de la leucemia de células T humana (HTLV-1).150

En otros canceres no esta claro si las secuencias viricas estan presentes
de manera latente en la célula transformada o si realmente juegan un
papel en su transformacion. Por ejemplo, segin un estudio el virus de
la hepatitis C se detectdo en un 23% de los carcinomas hepatocelulares,
si bién fué también detectado en 61% de las muestras hepaticas de

control.151

c.Especificidad de tejido.

La expresion especifica de un gen en un tejido permite el desarrollo y
diferenciacion unica de cada tejido, y es de gran valor para el
diagnostico del cancer. En pacientes afectos de cancer, encontramos un
aumento de marcadores especificos de tejido, debido a un incremento
de células productoras de estos marcadores. En la actualidad el
marcador mejor estudiado es el antigeno especifico prostatico (PSA) y el
antigeno de membrana especifico prostatico (PSMA) en el cancer de
prostata.152 Otros marcadores son la hidroxilasa tirosina para el
neuroblastoma; y la tirosinasa y queratina para el melanoma maligno.

Sin embargo, para la mayoria de marcadores, la expresion de tejido
especifico es relativa y no absoluta. Este hecho, comporta que tejidos
normales y benignos también pueden expresar estos marcadores, al
igual que pueden hacerlo ciertos procesos proliferativos benignos
(hiperplasias y adenomas). Por lo tanto, la RT-PCR puede emplearse

para detectar estos marcadores en localizaciones secundarias, con
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expresion no conocida del gen marcador. Por ejemplo, la mayoria de los
estudios indican que las células que expresan el PSA no se encuentran
normalmente en la sangre periférica o en los ganglios linfaticos, por lo
que esta prueba puede utilizarse para detectar expresion de PSA en
estas localizaciones, y por lo tanto su presencia es compatible con
metastasis.

Los marcadores especificos de tejido presentan una gran especificidad y
una variable sensibilidad. Por ejemplo en pacientes con melanoma
cutaneo, no puede detectarse la expresion de la tirosinasa en los
pacientes controles (especificidad del 100%), en cambio la sensibilidad
de la deteccion de tirosinasa en la sangre periférica, varia del O al
100%. Lo mismo sucede con el PSA, con un 100% de especificidad y un

22-80% de sensibilidad en muestras de sangre periférica.

d.Cancer especifico.

Los marcadores cancer especificos son aquellos que estan elevados en
la mayoria de canceres. Se han postulado diversos marcadores que se
expresan por tipos de cancer diverso como el antigeno
carcinoembrionario (CEA), citoquinas, telomerasas y la gonadotropina
corionica humana ($-HCG)1583,154,155,156,157

Estos marcadores ofrecen la ventaja de que con una sola determinacion
es posible hacer un escrutinio para varias neoplasias. Sin embargo,
pueden darse elevaciones de estos marcadores, de manera inespecifica
(por ejemplo, la 3-HCG en los embarazos; y las citoquinas en procesos
infecciosos o inflamatorios). Ademas, estos marcadores, aunqué en
teoria son especificos de cancer, también pueden también expresarse

en células benignas y normales.

2.5.2. MUESTRA ESTUDIADA

Mediante la PCR podemos estudiar diferentes tejidos corporales,

en busca del proceso metastasico. Por un lado, podemos estudiar la
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propia tumoracion obtenida mediante biopsia o bien mediante exéresis,
y por otro, los ganglios linfaticos, la médula 6sea, la sangre periférica y

otros liquidos biologicos..

a.Biopsias

La biopsia de una tumoracion solida permite su analisis directo. En
aquellos tumores que metastatizan mediante extension directa, la
técnica del PCR nos ofrece una prueba mas sensible para la deteccion
de células malignas en la periferia del tumor, en comparacion al
analisis tradicional histopatologico.

La PCR, nos permite la caracterizacion simultanea de maultiples
marcadores, con una muestra relativamente pequena. El analisis de los
marcadores metastasicos o de los serotipos virales congénitos, pueden
ayudarnos como indicadores de pronodstico, tal como sucede con el
carcinoma cervical y los serotipos del HPV!S8 o en el carcinoma

hepatico y el VHC159,

b.Sangre periférica.

En los rastreos para cancer, la sangre venosa constituye una muestra
accesible y barata.

Tradicionalmente, las muestras sanguineas, permiten la deteccion de
células cancerosas en pacientes afectos de neoplasias hematopoyéticas.
También nos permiten el diagnéstico de neoplasias no hematopoyéticas,
que se extienden desde su localizacion primaria por via sanguinea.
Cualquier marcador ausente en la sangre periférica puede ser
considerado para su uso en la deteccion de células cancerigenas,
especialmente los marcadores de tejido especificos. Este abordaje ha
permitido detectar células tumorales circulantes, en muchos pacientes
con metastasis por adenocarcinoma prostatico, melanoma maligno
cutaneo, cancer de mama, neuroblastoma y carcinoma hepatocelular.
Estos tests generalmente son especificos a los marcadores tumorales,
pero estan limitados por la sensibilidad del ensayo. Por ejemplo, aunque

la mayoria de estudios son incapaces de detectar células que expresan
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el marcador en la poblacion control, la sensibilidad publicada de la RT-
PCR varia de 0% a 100% para la deteccion de células circulantes que

expresan tirosinasa, en pacientes con melanoma metastasico

franco.160,161,162,163,164,165

c. Ganglios linfaticos.

Se han detectado células tumorales en pacientes afectos de cancer,
mediante la RT-PCR, en las biopsias de ganglios linfaticos. La RT-PCR
ha sido mas sensible que los métodos tradicionales basados en
anticuerpos, puesto que ha detectado la expresion de un marcador
tumoral en un grupo de ganglios linfaticos que habian sido negativos
mediante inmunohistoquimica. Ademas, en estudios retrospectivos de
muestras de ganglios linfaticos incluidos en parafina y fijados con
formol, se ha demostrado que aquellos pacientes que fueron negativos
mediante histopatologia convencional, pero positivos mediante RT-PCR,
a lo largo de su seguimiento desarrollaron enfermedad metastasica
durante los 5 anos postoperatorios. Estos datos sugieren que el
estadiaje de los ganglios linfaticos mediante RT-PCR puede ser un mejor

predictor de la recurrencia de un cancer166,167,168,

d.Médula 6sea.

En un porcentaje significativo de pacientes afectos de cancer confinado
a un organo, se obtienen a partir de los aspirados de médula o6sea
células que expresan un marcador tumoral. Estudios clinicos han
demostrado una buena correlacion entre los enfermos con médula o6sea
positiva mediante PCR y un estadiaje histopatologico superior, asi como

con la diseminacion metastasical69,170,171,172,

e.Liquidos biolégicos.

Varios liquidos biologicos, ademas de la sangre, ofrecen una buena
accesibilidad para el analisis. Entre ellos, se encuentran el liquido
ascitico de los pacientes con carcinoma hepatocelular o pancreatico, la

orina de pacientes con carcinoma de células transicionales!’3, las heces
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de pacientes con carcinoma colorrectall’#175 y el esputo de pacientes
con carcinoma pulmonarl!76. Entre estos, los datos procedentes de la
orina son mas prometedores, puesto que se ha encontrado que las
células exfoliadas de carcinoma de vejiga con mutaciones p53 o con
alteraciones microsatélites, son predictivas de carcinoma de células

transicionales!73.

2.5.3. TUMORACION PRIMARIA

La biologia individual de cada tipo de cancer es diferente en cuanto a
alteraciones genéticas, caracteristicas de crecimiento, y predileccion
anatomica para la expansion metastasica. Con el objetivo de detectar
micrometastasis, se han estudiado mediante la PCR un numero

creciente de canceres.

a.Carcinoma colorrectal.

Entre los marcadores utilizados para detectar células de carcinoma
colorrectal se encuentran: las mutaciones puntuales en K-ras; la
delecion del gen DCC (deleted-in-colorectal-cancer gen); los marcadores
de tejido especifico queratina-19, queratina-20 y citoqueratina-20; y el
marcador de cancer especifico CEA.177,178,179,180,181,182

En el caso del gen DCC, aunque su nombre implique otra cosa, no
encontramos la delecion de este gen en la mayoria de biopsias de
carcinoma colorrectal (57% sensibilidad)!”” La forma mutada de K-ras
presenta una sensibilidad del 20-65%, en biopsias de muestras de
tumor, y esta presente en muestras no tumorales (especificidad del
75%). El marcador queratina-19 y 20, es un marcador especifico de
epitelios y no de carcinoma colorrectal, detectandose ademas en un
porcentaje importante de controles negativos. En el caso de la
citoqueratina-20 se requieren mas estudios para establecer su relacion

con el carcinoma colorrectal.180.181 E] marcador de cancer especifico
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CEA, se ha detectado de manera variable (43%-84%) en sangre

periférica, médula 6sea y biopsias de tejido.183, 154

b.Carcinomas abdominales

Entre los marcadores del carcinoma gastrico estan la translocacion
cromosomica t(11;22), los virus del papiloma humano (HPV-16y -18), la
presencia de Helicobacter pylori, formas especificas de tejido de la
queratina-19, el marcador de cancer especifico CEA y las citoquinas
inmunosupresoras.184,185,,186,187,188

Para la deteccion de marcadores especificos de expresion genética en el
caso del cancer de higado se han utilizado, la alfa-fetoproteina (AFP), la
albumina y algunos virus (virus hepatitis B y C)189,190,191,192

Alrededor del 90% de los adenocarcinomas de pancreas presentan

mutaciones del codon 12 del gen K-ras.193,194

c.Canceres de las vias urinarias.

En el caso de carcinomas de células transicionales se han determinado,
mutaciones del gen pS3 y del gen supresor tumoral del retinoblastoma,
mutaciones del oncogén H-ras y la presencia de secuencias del virus

papiloma humano.195,196,197

d.Carcinoma de préstata.

La RT-PCR para la deteccion de carcinoma de prostata ha sido uno de
los modelos mejor estudiados, debido a la especificidad del antigeno
especifico prostatico (PSA) para las células prostaticas. Aunque los
marcadores mas utilizados han sido el antigeno especifico prostatico
(PSA) y el antigeno de membrana especifico prostatico (PSMA), también
se han estudiado las mutaciones del gen pS3, y la presencia del virus
del papiloma humano (VPH).198,199,200,201,202

Los estudios clinicos nos muestran que la RT-PCR puede detectar
células circulantes que expresan el PSA y el PSMA, en un porcentaje
elevado de pacientes con enfermedad metastasica y en un subgrupo de

pacientes con enfermedad localizada.

61



Las sensibilidades publicadas en la deteccion de las células que
expresan el PSA en sangre periférica, varian de 0% al 88% y en las que

expresan el PSMA, varian del 50% al 85%.203,204,205,206,207,208,209

e.Carcinoma de mama

Existen numerosos estudios de marcadores que se asocian con el
carcinoma de mama, y entre ellos se encuentran: deleciones del gen
BRCA; amplificacion de MDR-1 y HER-2/neu; mutaciones en el p53;
isoformas de CD44; virus tumorales; marcadores especificos de tejido,
como la queratina, citoqueratina, maspina y receptores de estrogenos; y
también marcadores especificos de cancer, como la telomerasa, PSA, -
HCG y CEA.210.211,212,213,214,215

La deteccion de marcadores especificos de epitelio como la queratina-19
y la citoqueratina-19, presenta generalmente una buena correlacion con
la presencia de metastasis. Los estudios clinicos con estos marcadores,
suelen presentar una elevada sensibilidad (90-100%) y una elevada
especificidad(90-100%).214.215,216

La expresion del gen de la telomerasa puede estar muy elevada en todos
los canceres, y se detecta sobre todo en la mayoria de los pacientes con
carcinoma de mama metastasico (77%), en algunos pacientes con un
carcinoma confinado al érgano en cuestion (6%) y en ningan paciente
sin carcinoma de mama. (0%).217

No se detectan similares asociaciones entre marcadores especificos de

cancer y el carcinoma de mama, entre ellos: PSA; B-HCG, o CEA.183,184

f.Canceres ginecolégicos

La mayoria de trabajos en canceres ginecologicos han valorado el
estudio del tejido tumoral o de los ganglios linfaticos en busca de la
presencia de papilomavirus humanos, mediante la técnica de PCR.

Por lo que se refiere a los carcinomas de cérvix se han detectado
secuencias del HPV-16 y -18 en el caso de tumores mas malignos y el

HPV-6 y -8 en el caso de tumores menos agresivos.218,219,220
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En los carcinomas de utero también se han determinado papilomavirus
humanos y marcadores especificos de tejido como la endotelina R y la

endopeptidasa.221

g.Tumores neuroectodérmicos.

Algunos de los marcadores utilizados en diferentes estudios, son: la
amplificacion de EGFR, las formas de CD44, la presencia de virus
neurotropicos humanos, el virus JC, y las forma mutadas de ras y
p53.222,223

En estudios sobre el neuroblastoma pediatrico, se han examinado la
amplificacion del oncogén myc, los marcadores especificos de tejido
como la tirosinasa hidroxilada, CK-20 y la glicoproteina especifica. El
marcador clasico para neuroblastoma es la amplificacion del N-myc.224
El nivel de N-myc pronostica de manera independiente una peor

evolucion, con independencia del estadio del cancer.

h.Sarcoma de Ewing.

En el sarcoma de Ewing encontramos casi de manera patognomonica
la translocacion t(11;22), mientras que la deteccion del gen de fusion es

altamente especifica (100%) y sensible(100%).225,132

i.Linfoma

En los linfomas y leucemias encontramos reagrupaciones genéticas que
pueden ser detectadas mediante la técnica de PCR con una elevada

sensibilidad y especificidad.226

j-Neuroblastoma

En sangre periférica ,se puede detectar la tirosina hidroxilasa, que es
una enzima que participa en la sintesis de catecolaminas y sirve como
marcador de células de neuroblastoma.?2” También se ha utilizado el
gen de la proteina neuroendocrina 9,5 (PGP 9.5)223.

Miyajima y cols?27detectaron mediante la tirosina hidroxilasa, células de

neuroblastoma en la sangre periférica y la médula 6sea de pacientes
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con estadios de I a IIl en el momento del diagnéstico, encontrando 18 de
38 pacientes positivos (47,3%) en médula osea.

Mattano y cols2?23 detectaron el gen de la PGP 9.5, en sangre periférica,
en 8 de 18 pacientes (44,4%), con una capacidad de deteccion de 1
célula de neuroblastoma entre 107 células mononucleadas normales.
Norris y cols228publicaron la presencia de niveles de PGP 9.5 en el tejido
hematopoyético normal, descartando dicho gen como marcador de

células circulantes de neuroblastoma.

k.Melanoma maligno cutaneo

Existen numerosos trabajos publicados hasta la actualidad sobre
pacientes afectos de melanoma maligno cutaneo en los que la molécula
diana es el ARNm de la tirosinasa, citoqueratina-20, Mage-3, p97, muc-
18, queratina-20, y la forma cancer especifica #$5-HCG. De todos estos,
el ARNm de la tirosinasa es el marcador mas estudiado puesto que en
condiciones normales no encontramos la expresion de la tirosinasa en
sangre periférica, siendo por lo tanto su presencia un marcador de
melanocitos circulantes. De hecho la deteccion de la expresion del gen
de la tirosinasa mediante PCR, fué en el ano 1991, el trabajo pionero
que demostro la posibilidad de detectar metastasis de tumores sélidos
en la sangre periférica.l2? Muchos estudios posteriores han intentado
valorar la utilidad de esta técnica con resultados variables.

A continuacion se presentan los trabajos publicados segun el estadio
tumoral:

*Melanoma localizado (estadio I-11I).

El estadio de la enfermedad se ha correlacionado con el porcentaje de
pacientes con evidencia de diseminacion de células tumorales ocultas
en varios!23,164,165,231,233 pero no en todos los trabajos publicados.232.237
Segun estos estudios, todas las series de pacientes son mas bien
pequenas y encontramos diferencias en la seleccion de los mismos, que
dificultan la comparacion de resultados. Los primeros trabajos en
sugerir que la prueba de la PCR presenta un valor prondstico para el

melanoma, han sido los publicados por dos grupos. Por un lado
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Battayani y cols.1®4 han publicado una recidiva significativamente
superior durante los 4 primeros meses tras la reseccion de los nédulos
linfaticos regionales metastasicos, en aquellos pacientes con una
prueba positiva. Por otro lado el estudio prospectivo de Mellado y
cols.233) demostré que la constatacion de una transcripcion de la
tirosinasa en sangre periférica en pacientes en los estadios II y III, se
asociaba con un reduccion significativa de la supervivencia libre de
enfermedad.

Estos resultados son similares a los observados con otros tumores
solidos.?2° En ninguno de estos trabajos se encontrd la expresion de la
tirosinasa en sangre periférica de los pacientes controles, lo cual sugiere
una especificidad elevada. Actualmente no esta claro el pronostico para
los pacientes, portadores de un melanoma maligno de tivea, con una
prueba positiva mediante la RT-PCR para la tirosinasa en sangre

periférica.

*Enfermedad avanzada (Estadio IV)

Mediante la amplificacion del ARNm de la tirosinasa 123.231,233 ¢
utilizando un panel multiple de marcadores PCR!65 varios grupos de
investigacion han encontrado mediante la PCR evidencia de células de
melanoma circulantes en una elevada proporcion de pacientes en
estadio IV. Otros grupos han publicado una frecuencia
considerablemente inferior para este grupo de pacientes.162,164,232,234

El porcentaje de pacientes en estadio IV con evidencia de células de
melanoma circulantes en sangre periférica oscila entre el O al 100% (ver
Tabla 3) y, de hecho las razones para esta diferencia no estan claras.
Dado que en todas las publicaciones la PCR era capaz de detectar una
sola célula de melanoma en 10 ml de sangre, la diferente frecuencia de
deteccion de células tumorales en las muestras clinicas probablemente
reflejen diferencias en el procesado de las muestras o controles

inadecuados.

