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INTRODUZIONE

Il melanoma ¢ una delle forme piu aggressive di neoplasie maligne e la sua incidenza
¢ in continuo aumento nella popolazione caucasica. Esso ¢ una complessa ed eteroge-
nea neoplasia, causata da una proliferazione anomala dei melanociti: cellule pigmen-
tate normalmente presenti nell’epidermide, nel derma e nel bulbo pilifero, derivanti

dalla cresta neurale.

La cute ¢ la sede elettiva del melanoma, tuttavia puo localizzarsi primariamente alle
mucose, occhio (uvea, coroide e congiuntiva) € meningi.

Nel mondo, esso ¢ al 16° posto tra 1 tumori piu frequenti negli uomini e al 18° posto
nelle donne. Rappresenta per incidenza 1’1,5 % del totale dei tumori negli uomini e
1’1,6 % nelle donne, con circa 102.000 nuovi casi/anno (26.000 morti/anno) ¢ 98.000

nuovi casi/anno (21.000 morti/anno), rispettivamente negli uomini e nelle donne .

Negli ultimi 40 anni, I’incidenza del melanoma ¢ aumentata, soprattutto tra la popola-
zione di razza bianca. Negli Stati Uniti, I’incidenza del melanoma ¢ passata da 6 casi
per 100.000 abitanti all’inizio del 1970 a 18 casi per 100.000 abitanti all’inizio del
2000, mostrando un incremento del tasso di incidenza di 3 volte. Nello stesso periodo,
nei Paesi dell’Europa centrale, 1 tassi di incidenza sono passati da 3-4 casi per 100.000
a 10-15 casi per 100.000 abitanti, mostrando incrementi analoghi agli Stati Uniti. Inol-
tre, lo studio dei trend d’incidenza indica che nei Paesi occidentali 1 tassi continueranno
ad aumentare anche nelle prossime due decadi. Viceversa, 1 tassi di mortalita si sono
stabilizzati in alcuni Paesi, a partire dagli anni ‘90, indicando, probabilmente, un mi-

glioramento nella diagnosi precoce 2.



Per quanto riguarda la sopravvivenza, un recente lavoro, che ha utilizzato 1 dati dei
Registri Tumori di 18 Paesi europei (EUROCARE-4) relativi al periodo dal 1988 al
1999, ha evidenziato che la sopravvivenza a 5 anni del melanoma ¢ aumentata, pas-
sando dal 78% all’83% 3. Nonostante il melanoma rappresenti il 2-3% del totale dei
tumori (esclusa cute non melanoma), risulta ai primi posti in termini di frequenza nei

soggetti di etd < 50 anni, tra i quali rappresenta 1’8-10% del totale in entrambi i sessi *.

Il numero medio annuo di casi di melanoma registrati nell’area coperta dai Registri
Tumori ¢ stato di 14,3 casi per 100.000 uomini e di 12,6 per 100.000 donne. L’ analis1
dei trend di incidenza, espressi come stima annuale del cambiamento percentuale del
tasso standardizzato APC (“Annual Percentage Change”), ha mostrato un significativo
aumento negli uomini (APC: + 3,8) e nelle donne (APC: + 1,9). Tra gli uomini, anche

la mortalita ¢ in significativa crescita (APC: + 2,6).

La mortalita per melanoma tra gli uomini ¢ ’unica in aumento assieme a quella per il
polmone tra le donne. L’incidenza ¢ simile fra Nord e Centro ed inferiore nel Meri-

dione, mentre la mortalita appare pitt omogenea °.

Al 1Gennaio 2006, I’analisi dei dati di prevalenza ha mostrato circa 81.000 persone
viventi (34.000 uomini e 47.000 donne) che avevano avuto una diagnosi di melanoma
nel corso della loro vita. Di queste, circa il 40% ha avuto una diagnosi di melanoma
negli ultimi 5 anni rispetto al Gennaio 2006 ©. Recenti dati mostrano una sopravvivenza
relativa a 5 anni dalla diagnosi dell’81% negli uomini e dell’88% nelle donne, con un

gradiente alla riduzione sia all’aumentare dell’eta, sia geografico, da Nord a Sud Italia’.



IL MELANOMA

Fattori di rischio
I fattori di rischio per lo sviluppo del melanoma maligno (MM) vengono suddivisi in

ambientali ed individuali.

FATTORI AMBIENTALI
Esposizione al sole e scottature

Fin dagli anni ‘80, I’esposizione al sole ¢ stata identificata in molti studi epidemiologici
come la principale causa ambientale di melanoma, nonostante questa relazione sia tut-

tora dibattuta 2% 39,

In particolare, ¢ stata riportata un’associazione positiva diretta con 1’esposizione inter-

mittente al sole durante il tempo libero 3!-32,

L’accumulo di evidenze scientifiche ha portato nel 1991 ad una prima “Consensus
Conference” sui danni da radiazioni solari 33, nella quale i componenti della Commis-
sione hanno concordato che I’esposizione alla luce solare ¢ il solo fattore esogeno cau-

sale per il melanoma nelle popolazioni di razza bianca.

L’anno successivo, 1992, un altro gruppo di ricercatori, riunitosi presso I’International
Agency for Research on Cancer (IARC) di Lione, dopo aver rivisto con grande detta-
glio 1 lavori scientifici pubblicati sull’associazione tra melanoma ed esposizione al
sole, ha concluso che I’esposizione solare ¢ la principale causa del melanoma
nell’uomo **. D’interesse, il ruolo della luce UV come fattore induttore nella genesi del

melanoma in eta infantile, che & stato convalidato anche in un modello murino *.



Sono stati pubblicati 2 studi di meta-analisi 337 ed uno studio di pooled analisis sull’ar-
gomento *%. Lo studio di Gandini et al. 3 ha analizzato i risultati di 57 lavori interna-
zionali pubblicati nel periodo 1969-2002 (50 studi caso-controllo, 5 studi di coorte e 2

nested caso-controllo).

Gli Autori hanno calcolato un rischio relativo pool (RR) per il melanoma di 1,34 (95%
intervallo di confidenza - CI: 1,02 -1,77) nei soggetti esposti a radiazioni UV rispetto

al non-esposti.

Inoltre, gli Autori hanno classificato 1’esposizione solare in: intermittente (solo come
attivita sportive all’aria aperta, sport acquatici e vacanze in posti soleggiati), continua
(solo esposizione occupazionale) e totale (sia intermittente sia continua). Questo ri-
schio, in confronto ai non-esposti, era significativamente piu elevato nei soggetti con
un’esposizione intermittente (RR=1,61; 95% CI: 1,31-1,99) rispetto ai soggetti con

un’esposizione continua (RR=0,98).

I soggetti con una storia di scottature avevano un rischio circa 2 volte piu elevato
(RR=2,03; 95% CI: 1,73-2,37) rispetto a quelli che non ne avevano subite. Inoltre, il
rischio era piu elevato quando gli episodi di scottature erano avvenuti nell’infanzia

rispetto all’eta adulta 6.

Lo studio di Dennis et al. 3" ha analizzato 51 lavori internazionali, pubblicati nel pe-
riodo 1985-2002, valutando il rischio di melanoma rispetto alla storia di scottature ed
all’esposizione solare durante tutta la vita dei soggetti. Gli Autori hanno trovato che il

rischio di melanoma per le scottature in specifici periodi della vita era leggermente piu



elevato se queste erano avvenute nell’infanzia (OR: 1,9; 95% CI: 1,6-2,3) e nell’ado-

lescenza (OR=1,6; 95% CI: 1,4-1,9) rispetto all’eta adulta (OR=1,4; 95% CI: 1,3-1,6).

Il rischio calcolato su tutto il periodo della vita era 1,6 (95% CI:1,4-1,8), rischio che ¢
coerente con quelli osservati nei singoli periodi della vita. In 26 lavori, tra quelli iden-
tificati, ¢ stato possibile calcolare il rischio di melanoma per il numero di scottature

(clinicamente rilevanti), avvenute nel corso della vita dei soggetti.

Gli Autori hanno calcolato che per incrementi di 5 scottature avvenute nei vari periodi
della vita, 1 rischi erano 1,4 nell’infanzia, 1,4 nell’adolescenza e 1,5 nell’eta adulta,
confermando che sia la scottatura in sé, sia i1l numero di scottature avvenute nel corso

della vita rappresentano un importante fattore di rischio per il melanoma.

Lo studio di Chang et al. *® ha analizzato 1’associazione tra rischio di melanoma ed
esposizione solare a diverse latitudini, durante il tempo libero e durante il lavoro. La
pooled analisis ¢ stata fatta considerando 15 studi caso-controllo pubblicati nel periodo
1994-2006 (5.700 casi di melanoma e 7.216 controlli). Gli Autori hanno evidenziato
che I’esposizione durante il tempo libero, stratificata per latitudine di residenza dei
soggetti, era un fattore di rischio di melanoma per il tronco (OR=1,7; 95% CI: 1,4- 2,2)
e per gli arti (OR=1,4; 95% CI: 1,1-1,7), ma non per il capo-collo (OR=1,1; 95% CI:

0,8-1,4).

L’esposizione solare durante il lavoro era associata con il rischio di melanoma per il
capo-collo nelle aree a bassa latitudine (OR=1,7; 95% CI: 1,0-3,0). Il rischio associato
alle scottature nell’infanzia era 1,5 (95% CI: 1,3-1,7), 1,5 (95% CI: 1,3-1,7) e 1,4 (95%

CI: 1,1-1,7), rispettivamente per il melanoma del tronco, degli arti e della regione capo-
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collo, mostrando solo piccole differenze per le diverse latitudini. Lo studio ha eviden-
ziato che il rischio di melanoma in differenti parti del corpo ¢ associato con differenti
modelli di esposizione. L’esposizione solare durante il tempo libero ¢ un forte indica-
tore di rischio di melanoma a tutte le latitudini, mentre I’esposizione durante il lavoro
e ’esposizione totale appaiono indicatori di rischio di melanoma, soprattutto a basse

latitudini.

In conclusione, i risultati della letteratura mostrano che vi ¢ una associazione positiva
tra esposizione ai raggi solari e rischio di melanoma e che il rischio ¢ elevato a tutte le

eta. Inoltre, 1l rischio aumenta con il numero di scottature avvenute nel corso della vita.

FATTORI INDIVIDUALI

Nevo comune e nevo atipico

I risultati della letteratura scientifica hanno suggerito che, per le popolazioni di origine
caucasica, il numero di nevi melanocitari rappresenta un valido indicatore di rischio

per il melanoma e che i nevi atipici possono avere un ruolo indipendente 3% 40,

Inoltre, il rischio di melanoma ¢ basso nei soggetti con pochi nevi comuni, mentre ¢

piu elevato nei soggetti con nevi multipli e nevi atipici #.

Recentemente, sono stati pubblicati 2 lavori di meta-analisi 4> %3.

Lo studio di Gandini et al. * ha analizzato i risultati di 46 lavori internazionali pubbli-

cati nel periodo 1969-2002 (36 studi caso-controllo, 8 studi di coorte e 2 studi nested).
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Gli Autori hanno confermato che il numero di nevi comuni € un importante fattore di
rischio, con un incremento di rischio associato alla presenza di un numero > 100 nevi
in confronto ad un numero < 15 nevi (RR=6,89; 95% CI: 4,63-10,25) ¢ al numero di
nevi atipici (RR=6,36; 95% CI: 3,80-10, 33 per > 5 verso zero). Lo studio di Olsen et
al. ¥, in particolare, ha analizzato 1’associazione tra rischio di melanoma e tipo di nevi,
calcolando la frazione di rischio attribuibile (PAF, “Population Attributable Fraction™),
cio¢ la proporzione di casi di melanoma nella popolazione attribuibile alla presenza dei

singoli fattori di rischio.

In questa meta-analisi sono stati valutati 49 studi, pubblicati nel periodo 1980-2008, di
cui 25 sui nevi atipici € 23 sui nevi comuni. Gli Autori hanno trovato che per 1 soggetti
con > 1 nevo atipico il rischio relativo di melanoma era 3,63 (95% CI: 2,85-4,62), con
un PAF del 25% ed inoltre, che 1l 4%, 11 7%, 11 15% ed il 25% dei melanomi era attri-
buibile (PAF) ai soggetti con un numero di nevi comuni rispettivamente < 10, 11-24,
25-49 ¢ > 50. In conclusione, 1 risultati della letteratura mostrano che il numero dei
nevi comuni, dei nevi atipici e dei nevi multipli ¢ un importante fattore di rischio per

1l melanoma.

E’ opportuno sottolineare che il termine di nevo atipico € considerato un sinonimo di
nevo clinicamente displastico e che non esiste una correlazione stringente tra nevo cli-
nicamente displastico e nevo istologicamente displastico (displasia dimostrata
all’esame istopatologico). I principali criteri cito-architetturali che consentono di porre
diagnosi di nevo istologicamente displastico sono: estensione laterale della compo-

nente giunzionale oltre la componente dermica (estensione laterale o “spalla”), nidi di
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melanociti giunzionali irregolarmente orientati (proliferazione a nidi disordinati), iper-
plasia epidermica lentigginosa, atipia citologica discontinua (random), fibroplasia ed
infiltrato linfocitario dermico. Ad oggi, non ¢ dimostrato che il nevo displastico isto-

logicamente determinato rappresenti un precursore morfologico del melanoma.

Recentemente, sono stati pubblicati 2 studi di meta-analisi %47, che hanno confermato

questi risultati.

Nella meta-analisi di Peto e Houlston (2001) 46 si & confermata un’associazione posi-
tiva tra rischio di melanoma e familiarita per melanoma (RR=2,5). A simile conclu-
sione ¢ giunta la successiva meta-analisi di Gandini et al. #7, in cui gli Autori hanno
analizzato 1 risultati di 60 lavori internazionali pubblicati nel periodo 1969-2002 (57
studi caso-controllo, 2 studi di coorte ed 1 studio nested): gli Autori hanno confermato
che 1 soggetti con familiarita positiva per melanoma hanno un rischio pool di melanoma
di 1,74 (95% CI: 1,41-2,14) in confronto a quelli senza familiarita. In conclusione, 1
risultati della letteratura hanno evidenziato come 1 soggetti con una storia familiare
positiva per melanoma hanno un rischio circa 2 volte piu elevato di sviluppare un me-

lanoma rispetto a soggetti senza familiarita.

Caratteristiche fenotipiche

Tra gli studi epidemiologici pubblicati (1984-2004), molti hanno valutato 1’associa-
zione tra rischio di melanoma e caratteristiche fenotipiche della popolazione (ad esem-
pio, densita delle lentiggini, colore degli occhi, dei capelli e della pelle). La maggior
parte di questi studi ha mostrato un rischio elevato di melanoma nei soggetti con alta
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densita di lentiggini (rischi tra 1,7 e 6,9) verso bassa densita; occhi chiari/grigi (rischi
tra 1,1 e 3,8) e occhi blu (rischi tra 1,0 e 4,5) verso occhi neri; capelli rossi (rischi tra
1,2 ¢ 7,8) e biondi (rischi tra 1,1 e 4,9) verso capelli neri; pelle chiara (rischi tra 1,6 e
9,0) verso pelle scura. La variabilita del rischio di melanoma, e soprattutto alcuni ri-
sultati discordanti, sono probabilmente dovuti ad un aggiustamento non appropriato
dei rischi per tutti quei fattori di confondimento noti (ad esempio, razza, durata di espo-

sizione solare, varie caratteristiche fenotipiche, fototipo e familiarita per melanoma).