65



Dos de los grupos que detectaron una frecuencia menor de células
tumorales, publicaron que en el estadio IV, los pacientes con la prueba
de PCR positiva, tenian una probabilidad superior a experimentar
progresion de la enfermedad, respecto de los PCR negativos.162,164

En la mayoria de los pacientes en estadio IV y con remision completa a
largo plazo después de tratamiento con interferon-0O e interleukina-2
con o sin reseccion de metastasis residuales, se ha encontrado ARNm
de la tirosinasa en su sangre periférica.160

El analisis semicuantitativo mostréo una concentracion muy baja de
transcritos de la tirosinasa en la sangre periférica de estos pacientes.161
Todavia no esta claro si un incremento en la intensidad de la senal
puede ser un indicador precoz de una recidiva, tal como sugieren

algunos estudios.230
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Tabla 3. Resumen de publicaciones en que se utiliza la PCR para la deteccion de micrometastasis en el melanoma maligno

cutaneo

Tirosinasa
Tirosinasa
Tirosinasa
Tirosinasa

MAGE-3
p97
MUC-18

Tirosinasa
Tirosinasa

Tirosinasa
Tirosinasa

Tirosinasa
Tirosinasa
Tirosinasa
Tirosinasa
p97
MUC-18
MAGE-3
Tirosinasa
Tirosinasa
TRP-1
TRP-2
Pmel 17
MART-1
Tirosinasa

SP
SP
SP
SP

SP
SP
SP

SP
SP

SP
SP

SP
SP
SP
SP;GC
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP

Lineas cel.

SK-mel 19,23,28, M-5

M-10/12/24/101
Mka,Mkn,Mke,Mst,Mmu

M-10/12/24/101
Mka,Mkn,Mke,Mst,Mmu
M-10/12/24/101
Mka,Mkn,Mke,Mst,Mmu
M-10/12/24/101
Mka,Mkn,Mke,Mst,Mmu

SK-mel28, Colo38, Mevo,
Mkr, MKrZ

VUP, SK-mel-19,23, FO-
1,2,5,6

SK-mel28

SK-mel31
MAtt,M101,M10,12,14,24
MAtt,M101,M10,12,14,24
MAtt,M101,M10,12,14,24
MAtt,M101,M10,12,14,24
MAtt,M101,M10,12,14,24
Sk-Mel23,25,28, Wm-
1341,Ki-mel7,13,Ukrv-
Mel4,8, BS 1251

Sensibilidad

10cel/10cc

9lineas +/10
1cell/ 106-506
PBL

8lineas +/10
10lineas +/10

10lineas +/10

10cel/10cc

lcell/ml

Estadiol

0%(0/4)

42,8%(3/7)**  90,9%(10/11)
*%

lcel/106CelMo 23%(4/17)

non.

1cel/107PBL
1cel/107PBL
lcel/107PBL
1cel/107PBL
10cel/10cc
6lineas+/6
6lineas+/6
6lineas+/6
6lineas+/6
6lineas+/6
lcel/cc
Slineas+/9

0%(42)

0%(0/10)

2,3%(1/43)

Estadio II

16.6%(1/6)

45%(10/22)

35%(7/20)

0%(0/21)

0%(0/15)
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Estadio III

35,2%(6/17)

85,7%(30/35)
*%

8/18

40%(7/17)

69%(23)

5%(1/21)

Estadio IV  Total

57%(4/7)
100%(29/29)
100%(28/28)
93,3%(62/66)

50%(16/32)
100%(50/50)

0%(0/6)
33/35(94%)

13%(3/24)
18,7%(9/48)

39%(5/13)

27,3%(12/44)

64,2%(36/56)
100%/28/28)
59%(70/119)

10%(12/119)
53,7%(64/119)
72,2%(86/119)

27,9%(26/93)
100%(50/50)

59,3%(54/91)

13%(3/24)
14%(9/64)
85

59%(119)
56%

72%

10%
9,2%(6/65)
86%(32)
57%(20)
74%(26)
86%(30)
83%(29)
12,7%(13/102)

n°control
es
0%(0/8)
0%

0%

0%(39)

0%(39)
0%(39)

%(39)

0%
0%

0%(50)

0%(20)

0%(20)
0%(15)
0%(15)
0%(15)
0%(15)
0%(15)
0%(35)

Publicacion

Smith,1991
Brossart, 1993
Brossart, 1994
Hoon,1995

Battayani, 1995
Brossart,1995

Foss, 1995
Mellado,1996
Pittman,1996
Kunter,1996

Tessier,1997
Reintgen, 1997

Reinhold, 1997
Sarantou,1997

Glaser,1997

123
231
160
165

164
161

232

233

234
162
235
236

237
238

239



Tirosinasa
Tirosinasa,
MART-1
Tirosinasa
Tirosinasa

Tirosinasa
Tirosinasa
Tirosinasa
Tirosinasa
MART-1
p97
MUC-18
gp100
Tirosinasa
Tirosinasa

Tirosinasa
Tirosinasa
Tirosinasa
MIA

Tirosinasa
Tirosinasa

SP
GC

Gc
PB

PB
PB
BM
PB
PB
PB
PB
PB
GC
SP

SP
SP
GC
SP
SP
BM

Lineas cel.

SK-mel 1

SK-mel-1
SK-mel-19
SK-mel-19
MM200,Mel-FC
MM200,Mel-FC
MM200,Mel-FC
MM200,Mel-FC
MM200,Mel-FC

M12,M101,B231

Sensibilidad

10cel/10cc

1cel/105PBMC
1cel/105PBMC
1cel/106PBMC
1cel/106PBMC
1cel/106PBMC
1cel/106PBMC
1cel/106PBMC

1cel/107cel
ca.mama

Estadiol

12%(4/31)
0%

Estadio II

12.5%(2/ 16)
25%(4/16)
23%(30/129)

15%

Estadio III

17%(7/41)

15%(6/40)
18%(11/62)
34%(39/116)
13%

10%(1/10)

Estadio IV

26%(13/50)
26%(13/50)

65,8%(52/79)

44%(16/36)  23,5%(29/123)

74%(37/50)

6%(1/17) 12%(9/73)

10%(3/31)  16.5%(18/109)
61,4%(70/114)
43,7%(7/16)
5.5%(2/36)

20%(4/20)  16.6%(5/30)

73%(19/26)

35%(7/20)
35%(7/20)

n°control
es

0%(46)
0%

0%
0%(25)
0%(25)
0%(50)
0%
Falsos+
Falsos+
Falsos+

0/5

11%(2/18)

Publicacion

Jung,1997
Goydos, 1998

Blaheta, 1998
Farthmann,199
8

Carrillo,1998
Ghossein, 1998

Curry,1998

Shivers, 1998
O’Connell, 1998

Sardi, 1999

Le Bricon,1999
Bieligk,1999
Muhlbauer,1999
Waldmann,1999

240
241

242
243

244
199

245

246
247

248

249
250

251

*TRP 1,2. Tyrosinase-related proteines **Pacientes PCR + teniendo en cuenta 4 marcadores p97, tirosinasa, MAGE-3,MUC18
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I. Melanoma maligno de Uvea

Hasta la fecha so6lo hay publicados tres estudios de la utilizacion de la RT-
PCR para determinar melanocitos circulantes en el melanoma maligno de
uvea (ver Tabla 4); El primero de ellos publicado por Tobal y cols en 1993,252
es un estudio piloto con seis pacientes afectos de melanoma maligno de uvea,
dos de los cuales presentaban enfermedad metastasica. De los seis pacientes,
tres fueron positivos a la RT-PCR para la tirosinasa, siendo positivos los dos
pacientes que presentaban metastasis diagnosticada, y el tercero la desarrollo
a los 9 meses de la extraccion de sangre. El segundo estudio fué publicado en
1995 por Foss232) perteneciente al mismo grupo de investigadores, y se
tomaron 51 muestras de 36 pacientes afectos de melanoma de Givea, asi como
6 muestras de seis pacientes afectos de melanoma maligno cutaneo en estado
metastasico. No se consiguieron positivos a la RT-PCR para la tirosinasa,
excepto en un paciente control y en otro con una lesion sospechosa de nevus
coroideo. Los autores atribuyeron el origen de este falso positivo a una
contaminacion de las muestras por melanocitos cutaneos y concluyeron su
trabajo con la afirmacion de que la RT-PCR para la tirosinasa, no es
clinicamente util para la determinacion de enfermedad metastasica. Segun los
autores el numero de células circulantes en sangre periférica es inferior al
esperado, debido al proceso de filtrado experimentado por los melanocitos a
nivel pulmonar y de los capilares periféricos, antes de llegar al sistema venoso
periférico.

El tercer trabajo publicado es el de Yosuf El-Shabrawi en 1998253 en el que se
estudiaba el suero de 12 pacientes afectos de melanoma maligno de tivea sin
evidencia de metastasis en el momento de la extraccion, de los cuales 2

(16,6%) fueron positivos a la RT-PCT para la tirosinasa.
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Tabla 4. Utilizacion de la PCR en el diagnoéstico del melanoma maligno de tivea

Lineas cel. Sensibilidad Estadiol Estadioll EstadioIll EstadioIV Total n° controls Publicaciéon
Tirosinasa SP VUP 10cel/5ml 2/2 50%(3/6) Tobal, 1993 252
Tirosinasa SP VUP, SK-mel- 1cell/ml 0%(0/36) Foss, 1995 232
19,23, FO-

1,2,5,6
Tirosinasa SP

16,6%(2/12) El-Shabrawi, 1998 253
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2.6. MELANINA, MELANOGENESIS

La melanina es el principal pigmento presente en las estructuras
superficiales de los vertebrados y es predominantemente un polimero indélico.
La biogénesis de melanina en animales tiene lugar por un proceso de
oxidacion que se inicia con el aminoacido L-tirosina. El paso principal de este
proceso es la oxidacion de la tirosina en dopaquinona mediante la enzima
tirosinasa. Los siguientes pasos son las sucesivas transformaciones de la
dopaquinona en dopacromo y finalmente este, en melanina, tal como se refleja

en la Fig. 2

Fig. 2. Esquema de la sintesis de melanina

TIROSINASA

]

I<_ I

En los vertebrados estas reacciones tienen lugar a nivel de nas organelas
especializadas ligadas a las membranas (melanosomas). Actualmente se cree
que el grupo de las enzimas melanogénicas esta resente como un complejo
asociado a una matriz proteica254, y todo ello se encuentra bajo el control de
un promotor de la tirosinasa. Este promotor solo se activa en células

melanogénicas especializadas?5>, es decir, en las células del epitelio
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pigmentario de la retina y en las células dentriticas derivadas de la cresta
neural, conocidas como melanocitos.

Los melanocitos estan ampliamente distribuidos por el cuerpo y son los
responsables de la pigmentacion de las estructuras superficiales. En los
mamiferos los granulos de melanina se distribuyen por la epidermis y por el
cabello gracias a un proceso denominado de transferencia citocrina, segun el
cual fragmentos del citoplasma de los melanocitos (los extremos de los
procesos dentriticos), son absorbidos mediante endocitosis por las células
epiteliales.

En la actualidad, conocemos la organizacion genémica de la tirosinasa y la
secuencia de ADNc y ademas disponemos de cebadores para su amplificacion.
El gen de la tirosinasa contiene varios intrones, de modo que para la
amplificacion del ADN por la PCR se han seleccionado “primers”

representados en diferentes exones del gen,”* tal como se refleja en la Fig. 3.

Fig. 3. Diagrama esquematico del ADN genomico y localizacién de los cebadores.

HTYRI HTYRI HTYRS3
i i i i EXON 3
EXON 1 EXON 2 m_

HTYR4 HTYR2
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3. OBJETIVOS
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Los objetivos de este estudio son:

1

. Valorar la sensibilidad de la PCR con transcripcion reversa para

detectar ARNm del gen de la tirosinasa producido por células de
melanoma maligno de Gvea en sangre periférica, a partir de varias

lineas celulares.

. Valorar en que proporcion de pacientes diagnosticados de melanoma

maligno de uvea se detecta ARN mensajero del gen de la tirosinasa

mediante la técnica del RT-PCR en sangre periférica

. Relacionar los meétodos actuales para el escrutinio sistémico en

pacientes afectos de melanoma de uivea (radiografia de torax, enzimas
hepaticos, ecografia hepatica), con la determinacion de ARNm de la

tirosinasa mediante la técnica de RT-PCR.

Relacionar factores pronosticos conocidos, clinicos y anatomo-
patologicos, en el melanoma maligno de tivea, con el resultado de la

PCR con transcripcion reversa
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4. MATERIAL Y METODOS
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4.1. LINEAS CELULARES:

En este estudio hemos utilizado las siguientes lineas celulares:

1. Melanoma maligno cutaneo.

Linea SK-Mel 28 (American Type Culture Collection, Manassas ,VA).
Como control positivo en la aplicacion de la RT-PCR en las muestras de

los pacientes afectos de melanoma.

2. Melanoma maligno uveal.

Lineas 92-1, SP6.5, SP8.0 y TP31. Para la realizacion de los estudios de

sensibilidad de la RT-PCR y también se han utilizado como control
positivo.

La linea celular 92-1 ha sido cedida por el Dr. I. de Waard-Siebinga y por
la Dra. MJ. Jager, del departamento de Oftalmologia del Hospital
Universitario de Leiden en Holanda.*’

Las lineas celulares SP6.5, SP8.0 y TP31, fueron cedidas por el Dr.Guy
Pelletier del Centre de Recherche Pav. CHUL en Canada.

Las lineas celulares 92.1 y SP6.5 se obtuvieron indirectamente a través
del Instituto de Oftalmobiologia Aplicada (IOBA), de Valladolid, y a
través de los Dres. A. Saornil y A. Morilla, tras obtener el permiso

expreso de utilizacion de sus propietarios.
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4.2. CULTIVO DE LAS LINEAS CELULARES DE MELANOMA MALIGNO DE UVEA
Y VALORACION DE LA SENSIBILIDAD.

Las células de las lineas 92-1 y SP6.5, se cultivaron en un medio de cultivo
RPMI1640 con un 10% de suero bovino fetal y glutamina 2 mM, y las células
de las lineas SP8.0 y TP31 se cultivaron en un medio de cultivo DMEM con un
10% de suero bovino fetal y glutamina 2mM. Todas ellas a temperatura de
37°C, en una atmosfera humeda al 5% de COz. Se congelaron diferentes
alicuotas para la posterior extraccion de ARN y tras extraer el ARN de estas
células, se realizo la técnica de RT-PCR, tal como se describe mas adelante,
utilizando los cebadores que codifican la tirosinasa, y llevando a cabo
estudios de sensibilidad.

De la linea celular SP6.5 no fué posible obtener un suficiente numero de
células para su posterior procesamiento, por lo que dicha linea se descarté.
Para los estudios de sensibilidad se hicieron diluciones de células
mononucleadas normales con células de las diferentes lineas celulares, a una
concentracion total de 10 millones de células. Las diluciones que se realizaron

fueron, las que se detallan en la Tabla 5.

o - P N° Células normales Concentracion
N°células linea celular

(células tumorales/células

totales)

1 10.106 107
10 10.106 106
100 9999.9.103 10-5
1000 999.9.104 104
10000 99.9.10% 103
100000 9.9.10¢0 10-2
1.106 9.10° 101

10.106 - 1

Tabla 5. Diluciones de las lineas celulares
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4.3. SELECCION DE PACIENTES

Se hizo una revision de todos los pacientes diagnosticados y tratados por un
melanoma maligno de uvea en el Servicio de Oftalmologia de la Ciudad
Sanitaria y Universitaria de Bellvitge desde noviembre de 1988 hasta
noviembre de 1998.

Los criterios de inclusion fueron.

a) Pacientes con el diagnostico clinico de melanoma maligno de uivea en
cualquier estadio clinico, con independencia del tratamiento recibido
por el mismo.

b) Cuando no existia estudio patologico confirmatorio del diagnostico, se
consideré como criterio valido la exploracion clinica positiva (fondo
ojo, ecografia, angiografia fluoresceinica, resonancia magnética
nuclear)

c) Aceptacion expresa de participar en el estudio tras explicar
detalladamente a los pacientes la naturaleza y los objetivos del

mismo.

Los criterios de exclusion fueron:
a) Negativa por parte del paciente o familiares a colaborar en el estudio.
b) La presencia de otra neoplasia maligna, no se consideré6 como

criterio de exclusion.

En general estos pacientes llegaron al servicio de Oftalmologia de la CSUB por
dos vias:
a) Remitidos por otros oftalmologos con la sospecha diagnodstica de
melanoma maligno de uvea.
b) Acudieron de Urgencias a nuestro hospital por trastornos visuales
diversos.
A todos ellos se les realizo una exploracion oftalmologica completa, que
incluia:

1. Agudeza visual. Optotipos de Snellen
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2. Biomicrospia con lampara de hendidura
3. Tonometria
4. Fondo del ojo con oftalmoscopio indirecto, lente de contacto tipo
Goldman o bien con lentes oftalmoscopicas de no contacto (de +90 o
+78D)
5. Ecografia ocular en modos A y B.
En aquellos casos en que persistian dudas diagnosticas, tras esta
exploracion, se les practico una Resonancia Nuclear Magnética.
Una vez confirmado el diagnostico, estos pacientes fueron valorados por el
departamento de Oncologia Médica o Radioterapica, practicandose en la
primera visita:
1. Exploracion fisica completa
2. Analiticas generales.
Hemograma completo
Bioquimica completa
Marcadores hepaticos (GOT, GPT, Gamma-GT, Fosfatasa alcalina,
LDH)
3. Radiografia de torax.
4. Ecografia hepatica.
Una vez confirmada la no existencia de enfermedad diseminada, se procedio
al tratamiento mas adecuado, individualizado segun la localizacion y el
tamano tumoral. La eleccion del tratamiento también dependio de la
disponibilidad de terapéuticas mas novedosas en el momento del diagnostico
(p-e.braquiterapia oftalmica, radioterapia externa con protones acelerados) y
de la opinion del propio paciente, una vez explicadas las alternativas
terapéuticas.
El tratamiento quirtargico de estos pacientes se llevo a cabo en el Servicio de
Oftalmologia de la CSUB, exceptuando:
1. Los tratamientos mediante placas radioactivas de lodo-125
(braquiterapia oftalmica), aplicados a 31 pacientes, que se realizaron

conjuntamente entre el Servicio de Oftalmologia del Hospital de

84



Bellvitge y el Servicio de Oncologia Radioterapica del Institut Catala
d Oncologia, todos ellos pertenecientes a la CSUB.

2. Los tratamientos con protones acelerados, aplicados a 4 pacientes,
que se realizaron por el Dr.L. Zografos en el Hospital Jules Gonin en
Lausanne (Suiza), puesto que en nuestro pais no hay disponibilidad
de un ciclotron.

3. Un paciente, a peticion propia; fué tratado por el doctor B.E.Damato
en Liverpool (UK), practicandosele una reseccion local de su
tumoracion bajo hipotension controlada.

4. Otro paciente, a peticion propia, fué tratada por el doctor J.D. Grange
en Lyon (Francia), practicandosele una reseccion local de su
tumoracion. En el postoperatorio inmediato se le diagnostico una
oftalmopatia simpatica, por lo que el mismo doctor le realizé una

enucleacion del globo ocular.

Disponemos de material para el estudio anatomo-patolégico en el grupo de
pacientes en que se les practico, una enucleacion del globo ocular, una
exéresis de la tumoracion, o bien una endorreseccion, exeptuando aquellos

pacientes que fueron tratados en el extranjero.
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4.4. DATOS REGISTRADOS EN LOS PACIENTES EVALUADOS

4.4.1. DATOS CLINICOS
-Edad

-Sexo
-Ojo afecto

-Agudeza visual. Valorada mediante optotipos de Snellen

4.4.2.DATOS RELACIONADOS CON EL TUMOR

-Origen tumoral. Se diferenciaron tres categorias: iris, cuerpo ciliar y
coroides

-Localizacion. Segun la localizacion del centro del tumor. Se
distinguieron: polo posterior, temporal superior, temporal medio,
temporal inferior, inferior, nasal inferior, nasal medio, nasal
superior, superior.

-Localizacion sagital. Se diferenciaron tres categorias: superior,
horizontal e inferior. Se consider6é un tumor sagital cuando el
“centro de gravedad” de la tumoracion estaba localizado en el
meridiano horizontal que pasa a través de la fovea; siendo
superior o inferior si el tumor se situaba por encima o por debajo
de esta linea.

-Localizacion coronal. Se distinguieron tres categorias: nasal, vertical y
temporal. Se consider6 un tumor vertical cuando el “centro de
gravedad” de la tumoracion estaba localizado en el meridiano
vertical que pasa a través de la fovea; siendo nasal o temporal si
el tumor se situaba medial o lateral a la fovea.

-Margen tumoral anterior. Se diferencid entre: preecuatorial y
retroecuatorial, respecto al ecuador del globo ocular.

-Margen tumoral posterior. Se diferenci6 igualmente entre:
preecuatorial y retroecuatorial, respecto al ecuador del globo

ocular.
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-Extension. Se registré la invasion clinica de la esclerdtica y la del
humor vitreo.

-Presencia de catarata

-Presencia de glaucoma

-Presencia de rotura de la membrana de Bruch

-Presencia de desprendimiento de retina y el porcentaje de afectacion.

-Estadiaje del tumor segun la clasificacion del COMS. Se diferenciaron

tres categorias, segun la Tabla 6.

TAMANO TUMORAL

Estadiol Tumores de <3 mm en alturay < 10 mm en diametro
maximo

Estadio II Tumores entre 3 y 10 mm en altura y/o diametro maximo
entre 10 y 15 mm

Estadio Tumores de > 10 mm en altura o diametro maximo

III >15mm.

Tabla 6. Clasificacion tumoral segan el COMS

-Afectacion del disco optico y su extension en franjas horarias

-Afectacion del cuerpo ciliar y su extension en franjas horarias

-Afectacion del iris y su extension en franjas horarias

-Afectacion del limbo y su extension en franjas horarias

-Altura de la lesion. Medida mediante ecografia en modo A, gracias a
un vector perpendicular a la tumoracion, que atraviese el vértice
tumoral.

-Base tumoral horizontal. Medicion de la cuerda maxima entre los dos
margenes tumorales, realizada sobre una proyeccion horizontal
de la tumoracion mediante ecografia en modo B.

-Base tumoral vertical. Medicion de la cuerda maxima entre los dos
margenes tumorales, realizada sobre una proyeccion vertical de
la tumoracion mediante una ecografia en modo B.

-Distancia en mm. al disco 6ptico

-Distancia en mm. a la fovea
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4.4 .3.DATOS RELACIONADOS CON LA ANATOMIA PATOLOGICA

-Porcentaje de células fusiformes.

-Porcentaje de células epitelioides.

-Tipo celular. Se diferenciaron tres categorias: fusiforme, epiteliode y
mixto.

-Numero de mitosis. Numero de mitosis en 50 campos a gran
aumento (x40).

-Porcentaje de necrosis.

-Grado de inflamacion.

-Grado de pleomorfismo.

-Numero de células positivas para PCNA. En 50 campos a gran
aumento (x40).

-Infiltracion total de la esclerodtica.

-Infiltracion parcial de la escleroética.

-Infiltraciéon de la epiesclera.

-Infiltracion de las venas vorticosas.

-Invasion de la malla trabécular.

-Invasion del canal de Schlemm.

-Invasion del iris.

-Invasion del cuerpo ciliar.

-Invasion de la retina.

-Invasion del humor vitreo.

-Rotura de la membrana de Bruch.

-Presencia de implantes prerretinianos.

4.4.4. DATOS RELACIONADOS CON LA CIRUGIA

-Tipo de tratamiento aplicado a cada paciente.

Enucleacion del globo ocular, fotocoagulacion con laser, exéresis
transescleral, braquiterapia con lodo-125, radioterapia externa
con protones acelerados, endorreseccion, exenteracion orbitaria.

-Diferenciacion en 2 categorias:

e Tratamiento no conservador. Enucleaciéon o exenteracion

orbitaria.
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e Tratamiento conservador. Resto de tratamientos.

4.4.5. ESTADO SISTEMICO
Se valor¢ el estado sistémico en dos categorias:

1.Pacientes sin evidencia clinica de enfermedad sistémica diseminada.

2.Pacientes con evidencia clinica de enfermedad sistémica diseminada.
Tal como esta previsto todos estos pacientes, se visitaron a intervalos de 6
meses, en los servicios de Oftalmologia, Oncologia meédica u Oncologia
radioterapica de la CSUB. En cada visita se realizaba anamnesis, exploracion
fisica y analisis general en que se incluian hemograma, bioquimica y
marcadores hepaticos (GOT;GPT; FA;LDH; Gamma-GT). Se practicaron
radiografia simple de torax y ecografia hepatica, con una periodicidad
aproximadamente anual para ambas. La gammagrafia 6sea y la TAC toraco-
abdominal se reservaron para los casos de duda diagnodstica sobre la
afectacion sistémica. Este estudio general completo lo hemos considerado
como la prueba diagnostica estandar o gold standard de cara a la deteccion
clinica de metastasis.
Para valorar el estado sistémico de estos pacientes se han revisado las
historias clinicas de todos los que cumplian los criterios de inclusion. Si no se
evidenciaba afectacion sistémica en un intervalo de 4 meses antes y después
de la toma de la muestra sanguinea, se catalogaba como ausencia de
enfermedad metastasica. En cambio, si se evidenciaban metastasis en el
mismo intervalo de tiempo, entonces se catalogaba como presencia de

enfermedad metastasica.

4.4.6. DATOS EVOLUTIVOS

-Dias desde el diagnoéstico hasta la extraccion sanguinea

-Dias desde el diagnéstico hasta la aparicion de las metastasis.
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4.5. CONTROLES

4.5.1.CONTROL NEGATIVO

Se han utilizado las muestras sanguineas de 35 individuos afectos de
sindromes mieloproliferativos cronicos (Leucemia mieloide cronica,
policitemia vera o trombocitosis esencial) sin evidencia de la presencia de

melanoma de Gvea y las muestras sanguineas de 6 pacientes sanos.

4.5.2.CONTROL POSITIVO

El control positivo fué la linea celular SK-Mel 28.
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4.6. TECNICA DE RT-PCR

Todos los pacientes que cumplian los criterios de inclusion han seguido el
siguiente protocolo, que comprende varios pasos y que quedan resumidos en
la Fig.4 :

1.Extraccion sanguinea

2.Separacion de las células mononucleares. Gradiente Ficoll

3.Extraccion del ARN.

4.Comprobacion de la integridad del ARN

5.Retrotranscripcion (RT)

6.Integridad de ADNc.Gen ABL

7.Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

8.Visualizacion en gel de Agarosa.

Gradiente Ficoll

ULTRAESPEC
(Chomczinsky-Sacchi)

Cuantificacion: Espectrofotometro
Integridad: Electroforesis

RT M-MLVRT
(Cross)

Integridad ADNc. Gen ABL —-
PCR Taq Polimerasa

(Saiki)

Oligonucleotido (284pb y 207pb)

Fig. 4. Esquema general del proceso de la RT-PCR
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4.6.1. EXTRACCION SANGUINEA

A cada paciente se le extrajeron 10 ml de sangre en un tubo de 10cc con
EDTA, descartandose los 3 primeros ml mediante otro tubo de 3 cc, todo ello
con el sistema VENOCAT®. La muestra se conservaba a temperatura ambiente
cuando se procesaba al momento, o bien se guardaba en nevera a 4°C en caso

contrario.

4.6.2. SEPARACION DE CELULAS MONONUCLEARES

La separacion de células mononucleares de sangre periférica se realizo
mediante un gradiente de Ficoll segin la técnica descrita por BoyunZ2%® y
esquematizada en la

Fig. 5

Plasma
Centrifugar P4 Plaquetas

— = —
by Limfocitos

Monocitos

_—  Ficoll

-—
v dG ranulocitosv

Eritrocitos

Fig. 5. Diagrama esquematico de la técnica de separacion celular mediante

gradiente de Ficoll.

e Colocamos 2,5 ml de una solucion de Ficoll (Seromed®; densidad =1.077
g/cm?3) a temperatura ambiente, en un tubo Falcon de 15 ml correctamente

rotulado. Haciamos lo mismo para todas las muestras para procesar.
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e Con una pipeta Pasteur de plastico anadimos 5 ml de sangre sobre la
solucion de Ficoll (proporcion de 2 volumenes de sangre por un volumen de
solucion de Ficoll), teniendo cuidado en no mezclar ambas fases. Es
conveniente apoyar la pipeta sobre la pared del tubo y anadir la sangre con
suavidad. Como dispusimos de 10 ml de sangre los partimos en dos tubos.

e Antes de dejar que los eritrocitos sedimentasen se pusieron los tubos en la
centrifugadora: Temperatura(T)=25°C, tiempo(t)=25 min. y aceleracion(ac) =
1000g (2000 rpm).

e Al sacar los tubos de la centrifuga observamos, de abajo a arriba del tubo,
la siguiente distribucion:

[. Sedimento de hematies y polinucleares
I1. Solucion de Ficoll

[II.Anillo de células mononucleares (PBMC)
IV.Plasma sanguineo

Aspiramos el anillo de células mononucleares con una pipeta Pasteur de
plastico y lo pasamos a otro tubo falcon, teniendo especial precaucion de
no aspirar la solucion de Ficoll. Como tenemos dos tubos por muestra,
ponemos los dos anillos de cada una en un mismo tubo.

e Se acabaron de completar los tubos con PBS-1X a temperatura ambiente.
Tapamos los tubos y los mezclamos.

e Centrifugamos a 25°C(temperatura ambiente) durante 7 minutos a 1200 g
(2300 rpm).

e Decantamos el sobrenadante y resuspendimos el pellet con PBS 1X con
una pipeta Pasteur de plastico.

e Repetimos la centrifugacion en las mismas condiciones previas.

e Decantamos el sobrenadante y resuspendimos con 2 ml de PBS 1X. Con la
misma Pasteur usada en la resuspension pasamos 1 ml a cada uno de dos
tubos eppendorf estériles, previamente rotulados con el nombre del
paciente y la fecha de la separacion (si el pellet provenia de s6lo 5 ml de
sangre entonces resuspendemos con 1 ml de PBS y lo pasamos a un sélo

eppendorff).
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e Centrifugamos los eppendorf 3 minutos a 13000 rpm y a temperatura
ambiente.

e Eliminamos el sobrenadante y resuspendemos el pellet con 1 ml de la
solucién Ultraspec® (Biotek laboratories inc), mediante el uso de una
jeringa estéril. Hacer 8-10 pasadas hasta que el pelet esté totalmente
resuspendido. Uno de los dos tubos lo podemos dejar sin resuspender.

e Congelar los eppendorf a -80°C hasta el momento de extraer el ARN.

Para la extraccion de ARN era necesario disponer de por lo menos S5 millones

de células.

4.6.3. EXTRACCION DE ARN

A diferencia de la separacion de mononucleares que debe realizarse el mismo
dia de la obtencion de la muestra de sangre, la extraccion de ARN puede
postponerse siempre que las células estén congeladas a -80° C.

La extraccion de ARN se realizo mediante un Kit comercial denominado

Ultraspec® siguiendo el protocolo recomendado. El método de extracciéon se

bas6é en la técnica descrita por Chomczinsky y Sacchi en 1987259, que

consiste en una lisis de las células mediante sales de guanidina 14 M y urea.

El ARN se degrada facilmente por lo que debe manejarse siempre en hielo y

conservarse a -80° C.

El protocolo que seguimos es el siguiente:

e Descongelamos los tubos resuspendidos en Ultraespec® y los guardamos a
-80° C. Las células se resuspendieron pasando unas 15-20 veces por una
jeringa de 2 ml con una aguja de 20 G. Si la solucion era muy viscosa se
anadié un poco mas de Ultraspec®.

e Se dej6 como minimo 5 minutos a 4° C, para permitir la completa
disociacion de los complejos proteinas-acidos nucleicos.

e Se anadieron 200 pL de cloroformo (CHCl3) por cada ml de Ultraspec®. Es
necesario usar puntas con filtro o tirar el cloroformo a distancia, evitando
que las puntas contactasen con los tubos. Se agité vigorosamente durante

15 segundos y se dejo nuevamente en hielo durante 5 minutos.
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Posteriormente se centrifugé a 14.000 rpm durante 15 minutos y a 4° C |
en la camara fria) formandose 2 fases. En la fase inferior quedaron el ADN y
las proteinas, y en la fase superior acuosa, el ARN.

Se transfiri6 con mucho cuidado la fase acuosa a un nuevo eppendorff
estéril. Es importante no llevarse nada de la fase inferior, ni de la interfase.
Son necesarias puntas con filtro o si bien no es posible, debemos ir con la
maxima precaucion para evitar contaminaciones cruzadas entre muestras.
Anotamos el volumen final transferido para cada muestra.

Se anadié un volumen igual de 2-propanol (CH3CHOHCH3) a la fase acuosa
previamente obtenida. Mezclamos por inversion hasta una homogeneidad
total y se dejo que precipitase el ARN a 4° C por un periodo minimo de 10
minutos.

Se centrifugé a 14.000 rpm durante 10 minutos, a 4° C, y se observabo el
ARN como un pequeno precipitado blanco en el fondo del eppendorff.

Se elimind el sobrenadante por decantacion y se hicieron 2 lavados con
etanol al 75% preparado con H>O-DEPC (Dietilpirocarbonato, inhibidor de
ribonucleasas) a 10.000 rpm durante 5 minutos y a 4° C.

El precipitado blanco se dejo secar como minimo durante 30 minutos,
poniendose los tubos boca abajo sobre un papel Kleenex.

Cuando el ARN estaba completamente seco se anadieron 40 uL de H2O-
DEPC y se dejo que se resuspendiese el ARN a 4° C un minimo de 30
minutos. La resuspension se efectu6 con una pipeta y después los tubos se

dejaron 30-60 minutos en hielo.

4.6.4. ANALISIS E INTEGRIDAD DEL ARN

Concentracion del ARN

Una vez extraido el ARN, se leyo su concentracion en un espectrofotometro.

Para ello se prepararon un tubo eppendorf, que era el blanco, con 400 uL de

H>0- DEPC, y un tubo eppendorf para cada muestra con 396 uL de H20-DEPC

y 4 uL de ARN. Se ley6 la concentracion a 260 y a 280nm. A 260 nm leimos la

concentracion de los acidos nucleicos y a 280 nm la de las proteinas. La
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concentracion de ARN se calcul6 partiendo de la base de que 1 DO=40 pg/mL
de ARN. Como se habia llevado a cabo una dilucion de 1/100, el calculo a

realizar fué:

DO260onmx factor de dilucion (400/4) x 40 = pL/mL

El cociente entre 260/280 debia oscilar entre 1,5y 2,1 para considerar que el
ARN estaba en buenas condiciones. Una vez leido el ARN se rotulo el
eppendorf con el nombre de la paciente, la fecha y la concentracion de ARN, y

se guardo a -80° C.

Integridad del ARN

Para comprobar la integridad de ARN se llevo a cabo la visualizacion de 1 pg
de ARN en un gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio. Si aparecia 2
bandas (18S y 28S), podiamos afirmar que el ARN estaba en buenas
condiciones. Este era un punto importante, pues si el resultado de la PCR era
negativo, debiamos asegurarnos de que la causa no fuera un ARN degradado,
lo cual corresponderia a un falso negativo. El protocolo es el siguiente:

e anadir 1 pg de ARN por muestra en un eppendorf y anadir agua-DEPC

hasta 10 ul. Posteriormente anadir 2 ul del tampon de carga de 6x

e Correr en gel de Agarosa 1% utilizando TBE 0,5 X como tampon.

4.6.5. RETROTRANSCRIPCION.

Consiste en la formacion de ADN complementario (ADNc) a partir del ARN

mediante la utilizacion de hexameros al azar.260

e Para ello se partio de 1 pg de ARN en un volumen total de 19 pL de H»O-
DEPC.

e El ARN se desnaturalizé durante S5 minutos a 65° C y se puso
inmediatamente en hielo.

e Seguidamente se mezclaron los 19 uL de ARN desnaturalizados con 21uL
de la solucion de ADNc, a la que se anadio M-MLVRT (2U/uL) GIBCO y
ARNSsin (0,004U/uL) PROMEGA
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e A continuacion se incubé sucesivamente a 37° C durante 1 horay a 63° C
durante 10 minutos para la desnaturalizacion de la enzima.
e El ADN. asi obtenido podia utilizarse para la técnica de PCR o bien

guardarse congelado a -20°.