Recentemente, sono stati pubblicati 2 studi di meta-analisi 743

Lo studio di Gandini et al.*’ ha analizzato i dati di 60 lavori internazionali pubblicati
nel periodo 1969-2002. Gli Autori hanno evidenziato che 1 soggetti con un’alta densita
di lentiggini hanno un rischio di melanoma 2 volte piu grande in confronto a quelli

senza lentiggini o con lentiggini diradate (RR=2,10; 95% CI: 1,80-2,45).

I soggetti con fototipo di Fitzpatrick I verso quelli con fototipo IV hanno un rischio di

melanoma di 2.

I soggetti con occhi chiari hanno un rischio di melanoma piu alto rispetto a quelli con

occhi neri (RR=1,62; 95% CI: 1,44-1,81).

In confronto ai soggetti con capelli neri, il rischio di melanoma era piu elevato nei
soggetti con capelli rossi (RR=3,64), intermedio nei soggetti con capelli biondi
(RR=1,61) e basso nei soggetti con capelli castani (RR=1,52). Infine, il rischio di me-
lanoma nei soggetti con pelle chiara era maggiore in confronto a quelli con pelle scura

(RR=2,06; 95% CI: 1,68-2,52).
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La meta-analisi di Olsen et al. *® ha analizzato i dati di 66 lavori internazionali pubbli-
cati nel periodo 1979-2008 (42 studi caso-controllo ospedalieri; 20 studi caso-controllo
di popolazione, 3 studi di coorte e 1 studio nested). Gli Autori hanno calcolato che 1
rischi pool erano: 2,64 per soggetti con capelli rossi/rosso-biondi, 2,0 per quelli biondi
e 1,46 per quelli castano chiaro verso i soggetti con capelli neri. I rischi erano: 1,57 per
1 soggetti con occhi blu/blu-grigi, 1,51 per quelli con occhi verdi/grigi/nocciola verso

quelli con occhi neri.

I rischi erano: 2,27, 1,99 e 1,35 per 1 soggetti con fototipo cutaneo I, 1T e III rispettiva-

mente verso quelli con fototipo IV.

Infine, il rischio di melanoma era 1,99 per 1 soggetti con lentiggini verso quelli senza
lentiggini. Inoltre, gli Autori hanno calcolato che il valore di PAF era del 27% per il
fototipo I/I1, del 23% per la presenza di lentiggini, del 23% per il colore chiaro/biondo
dei capelli e del 18% e del 13% per gli occhi blu/blu-grigi e verdi/grigi/nocciola, ri-

spettivamente.

In conclusione, ci sono evidenze scientifiche che 1 soggetti con cute, occhi e capelli
chiari e con fototipo I/II hanno un rischio di melanoma doppio rispetto ai soggetti con

cute scura e con occhi, capelli scuri/neri e fototipo I'V.

Sebbene lo screening di massa rappresenti il migliore presidio di prevenzione secon-
daria dei tumori, esso non ¢ proponibile per gli alti costi riferibili alla necessita di esa-
minare I’intero ambito cutaneo di tutti 1 soggetti di eta superiore ai 16-18 anni. Piu

proponibile ¢ uno screening selettivo diretto ai soggetti ad alto rischio (ad esempio,
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familiarita per melanoma, caratteristiche fenotipiche e portatori di lesioni pigmen-

tate)*9-30.

Esposizione a radiazione UV, lampade e lettini per I’abbronzatura

E’ noto come I’esposizione intensa ed intermittente alle radiazioni UV solari sia un

importante fattore di rischio per il melanoma 3°.

Le radiazioni UV hanno una lunghezza d’onda tra 100 e 400 nm e sono classificate in
UVA (400-315 nm), UVB (315-280 nm) e UVC (280-100 nm). Le moderne apparec-
chiature per 1’abbronzatura emettono principalmente radiazioni nel range UVA, ma

una frazione < 5% di questo spettro ¢ nel range UVB.

Prima del 1992, le radiazioni UVB erano considerate la sola parte cancerogena dello
spettro solare, ma da allora anche le radiazioni UV A sono state sospettate di essere un

potenziale cancerogeno.

Per questo, nel 1992, la IARC ha classificato le radiazioni UVB e UVA, e “I’uso di
lampade e lettini per 1’abbronzatura” come “probabili cancerogeni per 1’'uomo”
(Gruppo 2A, della Classificazione IARC degli agenti cancerogeni) 3. Molti studi epi-
demiologici hanno esaminato 1’associazione tra rischio di melanoma e I’uso di lampade

e/o lettini per I’abbronzatura.

Questo perché 1’utilizzo di queste apparecchiature, che si ¢ andato diffondendo dagli
anni ‘80 in molti Paesi sviluppati, in particolare del Nord Europa e degli Stati Uniti, ¢

una fonte artificiale di radiazioni UV.
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Recentemente, sono stati pubblicati 2 studi di meta-analisi 4 *° ed uno studio caso-
controllo di popolazione 3!, che hanno analizzato 1’associazione tra rischio di mela-

noma e ’utilizzo di lampade e/o lettini per I’abbronzatura.

Nello studio di Gallagher et al.*, gli Autori hanno analizzato i risultati di 10 lavori
internazionali pubblicati nel periodo 1984-2004 (9 studi caso-controllo e 1 studio di
coorte). Gli Autori hanno calcolato un rischio relativo pool per il melanoma di 1,25
(95% CI: 1,05-1,49) nei soggetti che avevano fatto uso nella loro vita di lampade e/o

lettini per I’abbronzatura rispetto a quelli che non ne avevano fatto uso.

Inoltre, il rischio di melanoma era maggiore nei soggetti che si erano esposti per la
prima volta in giovane eta < 40 anni (RR=1,69; 95% CI:1,32-2,19) e nei soggetti che
avevano usato queste apparecchiature molto di frequente o per lunghi periodi

(RR=1,61; CI: 1,21-2,12).

Nella successiva meta-analisi della IARC (2007) (50), sono stati analizzati i risultati di
23 lavori internazionali pubblicati nel periodo 1981-2005 (11 studi caso-controllo di

popolazione e 12 studi caso-controllo).

Gli Autori hanno calcolato un rischio relativo pool (basato su 19 studi) per il melanoma
di 1,15 (95% CI: 1,00-1,31) nei soggetti che avevano fatto uso di lampade e/o lettini
per I’abbronzatura rispetto a quelli che non ne avevano fatto uso. Tuttavia, non vi era
nessuna relazione con la dose dell’esposizione. Inoltre, il rischio di melanoma era mag-
giore nei soggetti che si erano esposti per la prima volta in giovane eta < 35 anni

(RR=1,75; 95% CI:1,35-2,26).

Nel 2010, ¢ stato pubblicato uno studio caso-controllo di popolazione (1.167 casi e
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1.101 controlli) condotto nel periodo 2004-2007 nello stato del Minnesota >'.

Gli Autori hanno analizzato I’uso, a casa, di lampade per 1I’abbronzatura, raccogliendo
informazioni dettagliate circa le caratteristiche delle lampade usate (per esempio mo-
dello, emissioni di UVA e UVB). Gli Autori hanno trovato un aumento di rischio per
melanoma nei soggetti che avevano fatto uso di lampade e/o lettini per 1’abbronzatura
(OR=1,74; 95% CI: 1,42-2,14) rispetto a chi non ne aveva fatto uso. Inoltre, ¢ risultato
che 1l rischio di melanoma era medio nei soggetti che avevano utilizzato apparecchi
che intensificavano le radiazioni UVB (OR=2,86; CI: 2,03-4,03), piu elevato, invece,
nei soggetti che avevano utilizzato apparecchi che emettevano radiazioni UVA
(OR=4,44; 95% CI:2,45-8,02) ed infine, che il rischio aumentava con gli anni e le se-

dute di esposizione.

In conclusione, 1 risultati della letteratura scientifica indicano che vi € un significativo
aumento del rischio di melanoma nei soggetti che fanno uso di lampade e/o lettini per
I’abbronzatura e che il rischio ¢ maggiore se 1’esposizione avviene in giovane eta. Inol-
tre, 1 dati sono di supporto alle indicazioni della IARC ossia che 1’abbronzatura ottenuta
con lampade e/o lettini per I’abbronzatura ¢ cancerogena per I’'uomo e dovrebbe essere

evitata per ridurre il rischio di melanoma 2.

In Italia, ¢ stato promulgato un decreto del Ministero dello Sviluppo Economico (n.110
del 12 maggio 2011), con il quale sono state normate le apparecchiature di tipo estetico,
e tra queste anche quelle abbronzanti, in cui si esplicita il divieto d’uso di queste appa-
recchiature per 1 minori di 18 anni, le donne in gravidanza, soggetti che soffrono o

hanno sofferto di tumore della cute e quelli che si abbronzano con difficolta o che si
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scottano con facilita.

Uso di creme solari protettive

Le creme solari protettive sono state pensate per proteggere la cute dagli effetti dannosi
dei raggi solari. Alcuni studi suggerivano che la limitazione dell’esposizione alle ra-
diazioni UV utilizzando le creme solari protettive potesse ridurre il rischio di neoplasie
cutanee non-melanoma fino al 78%. Viceversa, altri studi hanno suggerito che le creme

solari protettive non proteggono dal rischio di melanoma.

PRV

zioni fuorvianti tra I’uso delle creme solari protettive e il rischio di melanoma. Infatti,
pochi studi avevano stratificato 1 soggetti secondo la loro sensibilita al sole o condotto
controlli appropriati per aggiustare questo fattore. Le persone sensibili alle radiazioni
solari sono notoriamente a piu alto rischio di melanoma e sono quelle piu portate

all’utilizzo di creme solari protettive >4,

D1 conseguenza, il rischio aumentato di melanoma tra gli utilizzatori di creme solari
potrebbe essere causato dalla sensibilita al sole dei soggetti, piuttosto che unicamente
all’uso di creme solari protettive, o anche dalla falsa sicurezza che puo indurre gli uti-
lizzatori a esporsi per periodi piu lunghi di quelli indicati dalle industrie produttrici di
creme solari e dalla non consapevolezza che le applicazioni delle stesse devono essere
ripetute nel corso della giornata 2. Quindi un mancato controllo degli effetti confon-
denti della sensibilita al sole produrrebbe rischi piu grandi di quelli aggiustati per la
sensibilita al sole.
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Recentemente, sono stati pubblicati 2 studi di meta-analisi > ¢ che hanno analizzato

I’associazione tra rischio di melanoma e uso di creme solari protettive.

Nello studio di Huncharek et al. >, gli Autori hanno analizzato i dati di 11 studi caso-
controllo. Gli Autori hanno calcolato un rischio per il melanoma di 1,01 (95% CI: 0,46-
2,28) nei soggetti che avevano fatto uso di creme solari protettive rispetto a quelli che
non avevano fatto uso, indicando che non vi era nessuna associazione tra creme solari

protettive e rischio di melanoma.

In seguito, € stata pubblicata un’esaustiva meta-analisi di 18 studi caso-controllo pub-
blicati tra il 1966 ¢ il 2003. Dennis et al. *® hanno calcolato un rischio pool per ’uso
continuo di creme solari protettive uguale a 1,0 (95% CI: 0,8-1,2). Inoltre, hanno os-
servato che tra gli studi c’era una certa eterogeneita, per questo hanno condotto un’ul-
teriore analisi per cercare di spiegare le cause di questa eterogeneita, includendo la
sensibilita al sole e la durata dell'esposizione, due variabili che sono considerate po-
tenziali fattori di confondimento. Dopo 1’aggiustamento, il rischio pool calcolato scen-
deva a OR=0,8 (95% CI: 0,6-1,0) e diminuiva ulteriormente aggiustando anche per la

dose: OR=0,76 (95% CI: 0,65-0,90).

Quindi, gli Autori hanno concluso che 1’uso di creme solari protettive riduce il rischio

di melanoma.

In conclusione, clinicamente I’uso delle creme solari protettive ad elevato potere scher-
mante e, comunque, adatte al proprio fototipo puo ridurre il rischio di melanoma pre-

venendo le scottature; cid0 nondimeno, le persone devono sapere che le creme solari
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protettive proteggono la cute per periodi limitati di esposizione al sole e che le appli-

cazioni delle stesse devono essere ripetute.

Per questo, 1 consumatori dovrebbero essere informati sui potenziali rischi alla salute

associati con 1’utilizzo di creme solari protettive durante 1’esposizione intenzionale .

Inoltre, le industrie di cosmetici dovrebbero riportare sulle confezioni delle creme so-
lari protettive le attuali informazioni scientifiche sui potenziali rischi sulla cute e, so-
prattutto, che una prolungata esposizione al sole puo causare una scottatura ed aumen-

tare 1l rischio di melanoma.

Uso di contraccettivi orali

Negli ultimi 20 anni sono stati pubblicati molti lavori scientifici che hanno analizzato
il rischio di melanoma e ’uso di contraccettivi orali, tuttavia i risultati spesso erano

discrepanti.

Tra gli studi pubblicati spiccano due lavori, uno studio di meta-analisi del 1997 ed uno
studio successivo di pooled analisis del 2002: entrambi hanno cercato di valutare at-
tentamente questa associazione, tenendo conto di tutte quelle variabili di confondi-

mento, che sono spesso responsabili della variabilita della misura del rischio.

Nella meta-analisi di Pfahlberg et al. *8, gli Autori hanno analizzato i dati di 18 studi

caso-controllo pubblicati nel periodo 1977-1999.

Il rischio pool calcolato era di 0,95 (95% CI: 0,87-1,04) per le donne che avevano fatto

uso di contraccettivi orali rispetto a quelle che non ne avevano fatto uso.
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Nella pooled analisis di Karagas et al. >, gli Autori hanno acquisito e analizzato i dati
originali di 10 studi caso-controllo per un totale di 2.391 casi e 3.199 controlli. In ge-
nerale, gli Autori non hanno osservato alcun eccesso di rischio associato con 1’uso di
contraccettivi orali di durata > 1 anno in confronto al non utilizzo o all’utilizzo < 1
anno (OR=0,86; 95% CI: 0,74-1,01). Gli studi non mostravano alcuna evidenza di ete-

rogeneita.

Inoltre, nessuna relazione era presente tra I’incidenza di melanoma e durata dell’uso

dei contraccettivi orali, 1’eta di inizio e I’anno d1 uso.

In conclusione, 1 dati della letteratura scientifica indicano che non c¢’¢ associazione tra

rischio di melanoma ed uso di contraccettivi orali.

Terapia ormonale sostitutiva in menopausa

Diversi lavori scientifici hanno investigato il rischio di melanoma e la terapia ormonale
sostitutiva in menopausa (HRT) e 1 cui risultati sono stati spesso contrastanti tra di loro,
probabilmente perché la maggior parte di questi studi includevano solo pochi casi di
donne che usavano I’HRT all’interno di una casistica piu grande di donne che assume-

vano contraccettivi orali.