4.6.6. INTEGRIDAD DE ADNc. GEN ABL.

Para comprobar que la RT habia sido correcta, y de forma indirecta conocer la
integridad del ARN utilizado, se amplifico6 una secuencia del gen ABL,
presente en todas las células del organismo. Para ello se utilizaron los
oligonucleotidos A2 y CA3 correspondientes al gen ABL segun la técnica
descrita por Cross260,

e Se mezclo 1 uL de ADNc con 19 puL de una mezcla que contiene 10 mM Tris
pH 8,3; 1,5 mM MgCly; 50 mM KCI; 0,5 uM de los oligonucledtidos A2 y
CA3; 0,25 mM de cada uno de los nucleétidos (dATP, dCTP, dTTP, dGPT) y
1,5 U de Taq polimerasa.

e La reaccion de amplificacion consistio en un ciclo de 20 segundos a 96° C,
seguidos de 2 minutos a 69° y 2 minutos a 73°.

e Posteriormente se realizaron 30 ciclos de 15 segundos a 97°C, de 50
segundos a 64° y de 50 segundos a 73°.

e Se procedio a una etapa de extension de 10 minutos a 73°.

e El producto de la reaccion se visualizo en un gel de agarosa el 2 %,
observandose una banda de 284 bp.

La secuencia de los cebadores es:

A2: S5TTC AGC GGC CAG TAG CAT CTG ACTT 3

CA: S5TGT TGA CTG GGCG TGA TGT AGT TGC TTG G3°

4.6.7. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), descrita por
Saikill9 permite la amplificacion in vitro de una secuencia conocida de ADN

mediante la utilizacion de dos oligonucleotidos que son complementarios a

99




cada uno de los extremos del fragmento a amplificar, y que actian como

cebadores de la reaccion, de forma que, la region que se amplifica es la

situada entre ambos. Ademas de los cebadores y del ADN molde, en la

reaccion de PCR se deben incluir una mezcla de nucleétidos, que permitan

sintetizar las nuevas cadenas de ADN, un tampén de la reaccion con una

concentracion de magnesio adecuada y por ultimo, el enzima taq polimerasa.

Esta enzima se caracteriza por catalizar la incorporacion de los nucleé6tidos a

partir de los oligonucleotidos cebadores, y mantener su actividad aunque se

someta a altas temperaturas.

La reaccion de PCR se desarrolla basicamente en tres etapas:

1. Etapa de desnaturalizacion del ADN, que tiene lugar entre 94-98° C

2. Etapa de hibridacion de los cebadores a las secuencias complementarias de
ADN, que tiene lugar a una temperatura de 50 a 72° dependiendo de las
secuencias de los cebadores

3. Etapa de extension, en la que la enzima taq polimerasa sintetiza nuevas
cadenas de ADN a partir de los cebadores, incorporando los nucleétidos, y
que tiene lugar a 72° C.

Estas tres etapas constituyen un ciclo, durante el cual la cantidad de ADN se

duplica. El ntmero de ciclos acostumbra a ser de 30 a 40, dando lugar a un

incremento exponencial del nimero de copias que se forman.

En este trabajo se ha realizado la amplificacion de una secuencia de bases del
gen de la tirosinasa, utilizando los oligonucleétidos descritos por Smith!23 y

cuya secuencia se esquematiza a continuacion:

HTYRI1 (sense) TTGGCAGATTGTCTGTAGCC
HTYR2 (antisense) AGGCATTGTGCATGCTGCT

HTRY3 (sense) GTCTTTATGCAATGGAACGC
HTRY4 (antisense) GCTATCCCAGTAAGTGGACT
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Todos los oligonucledtidos se diluyeron a una concentracion final de 100
pg/uL y se guardaron en alicuotas a -20° C

La mezcla de la reaccion de amplificacion tenia un volumen final de 50 uL y
contenia: 50mM KCIl; 10 mM Tris-HCI pH 9.0; 0.1 % Triton X-100; 1.1 mM
MgClp; 0.2 mM dNTPs (dATP, dCTP, dTTP, y dGTP); 1.5 U de Taq polimerasa
(5 U/uL)(Gibco-BRL), 0.3 uM de los oligonucledotidos HTRY1 y HTRY2 y 4 uL
del ADNc. La reaccion se llevo a cabo en un termociclador (Ericomp).
Después de una desnaturalizacion de S minutos a 94°C, se realizaron un total
de 35 ciclos segun las siguientes condiciones: 60 segundos a 94° C , 65
segundos a 55° Cy 65 segundos a 72° C, seguidos por una extension final de
5 minutos a 72° C.

Posteriormente se realizo una nueva PCR (PCR anidada) en las mismas
condiciones descritas, pero utilizando los oligonucleotidos HTRY3 y HTRY4, 1
uL de la mezcla de la 1* PCR y una concentracion de MgCl> de 1.5mM.

Podemos ver un diagrama esquematico del proceso en la Fig. 6
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Fig. 6. Diagrama esquematico de la RT-PCR para el ARNm de la tirosinasa

4.6.8. VISUALIZACION EN GEL DE AGAROSA

Los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en un gel de
agarosa al 2%, después de la tincion con bromuro de etidio. La agarosa se
prepardé por calentamiento en microondas hasta su completa disoluciéon y
antes de vertirla a la placa de electroforesis se le anadié bromuro de etidio
(10mgr/mL) al 0,05 %.

Se mezclaron 20 pL del producto de PCR con 2 pL de la solucion de carga y se
hacian migrar en el gel de agarosa al 2 % en solucion TBE 0.5x (45 mM Tris-
Borato; 1 mM EDTA), de forma paralela a un marcador de pares de bases
adecuado.

La presencia de un transcrito de 284 pares de bases en la primera PCR y otro
de 207 pares de bases en la segunda PCR nos indicaba la presencia de

melanocitos circulantes en sangre periférica.
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4.6.9. PRODUCTOS COMERCIALES

A continuacion se detallan por orden alfabético, los productos de laboratorio
(y marca comercial) que se han utilizado en este estudio:

e Acido boérico (Merck)

Acido clorhidrico (Merck)

e Agarosa (Serva)

e Azul de bromoferol (Merck)

e Bromuro de etidio (Biorad))

e Citrato de sodio (Merck)

e Cloroformo (Merck)

e Cloruro de sodio (Merck)

e Dietilpirocarbonato DEPC (Sigma)
e dNTPs: dATP,dCTP,dGTP,dTTP (Gibco-BRL)
e EDTA (Merck)

e Etanol (Merck)

¢ Ficoll (Seromed)

e Hidroxido de sodio (Merck)

e Ladder 100 bp (Gibco-BRL)

e M-MLV transcriptasa reversa (Gibco-BRL)
e Papel Whatman 3MM

e pd(N)e. (Pharmacia)

e PBS (Boehringer Mannheim)

e 2-propanol (Merck)

¢ ARNSsin (Promega)

e Sacarosa (Merck)

e SDS (Sigma)

e Tris (Merck)

e Ultraspec® (Biotek)

¢ Xileno cyanol (Kodak)
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4.6.10. SOLUCIONES PREPARADAS

A continuacion se detallan por orden alfabético, las soluciones utilizadas para

la PCR y su forma de preparacion

1. Bromuro de etidio: Disolver 100 mg en 10 mL de H2O (10 mg/mlL).

Guardar en una botella oscura resguardada de la luz.

2. Solucion de ADNc.
e H>O DEPC
e Tampon Sx first strand
e DTT 0,1M
e dNTPs 25 mM
e pd(N)e S mg/mL

Hacer alicuotas de 174 pL y congelarlo a -20°

1.10 mM:

10 pL dATP 100 mM
10 pL dCTP 100 mM
10 pL dTTP 100 mM
10 pL dGTP 100 mM

en 60 uL H2O. Guardar a -20° C.

1. dNTPs 25 mM:

50 uL dATP 100 mM
50 puL dCTP 100 mM
S50 uL dTTP 100 mM
50 pL dGTP 100 mM

en 60 uL H20O. Guardar a -20° C.
1. Etanol al 75%: 37.5 mL etanol absoluto y 12.5 mL de H>O tratada con

DEPC. Guardar a temperatura ambiente.

420 pL
428 pL
21,5 uL
85,5 uL
45 uL

2. Ficoll: densidad 1.077 g/cm3. Se conserva a 4° C protegido de la luz. Se

debe utilizar a temperatura ambiente.

3. Gel de agarosa al 2%: 2 gr. de agarosa en 100 mL de tampon TBE 0.5x.

Disolver calentado en microondas.
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. H20-DEPC: anadir 0.1 % de DEPC a H20 (1 mL en 1 L de H20), esperar 24

horas y posteriormente autoclavar.

.PBS 10x: 0.01 M KH2PO4; 0,1 M de NaxHPO4; 1,37 M NaCl; 0,027 M KCl1

pH 7.0.

.PBS 1x : 100 ml de PBS 10x y hasta 1000L de H>O destilada pH 7,4.
. pd(N)e: al bote liofilizado de la casa Pharmacia anadir 560 uL de HoO DEPC

(ref. 27-2166-01 Pharmacia S50U)

. Solucion de carga 6x:

e Sacarosa al 40 %
e azul de bromoferol al 0.25 %

e 0.25 % de xileno cyanol.

Preparacion: 20 gr. de sacarosa en 50 mL de H2O destilada. Anadir 0.125 gr.

de azul de bromoferol y 0.125 gr. de xileno cyanol.

1

. Solucion de carga 1/5: 200 uL de solucién de carga 6x y 800 pL de Tris-

EDTA 10/1.

.TBE 10X: 0.9 M Tris (216 gr.); 0.02 M EDTA (18.6 g) y 0.9 M acido bérico

(211 gr.) disuelto en 2 L de H2O.

.TBE 0.5 x: 100 mL de TBE 10X y hasta 2000 mL de H>O destilada.
. Tris-EDTA 10/1: 250 uL de tris-HCIl pH8; 200 uL EDTA 0.25 M pH 8 y

hasta 50 mL de H2O.
Tris-HC1 2M: 484.56 gr. de Tris y hasta 1800 mL de H20; ajustar el pH a 8

con HCl y enrasar finalmente a 2000 mL. Autoclavar.
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4.7. VALIDACION DE LA RT-PCR EN LA DETECCION DE METASTASIS

En este apartado se calcularan una serie de indices para valorar la eficacia de
la RT-PCR en la deteccion de metastasis en los pacientes afectos de melanoma
maligno de tivea. Consideraremos como el “gold standard”, la radiografia de
torax, la analitica general y la ecografia hepatica y se comparara con los
resultados de la determinacion del ARNm de la tirosinasa mediante la RT-

PCR.

4.7.1.PROBABILIDADES PRE-PRUEBA
No se afectan por la prevalencia de la enfermedad.

La Sensibilidad en términos de probabilidad se refiere a la probabilidad de
ser positivos aquellos pacientes que padecen la enfermedad. Es decir, es la
proporcion de pacientes con metastasis en los cuales la prueba da positiva
(proporcion de verdaderos positivos). En contraste la especificidad es la
proporcion de pacientes sin metastasis en los cuales el resultado del test es
negativo (proporcion de verdaderos negativos). 261
COCIENTES DE PROBABILIDADES (Likelihood ratio):

El cociente de probabilidades de una prueba diagnostica compara la
probabilidad de que un determinado resultado de la prueba se produzca en
un paciente con la enfermedad en estudio, con la probabilidad de que el
mismo resultado se obtenga en un paciente libre de esa enfermedad. Se

calculara:

e Cociente de probabilidades positivo= PVP / PFP = Sensibilidad / 1-
Especificidad

PVP=proporcion de verdaderos positivos PFP= proporcion de falsos positivos

e Cociente de probabilidades negativo= PVN/ PFN = Especificidad / 1-
Sensibilidad

PFN= proporcion de falsos negativos PVN= Proporcion de verdaderos
negativos.

4.7.2.PROBABILIDADES POSTPRUEBA

109




Se afectan por la prevalencia de la enfermedad.

El valor predictivo positivo, consiste en la probabilidad de presentar
metastasis, en un individuo que sabemos que ha dado positivo al test.

El valor predictivo negativo, consiste en la probabilidad de no presentar

metastasis, en un individuo que sabemos que es negativo al test.

e Valor predictivo positivo (SENSIBILIDAD DIAGNOSTICA)

e Valor predictivo negativo (ESPECIFICIDAD DIAGNOSTICA)

e Probabilidad de no tener metastasis con prueba positiva = 1 - valor
predictivo positivo

e Probabilidad de tener metastasis con la prueba negativa = 1 - valor
predictivo negativo

PROBABILIDADES POSTPRUEBA A PARTIR DE LOS COCIENTES DE
PROBABILIDADES

Una forma diferente de expresar la probabilidad es como una relacion
de opuestos (odds), que compara la probabilidad de que un determinado
hecho clinico se produzca (p) con la probabilidad de que no se produzca
(@=1-p).
Las probabilidades de padecer una determinada enfermedad posteriores a
una prueba positiva (odds posprueba) se calculan a partir del cociente de
probabilidades de una prueba positiva (CP+) a través de la siguiente

formula:262,263

Relacion de opuestos (Odds) Relacion de opuestos (odds) Cociente de probabili
posterior a la realizacion de la =  previa a la realizacion de la  x dades de una prueba
prueba prueba positiva

Se calcularan los diferentes cocientes de probabilidades postprueba positivos
y negativos, segun las prevalencias estimadas de enfermedad metastasica en

nuestro estudio, y también teniendo en cuenta el tamano tumoral.4
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5. METODOS ESTADISTICOS
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Todos los procedimientos estadisticos se realizaron con el paquete

integrado de analisis estadistico SPSS 10.0.

5.1. ESTADISTICA DESCRIPTIVA

Se realiz6 un analisis descriptivo a partir de los datos obtenidos de la visita
basal. Todas las variables a estudio se han clasificado en variables
cuantitativas (aquellas que pueden medirse numéricamente) y en variables
cualitativas (aquellas a las que se les asigna un valor que no expresa
cantidad)

En todas las variables cuantitativas se ha determinado la media, la mediana,
la desviacion tipica y el rango (minimo y maximo) de la serie.

En todas las variables cualitativas se han determinado las frecuencias

relativas y las frecuencias absolutas.

5.2. ESTADISTICA INFERENCIAL

Para valorar si existia correlacion entre la positividad de la RT-PCR para la
tirosinasa (presencia de células circulantes) y el hecho de tener o no
melanoma maligno de uvea, se ha utilizado el test estadistico exacto de
Fischer, tomando como nivel de significacion una p < 0.05.

Para evaluar si existia alguna relacion entre las diferentes variables
registradas en los pacientes afectos de melanoma maligno de uvea y la
presencia o ausencia de células circulantes se ha utilizado:

e Relaciones entre 2 variables cualitativas:

1. Test estadistico exacto de Fisher, cuando la frecuencia esperada era
inferior a 3 y existian 2 categorias.

2. Test estadistico 2 de Pearson (Chi-cuadrado de Pearson), en el resto
de casos, con la correspondiente correccion de Yates para efectivos
esperados entre 3y 5.

e Relaciones entre una variable cuantitativa y una variable cualitativa
(resultado de la RT-PCR)

1.Test de comparacion de medias no paramétrica de Mann-Whitney

dada la ausencia de distribuciéon normal en las variables cuantitativas

estudiadas.
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e Relaciones entre los pacientes positivos a la RT-PCR, en relacion al tiempo
de seguimiento y a la presencia de enfermedad sistémica:
3. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier (log rank test)

4. Chi cuadrado de tendencias

En todos estos tests estadisticos se ha tomado como nivel de significacion una

p < 0.05.
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6. RESULTADOS
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6.1. PACIENTES.

Durante el periodo de tiempo comprendido entre Noviembre de 1988 y
noviembre de 1998, se ha seleccionado seguin los criterios de inclusion un
grupo de 77 pacientes, con el diagnostico clinico y en 25 casos
anatomopatologico de melanoma maligno de uivea.
Los pacientes fueron remitidos a nuestro servicio, desde diferentes areas
geograficas del territorio espanol, tal como se detalla a continuacion:

e Comunidad Catalana: 73 pacientes

Barcelona: 63

Lérida: 2

Tarragona: 3
* Gerona: 5

e Comunidad Valenciana: 3

* ¥ ¥

e Comunidad Andaluza: 1
A todos ellos, se les extrajo una muestra de sangre tal como se ha descrito en
el apartado de métodos. Uno de los 77 pacientes rechazo la extraccion
sanguinea, tras explicarle la naturaleza del estudio y pedirle su autorizacion.
En 11 pacientes se produjeron problemas técnicos en el procesamiento de la
muestra sanguinea obteniendose un ARN degradado o insuficiente, por lo
que no pudimos realizar la PCR.
Finalmente se conté con 65 pacientes valorables (84,4%), sobre los cuales

pudo practicarse la técnica descrita.

6.1.1. ANALISIS DESCRIPTIVO DE VARIABLES CLINICAS

En cuanto al sexo, estudiamos 25 varones (38,5%) y 40 hembras (61,5%). La
edad media global de la serie fué de 63,71 anos con un rango de 25 a 94
(Desv. tipica 14,3). La distribucion de pacientes por grupo de edad se puede
ver en la Fig 7 y la distribucion de pacientes por edades teniendo en cuenta el
sexo, se puede ver en la Fig. 8. El mayor porcentaje de pacientes presenta una
edad comprendida entre los 50 y 80 anos tanto en el sexo masculino como en

el femenino.
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n° pacientes

20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80 o sup
Edad (afos)

Fig. 7. Distribuciéon por grupos de edad

EVarones
B Mujeres

N° pacientes

20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80 o sup
Edad (afos)

Fig. 8. Distribucion por grupos de edad segun el sexo

Hemos encontrado una afectacion discretamente mayor del ojo izquierdo

(58,5%) con respecto al ojo derecho (41,5%) (Fig. 9).
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38(58,5%)

Hojo derecho
M ojo izquierdo

27(41,5%)

Fig. 9. Distribucion segun el ojo afecto

La mayoria de pacientes presentaban una agudeza visual de 0,1 o inferior, en

el momento del diagnostico de la tumoracion.(Fig. 10)
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Fig. 10. Distribuciéon segun agudeza visual.
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En cuanto a los antecedentes oncologicos, se evidencié la presencia de
segundas neoplasias en un 9% de pacientes. En uno de los pacientes, que
presentaba un adenocarcinoma de mama y en otro que presentaba un
linfoma cutaneo de células T, el diagnostico se realizé tras el hallazgo y
tratamiento del melanoma de tuvea. El resto de pacientes fueron
diagnosticados de la segunda neoplasia previamente al tumor intraocular. La
relacion de segundas tumoraciones encontradas se detalla a continuacion:

1. Un carcinoma escamoso de pene.

2. Un carcinoma basocelular facial.

3. Un melanoma maligno cutaneo y un linfoma cutaneo de células T en

el mismo paciente

4. Dos adenocarcinomas de mama.

5. Un carcinoma escamoso de vejiga
En cuanto al origen intraocular de la tumoraciéon, encontramos una
afectacion mas frecuente de la coroides en un 73,8%, respecto del cuerpo

ciliar en un 20% y del iris en un 6,2%. (Fig 11)

13(20%) 4(6:2%)

E coroides
M cuerpo ciliar
Oiris

48(73,8%)

Fig. 11. Distribuciéon segun origen tumoral
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La distribucion de las tumoraciones de acuerdo con su localizacion sagital y
coronal ha sido practicamente muy similar; habiendo encontrado el mismo

numero de casos en cada grupo tal como queda reflejado en las Fig. 12 y 13.

E Superior
B Horizontal

O Inferior

20 (31,7%)

21 (33,3%
Fig. 12. Distribucion segin la localizaciéon sagital
23(36,5%)
E Nasal
M Vertical
O Temporal

18(28,6%)
22(34,9%)

Fig. 13. Distribucién segun la localizacién coronal

En cuanto a la localizacion por sectores hemos constatado un discreto
predominio de la region temporal media ( 15,9%), siendo muy similares los

porcentajes en el resto de grupos.(Fig. 14)
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La localizacion del margen tumoral anterior ha sido mucho mas frecuente en

8
I 6

Localizacion

lor

Temporal super
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Nasal inferior
Nasal medio
Nasal superior
Superior

Polo posterior

Fig. 14. Distribucion segun la localizacion

la porciéon preecuatorial del globo ocular (69,2%) respecto de la retroecuatorial
(30,8%), y esta proporcion se invierte practicamente en el caso de la
localizacion del margen posterior, el cual ha sido con mayor frecuencia

retroecuatorial (78,5%) que preecuatorial (21,5%). (Fig. 15)
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E Margen anterior
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Retroecuatorial Preecuatorial

Margen tumoral

Fig. 15. Distribucién del margen tumoral anterior y posterior

Hemos registrado la afectaciéon por la tumoracion del disco optico, cuerpo
ciliar, iris y del angulo camerular en franjas horarias de 1 a 12. La mayor
parte de los pacientes no presentaban afectacion del disco optico (87,1%), ni
del cuerpo ciliar (82,5%), ni del iris (91,8%), ni del angulo (90,3%). Por el
contrario un 12,9%, un 17,5%, 8,2% y un 9,7% respectivamente, presentaban

algtn grado de afectacion de estas estructuras. (Fig. 16, 17, 18 y 19)

123



60 -
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Fig. 16. Grado de afectacion del disco optico en franjas horarias
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Fig. 17. Grado de afectacion del cuerpo ciliar en franjas horarias
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Fig. 18. Grado de afectacion del iris
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Fig. 19. Grado de afectacion del angulo de la camara anterior.
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En cuanto a la extension clinica a las estructuras adyacentes, humor vitreo y
esclerotica, hemos observado que en la mayoria de esos pacientes no se
invadian estas estructuras (95,4%), encontrandose afectacion vitrea en el

3,1% y de la esclera en el 1,5%. (Fig. 20)

2 (3,1%)

1(1,5%)

E No extension
B Humor vitreo

OEsclera

62(95,4%)

Fig. 20. Distribucion segun extension

La presencia clinica de catarata secundaria, glaucoma secundario y rotura de
la membrana de Bruch se ha registrado en un 9,2%, 4,6% y 10,8%
respectivamente. El desprendimiento secundario de la retina ha sido mucho
mas frecuente, encontrandose en casi la mitad de casos(44,6%). (Ver Fig. 21).
El grado de desprendimiento de retina en porcentaje queda reflejado en la
Fig. 22.
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Fig. 21. Distribuciéon segun efectos secundarios
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Fig. 22. Distribucién de pacientes segun el grado de desprendimiento de retina

Grado de desprendimiento en porcentaje

Categorizamos a las diferentes tumoraciones segin la clasificacion del COMS,
perteneciendo un 13,1% al grupo I, un 49,2% al grupo Il y un 37,7% al grupo
III. Es, por lo tanto, mas frecuente el grupo de los tumores intermedios,

seguido por las lesiones de gran tamano (Fig. 23).
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8(13,1%)

ECOMS |
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Fig. 23. Distribucion seguin COMS

Las variables clinicas cuantitativas: altura , base horizontal y base vertical
tumoral, distancia al disco optico y a la fovea, y tiempo de seguimientos desde

el diagnostico clinico hasta la extraccion, quedan reflejadas en la Tabla 7.

Tabla 7. Descripcion de las variables cuantitativas clinicas.

N Minimo Maximo Media Mediana Desv tipica

Altura 58 1 15,3 6,49 6,20 3,42
Bhorizont 58 3 20 12,76 12,50 4,62
Bvertical 57 2,5 22 11,82 12,00 4,54
Ddisco 64 0 16 2,62 1,00 4,23
Dfovea 64 0 24 3,14 0,00 6,75
Seguimiento en dias 65 11 3725 933,49 656,00 852,57

En cuanto al estado sistémico se categorizaron los pacientes en dos grupos:

I. Sin evidencia de enfermedad diseminada: 62 pacientes (95,4%)

II. Con evidencia de enfermedad diseminada: 3 pacientes (4,6%)
Todos los pacientes excepto uno recibieron algun tratamiento para su
melanoma de uvea. Hubo un paciente que no fué tratado porqué se le

propuso la administracion de protones acelerados mediante un ciclotron o
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bien la enucleacion del globo ocular para controlar su tumoracion, siendo
ambos rechazados.

Los diferentes tratamientos empleados en esta serie de pacientes fueron (Ver
Fig 24):

. Fotocoagulacion con laser de Argon: 1 caso (1,5%)

. Braquiterapia con Iodo-125: 31 casos (47,7%)

. Reseccion local transescleral: 8 casos (12,3%)

. Enucleacion del globo ocular: 17 casos (26,2%)

. Exenteracion orbitaria: 1 caso (1,5%)

. Radioterapia con protones: 4 casos (6,2%)

N O o b~ WON -

. Endorreseccion: 2 casos (3,1%)

4(6,2%)

1(1,5%)

17(26,2% 2(3%)
(26,2%) 1(1,5%)

B Fotocoagulacion laser

B Braquiterapia con 1-125
OReseccion local transescleral
OEnucleacion

E Exenteracion

B Radioterapia con protones

8(12,3)

HEndoreseccion

31(47,7%)

Fig. 24. Distribucion segun el tratamiento aplicado

Por lo tanto la mayoria de pacientes han recibido un tratamiento conservador
del globo ocular (71,9%), respecto de tratamientos mutilantes (enucleacion del

globo ocular-exenteracion orbitaria) (28,1%).
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6.1.2. ANALISIS DESCRIPTIVO DE VARIABLES ANATOMO-PATOLOGICAS

De los pacientes tratados mediante enucleacion, reseccion local transescleral,
exenteracion y endorreseccion (n=28), se disponia de la pieza
anatomopatologica en 25 casos, puesto que los restantes pacientes fueron
tratados en otros centros.

En cuanto a las variables cuantitativas, el analisis descriptivo queda reflejado

en la Tabla 8.

Tabla 8. Descripcion de las variables anatomo-patologicas cuantitativas.

N Minimo Maximo Media Mediana Desv

tipica

Células fusiformes 24 0 95 4291 40,00 32,43

Células epiteliodes 24 0 100 52,91 50,00 33,09
Mitosis 23 0 19 3,73 2,00 441
Necrosis 25 0 100 13,56 0,00 24 .4
PCNA 12 0 18 8,08 9,50 5,58

En cuanto a las variables cualitativas: tipo celular, inflamacion,
pleomorfismo, infiltracion de la esclerética, infiltracion de vorticosas, invasion
de la malla trabecular, invasion del iris, invasion del cuerpo ciliar, invasion
del humor vitreo, rotura de membrana de Bruch, implantes prerretinianos, y

radioterapia previa, se resumen en la tabla 9.
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Tabla 9. Descripcion de variables anatomo-patologicas cualitativas.

Tipo celular (n=24)

Inflamacién (n=25)

Pleomorfismo(n=23)

Infiltracion esclera(n=26)

Infiltracion vorticosas(n=26)

Invasién trabéculo (n=26)

Invasion iris (n=26)

Invasion c.ciliar(n=26)

Invasién humor vitreo (n=26)

Rotura membrana Bruch (n=26)

Implantes preretinianos (n=26)

Indeterminado

Tipo |
Tipo Il
Tipo I

No inflamacion

Grado 1
Grado 2
Grado 3
Grado 4

Grado 1
Grado 2
Grado 3
Grado 4

no
si

no
si

no
Si

no
Si

no
si

no
si

no
Si

no
Si

Numero casos

NN OWNO

% del
total

4,2
25
50

20,8

24
28
12
8
28

21,7
47,8
26,1
4,3

80,8
19,2

96,2
3,8

92,3
7,7

88,5
11,5

96,2
3,8

96,2
3,8

96,2
3,8

96,2
3,8
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6.2. TECNICA RT-PCR

6.2.1. CONCENTRACION E INTEGRIDAD DEL ARN

Una vez extraido el ARN, se ha leido su concentracion en un
espectrofotometro a 260 y a 280 nm. Tal como se ha descrito en el apartado
de material y métodos el cociente debia oscilar entre 1,5y 2,1 para considerar
que el ARN estaba en buenas condiciones. En 11 pacientes la concentracion
de ARN ha sido insuficiente para realizar la prueba.

En la Fig. 25 se presentan varios pacientes con ARN integro.

18 S
28 S

Fig. 25. Integridad del ARN
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6.2.2. AMPLIFICACION DEL GEN ABL

Para comprobar que la transcriptasa reversa habia sido correcta y de forma
indirecta conocer la integridad del ARN utilizado, se amplifico en todos los
pacientes una secuencia del gen ABL, presente en todas las células del
organismo.

En todos los pacientes se ha observado una correcta expresion del gen ABL.

En la Fig. 26 se presentan varios pacientes con la expresion del gen ABL.

1 2 3 4 5 6 7 H,0 Control +
Fig. 26. Amplificacion del gen ABL.

6.2.3. ESPECIFICIDAD DE LA TECNICA

Se ha utilizado como grupo control, las muestras sanguineas de 35 pacientes
afectos de hemopatias pero sin evidencia de melanoma maligno de tivea y de 6
pacientes sanos. En todos ellos se ha realizado la RT-PCR para la tirosinasa,

siendo negativo el estudio en todos los pacientes.
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6.3. RESULTADOS EN RELACION CON LOS OBJETIVOS

6.3.1. SENSIBILIDAD DE LA RT-PCR PARA DETECTAR CELULAS CIRCULANTES
PROCEDENTES DE LINEAS CELULARES DE MELANOMA DE UVEA

En los analisis de sensibilidad de la técnica se han utilizado diferentes
diluciones, tal como se describe en el apartado de material y métodos, de las
lineas celulares de melanoma maligno de uvea:

o Linea 92.1

o Linea SP6.5

. Linea SP8.0

. Linea TP31
De la linea celular SP6.5 no se pudieron obtener un suficiente numero de
células para realizar el estudio de sensibilidad, tras su cultivo.
Para los estudios de sensibilidad se hicieron diluciones de células
mononucleadas normales con células de las diferentes lineas, a una
concentracion total de 10 millones de células.
En el caso de las lineas celulares 92-1; SP8.0 y TP31, la capacidad de
deteccion de la técnica fué de una célula patolégica entre 10 millones de
células normales, lo cual supone una sensibilidad de 1/10x10¢ para cada
linea celular. En las Fig. 27, 28 y 29 se muestran las diferentes diluciones

realizadas y el resultado de la RT-PCR para cada una de ellas.

1 10 10?2 103 104 1053 H,0 Control +

Fig. 27. Sensibilidad de la RT-PCR para la linea celular 92.1. (Los numeros expresan el
numero de células de la linea celular , que hemos sido capaces de detectar entre un
total de 107 células normales)
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1 10 102 103 104 H,0 Control +

Fig. 28. Sensibilidad de la RT-PCR para la linea célular SP8.0. (Los
numeros expresan el numero de células de la linea celular , que hemos
sido capaces de detectar entre un total de 107 células normales)

1 10 102 103 104 H,0 Control +

Fig. 29. Sensibilidad de la RT-PCR para la linea celular TP.31. (Los ntimeros
expresan el niumero de células de la linea celular , que hemos sido capaces de
detectar entre un total de 107 células normales)

Teniendo en cuenta que, en 1 ml. de sangre total aproximadamente
encontramos 5.10° millones de células totales y que de estas un 40% son
mononucleadas, ello comporta un total de 2.106 células en un ml. de sangre.
Asi la sensibilidad de la técnica sera de aproximadamente 1 célula en 5 ml. de

sangre total.

6.3.2. DETECTAR MICROMETASTASIS EN PACIENTES DIAGNOSTICADOS DE
MELANOMA MALIGNO DE UVEA
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Se consideré como resultado positivo, el hecho de amplificar un fragmento de
284 pb en la primera ronda de la PCR y de 207 pb en la segunda ronda del
mismo.

Disponiamos de una muestra sanguinea de 106 personas, de las cuales 65
presentaban un melanoma maligno de uivea, 35 una hemopatia maligna y 6
pacientes no presentaban ninguna evidencia de enfermedad.

En aquellos pacientes portadores de un melanoma maligno de uvea,
encontramos un total de 4 (6,15%) pacientes positivos y de 61(93,8%)
pacientes negativos para la tirosinasa en sangre periférica. Todos los
pacientes positivos expresaron una banda de 207 pb. en la segunda ronda de
la PCR. En la Fig. 30 puede verse el producto de 207 pb en la segunda PCR en

un paciente cuyo suero resulté ser positivo.

- <+— 207 pb

1 2 3 4 5 6 7 8 H,0 Control +

Fig. 30. Amplificacion de la tirosinasa (Producto de 207 pb de la 22 PCR).El
paciente numero 4 es positivo.

En el caso de los pacientes portadores de una hemopatia maligna y de los
pacientes sanos, no se evidencidé ningun paciente con la presencia de ARNm

de la tirosinasa en sangre periférica. Por lo tanto no hubo ningun caso de
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transcripcion ilegitima de las células hematopoyéticas, en el grupo control,
con las condiciones experimentales que utilizamos.

Los resultados quedan reflejados en la Tabla 10.

Tabla 10. Resultados de la determinacion del ARNm de la tirosinasa mediante la RT-
PCR en pacientes portadores de melanoma maligno de Givea y en el grupo control.

Pacientes afectos de Pacientes sin evidencia
melanoma maligno de de melanoma maligno
uvea (n=695) uvea (n=41)
RT-PCR positiva 4° Qb 4
(6,2%) (3,8%)
RT-PCR negativa 61c 41d 102
(93,8%) (100%) (96,2%)

Total = 106 casos
p=0,157

Sensibilidad (proporcion verdaderos positivos) =a/at+c= 4/ 65=6,15 %
Especificidad (Proporcion verdaderos negativos) = d /b+d =41/41 = 100%
Proporcion falsos negativos = ¢ / a+tc = 61/65 = 95,4%

Proporcion falsos positivos =b / b+d = 0/41 = 0%

Valor predictivo positivo =a /a+b =4/4 =100%

Valor predictivo negativo =d / c+d =41/102 = 40,19%
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6.3.3. VALIDACION DE LA RT-PCR CON LAS TECNICAS CLASICAS EN LA
DETECCION DE METASTASIS.

Tal como se ha descrito en el apartado de material y métodos hemos
considerado como el “gold standard” para la deteccion de metastasis, en
pacientes portadores de melanoma maligno de uivea: la radiografia de torax,
analitica general y ecografia hepatica y lo hemos comparado con los
resultados de la determinacion del ARNm de la tirosinasa con la RT-PCR.

Mediante los métodos convencionales, se han identificado 3 pacientes como
portadores de metastasis sistémicas en diferentes localizaciones. Los

resultados quedan reflejados en la Tabla 11

Tabla 11. Resultados de la determinacion del ARNm de la tirosinasa con la RT-PCR
en los pacientes portadores de melanoma maligno de tGvea, considerando la presencia
de metastasis sistémicas.

Pacientes con evidencia Pacientes sin evidencia de
clinica de metastasis (n=3) metastasis
(n=62)
RT-PCR positiva 2° 2b
(66,7%) (3,2%)
TR-PCR negativa 1c 604
(33,3%) (96,8%)

Total = 65 casos
p= 0,008
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PROBABILIDADES PRE-PRUEBA:

e Sensibilidad (Proporcion de verdaderos positivos, PVP)=a/ a+c =2/3=
66,6%

IC:55,2-78

e Especificidad (Proporcion verdaderos negativos, PVN) = d/ b+d = 60/62=
96,77%

IC: 92,43-100

e Proporcion de Falsos negativos (PFN) =c/ a+tc=1/ 3 =33,3% (1 -
Sensibilidad)

e Proporcion de Falsos positivos (PFP) =b / b+d =2/ 62 = 3,22% (1 -
Especificidad)

COCIENTES DE PROBABILIDADES (Likelihood ratio):

e Cociente de probabilidades positivo= PVP / PFP = Sensibilidad / 1-
Especificidad = 0,666/0,032 = 20,18.

PVP=proporcion de verdaderos positivos PFP= proporcion de falsos positivos

e Cociente de probabilidades negativo= PVN/ PFN = Especificidad / 1-
Sensibilidad = 0,967 /0,333 = 2,9 .

PFN= proporcion de falsos negativos PVN= Proporcion de verdaderos
negativos.

Entre los individuos analizados en esta serie con sospecha de metastasis, esta
prueba fué positiva 20 veces con mayor frecuencia entre los pacientes en que
se confirmo el diagnostico que entre los pacientes que se descarto.