Recentemente, € stato pubblicato uno studio di pooled analisis ® che ha analizzato in
modo ampio il rischio di melanoma con la storia riproduttiva, 1’uso di contraccettivi
orali e la HRT. Gli Autori hanno analizzato 1 dati di 10 studi caso-controllo, pubblicati
nel periodo 1985-2005, € non hanno trovato un rischio aumentato di melanoma nelle

donne che erano state trattate con HRT.
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In conclusione, 1 dati della letteratura scientifica indicano che non c¢’¢ associazione tra

rischio di melanoma ¢ HRT nelle donne trattate °!.

Melanomi multipli

Lo sviluppo di piu di un melanoma primitivo multiplo (MPM) in un soggetto ¢ un
fenomeno ben documentato, che ¢ stato descritto per la prima volta da Pack et al. nel
1952 92, Da allora sono stati pubblicati diversi studi retrospettivi, i quali hanno riportato

un’incidenza di MPM tra 1,2% e 8,2% nei soggetti con un melanoma primitivo.

Molti fattori di rischio associati con lo sviluppo di MPM sono stati identificati.

Questi includono, come per il melanoma unico, una storia familiare positiva per MPM

e una storia individuale di nevi displastici -9,

In particolare, tra i soggetti con MPM, il 18-38% riportava una storia familiare positiva

per melanoma 4 ed il 38 - 46% riportava una storia di nevi displastici 67,

L’analisi dell’intervallo di tempo tra il primo ed il secondo melanoma mostrava che il
51 - 59% dei soggetti con MPM aveva la diagnosi del secondo primitivo entro 12 mesi
anche per effetto dell’aumentata attenzione diagnostica > %4, Inoltre, in molti casi, la
frequenza di un MPM puo avere un background genetico e puo essere associato con
una storia familiare di melanoma. La frequenza di mutazioni nel gene soppressore
CDKNZ2A del tumore ¢ < 2% in tutti 1 pazienti con melanoma, ma esso aumenta dal
8% al 12% nei pazienti con uno sporadico MPM e del 47% in pazienti con MPM ed

una positiva storia familiare 8.
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In conclusione, 1 dati della letteratura scientifica indicano che circa 1-8% dei soggetti
con melanoma primitivo puo sviluppare un MPM ed inoltre, che ai soggetti con MPM
deve essere raccomandato non solo di sottoporsi a visita dermatologica per tutta la vita,
ma anche di auto-esaminarsi periodicamente la cute e di non esporsi alle radiazioni UV

solari o artificiali.

Occupazione

L’esposizione alle radiazioni UV e le caratteristiche fenotipiche dei soggetti sono 1 piu
importanti € ben conosciuti fattori di rischio per il melanoma, ma dati recenti hanno
suggerito che la combinazione di questi fattori non ¢ sufficiente a spiegare completa-
mente il rischio di melanoma 4> %, Tuttavia, il rischio non identificato puo essere il
risultato di fattori apparentemente meno importanti come 1I’esposizione occupazionale
a prodotti chimici e/o a radiazioni. Il ruolo dell’occupazione come fattore di rischio
maggiore per il melanoma ¢ stato largamente ignorato, tuttavia, quando preso in con-
siderazione, ¢ stato usato come un indicatore di stato socio-economico o per classifi-

care le occupazioni svolte al chiuso o all’aperto.

In una recente revisione della letteratura scientifica sui fattori di rischio occupazionali
non legati all’esposizione alla luce solare, Fortes e de Vries % hanno analizzato i risul-
tati di 60 lavori internazionali (10 studi caso-controllo e 50 di coorte), su 110 lavori
identificati, pubblicati nel periodo 1985-2005. Inoltre, hanno classificato gli studi se-

condo due score: a) studio convincente (buon disegno dello studio, piu di 400 soggetti
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coinvolti, misura quantitativa dell’esposizione e aggiustamento adeguato per 1’esposi-
zione alla luce solare e caratteristiche fenotipiche dei soggetti); b) studio meno convin-

cente, che non soddisfa due o piu delle caratteristiche dello studio convincente.

Tra gli studi analizzati, 14 avevano valutato 1’esposizione occupazionale ai prodotti e
derivati del benzene. Gli Autori hanno osservato che tali lavoratori hanno un rischio
elevato di melanoma di 1,4-8,0 rispetto ai lavoratori non esposti (12 di questi studi
erano classificati come studi convincenti). Meno convincente ¢ stato considerato I’au-
mento del rischio di melanoma tra 1 tipografi/litografi e piu in generale tra 1 lavoratori
della carta (RR: 1.2-8.7; solo 5 studi su 15 esaminati erano classificati come studi con-

vincenti).

Incrementi di rischio di melanoma sono stati osservati anche tra i lavoratori esposti al

tricloroetilene ed al cloruro di polivinile (PVC).

Tra1 15 studi considerati (3 studi caso-controllo e 12 di coorte), il rischio per 1 soggetti

esposti rispetto ai non esposti era di 1,2-5,0.

Tuttavia, gli studi non erano omogenei tra loro, tanto che solo 5 su 15 studi erano stati

classificati come studi convincenti.

Allo stesso modo, incrementi del rischio di melanoma sono stati osservati in alcune
professioni, particolarmente esposte a pesticidi e PAH, quale quella degli agricoltori.
Tra 1 10 studi analizzati, di cui 7 erano classificati come convincenti, gli Autori hanno
trovato un aumento di rischio da 1,6 a 4,8 nei soggetti esposti. L’esposizione alle ra-
diazioni 1onizzanti € stata analizzata in 21 studi di coorte, di cui 15 classificati come

convincenti. Gli Autori hanno trovato un aumento di rischio di melanomada 1,2 a 10,0
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nei soggetti esposti.

In conclusione, anche se 1’esposizione alle radiazioni solari € il piu importante fattore
di rischio di melanoma nella popolazione generale, differenti studi epidemiologici
hanno rilevato un forte aumento di rischio di melanoma tra 1 lavoratori delle industrie
del benzene, della tipografia/litografia e dell’elettricita/elettronica, rischio che puo es-
sere associato con esposizioni ai PAH, quali 7,12-dimetilben-(a)-antracene (DMBA) e

alle diossine.

Prevenzione primaria

In generale, il melanoma potrebbe essere largamente prevenibile. Tuttavia, ¢ difficile
quantificare quanto la riduzione dell’incidenza e della mortalita del melanoma possa
essere anticipata attraverso ’alterazione dell’esposizione al sole nei soggetti a rischio.
Diversi studi inerenti alla variazione della numerosita dei nevi in relazione all’esposi-
zione solare hanno valutato in che modo programmi di prevenzione, che agiscono
sull’esposizione solare, possano far diminuire il rischio di melanoma. Negli ultimi
anni, sono stati pubblicati diversi studi clinici randomizzati, che hanno valutato gli in-
terventi di educazione per aumentare 1’uso di creme solari protettive e di altre misure
di foto-protezione (indumenti, orari protetti) nei bambini in eta scolare e nei giovani
adulti, mostrando spesso risultati modesti. Nello studio clinico randomizzato sull’uso

di creme solari protettive tra i bambini in eta scolare, Gallagher et al. 7° hanno trovato
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una riduzione del 30-40% nell’insorgenza di nuovi nevi nel gruppo trattato con un sup-
plemento di crema solare protettiva ad alto fattore di protezione ad integrazione della
dose abituale rispetto al gruppo di controllo e che I’effetto di riduzione era piu forte nei

bambini con lentiggini.

Un risultato analogo, ma piu modesto, € stato osservato anche nello studio di English
et al. 7!, dove gli Autori hanno osservato una riduzione del 3-11% di nevi nel gruppo

trattato.

In contrasto, Naldi et al. > non hanno osservato alcun impatto significativo dei pro-
grammi educativi sulla riduzione delle scottature solari tra 1 bambini delle scuole ele-

mentari.

Tra gli studi randomizzati di comunita che hanno coinvolto una popolazione tra 16 e
65 anni, Weinstock et al. 73 hanno osservato che ’intervento educativo sull’uso di
creme solari protettive, tra 1 frequentatori di 7 spiagge del Rhode Island (USA), era
stato efficace nell’83% dei soggetti coinvolti nello studio. Successi pit modesti sono
stati riportati da altri Autori 77>, In conclusione, le raccomandazioni per la preven-
zione primaria del melanoma dovrebbero enfatizzare di ridurre al minimo le esposi-
zioni ai raggi solari e di evitare le scottature. Si dovrebbe evitare 1’uso di lampade e
lettini per acquisire o mantenere 1’abbronzatura. Inoltre, la prevenzione primaria do-
vrebbe agire sui bambini e sugli adolescenti informandoli sui danni di una eccessiva e
non corretta esposizione ai raggi solari e sull’uso corretto delle creme solari protettive.

In questo contesto, I’informazione che la luce solare ¢ un fattore di precoce invecchia-
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mento cutaneo ¢ di particolare aiuto alle donne. Inoltre, la prevenzione primaria do-
vrebbe informare che alcuni soggetti sono piu sensibili ai raggi solari a causa della loro
suscettibilita genetica; questi soggetti presentano capelli rossi, occhi azzurri, lentiggini,
pelle chiara con difficolta ad abbronzarsi e una facilita a scottarsi (cute con fototipo 1
e 2 di Fitzpatrick). L autodeterminazione dei fattori di rischio noti, in quanto metodica
gia validata, ha permesso I’attuazione di specifici programmi di educazione sanitaria
su larga scala, quali quelli rivolti ai genitori dei bambini in eta scolare, al fine di indurre

un’adeguata sensibilizzazione alla fotoprotezione.
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PATOGENESI

Negli ultimi anni ¢ stato dimostrato che lo sviluppo e la progressione del melanoma
sono basati sul coinvolgimento di specifici geni, nell’ambito di vari pathway moleco-
lari, che risultano associati dal punto di visto funzionale.

Studi di analisi genetica e molecolare hanno permesso di individuare numerose altera-
zioni a carico di tali pathway che sono coinvolti nella determinazione della storia bio-
logica e clinica della malattia. Nonostante la notevole eterogeneita del melanoma dal
punto di vista genetico e biologico, queste acquisizioni rendono possibile 1’attuazione
di una classificazione del melanoma in diversi “sottotipi molecolari”, caratterizzati da
differenti modalita di insorgenza e progressione 7% 7%

Ci0 porta ad abbandonare 1l vecchio concetto di melanoma come singola malattia dal
punto di vista biologico.

Nell’era della “target therapy”, diventa quindi fondamentale capire 1 complicati mec-
canismi biologici che sono alla base dello sviluppo e della progressione di questa neo-
plasia al fine di utilizzare terapie piu mirate ed efficaci.

La patogenesi del melanoma ¢ basata sull’acquisizione di alterazioni sequenziali a ca-
rico di specifiche regioni di DNA e/o di particolari meccanismi coinvolti nella regola-
zione del funzionamento cellulare; 1 recenti progressi della genomica e proteomica
hanno infatti consentito di caratterizzare la tumorigenesi come un processo ad accu-
mulo di mutazioni in specifici geni /0 di anomalie in specifici pathway metabolico-

molecolari /7 (Fig.1).
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Vie Genetico-molecolari coinvolte nel melanoma

I geni, e 1 pathway da essi dipendenti presentano un ruolo cruciale nella patogenesi del
melanoma, essi sono rappresentati da: CDKN2A (pl6CDKN2A-CDK4-RB e
pl4CDKN2A-MDM2-p53 pathway); NRAS-BRAF (MAPK e PI3K-AKT pathway);
cKIT e MITF.

CDKN2A

Il gene “Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2” (CDKN2A) ¢ localizzato sul cromo-
soma 9p21 e codifica per due proteine: pl6CDKN2A e pl4CDKN2A 7830,

Il gene CDKN2A ¢ un oncosoppressore € agisce con un meccanismo d’azione di tipo
recessivo; per cui € necessaria I’inattivazione di entrambi gli alleli per lo sviluppo del
melanoma. In particolare, mutazioni di questo gene sono 7-10 volte piu frequenti nei
pazienti con una forte storia di ricorrenza familiare di tale neoplasia (tre o pit membri
della famiglia affetti), rispetto alla stragrande maggioranza (circa il 90%) di pazienti
con malattia sporadica 8!.

In condizioni fisiologiche, pl6CDKN2A inibisce il sistema di proteinchinasi “Cyclin-
Dependent Kinase 4 (CDK4)/Cyclin D1 (CCND1)”, che, a sua volta, inibisce 1’attivita
antiproliferativa della proteina RB (“retinoblastoma-susceptibility”) e permette la pro-
gressione nel ciclo cellulare 777,

Nel melanoma, alterazioni del pathway 16CDKN2A-CDK4-RB sono correlate alla
progressione della malattia; assenti nei nevi, iniziano a manifestarsi nei melanomi pri-
mari aumentando progressivamente nei metastatici 7% 7% 81,

Le due principali alterazioni riscontrate a carico di tale pathway sono I’inattivazione di

pl6CDKN2A e I’amplificazione di CCNDI1: la prima ¢ dovuta a meccanismi genetici,
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mentre la seconda si osserva per lo pitt nei melanomi che non presentano mutazioni net
geni BRAF e NRAS, che insorgono soprattutto nelle zone cronicamente esposte al sole
e a carico delle mucose 32. pl14CDKN2A interferisce con le proteine Murine Doublen
Minute 2 (MDM2) e p53, prevenendo la degradazione di quest’ultima il cui conse-
guente incremento di espressione previene la divisione cellulare e promuove 1’apop-
tosi.

L’inattivazione di p53 puo essere dovuta a mutazioni di pl4CDKN2A, ad aumentata
espressione di MDM?2 oppure al silenziamento del gene TP53.

Nel melanoma, la riduzione dei livelli della proteina p53 comporta un’aumentata ag-

gressivita del tumore e una ridotta risposta terapeutica -84,

NRAS-BRAF

RAS e BRAF sono due molecole implicate nella risposta delle cellule agli stimoli mi-
totici extracellulari e hanno un ruolo centrale nella regolazione della crescita, soprav-
vivenza e proliferazione cellulare. I prodotti della famiglia dei geni RAS sono piccole
proteine legate alla membrana citoplasmatica; si distinguono 3 isoforme tessuto-speci-
fiche: HRAS, KRAS e NRAS. Le mutazioni di NRAS sono quelle piu frequenti nel
melanoma (nel 15-30% dei casi) 78 783,84,

La stimolazione oncogenica di NRAS ¢ in grado di attivare specifiche proteine cito-
plasmatiche con funzione chinasica poste a valle: RAF e Phosphatidylinositol 3-Kinase
(PI3K) .

La famiglia di chinasi RAF comprende tre proteine (ARAF, BRAF e CRAF) che fanno
parte della cascata di trasduzione del segnale denominata Mitogen-Activated Protein

Kinase (MAPK) pathway. Nei melanociti, BRAF induce ’attivazione della chinasi
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MEK, la quale, a sua volta, attiva ERK, che costituisce I’effettore finale della cascata
MAPK.

Nel melanoma, 1l gene BRAF risulta mutato nel 40-60% dei casi; la mutazione preva-
lente (circa 1l 90% dei casi) € rappresentata dalla sostituzione di una valina con acido
glutammico al codone 600 (V600E BRAF) 836,

Le mutazioni a carico della regione chinasica di BRAF, determinano, mediante la fo-
sforilazione e quindi attivazione di ERK, una continua stimolazione della prolifera-
zione cellulare e della crescita tumorale. Tuttavia, BRAF € mutato anche nei nevi co-
muni ¥, cid suggerisce che la sua attivazione oncogenica € una condizione necessaria,
ma non sufficiente, per lo sviluppo del melanoma.

I melanomi che insorgono in aree cutanee esposte in maniera intermittente al sole pre-
sentano la piu alta frequenza di mutazioni del gene BRAF.

Negli ultimi anni, ¢ stato dimostrato che alcune varianti genetiche del recettore di mem-
brana Melanocortin-1 Receptor (MCIR) non hanno la capacita di stimolare in modo
adeguato la produzione della melanina che esplica il ruolo di proteggere la cute dai
danni indotti dai raggi UV %8, La combinazione tra la presenza di tali varianti di MCIR
e ’esposizione intermittente alle radiazioni solari ¢ considerata responsabile dell’atti-
vazione oncogenica di BRAF, mediante un aumento indotto dei livelli intracellulari di
AMP ciclico ¥.

Inoltre, in presenza di mutazioni del gene NRAS che sono state dimostrate essere mu-
tualmente esclusive con le mutazioni del gene BRAF, la trasduzione del segnale mito-

geno nell’ambito del MAPK pathway ¢ deviato su CRAF, che quindi € responsabile
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del mantenimento della stimolazione della proliferazione cellulare in questo sotto-
gruppo di melanomi *°, in tal modo si instaura resistenza alla terapia con inibitori di

BRAF ‘1.

PI3K

Un altro sistema di regolazione della crescita cellulare, prevalentemente dipendente da
RAS attivato, ¢ rappresentato dal pathway incentrato sulla proteina PI3K e costituito
dalla cascata di trasduzione del segnale delle proteine PTEN, PI3K e AKT (in partico-
lare, I’isoforma AKT3 nel melanoma).

In condizioni fisiologiche, 1’attivita fosfatasica della proteina PTEN riduce 1l livello
intracellulare dei fosfoinositoli PIP2 e PIP3 (prodotti dall’attivazione di PIK3) %3.
Quest’ultima determina infatti un aumento dei livelli intracellulari di PIP3 che vanno
ad attivare AKT e, di conseguenza, il suo substrato mTOR, il quale regola la sintesi di
proteine coinvolte nella sopravvivenza e crescita cellulare nonché nell’apoptosi /3 7°.
Nel melanoma, il gene PTEN ¢ deleto nel 30-40% dei casi sporadici e nel 30-50% delle
linee cellulari 3.

L’effetto combinato della perdita di PTEN e dell’attivazione del sistema PI3K-AKT,
risulta in una crescita aberrante delle cellule neoplastiche e resistenza all’apoptosi e,

quindi, si ha una mancata risposta al trattamento chemioterapico.

MITF

Tra 1 prodotti genici che operano a valle del pathway di trasduzione del segnale BRAF-
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MEK-ERK, il piu importante nel melanoma ¢ rappresentato dal “Microphthalmia-as-
sociated Transcription Factor” 2. Quest’ultimo €& coinvolto nella pigmentazione cuta-
nea ma anche nei meccanismi di proliferazione e differenziazione delle cellule mela-
nocitarie %,

Bassi o assenti livelli di MITF predispongono la cellula all’apoptosi, livelli intermedi
promuovono la sopravvivenza e proliferazione cellulare, elevate quantita di MITF nella
cellula hanno attivita antiproliferativa °>°3.

Nel melanoma si sono probabilmente sviluppati dei meccanismi per mantenere 1 livelli
di MITF in un range tale da favorire la tumorigenesi. Nelle cellule neoplastiche MITF
interagisce con effettori che promuovono la progressione del ciclo cellulare e riducono
I’apoptosi come CDK2 e BCL-2.

In particolare 1I’amplificazione del gene MITF ¢ stata osservata in circa il 15-20% dei

melanomi metastatici portatori di mutazioni di BRAF %4,

c-KIT

c-KIT ¢ 1l recettore tirosin-chinasico per lo “stem cell factor” che nei melanociti regola
la migrazione e la sopravvivenza cellulare. Nonostante non sia frequentemente
espressa nei melanomi, particolari alterazioni del recettore sono coinvolte nella pato-
genesi di alcuni sottogruppi di queste neoplasie. Specifiche variazioni di sequenza del
gene ¢c-KIT causano attivazione costitutiva del dominio chinasico, risultando in un’in-
duzione continua della proliferazione cellulare, attraverso la stimolazione del MAPK
pathway®>. Le mutazioni di ¢-KIT sono state riscontrate nei melanomi acrali (10% dei
casi), mucosali (15-20% dei casi) ed insorti nelle aree cutanee cronicamente esposte

alle radiazioni solari (5% dei casi) *.
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La progressione dai melanociti normali a quelli trasformati in senso maligno, fino ad
arrivare alla formazione delle cellule aggressive metastatiche, ¢ pertanto il risultato
della stretta combinazione di alterazioni, aumento o riduzione, dell’attivita degli effet-
tori che agiscono nei vari pathway molecolari.

Sono stati ipotizzati due modelli di “melanomagenesi”: di tipo “Lineare” e “Non li-
neare”.

Il primo si basa sull’accumulo progressivo delle alterazioni molecolari sopra citate °7,
il secondo vede il coinvolgimento di cellule staminali tessutali, dalle cui alterazioni
deriverebbero direttamente le cellule di melanoma in fase di crescita superficiale, ver-

ticale o gia in fase metastatica °7-%°.
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Figura 1. Principali pathway coinvolti nella patogenesi del melanoma
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DIAGNOSI

Il melanoma cutaneo ¢ un tumore maligno di origine neuroectodermica che insorge
nella maggior parte dei casi “de novo” su cute apparentemente sana o, in una minoranza
di soggetti, dalla modificazione di un nevo pre-esistente. Esso pud comparire ovunque
sulla cute, ma compare con maggior frequenza al tronco nel sesso maschile e agli arti
inferiori nel sesso femminile.

L’esame clinico supportato dalla valutazione strumentale tramite dermoscopia ha
aperto una nuova frontiera diagnostica soprattutto nella valutazione del melanoma sot-
tile, di dimensioni limitate (< 6 mm) e nelle forme in cui i parametri clinict ABCDE

non sono significativi 100-104,

DIAGNOSI CLINICA

Da molti anni, la regola dell’ ABCDE (Asimmetria, Bordi irregolari, Colore disomoge-
neo, Dimensioni > 6 mm, Evoluzione rapida) (Figura 2) rappresenta il principale indi-
catore clinico per I’identificazione del melanoma cutaneo; tuttavia ha una bassa sensi-
bilita per le lesioni piccole e nodulari. La diagnosi precoce del melanoma nodulare ¢
fondamentale, considerando che questa forma ha un comportamento biologico aggres-
sivo ed una prognosi infausta. Quindi, nel melanoma nodulare, 1 parametri di valuta-
zione cambiano e sono rappresentati dagli acronimi EFG (“Elevated”, elevazione;
“Firm”, consistenza dura; “Growing progressively”, a rapida crescita) ' e 3 C (Irre-
gular Color, Contourn and Change) '%.

Un altro indicatore clinico utilizzato per il riconoscimento di un melanoma ¢ il cosid-

detto “brutto anatroccolo”, ossia un nevo con le caratteristiche diverse dagli altri nevi
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presenti in un soggetto. Il segno del “brutto anatroccolo” ha una buona sensibilita
(0,85) e specificita (0,83) per la diagnosi di MM %,

In base alle differenti modalita morfologiche ed evolutive possiamo suddividere le ca-
ratteristiche cliniche del melanoma cutaneo in tre forme principali: melanoma piano,
melanoma piano-cupoliforme e cupoliforme %8,

Melanoma piano o sottile: rappresenta la forma piu frequente (70%), con uno spessore

di Breslow favorevole e un’evoluzione piu lenta. Si presenta in genere come una le-
sione dal diametro variabile da 5-6 mm a piu centimetri, a volte palpabile, che spesso
presenta al suo interno micropapule con perdita della fisiologica plicatura cutanea. Il
colore del tumore ¢ variabile dal marrone al nero, ma pud mostrare anche aree rosate
(neoangiogenesi) o bianco-grigiastre (regressione).

Melanoma piano-cupoliforme: corrisponde all’evoluzione della forma piana nella fase

di accrescimento verticale, che invariabilmente fa seguito alla fase radiale. Clinica-
mente ¢ caratterizzato dalla comparsa di un elemento papuloso ¢/o nodulare nel conte-
sto della lesione.

Melanoma cupoliforme: rappresenta il 10-15% di tutti 1 melanomi ed espressione di

una immediata crescita verticale. E caratterizzato dalla comparsa, ab initio, di un no-
dulo di colore variabile dal bruno-nerastro al nero-bluastro al rosso-marrone. Il pig-
mento puo essere distribuito irregolarmente o essere del tutto assente (melanoma acro-

mico). Spesso la lesione ¢ ulcerata e facilmente sanguinante.

37



Figura 2. Regola del’ABCDE
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DIAGNOSI STRUMENTALE

Diagnosi Dermoscopica

La dermoscopia € una tecnica in vivo, non invasiva, che permette di valutare a piu forte
ingrandimento la lesione melanocitaria e di individuare la presenza di strutture sub-
microscopiche e vascolari e la distribuzione del pigmento 9710,

Il metodo diagnostico per I’esame dermoscopico delle lesioni pigmentate € stato recen-
temente standardizzato e proposto come riferimento nel corso del Consensus Net Mee-
ting on Dermoscopy (CNMD) '°. Il metodo diagnostico dermoscopico proposto consta
di una procedura in due “step”. Il primo step consiste nel differenziare la natura mela-
nocitica o non melanocitica della lesione pigmentata in questione. Il secondo step dia-
gnostico prevede la differenziazione tra le lesioni melanocitarie benigne e maligne me-
diante ’applicazione di differenti algoritmi diagnostici: 1’analisi di pattern modifi-

cata''. 112 I’ ABCD di Stolz '3, il metodo di Menzies!!'*¢ il 7-point check-list!!3.

Videodermatoscopia computerizzata

La videodermatoscopia computerizzata ¢ una tecnica diagnostica non invasiva che per-
mette di migliorare la diagnosi delle lesioni pigmentate cutanee in modo da pervenire
sempre piu precocemente alla diagnosi del melanoma. Inoltre 1’archiviazione delle im-

magini dei singoli nevi consente di monitorare la loro evoluzione nel tempo.

Microscopia laser confocale (RCM, “Reflectance Confocal Microscopy”)

La Microscopia laser confocale (RCM) ¢ uno strumento diagnostico non invasivo, che

produce immagini tessutali in vivo con una risoluzione simile a quella istologica.
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Impiega un raggio laser a bassa potenza 830 nm che scannerizza la pelle orizzontal-
mente, producendo dettagliate immagini in bianco e nero, dall’epidermide fino al
derma papillare superiore, con uno spessore che arriva a 200-300 um. Il contrasto delle
immagini RCM ¢ dovuto prevalentemente alla differenza nella riflettenza dei compo-
nenti tessutali e della melanina citoplasmatica, le lesioni melanocitarie rappresentano
il tessuto piu appropriato per questo tipo di indagine.

Recentemente, la RCM ha permesso di correlare in vivo 1 parametri dermoscopici con

gli aspetti cito-architetturali delle lesioni melanocitarie 16 118,
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DIAGNOSI ISTOPATOLOGICA

Nel 1984, Clark et al. hanno identificato fasi differenti nello sviluppo del melanoma,
in cui da un’iniziale proliferazione radiale (fase orizzontale), si procede ad una fase di
crescita verticale con estensione in profondita '3,

La prima fase di crescita orizzontale ¢ caratterizzata, istologicamente, da una prolife-
razione intra-epiteliale di melanociti atipici o da un’iniziale infiltrazione del derma pa-
pillare.

La fase di crescita verticale ¢ caratterizzata da una proliferazione espansiva dermica,
che non ¢ una semplice estensione della neoplasia in profondita, ma ¢ la comparsa di
un nuovo aspetto morfologico e di nuove caratteristiche biologiche nel melanoma ma-
ligno, il quale acquisisce nuove capacita tumorigeniche con possibilita di diffusione a
distanza. In particolare, 1 due criteri principali per il riconoscimento della fase di cre-
scita verticale nei melanomi "sottili" sono: presenza di uno o piu aggregati di cellule
neoplastiche nel derma che abbiano dimensioni maggiori del piu grande aggregato in-

tra-epidermico e presenza di figure mitotiche nel derma papillare 1% 120,
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CARATTERISTICHE ISTOLOGICHE E
MOLECOLARI

La tradizionale classificazione clinico-patologica del melanoma, basata sull’aspetto
clinico macroscopico e sulle caratteristiche istopatologiche, comprende quattro princi-

pali istotipi:

a) melanoma a diffusione superficiale;

b) melanoma nodulare;

c) melanoma su lentigo maligna,

d) melanoma acrale-lentigginoso.

Tale classificazione si ¢ diffusa a seguito del pioneristico contributo di Clark, McGo-
vern, Mihm, Reed e altri alla fine degli anni ‘60 e degli anni ¢70 21122, Da allora, sono
stati pero identificati altri istotipi, meno frequenti, ma pur sempre ben caratterizzati, tra

1 quali i1l melanoma desmoplastico e il melanoma nevoide.

Originariamente, ¢ stata avanzata 1’idea che ciascun principale istotipo di melanoma
fosse associato ad un peculiare comportamento clinico e ad una diversa prognosi'?!- 122,
Tuttavia, questa ipotesi iniziale non € stata confermata negli studi successivi, tra cui la
recente valutazione di un’ampia casistica effettuata dall’ American Joint Committee on

Cancer (AJCC) Melanoma Taskforce 124126,

Attualmente, la prognosi di un paziente con melanoma primitivo con malattia clinica-
mente localizzata dipende principalmente dallo spessore della neoplasia, sebbene altri

parametri, tra 1 quali Dattivita mitotica, la presenza di ulcerazione, la sede anatomica
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e, In minor misura, caratteristiche cliniche del paziente quali I’eta e il sesso, abbiano
9

mostrato un significato prognostico indipendente.

Al contrario, 1 principali istotipi di melanoma non hanno un significato prognostico
indipendente. Inoltre, le attuali raccomandazioni per la gestione clinica dei pazienti
affetti da melanoma primitivo localizzato, compresa 1I’ampiezza dei margini di escis-
sione e 1’appropriatezza della biopsia del linfonodo sentinella, sono basate principal-
mente sullo spessore della neoplasia e altri parametri 7> 128, mentre 1’istotipo in base
alla classificazione WHO non ¢ un parametro che influenza il trattamento, né per il
melanoma primitivo né per quello metastatico. Per queste motivazioni, alcuni autore-
voli studiosi hanno sostanzialmente ritenuto opportuno 1’abbandono definitivo della

tradizionale classificazione istopatologica del melanoma.