El resultado negativo de la prueba se encuentra casi 3 veces mas
frecuentemente entre los individuos que finalmente no tuvieron metastasis,

que entre aquellos que si las presentaron.
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PROBABILIDADES POSTPRUEBA:

e Valor predictivo positivo =a / atb =2/ 4 = 50 % (SENSIBILIDAD
DIAGNOSTICA)

IC: 38,85 - 62,15

e Valor predictivo negativo = d / c+d = 59/ 60 = 98,3 % (ESPECIFICIDAD
DIAGNOSTICA)

IC: 95,16 - 100

e Probabilidad de no tener metastasis con prueba positiva = 1 - valor
predictivo positivo = 50 %

e Probabilidad de tener metastasis con la prueba negativa = 1 - valor
predictivo negativo = 1,7 %

PROBABILIDADES POSTPRUEBA A PARTIR DE LOS COCIENTES DE
PROBABILIDADES

Relacion de opuestos (Odds) Relacion de opuestos (odds) Cociente de probabili
posterior a la realizacion de la =  previa a la realizacion de la  x dades de una prueba
prueba prueba positiva

Cociente Probabilidades positivo (Odds postprueba), para la prevalencia de
metastasis en nuestro estudio:
1. Probabilidad preprueba: Prev/ 1-Prevalencia= 0,0468/ 1-0,0468=
0,04/0,95 = 0,05
2. Cociente de probabilidades = 20,18
3. Relacion de opuestos = 0,05x 20,18= 1,009
4. Transformacion en probabilidad postprueba:

1,009/ 1+1,009= 0.502 x 100 = 50,2% (IC: 38,05-62,35)

Cociente de probabilidades negativo (Odds postprueba), para la prevalencia de
metastasis en nuestro estudio:
1. Probabilidad preprueba: Prev/ 1-Prevalencia= 00,0468/ 1-0,0468=
0,04/0,95 = 0,05
2. Cociente de probabilidades = 2,9
3. Relacion de opuestos = 0,05x 2,9 = 0,145
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4. Transformacion en probabilidad postprueba:

1,145/ 1+1,145= 0.,126 x 100 = 12,6% (IC:4,54-20,66)

En las Tablas 12 y 13, quedan reflejados los diferentes cocientes de
probabilidades postprueba positivos y negativos, segun las prevalencias

estimadas de enfermedad metastasica, teniendo en cuenta el tamano tumoral.

Tabla 12. Valores de los cocientes de probabilidades postprueba positivos, segin
diferentes prevalencias de enfermedad metastasica.

Probabilidades postprueba
Prevalencias estimadas (%)

CP (1) 4,68 16 32 53
RT-PCR tirosinasa 20,18 50,2% 79,36% 90,47% 95,79%
positiva (IC:38,05-62,35)

Tabla 13. Valores de los cocientes de probabilidades postprueba negativos, segin
diferentes prevalencias de enfermedad metastasica.

Probabilidades postprueba
Prevalencias estimadas (%)

CP () 4,68 16 32 53

RT-PCR tirosinasa 2,9 12,6% 35,52% 57,68% 76,58%
negativa (IC:4,54-20,66)
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6.3.4. RELACION DE LOS FACTORES CLINICOS Y ANATOMOPATOLOGICOS
CON LA LA PRESENCIA DE CELULAS CIRCULANTES.

Se han relacionado los factores clinicos y anatomo-patologicos registrados en
la serie de pacientes afectos de melanoma maligno de tivea con la presencia o
no de micrometastasis en sangre periférica.

Hemos encontrado relaciones estadisticamente significativas entre la
positividad de la RT-PCR y: la afectacion de la raiz del iris (p= 0,031); la
extension tumoral hacia el humor vitreo (p=0,032); la longitud de la base
tumoral vertical (p=0,025); la evidencia de enfermedad diseminada (p=0,008) y
con el tiempo de seguimiento (p=0,033). Podemos ver estas relaciones de

manera grafica en las Figuras 31, 32, 33 y 34.

Afectacion

O PCR postivo
HE PCR negativo

No afectacion p=0,031

58

Fig. 31. Relacion entre la presencia de afectacion de la raiz del iris y el resultado de la
PCR.
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0
Esclera
| 1
] 1 O PCR positivo
Humor vitreo 1 B PCR negativo
p=0,032
3
No extension
59
0 10 20 30 40 50 60 70
Fig. 32. Relacion entre la extension clinica y el resultado de la PCR.
2
Evidencia
1
O PCR positivo
H PCR negativo
2
No evidencia p=0,008
60
0 10 20 30 40 50 60

Fig. 33. Relacion entre la presencia de enfermedad diseminada y el resultado de la
PCR.
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>5 afos

O PCR positivo

2-5 afios H PCR negativo

p=0,020

0-2 afos

Fig. 34. Relacion entre el tiempo de seguimiento y el resultado de la PCR.

Respecto al tiempo de seguimiento, se observa como el porcentaje de
pacientes con micrometastasis aumenta progresivamente a medida que
aumenta dicho tiempo (Chi cuadrado de tendencias; p = 0,009).

Cuando se relacionan mediante las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier,
la presencia de enfermedad metastasica acumulada respecto al tiempo de
seguimiento, entre los pacientes con la RT-PCR positiva a la tirosinasa y los
pacientes en que la prueba era negativa. Hemos encontrado una diferencia
estadisticamente significativa entre las dos curvas (log rank test p=0,003) , tal
como podemos ver en la Fig. 35. En este analisis comprobamos como la
supervivencia libre de enfermedad a los 122,4 meses (3.672 dias) entre los
pacientes RT-PCR negativos fué del 98,3%, en contra de los pacientes RT-PCR

positivos que fué del 50%.
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11

A S r-HEHf PCR Negativo

A -+ +——+ +——+ +

Log rank test = 0,003

PCR Positivo

% acumulado libre de enfermedad
[=s]

0 1000 2000 3000 4000
Seguimiento (dias)
Fig. 35. Porcentaje de metastasis acumulada con el seguimiento respecto al

resultado de la PCR. (Curvas de Kaplan-Meyer)

En las Tablas 14 y 15 se presenta un resumen del estudio estadistico de

todas las variables, asi como se muestra su nivel de significacion.
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Tabla 14. Caracteristicas clinicas de los pacientes en funcion de la presencia de
células circulantes en sangre periférica

Edad (anos)

Sexo

Ojo afecto

Agudeza visual

Origen tumoral

Localizacion

Lacalizacion sagital

Localizacion coronal

Margen tumoral anterior

Margen tumoral posterior

Afectacion disco 6ptico

Afectacion cuerpo ciliar

Afectacion iris

Varon
Hembra

Ojo derecho
Ojo izquierdo

0,1 o inferior
Superior a o,1

Coroides
Cuerpo ciliar
Iris

Temporal superior

Temporal medio
Temporal inferior
Inferior

Nasal inferior
Nasal medio
Nasal superior
Superior

Polo posterior

Superior
Horizontal
Inferior

Nasal
Vertical
Temporal

Retroecuatorial
Preecuatorial

Retroecuatorial
Preecuatorial

No afectacion
Afectacion

No afectacion
Afectacion

No afectacion
Afectacion
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RT-PCR (-)
62,44
Sd=14,59

24(96%)
37(92,5%)

25(92,6%)
36(94,7%)

36(90%)
25(100%)

46(95,8%)
11(85,6%)
4(100%)

6(100%)
9(90%)
5(83,3%)
7(87,5%)
5(83,3%)
7(100%)
5(100%)
8(100%)
7(100%)
21(100%)
19(95%)
19(86,4%)

17(94,4%)
21(95,5%)
21(91,3%)

20(100%)
41(91,1%)

49(96,1%)
12(85,7%)

51(94,4%)
7(87,5%)

50(96,2%)
9(81,8%)

54(96,4%)
3(60%)

RT-PCR (+) |
64,69
Sd=10,49

1(4%)
3(7,5%)

2(7,4%)
2(5,3%)

4(10%)
0

2(4,6%)
2(15,4%)
0

0
1(10%)
1(16,7%)
1(12,5%)
1(16,7%)
0

0
0
0

0
1(5%)
3(13,6%)

1(5,6%)
1(4,5%)
2(8,7%)

0
4(8,9%)

2(3,9%)
2(14,3%)

3(5,6%)
1(12,5%)

2(3,8%)
2(18,2%)

2(3,6%)
2(40%)

P

0,764

1,000

1,000

0,154

0,285

0,745

0,178

0,838

0,303

0,200

0,433

0,137

0,031



No afectacion
Afectacion

No extension
Humor vitreo
Esclera

No neoplasias
Otras neoplasias

Si
No

Si
No

Si
No

Si
No

<Smm
> o igual 5 mm

< oigual 10 mm
< 10 mm

< oigual 10 mm
< 10 mm

1
1I
III

No evidencia
Evidencia
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53(94,6%)
5(83,3%)

59(95,2%)
1(50%)
1(100%)

55(93,2%)
6(100%)

5(81,3%)
56(94,9%)

3(100%)
58(93,5%)

7(100%)
54(93,1%)

26(89,7%)
35(97,2%)

5,75
Sd=3,91

20(100%)
34(89,5%)

11,28
Sd=6,03

18(94,7%)
43(93,5%)

9,94
Sd=5,65

22(100%)
39(90,7%)

3,24
Sd=4,58
3,18
Sd=4,98

8(100%)
29(96,7%)
20(87%)

60(96,8%)
1(33,3%)

3(5,4%)
1(16,7%)

3(4,8%)
1(50%)
0

4(6,8)
0

1(16,7%)
3(5,1%)

0
4(6,5%)

0
4(6,9%)

3(10,3%)
1(2,8%)

6,30
Sd=1,88

0
4(10,5%)

13,00
Sd=3,56

1(5,3%)
3(6,5%)

16,75
Sd=3,77

0
4(9,3%)

8,33
Sd=5,50
8,66
Sd=5,03

0
1(3,3%)
3(13%)

2(3,2%)
2(66,7%)

0,342

0,032

1,000

0,328

1,000

1,000

0,316

0,939

0,288

0,758

1,000

0,025

0,291

0,248
0,195

0,266

0,008



Braquiterapia

Otros tratamientos

Enucleacion

Otros tratamientos

0-2 anos
2-5 anos
>5 afos

30(96,8%)
30(90,9%)

15(88,2%)
44(95,7%)

860,54
Sd= 805,66

37(100%)
17(89,5%)
6(75%)

1(3,2%)
3(9,1%)

2(11,8%)
2(4,3%)

1787,00
Sd=1112,95

0
2(10,5%)
2(25%)

0,614

0,293

0,033

0,020
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Tabla 15. Caracteristicas anatomo-patologicas de los pacientes en funcion de la
presencia de células circulantes en sangre periférica

Células fusiformes

Células epiteliodes

Tipo celular

Mitosis

Necrosis

PCNA

Inflamacion

Pleomorfismo

Infiltracion esclera

Infiltracion vorticosas

Invasion trabéculo

Invasion iris

Invasion cuerpo ciliar

Invasion humor vitreo

II
III

No inflamacién

Grado 1
Grado 2
Grado 3
Grado 4

Grado 1
Grado 2
Grado 3
Grado 4

No
Si

No
Si

No
Si

No
Si

No
Si

No
Si
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RT-PCR ()

39,76
Sd=32,53

55,47
Sd=33,72

5(83,3%)
12(100%)
3(60%)

3,55
Sd=4,63

13,13
Sd=24,48

8,00
Sd=6,12

6(100%)
6(85,7%)
3(100%)
1(50%)
6(85,7%)

4(80%

10(90,9%)
5(83,3%)
1(100%)

18(85,7%)
5(100%)

22(88%)
1(100%)

21(87,5%)
2(100%)

20(87%)
3(100%)

20(87%)
3(100%)

22(88%)
1(100%)

RT-PCR (+) |

65,00
Sd=25,98

35,00
Sd=25,98

1(16,7%)
0
2(40%)

5,00
Sd=2,64

16,66
Sd=28,86

8,50
Sd=2,12

0
1(14,3%)
0
1(50%)
1(14,3%)

1(20%)
1(9,1%)
1(16,7%)
0

3(14,3%)
0

3(12%
0

38(12,5%)
0

38(13%)
0

3(13%)
0

3(12%)

P

0,158

0,252

0,079

0,143

0,745

0,402

0,900

1,000

1,000

1,000

1,000

1,000

1,000



Rotura membrana Bruch

Inplantes prerretinianos

22(88%)
1(100%)

22(88%)
1(100%)

3(12%)

3(12%)

1,000

1,000
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7. DISCUSION
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En esta tesis presentamos los resultados de nuestra investigacion de un
marcador molecular de melanocitos o de células de melanoma en sangre
periférica, el ARNm de la tirosinasa, con la finalidad de detectar la
enfermedad residual minima.

Con este mismo objetivo, se ha wutilizado ampliamente en las
neoplasias hematologicas la deteccion de alteraciones celulares tumorales
especificas mediante la PCR, 121,122,128,130 ]o que representa un instrumento
muy util, para valorar la respuesta al tratamiento y el seguimiento del
paciente.

La técnica de la RT-PCR ha sido recientemente introducida para la
deteccion de células malignas en la sangre periférica, de pacientes con
tumoraciones soélidas. En pacientes afectos de neuroblastomas se detecta el
ARNm especifico neuronal. 227, 228 También se ha utilizado el ARNm para la
determinacion de la queratina-19 y citoqueratina-19 en el carcinoma de
mama, presentando wuna buena correlacion con la presencia de
metastasis.214.215.216 Para el carcinoma de prostata es util el ARNm del
antigeno especifico prostatico (PSA) y el antigeno de membrana especifico
prostatico (PSAM).198,199,200,201 Por lo que se refiere al hepatocarcinoma se han
empleado el ARNm de la alfa-proteina y el ARNm de la albtiminal89,190,191,192,
En individuos afectos de cancer gastrointestinal puede ser util la
determinacion del ARNm del antigeno carcinoembrionario (CEA).188

El presente estudio esta basado en una técnica para determinar un
marcador especifico de tejido y no en una anomalia genética tumoral
especifica. La tirosinasa se expresa especificamente en los melanocitos o en
las células de melanoma. Debido a que los melanocitos no circulan por el
torrente sanguineo, la deteccion del ARNm de la tirosinasa en sangre
periférica, nos indicara la presencia de células de melanoma, es decir, de
micrometastasis. El primer trabajo publicado al respecto fué, el de Smith 123
en 1991 y fué ademas, el primero en demostrar que podian detectarse
micrometastasis de tumores solidos en sangre periférica. Posteriormente,
encontramos numerosos trabajos en la literatura que utilizan éste marcador

para detectar la enfermedad minima residual en los pacientes con melanoma
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maligno cutaneo. En algunas de éstas publicaciones, se ha correlacionado el
porcentaje de pacientes con evidencia de diseminacion de células tumorales,
con el estadio de la enfermedad.l64231,233 En pacientes con enfermedad
metastasica franca, los rangos de deteccion, varian desde un 0% hasta un
100%. Unas diferencias que son atribuibles a los distintos protocolos de los
grupos de investigadores. En ninguno de los trabajos se ha encontrado la
expresion de la tirosinasa en la sangre periférica, de los pacientes controles, lo
cual sugiere una elevada especificidad. Ademas, no se ha evidenciado el
proceso de transcripcion ilegitima, que consiste en la amplificacion de genes
especificos en células no especificas.

Para la realizacion de esta tesis, se puso en marcha la técnica de la RT-
PCR para la deteccion de la tirosinasa en sangre periférica, con la finalidad de
detectar células de melanoma maligno de uivea procedentes de varias lineas
de cultivo y la presencia de micrometastasis en pacientes afectos de la misma
tumoracion. Se ha seguido el mismo protocolo establecido para la deteccion
del producto en sangre periférica de pacientes afectos de melanoma maligno
cutaneo. 123, 233

En nuestro pais no existia ninguna experiencia al respecto, y en la
literatura internacional sélo encontramos tres trabajos, con un numero muy
limitado de pacientes, tal como se ha descrito previamente.

Para cumplir este objetivo disponiamos, por un lado de varias lineas
celulares de melanoma maligno de uvea (92.1, SP6.5, SP8.0, TP31) y por otro
lado de una serie de pacientes afectos clinicamente por esta tumoraciéon. En
el analisis de este grupo de individuos hemos constatado una mayor
concentracion de casos entre los 50 y 80 anos de edad con independencia del
sexo, siendo la incidencia mas baja en los pacientes mas jovenes o en los
mayores de 80 anos.2¢ También hemos observado una mayor incidencia de
dicha tumoracion en mujeres(61,5%) respecto a los varones (38,5%), tal como
se ha descrito en algunas publicaciones. 2823 En los antecedentes patologicos
de éstos pacientes nos ha sorprendido constatar que un 9% presentaban
segundas neoplasias. La mayoria de pacientes presentaban una agudeza

visual de 0,1 o inferior en el momento del diagnéstico. Las tumoraciones mas
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frecuentes fueron las de coroides, y en cuanto a su localizacion espacial
hemos constatado una distribucion muy homogénea. La localizacion del
margen tumoral anterior ha sido mas frecuente en la porcion preecuatorial
del globo ocular, y ésta proporcion se invertia en el caso del margen tumoral
posterior. La mayoria de pacientes no presentaban afectacion del disco optico,
ni del cuerpo ciliar, ni del iris, ni del angulo, asi como tampoco existia
invasion del humor vitreo o de la esclerética. Encontramos la presencia de
catarata secundaria, glaucoma secundario o rotura de la membrana de Bruch
en una baja proporcion de individuos. En cambio, fué frecuente la presencia
de desprendimiento secundario de la retina (44,6%). La altura tumoral media
fué de 6,49 mm (rango: 1-15,3), la base horizontal media fué de 12,76 mm.
(rango: 3-20), y la base vertical media fué de 11,82 mm. (rango: 2,5-22).
Siguiendo la clasificacion del COMS un 13,1% de pacientes pertenecia al
grupo I, un 49,2% al grupo II, y un 37,7% al grupo III, siendo asi, mas
frecuentes los tumores medios y grandes. La presencia de enfermedad
metastasica fué baja (4,6%). En cuanto al tratamiento recibido por estos
pacientes, la braquiterapia con iodo-125(47,7%), la enucleacion (26,2%), y la
reseccion local transescleral (12,3%) fueron los mas frecuentes. Por lo tanto se
les habia aplicado a la mayoria de ellos un tratamiento conservador.

El primer objetivo de este estudio, era valorar la sensibilidad de la RT-
PCR para detectar ARNm del gen de la tirosinasa producido por células de
melanoma maligno de uvea en sangre periférica, a partir del cultivo de varias
lineas celulares del mismo, puesto que en la literatura internacional sélo
hemos encontrado una publicacion en la que se hacia un estudio de
sensibilidad con las lineas celulares FO-1, FO-2, FO-5 y FO-6, procedentes
del cultivo primario de melanoma maligno de uvea, siendo las sensibilidades,
respectivamente: 30 células por ml.; 1 célula por ml.; 1 célula por ml.; 30
células por ml.232

En nuestro trabajo hemos sido capaces de obtener una sensibilidad
muy elevada en la deteccion de células procedentes de cultivo celular de
melanoma maligno de uvea. En todas las lineas para cuyo estudio

disponiamos de suficiente material (92.1;SP8.0;TP31), hemos detectado el
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ARNm de la tirosinasa producido por una célula de melanoma maligno de
uvea entre una muestra de 10x106 células mononucleadas, lo cual comporta
una sensibilidad muy superior a cualquier técnica de citologia convencional
102-105 9 de inmunohistoquimica 106-118 ' vy similar a la descrita por otros
autores en el melanoma maligno cutaneo.236,247

Esta sensibilidad corresponde a la capacidad de detectar una célula de
melanoma maligno entre 10 cc. de sangre periférica.