Negli ultimi 10 anni, sono state identificate una serie di alterazioni molecolari associate
al melanoma. In particolare, sono state documentate specifiche mutazioni nelle chinasi
della via di trasduzione del segnale di MAP (“Mitogen-Activated Protein Kinase™), in
circa il 70% dei melanomi e, piu recentemente, sono state valutate le correlazioni tra
tali mutazioni e parametri clinici e patologici 2% 130 ¢ il valore delle alterazioni mole-

colari a potenziale oncogenico come possibili nuovi e selettivi bersagli terapeutici '3!-

134

Queste recenti acquisizioni hanno stimolato I’interesse a una classificazione moleco-
lare del melanoma al fine di identificare sottogruppi di pazienti, che condividendo mec-
canismi patogenetici molecolari simili o identici, si comportano clinicamente in ma-

niera simile e potenzialmente possono beneficiare di comuni strategie terapeutiche. Di
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grande interesse, ¢ il confronto (in continua evoluzione in base al rinnovarsi delle co-
noscenze) tra la tradizionale classificazione clinico-patologica e la classificazione mo-
lecolare basata sulle mutazioni somatiche. Ad esempio, 1 melanomi associati a promi-
nente danno solare (melanoma su lentigo maligna) in genere mostrano mutazioni di N-
RAS e talora di c-KIT, mentre 1 melanomi a diffusione superficiale che insorgono nella
cute di aree sottoposte ad esposizione solare intermittente, spesso mostrano mutazioni
di BRAF 3% 140, 145-147 "y/j ¢ attualmente un notevole consenso sull’opportunita di pro-
cedere a una sempre piu dettagliata caratterizzazione molecolare del melanoma.
L’obiettivo finale ¢ quello di identificare e selezionare in maniera opportuna i pazienti

che possano beneficiare di terapie molecolari mirate.

Classificazione clinico-patologica di Clark

Nel 1967, Clark pubblico la classificazione istogenetica del melanoma che ancora oggi
costituisce la base per la classificazione WHO attualmente utilizzata '2!. Clark de-
scrisse tre istotipi di melanoma (melanoma su lentigo, melanoma a diffusione superfi-
ciale e melanoma nodulare), distinti principalmente sulla base delle caratteristiche
della componente intra-epidermica alla periferia (piuttosto che al di sopra) della com-
ponente dermica invasiva. Le caratteristiche istopatologiche in base alle quali si distin-
guono gli istotipi erano di tipo architetturale e relative alla componente in situ, intra-
epidermica (compresa 1’entita di crescita pagetoide e lentigginosa) e anche alcune mo-
dificazioni della componente non-neoplastica, quali modificazioni epidermiche e asso-

ciata elastosi solare dermica.
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Inoltre, caratteristiche cliniche, quali la sede anatomica e 1’eta del paziente, contribui-
vano alla definizione dell’istotipo e pertanto la classificazione di Clark ¢ generalmente

considerata una classificazione clinico-patologica.

Nella sua descrizione originale, Clark ipotizzo che 1 diversi istotipi fossero associati a
una diversa prognosi, un suggerimento supportato nel 1969 e successivamente confer-
mato da McGovern 21122 Nella pubblicazione del 1969, Clark et al. mostrarono inoltre
che la prognosi del melanoma risultava essere associata alla profondita di invasione,
categorizzata in base ai livelli di cute coinvolta (oggi noti come livelli di Clark) 2! 122,
Sebbene fosse stato documentato, in precedenza, che la profondita di invasione fosse
associata alla prognosi del melanoma, questo fu precedente alla nota pubblicazione di
Breslow nel 1970 sul significato prognostico dello spessore 3. Nel 1970, McGovern
pubblico la sua classificazione, simile a quella proposta da Clark, sebbene utilizzando
una diversa terminologia: melanoma insorto su “Hutchinson’s melanotic freckle” (nella
terminologia di Clark: “associato a lentigo maligna”), melanoma insorto su melanosi
pre-maligna (Clark: “melanoma a diffusione superficiale”) e melanoma nodulare

(Clark: “melanoma nodulare”) 22,

Da allora, sono stati descritti un numero crescente di ulteriori istotipi, definiti sulla base
di criteri clinici e patologici, tra 1 quali il melanoma desmoplastico, il melanoma ne-
voide e melanomi insorti in associazione con il nevo blu. Nell’attuale ed ultima ver-
sione della classificazione WHO dei Tumori della Cute (2006), 1 4 istotipi principali

sono elencati accanto a 6 altri istotipi meno frequenti '23.
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Caratteristiche clinico-patologiche

Nel 1984, Clark et al. hanno identificato fasi differenti nello sviluppo del melanoma,
in cui da un’iniziale proliferazione prevalentemente piatta, che si estende lungo il rag-
gio di una circonferenza irregolare (fase orizzontale), si procede ad una fase di crescita

verticale, perpendicolare alla precedente, con estensione in profondita '3°.

La prima fase di crescita orizzontale ¢ caratterizzata, istologicamente, da una prolife-
razione intra-epiteliale di melanociti atipici (melanoma in situ) o da un’iniziale infil-
trazione del derma papillare. In tale fase, il melanoma anche se invasivo mostra una

buona prognosi.

La fase di crescita verticale ¢ caratterizzata da una proliferazione espansiva dermica,
che non ¢ una semplice estensione della neoplasia in profondita, ma ¢ la comparsa di
un nuovo aspetto morfologico e di nuove caratteristiche biologiche nel melanoma, il

quale acquista nuove capacita tumorigeniche con possibilita di diffusione a distanza.

In particolare, 1 due criteri principali per il riconoscimento della fase di crescita verti-
cale nei melanomi “sottili” sono: a) presenza di uno o piu aggregati di cellule di mela-
noma nel derma che abbiano dimensioni maggiori del piu grande aggregato intra-epi-
dermico; b) presenza di figure mitotiche nel derma papillare. Ulteriori criteri secondari
includono: a) compressione od infiltrazione dei tessuti circostanti da parte del nodulo
“espansivo”; b) cellule neoplastiche meno pigmentate e piu grandi (atipiche) di quelle
osservate nella fase di crescita orizzontale; c) infiltrato linfoistiocitoide reattivo meno
cospicuo rispetto a quello osservato nella fase di crescita orizzontale; d) la fase di cre-

scita verticale ¢ spesso osservata in corrispondenza delle aree di parziale regressione
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della fase di crescita orizzontale !30- 131,

Da un punto di vista istopatologico, gli istotipi piu frequenti di melanoma sono distinti
principalmente sulla base di caratteristiche morfologiche della componente intra-epi-
dermica del tumore adiacente alla componente dermica invasiva. Quando la compo-
nente dermica € presente, essa non mostra caratteristiche specifiche nei diversi istotipi

principali di melanoma.

Melanoma a diffusione superficiale

Il melanoma a diffusione superficiale (SSM) generalmente insorge in pazienti di eta
piu giovane (eta mediana 50 anni) rispetto a pazienti affetti da melanoma nodulare
(NM) o melanoma su lentigo maligna (LMM). Tipicamente, coinvolge sedi anatomi-
che sottoposte a esposizione solare intermittente, quali il tronco, il dorso e le estremita.
Il SSM generalmente si presenta come una lesione piana dal profilo irregolare, pig-
mentazione variegata e a lenta crescita. La lesione si accresce in modo radiale fino a
che non si sviluppa invasione dermica; quest’ultima generalmente si associa clinica-
mente con la presenza di un’area rilevata sul piano cutaneo. Istologicamente, la com-
ponente intra-epidermica di un SSM si caratterizza per la presenza di melanociti epite-
lioidi e pleomorfi disposti in teche o in singole unita, con risalita intra-epidermica pa-
getoide (Figura 3a e 3b).Talora, la componente intra-epidermica mostra un pattern di

crescita a tipo nevo displastico.

I1 SSM invasivo ¢ una proliferazione melanocitaria asimmetrica, caratterizzata da una
distribuzione irregolare di melanociti disposti sia in teche sia in singole unita a livello
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intra-epidermico e una componente dermica nella quale non si osserva una chiara ma-
turazione (diminuzione nella dimensione delle teche, delle cellule, dei nuclei e dei nu-
cleoli nella porzione piu profonda della lesione rispetto alla componente piu superfi-
ciale). Nel contesto della lesione vi ¢ generalmente una distribuzione irregolare del

pigmento. Sono presenti figure mitotiche, talora atipiche.

Figura 3a
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Melanoma a diffusione superficiale
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Figura 3b

Melanoma a diffusione superficiale: la componente intra-epidemica si caratterizza per
la presenza di melanociti atipici disposti in teche o in singole unita, con risalita
intraepidermica pagetoide
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Melanoma nodulare (NM)

I NM insorgono in eta piu avanzata rispetto ai SSM (eta mediana 70 anni). Essi possono
insorgere in qualsiasi sede e generalmente si presentano con un nodulo a rapida crescita
dal profilo polipoide/esofitico. L’epidermide sovrastante puo essere atrofica e/o ulce-

rata.

Clinicamente, possono essere confusi con altre neoplasie cutanee, quali carcinoma a

cellule basali, specialmente se amelanotici.

Istologicamente, per definizione, le cellule di melanoma possono essere presenti
nell’epidermide sovrastante, ma non si estendono tre creste epidermiche oltre 1 margini

laterali della componente nodulare.

La componente dermica € caratterizzata da teche e/o aggregati confluenti, general-
mente senza fenomeni di maturazione (Figura 4a e 4b). Si possono osservare melano-
citi a morfologia epitelioide, fusata, nevoide o pleomorfa in variabile combinazione, le

cellule mostrano espressioni di ipercromasia, pleomorfismo e nucleoli prominenti.
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Figura 4a

Melanoma nodulare
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Figura 4b

Melanoma nodulare: la componente dermica ¢ caratterizzata da teche ed
aggregati confluenti di melanociti epitelioidi e pleomorfi e, per definizione,
non si estende lateralmente oltre 3 creste epidermiche.
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Figura 5 a. Melanoma su lentigo maligna

Lentigo maligna - melanoma

Figura 5b

Lentigo maligna: proliferazione lentigginosa di melanociti atipici su cute se- 53
veramente foto-danneggiata, con estensione nell’epitelio dei follicoli piliferi.
L’epidermide mostra atrofia con perdita del profilo della rete ridges.



La LMM generalmente coinvolge sedi cronicamente foto-esposte quali la regione te-
sta/collo e gli avambracci. Spesso, si presenta come una chiazza di ampie dimensioni,
con pigmentazione variegata e contorni irregolari in pazienti di eta avanzata (eta me-

diana 80 anni).

La chiazza puo diventare rilevata sul piano cutaneo qualora la neoplasia mostri inva-
sione nel derma. Istologicamente, la LMM ¢ caratterizzata da una proliferazione len-
tigginosa di melanociti atipici su cute severamente foto-danneggiata (Figura 5a). L’epi-
dermide mostra atrofia con perdita del profilo della rete ridges, danno attinico severo
(elastosi solare) ed assottigliamento dermico. Spesso, si documenta I’estensione della
proliferazione melanocitaria nel contesto delle porzioni piu superficiali dell’epitelio
dei follicoli piliferi e dei dotti sudoripari e la presenza di occasionali melanociti giganti

multinucleati.

Il termine lentigo maligna si riferisce al melanoma con crescita esclusivamente intra-
epidermica (melanoma in situ). Quando la neoplasia si estende nel derma, si utilizza il
termine di melanoma su lentigo maligna. La componente invasiva ¢ costituita da me-
lanociti atipici di forma fusata e, piu raramente, epitelioide o nevoide, disposti in ag-
gregati e teche anisodimensionali, spesso commiste ad uno scarso infiltrato infiamma-

torio con melanofagi.
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Melanoma acrale-lentigginoso

Il melanoma acrale-lentigginoso (ALM) coinvolge le sedi acrali (regione palmare,
plantare e subungueale). Generalmente, si presenta come una chiazza pigmentata a
lenta crescita. Il melanoma acrale lentigginoso ha un aspetto istopatologico peculiare:
in fase di crescita orizzontale, la lesione ¢ caratterizzata da una marcata acantosi, strato
corneo ispessito, allungamento della rete ridges e da una proliferazione lentigginosa di
melanociti atipici a livello giunzionale, con migrazione delle cellule neoplastiche fino
agli strati piu superficiali dell’epidermide (Figura 6a). Spesso, si associa un infiltrato
linfocitario a livello della giunzione dermo-epidermica. La componente in sifu di un
ALM ¢ costituita da melanociti atipici con nuclei ingranditi e nucleoli prominenti e
citoplasma repleto di melanina. I melanociti mostrano prominenti e lunghi processi
dendritici. I melanociti atipici spesso coinvolgono 1 dotti sudoripari, estendendosi nel
derma reticolare profondo. In fase di crescita verticale, gli aggregati neoplastici sono

costituiti da melanociti di forma fusata sullo sfondo di una spiccata desmoplasia.
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Figura 6a

Melanoma acrale-lentigginoso

Figura 6b

proliferazione lentigginosa di melanociti atipici a livello giunzionale con migra-
zione delle cellule neoplastiche fino agli strati piu superficiali dell’epidermide.
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Melanoma desmoplastico

Il melanoma desmoplastico mostra cellule fusate fibroblasto-simili (scarso citoplasma
e nucleo ipercromatico) € non pigmentate con variabile atipia citologica, disposte tra
le fibre collagene dermiche immerse in abbondante stroma fibroso. Talora le cellule
neoplastiche si dispongono in pattern storiforme. Spesso si osserva una cellularita in-
fiammatoria (linfociti e plasmacellule) nel contesto e/o alla periferia del tumore e mar-
cata elastosi solare. Si osserva neurotropismo in circa il 30% dei casi che vengono
classificati come melanomi desmoplastici neurotropi. La componente giunzionale puo

essere minima, con aspetto tipo LMM, od assente.

Melanoma su nevo congenito gigante

Il melanoma su nevo congenito gigante € spesso asimmetrico € ben demarcato rispetto
al nevo congenito adiacente. La neoplasia spesso ¢ ulcerata. La componente intra-epi-
dermica ¢ generalmente composta da melanociti epitelioidi pigmentati, con pagetoidi-
smo. Nella componente dermica si osservano noduli espansivi con cellule marcata-
mente atipiche, variabilmente pigmentate, associate ad elevata attivita mitotica, aree di

necrosi e necrosi di singole cellule.

Melanoma nevoide

Il melanoma nevoide rappresenta 1’1-2% dei melanomi ed ¢ un istotipo che simula da
un punto di vista architetturale e citologico un nevo comune acquisito. Le lesioni mo-
strano un profilo cupoliforme, polipoide o verrucoso. Generalmente, si tratta di mela-
nomi che hanno una minima o assente crescita intra-epidermica pagetoide, un profilo

relativamente simmetrico ed appaiono ben circoscritti lateralmente.

La componente dermica ¢ caratterizzata da aggregati o teche confluenti di melanociti
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di piccole dimensioni, piuttosto monomorfi, con nuclei ipercromatici, con spiccata at-
tivita mitotica nelle lesioni di cospicue dimensioni. Spesso si tratta di melanomi che

1NsSOrgono su nevo.

Istotipi rari

Oltre alle varianti sopra elencate, il melanoma puo presentarsi all’esame istopatologico
con aspetti variabili e configurare istotipi rari, che pongono talora problematiche di
diagnosi differenziale con nevi melanocitici (per esempio, il melanoma spitzoide) o

con neoplasie a differenziazione epiteliale e mesenchimale.

La tradizionale classificazione clinico-patologica del melanoma, basata sull’originale
proposta di Clark e di altri studiosi, compresa 1’attuale classificazione WHO, sono state

ampiamente criticate.

Innanzitutto, lo schema nosologico tradizionale non si basa esclusivamente su criteri

morfologici cito-architetturali.

Infatti, nell’inquadramento dell’istotipo si deve anche prendere in considerazione la
sede della lesione (particolarmente per le neoplasie acrali e, in parte, anche per mela-

nomi insorti su sedi foto-esposte).

Un’ulteriore debolezza della classificazione ¢ data dalla scarsa specificita dei reperti
morfologici, per cui 1 diversi istotipi mostrano talora aspetti morfologici sovrapponi-
bili. Per esempio, la risalita pagetoide ¢ caratteristica del SSM, ma si osserva anche

nelle fasi avanzate del melanoma su LMM e nell’ALM.

La crescita in pattern lentigginoso ¢ simile nella LMM, nell’ALM e nel melanoma
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delle mucose, pertanto gli istotipi si possono correttamente distinguere sulla base della
sede anatomica e delle modificazioni delle relative strutture anatomiche. Un ulteriore
limite della classificazione tradizionale ¢ dato dal fatto che alcune caratteristiche dia-
gnostiche sono relative alla componente non neoplastica, piuttosto che tumorale. Per
esempio, modificazioni epidermiche, quali atrofie con perdita della rete ridges, sono
caratteristiche della LMM, mentre I’ispessimento dell’epidermide si osserva general-
mente nel SSM e nell’ALM e si osserva costantemente nel melanoma spitzoide. Inol-
tre, alterazioni dermiche sono altrettanto rilevanti, soprattutto la presenza di elastosi
solare nella LMM. Infine, un’ulteriore critica ¢ rappresentata dal fatto che ¢ possibile
osservare piu di un istotipo in uno stesso tumore: il melanoma desmoplastico € spesso
accompagnato da una componente intra-epidermica tipo LMM, il melanoma nevoide
generalmente ha criteri per essere definito NM e, in alcuni casi, mostra aspetti da me-
lanoma spitzoide o da SSM. In generale, la classificazione per istotipi € scarsamente

riproducibile tra patologi.

\

E stato recentemente sottolineato che la tradizionale classificazione morfologica del
melanoma ha scarso impatto da un punto di vista clinico e terapeutico, particolarmente
in merito alla mancata correlazione tra istotipi e prognosi. Infatti, numerosi studi della
letteratura hanno dimostrato che 1’istotipo non costituisce un fattore prognostico indi-
pendente, in pazienti affetti da melanoma primitivo con malattia localizzata 27128, Tut-
tavia, esistono delle eccezioni; ¢ noto infatti che il melanoma desmoplastico, partico-
larmente in forma pura, ha un comportamento biologico piu assimilabile a quello di un
sarcoma che di un melanoma, con piu frequente disseminazione per via ematogena,
con coinvolgimento polmonare, anziché metastasi linfonodali '+,
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Di conseguenza, a causa della bassa frequenza di positivita del linfonodo sentinella, in
molti Centri non viene effettuata la biopsia del linfonodo sentinella se la diagnosi isto-
logica € quella di melanoma desmoplastico '4. Inoltre, a causa della tendenza a svilup-
pare recidiva locale e alla frequente difficolta nell’ottenere margini di escissione ade-
guati, spesso, dopo ’asportazione del tumore, 1 pazienti affetti da melanoma desmo-

plastico sono sottoposti a radioterapia post-operatoria '44

. Infine, € noto che la compo-
nente intra-epidermica periferica di LMM, ALM e melanoma mucoso ¢ spesso discon-
tinua e poco circoscritta, con una graduale riduzione del numero di melanociti e dimi-
nuzione del loro grado di atipia alla periferia della lesione, con modificazioni che ten-
dono a ridursi verso la cute non affetta '+, Pertanto, in presenza di questi istotipi tumo-
rali puo essere difficile stabilire con certezza 1 margini di escissione chirurgica. Questa
informazione (istotipo), insieme ai dati clinici, deve quindi sempre essere considerata

con attenzione nella gestione del paziente, specialmente se la neoplasia interessa sedi

anatomiche critiche da un punto di vista estetico e funzionale.

Classificazione molecolare

Agli inizi del XXI secolo abbiamo assistito a uno straordinario sviluppo delle applica-
zioni cliniche delle tecnologie di Biologia molecolare che ha enormemente facilitato la
comprensione dei meccanismi patogenetici € molecolari di numerose neoplasie mali-

gne, compreso il melanoma 46,

Nel 2005, Curtin et al. pubblicarono un lavoro fondamentale, che mostrava la presenza
di un’elevata frequenza di mutazioni somatiche oncogene e di amplificazioni in mela-
nomi umani e la loro associazione con la sede anatomica del tumore primitivo e con il

grado di fotodanneggiamento. L attivazione aberrante della via di segnale di MAPK ¢
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stata documentata in oltre 1’80% dei melanomi primitivi 14715 e specifiche mutazioni
di proteine lungo la via RAS-RAF-MEK-ERK oggi sono ritenute mutualmente esclu-
sive 136148, 1499 "Tali mutazioni sono state documentate in tutti gli istotipi di melanoma,
compreso il melanoma cutaneo (50% BRAF, 15% NRAS, fino al 18% cKIT in cute
cronicamente foto-danneggiata), melanomi mucosi (11% BRAF', 5% NRAS, 21% cKIT)
e uveali (50% GNAQ) (Tabella 1). Queste mutazioni risultano in effetti complessi bio-
logici pro-oncogenici. L’oncogene NRAS tra le varie proprieta, attiva anche la cascata
di PI3K. La via di segnale di MAPK puo condurre a una proliferazione in cellule tra-
sformate, ma si ritiene che sia anche in grado di indurre un forte arresto della crescita,

noto come senescenza, in melanociti normali 3.

Nel 2002, per la prima volta sono state identificate mutazioni somatiche missense di
BRAF in un numero elevato di neoplasie, che in genere portano a un’attivazione costi-

tutiva di BRAF %7,

Attualmente, sono state identificate piu di 75 mutazioni nel gene BRAF, le piu frequenti
sono a livello dell’esone 15. Il 75% di queste rappresentano mutazioni puntiformi del
DNA, che causano una singola sostituzione amminoacidica (Valina 600 in Acido Glu-
tammico, V600E) nel prodotto proteico, un ulteriore 20% determina la sostituzione da
Valina 600 in Lisina (V600K) e infine il 6% ¢ rappresentato da altri genotipi. I mela-
nomi che mostrano mutazioni di BRAF si manifestano in eta piu giovanile (tali muta-
zioni si osservano nell’86% dei pazienti di eta compresa tra 20 e 30 anni), a livello del
tronco o agli arti e associati a un basso danno solare cumulativo (Tabella 1). Mentre lo
stato mutazionale di BRAF non sembra avere significato prognostico al momento della

diagnosi della neoplasia primitiva, evidenze recenti indicano che la mutazione di BRAF
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si associa a una prognosi piu sfavorevole nei pazienti con melanoma metastatico.
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Tabella 1. Principali mutazioni somatiche nel melanoma avanzato

Percentuale di
Mutazione melanomi con Associazioni fenotipiche
mutazione
Eta giovanile
Esposizione solare intermittente
Tronco, estremita
BRAF 50% Elevato numero di nevi melanocitici
Poche lentiggini
Facilita ad abbronzarsi
Istotipo melanoma a diffusione superficiale
Esposizione solare intermittente (debole
NRAS 15-20% associazione) |
Assente o scarsa diffusione pagetoide
Circoscrizione periferica
2% (10-20% dei .

cKIT melanomi acrali e stot I Sedi acrallej mlfco_sale I .

melanomi po melanoma achr]e:Jgosegl’?ggmoso e melanomi

mucosali)
40-50% dei
GNAQ/GNA1| melanomi uveali; Melanoma uveale
1 melanomi tipo
nevi blu
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STADIAZIONE

Le nuove linee guida, proposte per la stadiazione del melanoma dall’ American Joint
Committee on Cancer (AJCC 8th edition) %> 153 sono state stilate sulla base di un’ana-
lisi multivariata condotta su 30.946 pazienti con melanoma in stadio I, Il e III e su
7.972 pazienti in stadio IV, che modifica e offre maggiori dettagli sui criteri di classi-
ficazione TNM e di stadiazione. In particolare nei pazienti con melanoma localizzato,
1 fattori prognostici dominanti sono lo spessore di Breslow della neoplasia e 1’ulcera-
zione, che sono 1 criteri primari per definire 1 melanomi T1b. Tra 1 3.307 pazienti con
metastasi regionali, 1 componenti che definiscono la categoria N sono il numero di
linfonodi metastatici, la carica neoplastica e ’ulcerazione del melanoma primario. Per
la stadiazione, tutti 1 pazienti con metastasi linfonodali microscopiche sono classificati
in stadio 111, indipendentemente dall’estensione della carica tumorale. Le micrometa-
stasi rilevate con immunoistochimica sono incluse. I due componenti determinanti per
definire la categoria M continuano ad essere, in base a un’analisi multivariata dei pa-
zientl con metastasi a distanza, il sito di metastasi e un elevato livello di latticodeidro-

genasi nel siero (LDH) 5% 153 (Tab. 2, 3).
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Tab.2 Stadiazione TNM (AJCC)

Classificazione  Spessore (mm) Stato ulcerativo / mitosi
T
Tis NA NA
T1 <1.00 a: senza ulcerazione e mitos1
< 1."mm:
b: con ulcerazione o mitost
> 1/mm?
T2 1.01-2.00 a: senza ulcerazione
b: con ulcerazione
T3 2.01-4.00 a: senza ulcerazione
b: con ulcerazione
T4 =400 a: senza ulcerazione
b: con ulcerazione
N N° linfonodi metastatict Comvolgimento linfonodale
NO 0 NA
N1 1 a: micrometastas: *
b: macrometastas: T
N2 2-3 a: micrometastas: *
b: macrometastas: T
c: metastas: in transit/
satellit: senza linfonod:
metastatict
N3 4~ linfonod: metastatici o
linfonodi regionali
metastatici conglobati o
metastasi in transit/satelliti
con linfonodi metastatici
M Sede LDH sierico
MO No metastas: a distanza NA
Mla Cute. sottocute o linfonodia  Normale
distanza
Mib Polmone Normale
Milc Viscer: Normale
Qualsiasi metastasi a Elevato
distanza

* le micrometastasi sono diagnosticate dopo biopsia del linfonodo sentinella.
1 le macrometastasi sono definite come metastasi linfonodali rilevate clinicamente e

Balch CM et al. Final Version of 2009 AJCC Melanoma Staging and Classification.
J Clin Oncol 2009; 27:6199-206

confernate patologicamente.
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Tab. 3 Raggruppamento per stadio anatomico del melanoma cutaneo

Stadiazione clinica® Stadiazione patologicat
T N M T N M
0 Tis NO MO 0 Tis NO MO
IA Tla NO MO IA Tla NO MO
IB T1b NO MO 1B T1b NO MO
T2a NO MO T2a NO MO
ITA T2b NO MO ITA T2b NO MO
T3a NO MO T3a NO MO
IIB T3b NO MO 1B T3b NO MO
T4a NO MO T4a NO MO
IIC T4b NO MO IIC T4b NO MO
III OgmmT N=>NO MO A T1-4a Nla MO
T1-4a N2a MO
I11B T1-4b Nla MO
T1-4b N2a MO
T1-4a N1b MO
T1-4a N2b MO
T1-4a N2c MO
IIic T1-4b N1b MO
T1-4b N2b MO
T1-4b N2c MO
OgmT N3 MO
IV OgiT OgmuN Ml IV OgmT OgmN Ml

* ]a stadiazione clinica comprende la microstadiazione del melanoma primitivo e la valutazione
clinica, radiologica delle metastasi.
T la stadiazione patologica comprende la microstadiazione del melanoma primitivo e le informazioni pa-
tologiche riguardanti i linfonodi regionali dopo biopsia del linfonodo sentinella o completa linfoade-
nectomia.

Balch CM et al. Final Version of 2009 AJCC Melanoma Staging and Classification.
J Clin Oncol 2009; 27:6199-206.
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FATTORI PROGNOSTICI

La sopravvivenza dei pazienti affetti da MM dipende principalmente dallo stadio al
momento della diagnosi. 1l sistema di stadiazione attuale permette di predire 1’anda-
mento clinico nei casi diagnosticati precocemente, tuttavia recenti studi hanno mostrato
come anche 1 cosiddetti melanomi sottili (spessore di Breslow < 1.00 mm), per 1 quali
¢ riportata una sopravvivenza a dieci anni del 96%, seppur tardivamente, possono an-
dare incontro a processi di metastatizzazione 3%,

Identificare 1 pazienti maggiormente a rischio di progressione al momento della stadia-
zione iniziale ¢ estremamente importante al fine di elaborare un profilo terapeutico
specifico e piu accurato per ciascun paziente, migliorando conseguentemente anche la
prognosi '3

Cio richiede la valutazione dei seguenti fattori prognostici: spessore di Breslow, livello
di Clark, ulcerazione, attivita mitotica, linfonodo sentinella, linfociti infiltranti 1l tu-

more (TILs), marcatori immunoistochimici e sierici.

Spessore di Breslow: ¢ la misura mediante oculare micrometrico, espressa in mm,

dell'invasivita del melanoma. La misura viene effettuata, nella sezione che mostra la
maggiore profondita di infiltrazione, a partire dallo strato granuloso (escludendo il cor-
neo che ha spessore variabile nelle varie sedi) in direzione verticale, perpendicolare
alla superficie epidermica, fino al punto piu profondo della neoplasia. Questo ¢ uno dei
fattori prognostici piu importanti, in particolare ¢ stata evidenziata una correlazione

inversa tra spessore di Breslow e sopravvivenza in pazienti affetti da melanoma 5% 153
(Fig.7).
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Livello di Clark: consiste nella valutazione dell’infiltrazione nel derma delle cellule

melanomatose. Si distinguono cinque livelli. I livello: melanoma confinato al di sopra
della membrana basale (epidermide, epiteli follicolari e annessiali), in situ; II livello:
invasione discontinua del derma papillare; I1I livello: invasione massiva del derma pa-
pillare fino al confine con il derma reticolare; I'V livello: invasione del derma reticolare;
V livello: invasione dell’ipoderma. Il livello di invasione di Clark e lo spessore di
Breslow tendono generalmente a sovrapporsi, ovvero maggiore ¢ il livello di invasione,

maggiore sara lo spessore del melanoma (Fig.7).
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Figura 7
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Ulcerazione: la presenza di ulcerazione ¢ stata riconosciuta una variabile prognostica

di sicuro impatto e tende a predire una maggiore probabilita di metastatizzare a livello
viscerale e osseo. Inoltre ¢ stata inserita dall’ AJCC tra 1 principali fattori prognostici e
suddivide ulteriormente tutte le classificazioni secondo lo spessore di Breslow (T1a e

T1b, T2a e T2b e cosi via)!3% 133,

Indice mitotico: dati elaborati utilizzando 1I’AJCC Melanoma Staging Database, hanno

mostrato una correlazione statisticamente significativa tra elevato indice mitotico e so-
pravvivenza globale (p<0,0001). In un’analisi fattoriale condotta su 10.233 pazienti
con melanoma localizzato, 1’indice mitotico rappresenta il secondo fattore di rilevanza
prognostica, subito dopo lo spessore (32 79.1; p<0,0001). Sulla base di questi dati, nel
2010 PAJCC (Seventh Edition Melanoma Staging System) ha inserito, per la determi-
nazione della stadiazione finale, la valutazione dell’indice mitotico nei melanomi con
spessore < 1 mm (T1). In particolare, la presenza di mitosi > 1/mm? rappresentava un
criterio primario, che sostituiva il livello di Clark, per la classificazione T1b del mela-
noma. Tali pazienti diventavano quindi eleggibili per la metodica del linfonodo senti-

156

nella °°. Attualmente tale indice, anche se ancora riportato nei referti istologici, non

rappresenta un valore significativo.