El segundo objetivo de este estudio, era valorar qué proporcion de
pacientes diagnosticados de melanoma maligno de tivea presentan el ARNm
del gen de la tirosinasa detectable en sangre periférica mediante la RT-PCR

Al analizar con la misma técnica las muestras sanguineas procedentes
de 41 pacientes controles negativos (35 pacientes con hemopatias malignas y
6 individuos sanos), ninguno de ellos ha resultado positivo para el ARNm de
la tirosinasa. En cambio en los 65 pacientes portadores de un melanoma
maligno de uvea, diagnosticados con anterioridad a la extraccion sanguinea,
hemos constatado 4 casos positivos. Por lo tanto nuestra especificidad ha
sido del 100%, puesto que no tenemos ningun falso positivo, es decir ningun
paciente no portador de melanoma de tivea ha sido positivo a la prueba.

De la misma manera el valor predictivo positivo es del 100%, ya que un
paciente que sea positivo a la prueba presenta un 100% de probabilidades de
tener un melanoma maligno de uvea.

Naturalmente, ante estos resultados, podemos afirmar que la técnica
diagnostica carece de utilidad para el cribaje de poblacion general, con la
intencion de detectar pacientes portadores de melanoma maligno de Givea no
diagnosticados, puesto que su sensibilidad es muy baja (4,6%), y el
porcentaje de falsos negativos (pacientes con la enfermedad pero con la
prueba negativa) es muy elevado(95,4%).

Hasta la fecha so6lo hay publicados tres estudios sobre la utilizacion de
la RT-PCR para determinar melanocitos circulantes en el melanoma maligno
de uvea; El primero publicado por Tobal y cols en 1993,252 es un estudio
piloto con seis pacientes afectos de melanoma maligno de uvea, dos de los

cuales presentaban enfermedad metastasica. De los seis pacientes, tres
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fueron positivos a la RT-PCR para la tirosinasa, presentando dos de ellos
enfermedad metastasica diagnosticada en el momento de la extraccion
sanguinea, y el otro la desarrollo a los 9 meses. El segundo trabajo, fué
publicado por Foss en 1995232 perteneciente al mismo grupo de
investigadores, y en el se tomaron 51 muestras de 36 pacientes afectos de
melanoma de uvea, y 6 muestras de seis pacientes afectos de melanoma
maligno cutaneo en estado metastasico, no consiguiendo ninguan positivo a la
RT-PCR para la tirosinasa, excepto en un paciente control y en otro con una
lesion sospechosa de nevus coroideo. Los autores atribuian el origen de estos
falsos positivos a una contaminacion de las muestras por melanocitos
cutaneos y concluyeron su trabajo con la afirmacion de que la RT-PCR para la
tirosinasa, no es util clinicamente para la determinacion de enfermedad
metastasica, y aseguraron ademas que el numero de células circulantes en
sangre periférica es inferior al esperado. Ello lo atribuyeron segun los autores,
al proceso de filtrado experimentado por los melanocitos a nivel pulmonar y
de los capilares periféricos, antes de llegar al sistema venoso periférico.

El tercer trabajo publicado es el de Yosuf El-Shabrawi en 1998253 y en
€l se estudiaba el suero de 12 pacientes afectos de melanoma maligno de uvea
sin evidencia de metastasis en el momento de la extraccion, de los cuales 2
(16,6%) fueron positivos a la RT-PCT para la tirosinasa.

A la vista de estos trabajos clinicos era de esperar que el porcentaje de
positividades para la tirosinasa fuera pequeno, puesto que estabamos
valorando una serie compuesta por pacientes en diferentes estadios clinicos y
ademas se tomo una sola muestra sanguinea de cada paciente. También
hemos de tener en cuenta que estos pacientes habian sido diagnosticados
previamente de melanoma maligno de tvea y habia transcurrido un tiempo
variable desde el diagnoéstico de la tumoracion hasta el momento de la
extraccion sanguinea. Este hecho implica una seleccion natural de aquellos
pacientes, que tienen en teoria un mejor pronodstico, debido al tiempo
transcurrido sin evidencia de enfermedad metastasica. Probablemente

nuestro numero de pacientes positivos se incrementaria con tomas seriadas
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de sangre a intervalos de tiempo regulares, al igual que ocurre con otras
pruebas de rastreo metastasico.

A la vista de nuestros resultados, podemos afirmar que es posible
detectar melanocitos circulantes en pacientes afectos de melanoma maligno
de Gvea, a través de la determinacion mediante RT-PCR del ARNm expresado
por el gen de la tirosinasa, a pesar de los trabajos publicados en contra de su
utilidad.232

Existen dos razones que explican las diferencias entre nuestros
resultados y los trabajos publicados con anterioridad. Por una lado nuestra
serie es, la mas extensa publicada que conocemos hasta el momento, y ello
hace que los resultados tengan mayor validez. Por otro lado, hemos utilizado
como cebador para la retrotranscripcion, hexameros al azar (oligo pd(N)s),
que confieren una mayor eficiencia a la transcripcion reversa. Con estos
cebadores, aunque la calidad de las cadenas de ARNm no sea muy buena, es
mas probable la retrotranscripcion de la secuencia que queremos amplificar,
en este caso la de la tirosinasa, y por lo tanto ello aumenta la sensibilidad de
la prueba. Hemos evidenciado este hecho cuando hemos detectado células
procedentes de lineas de melanoma maligno de uvea en sangre de pacientes
sanos, en donde hemos determinado una célula patologica entre 10x10°
sanas, que es una de las sensibilidades mas elevadas publicadas hasta el
momento. En otro estudio?5? en donde no encontraron ningun positivo entre
los pacientes afectos de melanoma de uvea, utilizaron como cebador en la
retrotranscripcion oligo(dT), que se fija en el extremo de la cadena de ARNm, y
que precisa de una mayor integridad de la cadena de ARNm, y por lo tanto su
rendimiento puede ser inferior.

El tercer objetivo de esta tesis era confrontar los métodos actuales para
el escrutinio sistémico en los pacientes afectos de melanoma maligno de tuvea
(radiografia de torax, enzimas hepaticos y ecografia hepatica), con la
determinacion de micrometastasis en sangre periférica a través de la
determinacion del ARNm de la tirosinasa mediante la RT-PCR.

En nuestro trabajo hemos constatado una evidente diferencia en la

deteccion de células circulantes entre los pacientes afectos de melanoma

159



maligno de uvea y enfermedad sistémica, respecto a los pacientes sin
evidencia de enfermedad sistémica (p=0,008). Han sido positivos a la prueba
un 66,7% de pacientes portadores de metastasis, respecto a un 3,2% entre los
pacientes sin evidencia clinica de metastasis.

A pesar de la evidente diferencia en la deteccion de células circulantes a
favor de los pacientes con enfermedad diseminada, parece contradictorio que
enfermos con estadio IV y por lo tanto con localizaciones metastasicas
detectadas por meétodos clasicos no presenten micrometastasis en sangre
periférica, considerando que este ultimo seria un paso previo al asentamiento
y proliferacion de las células malignas diseminadas por via hematogena.
Existen varias hipotesis para justificar el hecho de que no todos los pacientes
con enfermedad diseminada tengan células tumorales circulantes:

e El numero de células circulante es escaso, inferior a la sensibilidad
o umbral de deteccion de la técnica del RT-PCR.

e Las células tumorales podrian hallarse secuestradas en las
localizaciones metastasicas.

e Las células malignas se liberan al torrente circulatorio de forma
intermitente, por lo que serian necesarias extracciones repetidas en
diferentes momentos de la enfermedad.264.265,266

Asimismo debemos plantearnos qué trascendencia clinica implicara la
presencia de micrometastasis en sangre periférica de pacientes que no
presentan enfermedad diseminada, y si este hecho condicionara su aparicion
en un futuro mas o menos inmediato.

Aproximadamente un 40% de pacientes con melanoma maligno de tivea
a los que se les practica una enucleacion , moriran en un intervalo de 10 anos
por afectacion metastasica, generalmente a nivel del higado.?6” A pesar de
ello, es raro el diagnoéstico de metastasis clinicamente evidentes en el
momento del diagnoéstico del tumor primario. Se calcula que se diagnostican
alrededor del 1-2 % de los casos usando métodos convencionales como son la
radiografia de torax, la ecografia hepatica y los analisis generales con
marcadores hepaticos.268 Estos hallazgos sugieren que las metastasis

subclinicas pueden ser mas frecuentes de lo que realmente se sospecha.
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El término metastasis fué definido por Dorland en 196526, como la
transferencia de la enfermedad desde un o6rgano a otro, no estando ambos
directamente conectados entre si.

El proceso metastasico implica multiples interacciones entre el tumor y
el huésped.270.271,272 [ g invasion tumoral y el desarrollo de metastasis engloba
una serie de procesos celulares coordinados, entre los cuales, los factores
genéticos producen un desequilibrio en la regulacion del crecimiento que
predispone al desarrollo tumoral. Pero ademas el proceso metastasico se
produce como resultado de un compleja secuencia de pasos. En primer lugar
las células tumorales deben liberarse y movilizarse, invadir la matriz
extracelular local, atravesar la membrana basal y el endotelio de los vasos
sanguineos. Una vez las células estan en el torrente sanguineo deben evitar
su destruccion por el sistema inmune del huésped. Al alcanzar un punto
distante, las células tumorales deben de nuevo atravesar el endotelio y la
membrana basal de los vasos sanguineos, antes de alcanzar de nuevo la
matriz extracelular. Finalmente, las células deben replicarse sin limitaciones
antes de que se desarrollen depodsitos tangibles; Un proceso que se
denomina la cascada metastasica. Es fundamental la relacion entre las
células tumorales y la matriz extracelular, para su correcta implantacion, de
modo que las células deben ser capaces de formar anclajes con dicha matriz,
ademas de secretar nuevos componentes de la misma.

Ademas se requieren cambios adicionales facilitados por proteinas que
estimulen la unién de las células tumorales a la matriz extracelular, la
proteolisis de las barreras del huésped, la facilidad de desplazamiento celular
y la formacion de colonias celulares en la nueva localizacion metastasica. Por
lo tanto, tienen lugar una serie de hechos secuenciales desde el momento en
que una célula o grupo de células abandonan el tumor primario, entran en la
circulacion sistémica, se frenan en el lecho vascular distal, se extravasan en
el intersticio del 6rgano diana y proliferan en esa localizacion secundaria.?’! Y
en cualquiera de esas etapas, ademas, las células tumorales deben sobrevivir

a la inmunidad del huésped.273.274
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Los modelos animales sugieren que incluso los tumores pequenos
pueden lanzar millones de células tumorales a la circulacion sistémica, pero
el proceso metastasico es un proceso muy selectivo en el que pocas células se
mantienen viables, para dar lugar a metastasis establecidas. En un modelo
murino desarrollado por Fidler y cols en 1970, se considera que menos de un
0,1% de las células circulantes liberadas sobreviven.

Existen numerosos estudios que intentan correlacionar la presencia de
micrometastasis con un aumento de la tasa de recidiva o una disminucion de
la supervivencia.

En enfermos afectos de leucemia mieloide cronica, aquellos pacientes
que presentaban una positividad mantenida a la presencia de células
residuales mediante la RT-PCR, presentaban un mayor indice de recaida que
los pacientes que, como minimo presentaban una determinacion negativa.275

En tumores solidos, algunos trabajos han correlacionado la presencia
de células tumorales en sangre periférica con la recidiva de la
enfermedad.276,162,233,245

Respecto al melanoma maligno de tivea, en ninguno de los tres trabajos
comentados previamente sobre la deteccion de micrometastasis, se ha
demostrado ninguna relacién con el pronodstico vital.

En nuestro estudio, la presencia del ARNm de la tirosinasa se relaciona
con la existencia de diseminacion sistémica (p=0,008).

También nos habiamos marcado como objetivo la validacion de la RT-
PCR como test para la deteccion de micrometastasis, respecto de las pruebas
que utilizamos habitualmente para el rastreo de metastasis, que
consideraremos como el “gold standard” (Radiografia de torax, analitica
general, y ecografia hepatica).

La sensibilidad de la RT-PCR (proporcion de verdaderos positivos) ha
sido del 66,7%, y la especificidad (proporcion de verdaderos negativos) del
96,7%, lo cual comporta, que entre el grupo de pacientes con metastasis
tenemos una probabilidad del 66,7% de que tengan una prueba positiva, y a
su vez entre aquellos pacientes sin evidencia de metastasis la probabilidad de

tener un test negativo es del 96,7%. Cuando tenemos en cuenta el cociente de
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probabilidades positivo (likelihood ratio), que compara la probabilidad de que
un resultado positivo de la prueba se produzca en un paciente con
metastasis, con la probabilidad de que el mismo resultado se obtenga en un
paciente libre de ellas, obtuvimos un valor de 20,18. Esta cifra nos indica que
entre los pacientes con sospecha de metastasis, esta prueba fué positiva
20,18 veces con mayor frecuencia en aquellos en los que se confirmo el
diagnostico, que entre los que se descartd. El cociente de probabilidades
ofrece la ventaja de que relaciona la sensibilidad y la especificidad en un sélo
indice. Estas medidas, sensibilidad, especificidad y cociente de
probabilidades, no se afectan por la prevalencia de la enfermedad en estudio.

Por lo que se refiere a las probabilidades postprueba, hemos encontrado
un valor predictivo positivo del 50% (Sensibilidad diagnostica) y un valor
predictivo negativo del 98,3% (Especificidad diagnostica), lo cual significa que
en aquellos pacientes en que la prueba es positiva, existe un 50% de
probabilidades de que un paciente tenga metastasis sistémicas, y entre
aquellos pacientes con la prueba negativa, la probabilidad de tener una
metastasis es del 1,7%. Por lo tanto la RT-PCR para la tirosinasa, es un test
muy util en el rastreo de metastasis, puesto que la mitad de las veces
podremos confirmarlas, y lo que es mejor, podremos descartarlas con
seguridad en los pacientes negativos a la prueba.

Una forma diferente de expresar la probabilidad es como una relacion
de opuestos (odds), que compara la probabilidad de que un determinado
hecho clinico se produzca (p) con la probabilidad de que no se produzca (q= 1
- p). En este estudio hemos calculado las odds posteriores a la realizacion de
la prueba, a partir de la odds preprueba y del cociente de probabilidades.
Estos valores se ven claramente afectados por la prevalencia de la
enfermedad, y en razon de ello se ha segmentado a los pacientes segun su
estadio tumoral. Asi, si tenemos en cuenta toda la serie globalmente, ante un
resultado positivo de la RT-PCR, tenemos un 50,2% de probabilidades de que
el paciente tenga realmente metastasis. Cuando estratificamos a los pacientes
en tumores de tamano pequeno, mediano o grande segun la clasificacion del

COMS, entonces la “odds” postprueba se incrementa a un 90,47% y 95,79%,
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para los tumores medianos y grandes respectivamente. Asi pues ante una
misma prueba positiva, a mayor tamano tumoral, y por lo tanto estadio de
peor pronodstico, mayores son las probabilidades de presentar metastasis
sistémicas.

El cuarto objetivo de esta tesis era describir y relacionar los factores
pronosticos conocidos , clinicos y anatomo-patologicos, con el resultado de la
determinacion del ARNm de la tirosinasa en sangre periférica, mediante la RT-
PCR.

Al intentar determinar alguna asociacion entre las caracteristicas
clinicas y la presencia de micrometastasis en sangre periférica, la hemos
encontrado entre: la invasion de la raiz del iris por la tumoracion (p=0,031), la
extension tumoral al humor vitreo (p=0,032), la base tumoral vertical
(p=0,025), el estado sistémico (p=0.008) y el tiempo de seguimiento calculado
desde la fecha de diagnédstico de la tumoracion hasta el momento de la
extraccion sanguinea (p=0,02).

Existen numerosas publicaciones en las que se relacionan la edad
superior a 60 anos con un peor pronostico vital.57:61 En este estudio no hemos
constatado una relacion estadisticamente significativa, ni parece que exista
tendencia, entre el resultado de la PCR y la edad, (p=0,806).

Cuando valoramos el sexo y la presencia de micrometastasis, no hemos
constatado ninguna relacion estadisticamente significativa (p=1,000). Aunque
parece que exista una tendencia a que las mujeres presenten una discreta
mayor proporcion de células circulantes (7,5%), respecto de los varones (4%).
Este hallazgo, contrastaria con la afirmacion de algunos autores>7:58:59 | de
que el sexo masculino se asocia a un peor pronostico vital. Dada la escasa
diferencia en porcentajes, no podemos definirnos ni a favor ni en contra de
esta afirmacion.

No se ha observado ninguna relacion entre la deteccion de
micrometastasis y la lateralidad del ojo afecto (p=1,00), ni hemos encontrado
ninguna publicacion en la que se relacione el pronédstico vital con dicho

factor.
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La agudeza visual, catalogada como superior a 0,1 o inferior a 0,1, no
ha presentado una relacion estadisticamente significativa, aunque se observa
una tendencia a presentar mayor porcentaje de micrometastasis en casos de
agudezas visuales inferiores a 0,1 (p=0,154). Otros autores han encontrado
una relacion entre el pronédstico vital y la agudeza visual,®! aunque, hay que
tener en cuenta que, la agudeza visual baja, se suele asociar con
tumoraciones de mayor tamano. Su utilidad como factor pronédstico clinico
esta por lo tanto directamente relacionada con las dimensiones de la
tumoracion, y probablemente no aporte mas informacion que estas.

Cuando valoramos la localizacion anatomica donde se origina la
tumoracion (iris, cuerpo ciliar y coroides), no hemos encontrado una relacion
estadisticamente significativa (p=0,285). Sin embargo parece haber un mayor
porcentaje de micrometastasis entre las tumoraciones originadas en el cuerpo
ciliar (15,4%), respecto de las que tenian su origen en la coroides (4,6%) o en
el iris (0%). Esta tendencia que hemos constatado, ha sido descrita en varias
publicaciones, que han relacionado el origen tumoral a nivel del cuerpo ciliar
con un peor pronostico vital.6!

Cuando consideramos la localizacion espacial de la tumoracion
clasificada segun sectores (p=0,745), bien sea segin un plano sagital
(p=0,178), o segun un plano coronal (p=0,838) no hemos constatado ninguna
relacion entre ellas, respecto a la deteccion de micrometastasis. La unica
diferencia que hemos constatado es en la posicion inferior de la tumoracion,
que presenta un porcentaje de positivos un poco superior (13,6%), respecto a
la posicion horizontal (5%) o superior(0%).

Cuando valoramos hasta donde llega el margen anterior de la
tumoracion, no encontramos ninguna relacion significativa (p=0,303), aunque
la localizacion preecuatorial presenta un mayor porcentaje de
micrometastasis (8,9%), que la localizacion retroecuatorial (0%). Este hecho es
acorde con la literatura, ya que numerosos articulos constatan un peor
pronostico entre aquellos pacientes con tumoraciones cuyo margen anterior
esta localizado por delante del ecuador.53,55,56,57 Naturalmente una

localizacion preecuatorial del margen tumoral comporta la mayoria de las
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veces una tumoracion de mayor tamano, en una localizacion aparentemente
silente, por lo que su diagnodstico es mas tardio y todo ello justifica un peor
pronostico.

En relacion con la localizacion del margen tumoral anterior, hemos
valorado la invasion del angulo, la raiz del iris y el cuerpo ciliar respecto de la
presencia de micrometastasis. Se ha constatado una relacion
estadisticamente significativa entre la invasion de la raiz del iris y la presencia
de melanocitos circulantes (p=0,031), una situacion atribuible a las mismas
causas que hemos descrito previamente. Reafirma este hecho el mayor
porcentaje de micrometastasis que hemos encontrado en los pacientes con
afectacion del cuerpo ciliar, de los que el 18,2% presentan células circulantes,
respecto a un 3,8% (p=0,137). Algo similar ocurre con la afectacion del angulo
camerular, en cuyo caso detectamos micrometastasis en el 16,7% respecto del
5,4% (p=0,342). Numerosos autores han descrito esta relacion entre la
afectacion del cuerpo ciliar e iris, y el pronodstico vital.53.55.56,61 No hemos
encontrado descripciones que relacionen la afectacion del angulo con la
supervivencia.

En cuanto a la localizacion del margen tumoral posterior (p=0,200) y a
la afectacion del disco optico (p=0,433) no hemos encontrado ninguna
relacion estadisticamente significativa. Parece existir una mayor tendencia a
presentar micrometastasis en los pacientes con el margen tumoral posterior
por delante del ecuador (14,3%) respecto de los pacientes con el margen por
detras del ecuador(3,9%). Esta observacion estaria en contra de numerosos
estudios publicados en la literatura. Por lo que se refiere a la afectacion del
nervio Optico, podemos comprobar que pacientes afectos presentan mayor
porcentaje de células circulantes (12,5%) , respecto de aquellos en los que no
hay contacto (5,6%). Coinciden varios autores en que la proximidad u
afectacion del nervio oOptico por el margen posterior es un factor que
condiciona el prondstico vital de los pacientes afectos de melanoma de
uveabl.62,

En relaciéon a la extension al humor vitreo, entre los pacientes con

presencia de células en el mismo, y por lo tanto con rotura de la membrana
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de Bruch e invasion de la retina, hemos observado un 50% de presencia de
micrometastasis, respecto de un 4,8% entre los que no presentaban ésta
complicacion (p=0,032). Por el contrario no hemos podido demostrar ésta
misma asociaciéon, cuando solamente observabamos la presencia de la rotura
de la membrana de Bruch, que se constata oftalmoscopicamente como un
crecimiento tumoral en champinon. Este hecho probablemente es debido a
que la mencionada caracteristica clinica representa un estadio de crecimiento
menos avanzado que la invasion del humor vitreo, lo cual comporta ademas
invasion de la retina, y por lo tanto de su vascularizacion. Por otro lado, en la
mayoria de casos de afectacion vitrea nos enfrentamos a una tumoracion de
mayor tamano. Otros autores han descrito la asociacion de invasion del
humor vitreo con un peor pronostico vital.53

La presencia de segundas neoplasias, ya sea antes, durante o después
del diagnostico de melanoma maligno de tivea, ha presentado una frecuencia
elevada en nuestra serie de pacientes (9%), pero este hecho no se ha
relacionado con una mayor presencia de melanocitos circulantes en sangre
periférica (p=1,000). Otros autores han descrito una elevada frecuencia de
segundas neoplasias en pacientes afectos de melanoma maligno de tvea. Este
hecho puede relacionarse con alteraciones genéticas, que condicionan una
predisposicion al desarrollo de varias neoplasias, tal como sucede con el
sindrome de Li-Fraumeni, en el que se involucran mutaciones a nivel del gen
supresor pS53(TP53).93.94

La presencia de catarata secundaria, no se ha relacionado de manera
estadisticamente significativa con la presencia de micrometastasis (p=0,328),
pero parece haber una tendencia a que la presencia de catarata condicione un
mayor porcentaje de melanocitos circulantes(16,7%) con respecto a un
cristalino normal (5,1%). Esta observacion clinica puede explicarse, por el
hecho de que las tumoraciones de mayor tamano pueden inducir con mayor
probabilidad una catarata reactiva, ya sea por contacto directo o bien por
factores inflamatorios asociados.

La presencia de glaucoma secundario no se ha relacionado con la

existencia de micrometastasis (p=1.000), en contra de algunas publicaciones
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que si consideran ésta afectacion como factor de mal pronostico®©. En general
el glaucoma secundario se presenta en aquellas tumoraciones con un
crecimiento grande y a menudo difuso, asociado a liberacion de células que
pueden bloquear la malla trabecular, y por esta via facilitar su difusion
hematogena.

El desprendimiento de retina no se ha relacionado de manera
estadisticamente significativa con la presencia de melanocitos circulantes
(p=0,316). No obstante hay una mayor tendencia a presentar micrometastais
en los pacientes con desprendimiento de retina (10,3%), que en los que no lo
presentan (2,8%). Tal como apuntan otros autores, es probable que la
presencia de desprendimiento esté condicionada por un mayor volumen
tumoral. De esta manera cuanto mayor sea la tumoracion, mayores seran las
tracciones que induce el apex tumoral sobre la retina periférica, provocando
con mayor facilidad el desprendimiento®0.61.

Cuando hemos valorado las dimensiones de la tumoracion, ya sea en
altura o bien en diametros horizontal o vertical, s6lo hemos conseguido
obtener un mayor porcentaje estadisticamente  significativo, de
micrometastasis en los pacientes con una base tumoral vertical de mayor
longitud respecto a aquellos cuya longitud es inferior (p=0,025). En el caso de
la base tumoral horizontal (p=0,758), y de la altura (p=0,288) , no hay
diferencias significativas. Aunqué aquellos pacientes con una tumoracion de
altura superior o igual a 5 mm. presentan un mayor porcentaje de
micrometastasis (10,5%), respecto de los que presentan una altura menor de
S mm. (0%). La mayoria de publicaciones sobre factores pronosticos en el
melanoma maligno de uvea, encuentran asociacion entre los diametros
tumorales y la altura, que en definitiva son las medidas para parametrar una
tumoracion, y el pronostico vital de los pacientes5:53.62,

En este trabajo hemos conseguido relacionar estadisticamente el
diametro tumoral vertical con la presencia de micrometastasis, y ademas
hemos constatado la misma tendencia en el caso de la altura tumoral, aunque

no sea estadisticamente significativo.
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Teniendo en cuenta la clasificacion del Collaborative Ocular Melanoma
Study (COMS), no hemos encontrado una relacion estadisticamente
significativa entre los tres grupos de tumores (p=0,266), pero si que hemos
observado una tendencia a presentar una mayor proporcion de
micrometastasis, segun se trate del grupo I (0%), del grupo II (3,3%), o del
grupo III (13%). En definitiva, ésta clasificacion basada en las dimensiones de
la tumoracion nos corrobora lo que habiamos expuesto anteriormente
respecto a la altura y diametros tumorales.

Los factores clinicos, distancia al disco optico (p=0,248) y a la fovea
(p=0,195), no se han relacionado de manera significativa con la presencia de
melanocitos circulantes, al contrario de otros trabajos, que si relacionan la
menor distancia al disco optico como un factor de mal pronostico®2.

Cuando valoramos el estado sistémico de los pacientes de nuestra serie
y lo confrontamos con la presencia de micrometastasis en sangre periférica,
encontramos una relacion que es estadisticamente significativa (p=0,008). Es
decir entre aquellos pacientes con evidencia clinica de enfermedad
diseminada, el porcentaje de casos con melanocitos circulantes (66,7%), es
mayor que en los libres de metastasis (3,2%). Esta es una relacion logica,
puesto que los pacientes con evidencia de enfermedad metastasica sistémica,
tienen mayores probabilidades de presentar melanocitos circulantes en
sangre periférica, que se van liberando de los focos metastasicos y pueden
anidar en otras localizaciones si encuentran unas condiciones de
implantacion optimas. Se discute si esta liberacion de células metastasicas se
produce de manera continua en el tiempo, o bien si tiene lugar de forma
discontinua. Por lo tanto, para diagnosticar el mayor numero de pacientes
que presentan micrometastasis, es del todo necesario realizar extracciones
sanguineas de manera seriada en el tiempo, para aumentar la probabilidad de
detectar alguna liberacion de células en el torrente vascular.

Cuando consideramos el seguimiento de los pacientes, es decir el
tiempo transcurrido desde el diagnoéstico de la tumoracion hasta la fecha de la
extraccion sanguinea, hemos encontrado una relacion estadisticamente

significativa (p=0,033), respecto de la presencia de melanocitos circulantes.
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De tal manera que la proporcion de pacientes con micrometastasis
aumentaba, conforme lo hacia el periodo de seguimiento. Asi aquellos
pacientes con un seguimiento de O a 2 anos, presentaban un 0% de
micrometastasis, aquellos con un seguimiento de 2 a 5 anos, un 10,5% y
aquellos con un seguimiento superior a 5 anos, el porcentaje se elevaba al
25%. Esta tendencia creciente también era estadisticamente significativa
mediante el test de chi-cuadrado de tendencias (p=0,009).

La ultima observacion, también queda reflejada mediante el método de
Kaplan-Meier (log rank= 0,003), en el que relacionamos la enfermedad
metastasica acumulada con el seguimiento, respecto el resultado de la PCR.
En éste analisis podemos ver como la supervivencia libre de enfermedad a los
122,4 meses (3.672 dias) entre los pacientes RT-PCR-negativos fué del
98,33%, en contra de los pacientes RT-PCR-positivos que fué del 50%. Por lo
tanto la deteccion de melanocitos circulantes en sangre periférica en nuestra
serie podria tener un valor pronéstico en cuanto a recidivas y supervivencia.

No hay datos en la literatura respecto al significado prondstico de la
presencia de micrometastasis en la sangre periférica de los pacientes afectos
de melanoma maligno de tvea. Sé6lo disponemos de un articulo?s3 en el que
se detect6 en dos pacientes el ARNm de la tirosinasa mediante la RT-PCR en
un total de 12 pacientes, uno de ellos al cabo de 12 meses desarrollo
metastasis hepaticas.

En el caso del melanoma maligno cutaneo, la mayoria de autores
determinan la presencia de micrometastasis en el momento del diagnostico y
lo relacionan con el estadio clinico, asi como con el pronostico 123,165,231,164,233
Solamente en una publicacion se ha determinado la presencia de células
circulantes de melanoma en sangre periférica, de pacientes diagnosticados de
melanoma con anterioridad, llegando a la conclusion que los que son
positivos a la prueba presentan un mayor riesgo de recurrencia y muerte277.

En cuanto al tipo de tratamiento, no hemos encontrado diferencias
estadisticamente significativas, respecto a la presencia de micrometastasis
entre los casos tratados de forma conservadora mediante braquiterapia y el

resto de tratamientos (p=0,614), ni tampoco entre la enucleacion y los demas
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(p=0,293). Segun estos resultados, la braquiterapia parece condicionar una
tendencia a un porcentaje inferior de micrometastasis (3,2%) respecto a los
otros tratamientos (9,1%). Algo parecido ocurre entre la enucleacion y el resto
de tratamientos. Entre los pacientes enucleados existe una proporcion
superior de detecion de melanocitos circulantes (11,8%), respecto a los
pacientes a los que se les ha aplicado otros tratamientos (4,3%). Estas
tendencias no son valorables, puesto que, debido al bajo porcentaje de
pacientes positivos a la PCR, estos no se han agrupado segun su tamano
tumoral, y por lo tanto hemos sesgado con mucha probabilidad la seleccion.
Ello es cierto en el caso de los tratamientos mas radicales, como la
enucleacion, aplicados a los pacientes que presentaban tumoraciones mas
grandes, en cuyo caso es mas probable que detectemos la presencia de
melanocitos circulantes.

Respecto a las variables anatomo-patologicas no hemos conseguido
relacionar ninguna de ellas con el resultado de la RT-PCR.

Hemos detectado una tendencia proxima a la significacion estadistica,
en las tumoraciones con celularidad mixta, a presentar una mayor proporcion
de micrometastasis, respecto a los tumores de celularidad fusiforme y
epiteliode (p= 0.079). Clasicamente se ha relacionado el tipo celular con el
pronostico, de tal manera que aquellas lesiones de predominio epiteliode o
mixto, presentaban un peor pronostico.

No hemos podido relacionar otros factores pronodsticos histopatologicos
clasicos, ya sea la actividad mitética, la presencia de linfocitos o el contaje de
PCNA con el resultado de la RT-PCR.

Queda por determinar en proximas investigaciones, si la positividad
mediante la RT-PCR permite detectar mas precozmente la presencia de
metastasis, respecto de las exploraciones convencionales, y por lo tanto
diagnosticamos a estos pacientes en un estadio mas precoz. O bien si este
hecho, por si sé6lo constituye un factor clinico pronéstico, que implique un
menor intervalo libre de enfermedad o una menor supervivencia global,
independientemente de la presencia o no de metastasis clinicas. Tanto de una

manera como otra, ello tiene gran trascendencia clinica, puesto que cada vez
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disponemos de mas protocolos de tratamiento de la enfermedad metastasica,
o de aquellos pacientes que presenten factores clinicos o anatomo-patologicos
que impliquen un peor pronoéstico y que naturalmente se aplicarian a este
subgrupo de pacientes. En el caso del melanoma maligno cutaneo se estan
utilizando tratamientos adyuvantes con interferon alfa-2b o con anticuerpos
anti-GM2, que parece que pueden incrementar el intervalo libre de
enfermedad y la supervivencia global de estos pacientes en estadios II y
[11.278,279,280 Cuando nos centramos en el melanoma maligno de uvea,
disponemos de varios protocolos, para el tratamiento de la enfermedad
diseminada, mediante quimioembolizacion hepatica con cisplatino?8!,
quimioterapia sistémica con bleomicina, vincristina, lomustina, dacarbacina e
interferon alfa-2b282  lobectomia hepatica en lesiones localizadas y accesibles
quirurgicamente?83 Para conseguir este objetivo seria del todo necesario
iniciar un protocolo para los pacientes afectos de esta tumoracion en donde
de manera seriada se fuese determinando en intervalos de seis meses la
presencia o no de micrometastasis, ello probablemente nos permitiria resolver
estas dudas.

Finalmente también hay que senalar que en la actualidad la RT-PCR es
una técnica cualitativa y no cuantitativa, por lo que no podemos cuantificar el
ARNm que determinamos en sangre periférica, la cual cosa nos permitiria
extrapolar el numero de células circulantes. Es probable que en un futuro
inmediato, tengamos acceso a técnicas que nos permitan una cuantificacion

de los productos de la PCR.
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8. CONCLUSIONES.
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Resumimos a continuacion las conclusiones, que se derivan de este trabajo de
investigacion:

1.La técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa con
transcripcion reversa (RT-PCR) es util para la determinacion del ARNm
codificado por el gen de la tirosinasa en sangre periférica, como indicador
de la presencia de células tumorales circulantes. Hemos podido demostrar
la elevada sensibilidad de esta técnica en la deteccion de células de
melanoma maligno de uvea procedentes del cultivo de varias lineas
celulares diluidas en muestras sanguineas de células mononucleadas
procedentes de pacientes sanos. En todas las lineas celulares la
sensibilidad ha sido 1 célula entre 10x10° células mononucleadas, lo que
equivale a la deteccion de 1 célula en 5 cc. de sangre total. Uno de los
factores que pueden haber influido en nuestros buenos resultados es la
utilizacion de hexameros al azar( Oligo p(N)e)

2. Cuando aplicamos ésta técnica a nuestra serie de pacientes, hemos
podido demostrar como la presencia de células de melanoma maligno de
uvea circulantes, era objetivable en una proporcion de pacientes del 6,15%.
No se ha evidenciado ningun falso positivo entre el grupo de pacientes
sanos, por lo que la especificidad es del 100%.

3. La RT-PCR es una exploracion que puede anadirse como prueba
de rastreo de metastasis en pacientes afectos de melanoma maligno de
uvea, puesto que cuando la prueba es negativa permite con gran seguridad
descartar la presencia de enfermedad diseminada. En el caso de que un
paciente sea positivo a la prueba, dependiendo de la clasificacion del COMS
(que tiene en cuenta exclusivamente el tamano tumoral), mayor sera su
probabilidad de presentar enfermedad diseminada.

4. Hemos podido establecer relaciones clinicas entre factores
pronosticos clinicos y la presencia de micrometastasis, como:

e la invasion de la raiz del iris
¢ la extension tumoral al humor vitreo

la base tumoral vertical

el estado sistémico
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e ¢l tiempo de seguimiento

Finalmente, hay que senalar, que este trabajo de investigacion nos permitira
incorporar en el seguimiento de nuestros pacientes, afectos de melanoma
maligno de uvea, una prueba adicional en el rastreo de enfermedad
metastasica.

Queda por determinar el significado pronédstico de la positividad mediante la
RT-PCR, y si esta técnica nos diagnosticara mas precozmente la enfermedad
diseminada, respecto a las exploraciones complementarias clasicas

(Radiografia de torax, enzimas hepaticos y ecografia hepatica).
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