Linfonodo sentinella: la biopsia del linfonodo sentinella (LS), introdotta da Morton

nel 1992, ¢ ampiamente accettata come metodo di elevata accuratezza diagnostica per
I’identificazione anche di micrometastasi, in pazienti affetti da melanoma 7.

I1 LS ¢ il primo linfonodo drenante dell’area tumorale che viene identificato mediante
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linfoscintigrafia e che presenta un rischio maggiore di metastatizzazione. La positivita
del LS nel melanoma varia dal 14% al 30% ed ¢ significativamente correlata con lo
spessore di Breslow e 1’ulcerazione per cui & piu frequente negli stadi avanzati '8,

Linfociti infiltranti il tumore: i linfociti infiltranti il tumore (TILs) possono indurre

una regressione spontanea del MM. La presenza di un’intensa infiltrazione linfocitaria
intra-tumorale o disposta a banda continua alla base della neoplasia nella sua fase di
crescita verticale (Brisk TIL) ¢ considerato un fattore prognostico indipendente dallo
spessore, dall’indice mitotico, dall’ulcerazione, dal sesso, dall’eta e dal sito in cui esso

si & sviluppato '*°.

Marcatori immunoistochimici: I’immunoistochimica (IHC) utilizzata su tessuto in-

cluso in paraffina ¢ una metodica ampiamente validata e consolidata per la caratteriz-
zazione fenotipica di proteine. In particolare, la recente introduzione della tecnologia
del “Tissue Micro Array” (TMA) ha permesso 1’analisi e 1’osservazione concomitante
di un’ampia serie di campioni tissutali processati su un unico vetrino, facilitando in tal
modo la valutazione di parametri biologici di potenziale valore prognostico. In termini
di capacita funzionali, nel MM sono le proteine che facilitano I’invasione e la metasta-
tizzazione quelle che si candidano come validi marcatori di progressione. In partico-
lare, ’aumentata espressione IHC di tre molecole di adesione, quali MCAM/MUCI18,
L1-CAM e CEACAM-1 si correla ad un intervallo libero da malattia significativa-
mente piu breve !6°,

Un altro importante gruppo di molecole, coinvolte nella progressione di tale neoplasia

¢ rappresentato dalle proteine della matrice cellulare.
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Tra queste le piu significative sono I’osteopontina e la tenascina-C ¢!

, proteine che
regolano I’espressione e I’attivita delle metallo proteinasi (MMP). Fra le proteinasi,
due sono le molecole che, se alterate, sono significativamente correlate alla progres-
sione, I’attivatore tissutale del plasminogeno (tPA) e MMP-2 162,

Nell’ambito delle proteine legate alla proliferazione cellulare, le piu interessanti dal
punto di vista prognostico sono il Ki-67, la metallotioneina, il Ku70, il Ku80 e la pro-
teina-2 associata ai microtubuli.

Tra le cicline, solo la ciclina E sembra avere un valore prognostico, anche se questo
risultato scaturisce da studi condotti su un limitato numero di pazienti'®3,

I recettori per le chemochine, da CXCR1 a CCR10, sono stati ampiamente studiati nel

melanoma; tuttavia dati statisticamente rilevanti sono correlati solo all’iperespressione

di CXCR4, proteina che appare associata ad un andamento clinico sfavorevole %4,

Marcatori sierici: un aumentato livello sierico dell’enzima lattato deidrogenasi (LDH)

rappresenta un fattore prognostico indipendente e significativo di sopravvivenza glo-
bale in pazienti affetti da melanoma al IV stadio. In particolare la peggior prognosi ¢
stata osservata in pazienti metastatici con elevato LDH sierico (M1c). Quest’ultimo ¢
un marcatore di particolare utilita negli stadi avanzati della neoplasia, soprattutto in
combinazione con I’S100B ¢ il Melanoma-Inhibiting Activity 9. L’S100B ¢ un bio-
marcatore descritto per la prima volta a livello tissutale nel 1980 e solo 15 anni piu
tardi ¢ stato pubblicato il primo studio sul suo significato sierico, in cui si evidenziava
un’associazione statisticamente significativa tra aumento sierico del biomarcatore e

progressione di malattia confermata successivamente da altre ricerche ',
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FOLLOW UP

I pazienti affetti da melanoma devono essere sottoposti a regolari controlli clinico-stru-
mentali in base alla stadiazione iniziale. A tutt’oggi non esistono linee guida standar-
dizzate e universalmente concordate, le raccomandazioni del protocollo di follow-up
si basano fondamentalmente sia sull’istologia del tumore primario che sullo stadio di
malattia.

In base ai criteri del Gruppo Italiano Polidisciplinare sul Melanoma (GIPMe) il follow-
up viene eseguito per dieci anni con visite serrate nei primi cinque anni e piu distanziate
nei restanti anni.

L’esame obiettivo cutaneo ¢ effettuato ad ogni controllo affiancato o meno da esami di
laboratorio e strumentali a seconda dello stadio.

Il monitoraggio nel tempo del paziente si avvale di esami ematochimici e in particolare
del dosaggio della proteina S100B e dell’LDH che sono correlati con progressione di
malattia e tecniche di imaging come: 1’ecografia, la radiografia, la tomografia compu-
terizzata (TC), la risonanza magnetica nucleare (RMN) e la tomografia ad emissione
di positroni (PET) e PET-TC.

Uno studio di meta-analisi su 10.528 pazienti, eseguito per confrontare 1’utilita delle
suddette indagini strumentali nella stadiazione dei pazienti affetti da melanoma, con-
clude che I’ecografia ¢ superiore alle altre metodiche nel rilevare metastasi ai linfonodi,
mentre la PET-TC € superiore nel rilevare metastasi a distanza.'%® Tuttavia quest’ultima
metodica presenta bassa specificita, con un notevole numero di falsi positivi, per cui
nei pazienti a basso rischio di metastasi il suo impiego non ¢ previsto senza precise

indicazioni cliniche.
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Uno studio del National Institute for Health Research conclude che la PET ¢ utile per
la stadiazione dei pazienti con malattia in stadio III e IV, in particolare per lo studio

dei tessuti molli, dei linfonodi e delle metastasi viscerali.

TRATTAMENTO CHIRURGICO

Il primo approccio terapeutico di fronte ad una lesione pigmentata sospetta per mela-
noma ¢ di tipo chirurgico. L’escissione completa della lesione deve comprendere 2 mm
di cute sana e il tessuto adiposo sottocutaneo in modo da offrire all’istopatologo la
possibilita di effettuare una corretta e completa diagnosi istologica. E indicato esten-
dere I’exeresi fino alla fascia muscolare, che viene generalmente conservata, in quanto
non vi sono differenze in termini di recidive locali o a distanza tra la rimozione o con-
servazione della stessa. L’asportazione di melanomi del letto ungueale o della porzione
distale delle dita delle mani o dei piedi, frequentemente necessita della disarticolazione
della falange distale o metacarpo-falangea '7% 17!,

Successivamente si esegue 1’ampliamento della cicatrice chirurgica del pregresso me-
lanoma i cui margini di escissione dipendono dallo spessore del tumore 7> 173 (Tabella
4).

La biopsia del linfonodo sentinella ¢ indicata in tutti quei casi in cui lo spessore di
Breslow ¢ >1 mm o <I mm con ulcerazione.

La valutazione del linfonodo sentinella ha permesso di predire con elevata accuratezza
(> 95%) lo stato dei linfonodi regionali selezionando cosi per la linfoadenectomia di

completamento (LC) solo i pazienti con metastasi linfonodali (circa il 15-20%) '74.
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Tabella 4

Spessore di Breslow

Margini di escissione

In situ 0,5cm
<2mm 2cm
2,01 -4 mm 2cm
>4 mm 2cm
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METASTASI IN TRANSITO

Si definiscono “metastasi in transito” le metastasi che diffondono mediante il sistema
linfatico e che si distribuiscono tra la sede della lesione primitiva e la stazione linfatica
regionale di drenaggio per quella sede !7>. 11 loro trattamento dipende dal numero, dalle
dimensioni e dalla sede delle stesse. In presenza di poche metastasi in transito la chi-
rurgia rappresenta il trattamento di scelta !,

Tuttavia la maggior parte dei pazienti mostrano lesioni multiple, in tal caso le opzioni
terapeutiche sono diverse, in particolare ricordiamo la chemioterapia regionale effet-
tuata con la perfusione ipertermico-antiblastica, I’infusione isolata dell’arto e 1’elettro-
chemioterapia (ECT).

La perfusione ipertermica isolata dell’arto ¢ stata introdotta da Creech et al. !77- 178,
Questi usavano il Melphalan come agente chemioterapico, basandosi su studi in vivo
sui topi. L ipertermia dell’arto ¢ raggiunta grazie al perfusato riscaldato ed alle coperte
termiche avvolte intorno all’arto per tutta la durata della procedura. La maggiore dif-
ferenza tra la chemioterapia sistemica e quella regionale sta nel portare elevate dosi di
chemioterapico attraverso un circuito isolato, minimizzando la dispersione sistemica
del farmaco e la risultante tossicita. Poiché¢ il tasso di dispersione ¢ < 1%, quando si
esegue la perfusione ipertermico-antiblastica con farmaci convenzionali citotossici,
esistono pochi effetti collaterali sistemici e la tossicita d’organo € raramente dose limi-
tante. Come risultato, il Melphalan puo raggiungere livelli da 10 a 100 volte piu elevati
nella chemioterapia regionale rispetto a quella sistemica.

La perfusione ipertermico-antiblastica si ¢ dimostrata in grado di ottenere una risposta

completa pari al 50%, questo ¢ un fattore prognostico indipendente poiché influenza
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sia la sopravvivenza libera da malattia sia quella globale. Successivamente ¢ stato in-
trodotto nella pratica clinica il TNF (“Tumor Necrosis Factor”), che si ¢ dimostrato in
grado di produrre un incremento della risposta completa, che mediamente si attesta
intorno al 70 %.

Piu recentemente, Thompson et al. !7® hanno sviluppato una nuova tecnica definita in-
fusione isolata dell’arto, meno invasiva della perfusione, in quanto viene realizzata
mediante cateterizzazione percutanea dell’arto affetto da metastasi in transito. L’agente
chemioterapico viene introdotto nel circuito extracorporeo € la circolazione ha la durata
di circa 30 minuti. Poiché nel circuito extracorporeo non ci sono lo scambiatore di
calore e I’ossigenatore, il trattamento viene condotto in normotermia, in ipossia ed in
acidosi. Fattori, questi ultimi due, che possono incrementare I’efficacia del Melpha-
lan'80,

Molti studi clinici recenti hanno proposto I’elettrochemioterapia (ECT) come ulteriore
approccio terapeutico per le metastasi in transito. L’ECT si basa sull’elettroporazione,
ossia un sistema che aumenta la penetrazione di farmaci nelle cellule tumorali, utiliz-
zando campi elettrici esterni che incrementano la permeabilita delle membrane cellu-
lari 181182

Tra 1 numerosi farmaci, la Bleomicina e il Cisplatino sono stati considerati i piu adatti
per tale trattamento, in particolare 1’esposizione delle cellule all’impulso elettrico in-
crementa di 80 volte la tossicita del Cisplatino e di 8000 quella della Bleomicina.
Conseguentemente, la regressione del tumore raggiunta con I’ECT con basse dosi di
farmaco ridurrebbe al minimo gli effetti collaterali sistemici. L uso di questa tecnica

ha avuto 1nizio alla fine del 1980 ed ¢ stato dimostrato che ¢ efficace nel trattamento
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di metastasi cutanee e sottocutanee, ma non solo, puo essere utilizzata anche per me-
tastasi da neoplasie mammarie, sarcoma di Kaposi e carcinoma basocellulare 34187,
Lo studio ESOPE (“European Standard Operating Procedures of Electrochemiothe-
rapy”’), condotto su 41 pazienti, non solo ha confermato 1’efficacia dell’ECT, ma questa
procedura ¢ stata testata in accordo al tipo di tumore, al farmaco impiegato (Bleomicina
o Cisplatino), alla via di somministrazione venosa o intra-tumorale e al tipo di elettrodo
impiegato, al fine di raggiungere una standardizzazione della stessa 34,

Questo studio ha evidenziato una risposta completa del 73% e una risposta obiettiva
nell’85% dei casi, con un controllo locale della malattia a 5 mesi, in circa 1’80% dei
noduli. Da una revisione degli studi pubblicati finora, risulta che la risposta completa
oscilla dal 9% al 100%, mentre la risposta obiettiva varia dal 62% al 100%. Media-
mente, la risposta completa ¢ stata del 58% e quella obiettiva dell’86%, entrambe otte-
nute su 1.351 metastasi trattate. Inoltre, un trattamento effettuato in piu sedute puo

incrementare la percentuale di risposte complete 31,
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TRATTAMENTO MEDICO

CHEMIOTERAPIA

La chemioterapia indica I’uso di composti chimici che bloccano la crescita tumorale.
Fino a poco tempo fa, lo scopo del trattamento del melanoma metastatico non operabile
poteva considerarsi quasi esclusivamente palliativo, dal momento che 1 chemioterapici
a disposizione hanno dimostrato un effetto limitato e non curativo nella maggior parte

dei casi.

Gli agenti chemioterapici sono rappresentati da tutte le sostanze chimiche che interfe-
riscono in modo diretto o indiretto con i meccanismi di replicazione del DNA cellulare,
in grado di ridurre la proliferazione e la sopravvivenza delle cellule tumorali e delle
cellule normali rapidamente o costantemente proliferanti (cellule midollari, mucose,
radice capelli, bulbi piliferi). Tuttavia 1 chemioterapici agiscono su bersagli definiti
benché non selettivi, diversamente dai trattamenti mirati. Essi possono danneggiare
direttamente il DNA come nel caso degli alchilanti, Platino e derivati, e antibiotici tu-
morali; interferire o bloccare la sintesi di metaboliti necessari alla replicazione del
DNA oppure interagire con la formazione del fuso mitotico e con il citoscheletro cel-
lulare (alcaloidi della Vinca, Taxanti).

Gli agenti chemioterapici non agiscono in maniera selettiva solo sulle cellule neopla-
stiche ma anche sulle cellule sane in replicazione, condizionando cosi sia le dosi che
gli intervalli di somministrazione.

Il melanoma ¢ una tra le neoplasie maggiormente chemioresistenti, ci0 si correla sia
alla aumentata capacita di espellere gli agenti chemioterapici che penetrano nella cel-

lula che all’elevata capacita di riparare 1 danni del DNA.
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La Dacarbazina ¢ un alchilante che agisce metilando gli acidi nucleici, in particolare il
DNA causando rotture dell’elica che portano all’inibizione della sintesi sia di DNA sia di
RNA. Inoltre, interagisce con gruppi sulfidrilici, inibendo la sintesi proteica e non ¢ fase
specifico. Viene attivato dai microsomi epatici in Mitozolomide attraverso la via del cito-
cromo P450, supera in modesta quantita (nel 15% dei casi) la barriera emato-encefalica
con bassa capacita di aggredire le metastasi cerebrali.

La Dacarbazina viene somministrata e.v. alle dosi singole di 850-1000 mg/m? ogni
quattro settimane. Studi randomizzati eseguiti negli ultimi dieci anni mostrano percen-
tuali di risposta che variano dal 5% al 12% 85 186,

La Temozolomide ¢ il metabolita attivo, orale, della Dacarbazina. E una molecola li-
pofila che attraversa facilmente la barriera emato-encefalica ove raggiunge concentra-
zioni efficaci contro le metastasi cerebrali. Da alcuni anni ¢ stato individuato un enzima
responsabile della maggiore o minore sensibilita al farmaco, si tratta dell’enzima O6
methyl-guanine DNA Methyltransferase (MGMT) che ha un effetto “scudo” sulle cel-
lule tumorali. Studi che riguardano questo enzima hanno dimostrato che piu ¢ alto lo
stato di metilazione del promoter del gene che codifica per MGMT piu sono bassi 1
livelli di MGMT e quindi maggiore ¢ la risposta alla Temozolomide '¥7.

La Temozolomide viene somministrata alla dose di 200 mg/m?/die per 5 giorni ogni
28 per o.s. La somministrazione orale e 1 minimi effetti collaterali la rendono estrema-
mente maneggevole soprattutto per il trattamento dei pazienti anziani.

La Fotemustina appartiene alla famiglia delle Nitrosuree, ¢ caratterizzata da spiccata
lipofilia che ne favorisce il passaggio attraverso la barriera emato-encefalica.

Tale chemioterapico viene somministrato alla dose di 100 mg/m? per via endovenosa,

presenta una elevata attivita cerebrale e tossicita prevalentemente ematologica '8,
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Diversi studi hanno dimostrato una percentuale di risposte obiettive sia a livello siste-
mico che cerebrale superiore alla Dacarbazina. I protocolli di combinazione del Pla-
tino, Cisplatino e Carboplatino, hanno indotto risposte obiettive nel 15-16% dei casi'®’.
Tuttavia ’'impiego del Cisplatino in monochemioterapia ¢ stato deludente poiché ca-
ratterizzato da rare remissioni tumorali complete, generalmente di durata non superiore
ai tre mesi; cosi come per i Taxani (Paclitaxel e Docetaxel), che hanno dato risposte
obiettive nel 16-18% dei casi '°.

Data la modesta attivita antitumorale della chemioterapia sono stati utilizzati regimi di
combinazioni di farmaci singolarmente attivi nell’ambito di studi monoistituzionali ot-
tenendo risposte obiettive nel 30-50% dei casi °!. Ricordiamo il regime CVD, (Dacar-
bazina, Cisplatino e Vinblastina /Vindesina), che ha indotto remissioni obiettive in
circa il 35% dei pazienti 19> 13,

Citiamo inoltre lo schema terapeutico Dartmouth che consiste nella somministrazione
della Dacarbazina e del Cisplatino rispettivamente alle dosi di 220 mg/m? e 25 mg/m?
ai giorni 1-3, Carmustina (150 mg/m?) al giorno 1, a cicli alterni da effettuarsi ogni 6
settimane e Tamoxifene (10 mg per o.s. 2 volte al giorno) effettuato ogni 3 settimane!%4,
Infine il regime chemioterapico BOLD che ¢ composto dalla Bleomicina, Vincristina,
Lomustina e Dacarbazina. La durata del ciclo € di 5 giorni ripetuti ogni sei settimane.
L’eventuale allungamento dell’intervallo tra un ciclo e ’altro puo essere dovuto alla
leucopenia ritardata da Nitrosouree (Lomustina) che in genere insorge alla quarta set-
timana e puo durare fino alla sesta. La polichemioterapia BOLD ha dimostrato dei ri-

sultati inizialmente molto interessanti con risposte complessive superiori al 30%. In
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uno studio del 1980, condotto su 72 pazienti con melanoma metastatico, 7 hanno mo-
strato CR (9%), 22 PR (31%), 12 SD (18%) e 31 DP (43%). Nei pazienti che hanno
avuto CR, PR o SD I’OS media ¢ stata di 67 settimane, mentre in quelli che hanno
avuto DP ¢ stata di 20 settimane. Complessivamente I’OS media dei due gruppi ¢ stata
di 31 settimane. In altri lavori si sono osservate risposte complessive intorno al 20%
con OS media di 6 mesi '*°.

La maggior parte delle risposte ottenute con la polichemioterapia ¢ risultata di durata
breve e per lo piu sovrapponibile a quelle ottenute con 1’impiego della monochemiote-

rapia, a fronte, tuttavia, di un netto incremento degli effetti collaterali.

IMMUNOTERAPIA

Immunoterapia adiuvante

Diversi studi condotti negli ultimi decenni hanno dimostrato come attualmente nessun
trattamento chemioterapico o immunoterapico con modificatori della risposta biolo-
gica come I’Interleuchina-2 (IL2) abbia fornito realmente un vantaggio in termini di
sopravvivenza nella terapia adiuvante del melanoma.

L’unico modificatore della risposta biologica approvato ¢ I’Interferone (IFN) alfa-2b
sulla base dello studio di Kirkwood et al. '°® che dimostrava un vantaggio sia per quanto
riguarda il tempo di sopravvivenza libero da malattia (DFS) che della sopravvivenza
globale (OS) nei pazienti trattati con alte dosi di IFN alfa-2b (ECOG 1684) rispetto al
braccio di controllo. Diversi studi hanno trattato questo argomento negli anni succes-

sivi, in particolare una recente meta-analisi pubblicata da Mocellin et al. '°7 aggiunta
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alle precedenti di Wheatley et al. -2 ha mostrato che I’IFN ha un impatto statistica-
mente significativo nei pazienti con MM ad alto rischio di recidiva, sia sulla DFS, con
una riduzione del rischio relativo del 18% (HR: 0,82, CI: 0,77-0,87), sia sull’OS, con
una riduzione del rischio relativo dell’11% (HR: 0,89, CI: 0,83-0,96).

Tuttavia, il reale beneficio clinico, le modalita ottimali di trattamento (dose, durata, via
di somministrazione), I’entita e la gestione degli effetti collaterali sono ancora oggi

tema di controversie, discussioni e limitazioni all’utilizzo clinico.

Anticorpi immunomodulanti

Le nuove strategie terapeutiche includono anticorpi immunomodulanti che antagoniz-
zano 1l recettore che sopprime la risposta immune come anti-CTLA4 (Ipilimumab) ed
anti-PD1 (Nivolumab) o anticorpi che attivano i recettori che amplificano la risposta
immune come anti-OX40 e anti-CD40 2%,

L’Ipilimumab ¢ stato il primo farmaco a dimostrare un vantaggio in termini di soprav-
vivenza nel melanoma metastatico Esso € un anticorpo monoclonale 1gGl che blocca
il recettore CTLA4 (antigene associato ai linfociti T). CTLA4 ¢ un regolatore negativo
dell’attivazione dei linfociti T ne discerne, cosi, che I’Ipilimumab bloccando il segnale
inibitorio di questo recettore, potenzia la risposta immunitaria, mantenendo costante
I’attivazione dei linfociti T 2°! (Fig.9).

L’Ipilimumab viene somministrato e.v. al dosaggio di 3 mg/Kg ogni tre settimane per
un totale di 4 somministrazioni. Attualmente € indicato per il trattamento del melanoma
avanzato.

Il Nivolumab ¢ anch’esso un anticorpo monoclonale IgG4, ma anti-PD1, recettore

espresso sulle cellule T attivate. Il recettore linfocitario PD1 si lega al PDL-1 espresso
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sulle cellule tumorali, inibendo cosi la risposta immunitaria.

Il Nivolumab impedisce il legame PD1/PDL-1 in modo tale da evocare una risposta
immunitaria antitumorale (Fig. 8).

In uno studio di fase I (A Phase 1b Study of MDX-1106 in Subjects With Advanced
or Recurrent Malignancies MDX1106-037), il Nivolumab ¢ stato somministrato e.v. a
dosi comprese fra 0.1 e 10.0 mg per kg di peso corporeo, ogni 3 settimane. La dose
utilizzata negli studi successivi ¢ stata solitamente di 3 mg/Kg. Sono stati trattati 304
pazienti con tumore non a piccole cellule del polmone (n=127, squamoso € non-squa-
moso), melanoma (n=107), carcinoma a cellule renali (n=34), tumore del colon-retto
(n=19) o cancro della prostata (n=18). Per quanto riguarda il MM sono state osservate
una sopravvivenza globale mediana di 16.8 mesi e un tempo di risposta mediano di 2

anni 292,
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Figura 8
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TARGET THERAPY

CLASSIFICAZIONE MOLECOLARE DEL MELANOMA
COME PRINCIPIO BASE PER TERAPIE PERSONALIZZATE E TARGET
La target therapy rappresenta una terapia mirata “a bersaglio molecolare”, che do-
vrebbe consentire un trattamento specifico e selettivo di una determinata neoplasia at-
traverso inibizione/stimolazione di un bersaglio molecolare tipicamente alterato in
quella determinata malattia. Almeno teoricamente, una terapia mirata o target do-
vrebbe essere piu efficace e meno tossica perché piu selettiva, anche se purtroppo non
¢ sempre vero. Il primo esempio di farget therapy nel melanoma ¢ stato I’Oblimersen,
ovvero un oligonucleotide antisenso per 'mRNA del gene BCL-2. Purtroppo, 1 risultati
incoraggianti del suo uso nei pazienti affetti da melanoma non sono stati confermati
dai successivi studi clinici. Altro esempio “storico” di target therapy nel melanoma ¢
il Sorafenib. Tale molecola € un inibitore multichinasico (MTKi), che, oltre ad avere
un’azione antiangiogenetica, possiede un effetto inibitorio sulle proteine BRAF e

CRAF.

Recentemente, ¢ stato proposto uno schema di classificazione molecolare per il mela-
noma, che ha associato il livello di esposizione al sole con specifiche alterazioni gene-
tiche e ha definito 4 sottotipi di melanoma. Melanomi associati con 1I’esposizione in-
termittente al sole (corrispondenti piu o meno a quelli derivanti dalla trasformazione
di nevi ed al tipo di melanoma a diffusione superficiale) sono caratterizzati dalla pre-

senza di mutazioni in BRAF o RAS.

Melanomi insorti su cute esposta cronicamente al sole (pitt 0 meno corrispondente alla

lentigo maligna melanoma) e melanomi originati su cute minimamente esposta al sole
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(compresi 1 melanomi acrali e delle mucose) sono caratterizzati da mutazioni percen-
tualmente maggiori nel gene c-KIT e minori in BRAF/RAS. Questo modello € poten-
zialmente attraente in quanto le probabilita di aberrazioni genetiche associate con il
melanoma possono essere previste dalla posizione del melanoma primitivo e dal grado
di esposizione al sole. Tuttavia, questo modello ¢ inficiato dalla bassa prevalenza di

mutazioni in ¢-KIT dei melanomi acrali-lentigginosi e mucosali.

In particolare ricordiamo il Vemurafenib (conosciuto anche come PLX4032 o
RG7204) ovvero I’inibitore specifico per la forma mutata BRAF V600E che ha mo-
strato risposte obiettive nel melanoma avanzato del 50-80%, anche se di durata me-
diana di 6-7 mesi 203204,

Il Dabrafenib ¢ stato il secondo di questa classe di farmaci ad entrare negli studi clinici.
Gli studi di fase I/I1 hanno mostrato un’efficacia pari al Vemurafenib. La tossicita piu
comune degli inibitori di BRAF ¢ quella cutanea, nello specifico il 26% dei pazienti ha
sviluppato il carcinoma squamocellulare o il cheratoacantoma.

I principali inibitori farmacologici di MEK sono il Trametinib e il Selumetinib. MEK
¢ un componente critico della via metabolica delle MAP chinasi, coinvolta nella cre-
scita e sopravvivenza delle cellule cancerose.

Recentemente la Food and drug administration (FDA) ha approvato I’uso del Trameti-
nib e il Dabrafenib in combinazione per i pazienti affetti da melanoma avanzato o non
resecabile con mutazione V600K o V60OE 23,

Nel caso di melanomi delle mucose, delle estremita (acrali) e delle aree esposte croni-

camente al sole (lentigginosi), € stata dimostrata la presenza di mutazioni del gene c-
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KIT, che predispongono alla risposta al trattamento con c-KIT inibitori (Imatinib, Ni-
lotinib). Un interessante studio di fase II ha riportato tassi di risposta del 20-30% ed il
prolungamento della sopravvivenza libera da progressione con il trattamento con Ima-
tinib 206,

La presenza di diversi pathway coinvolti nella progressione del melanoma fa ipotizzare
che ¢ altamente improbabile che una singola via sia sufficiente nel determinare la pro-
gressione neoplastica. E invece molto piul probabile che pitl pathway contribuiscano
alle differenti caratteristiche delle cellule maligne (sopravvivenza, angiogenesi, blocco
apoptotico).

Per tale motivo, le combinazioni di farmaci differenti che agiscono a livello dei diversi

pathway rappresentano il futuro della terapia del melanoma.
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Valutazione di nuovi fattori prognostici

Come ¢ noto il melanoma maligno cutaneo (MM) ¢ una delle forme piu frequenti e
aggressive di neoplasie cutanee che si verifica in tutte le fasce di eta (Cossu et al., 2016)
e 1 fattori di rischio associati allo sviluppo di esso sono multifattoriali: fattori genetici
e ambientali che giocano un ruolo nella sua patogenesi (Garbe e Leiter, 2009; Cossu et
al., 2016). Gli studi epidemiologici hanno identificato fattori di rischio comprendenti
alterazione della regolazione dei geni di suscettibilita (ad esempio CDKN2A, CDK4,
MCIR, ATM e MX2), una storia familiare di melanoma, colore dei capelli e della cute
e esposizione alla luce UV. (Holick, 2003; Nejentsev et al., 2004; Uitterlinden et al.,
2004; Deeb et al., 2007; Casula et al., 2009; Welsh, 2011; Colombino et al., 2013,
2014; Pena-Chilet et al., 2013). L'esposizione ripetuta al sole durante I'infanzia o I'a-
dolescenza ¢ associata a un aumentato rischio di melanoma; tuttavia, il MM puo anche
presentarsi in aree non esposte al sole, anche con esiti diversi (Garbe e Leiter, 2009).
La sua incidenza ¢ aumentata notevolmente in tutto il mondo; in particolare, I'incidenza
del melanoma continua ad aumentare nelle popolazioni bianche indipendentemente dai
tentativi di migliorare la protezione solare, sottolineando la necessita di ulteriori misure
e trattamenti preventivi (Linos et al., 2009; Rigel, 2010). Per tali motivi, negli ultimi
anni, |'attenzione ¢ stata focalizzata sul possibile ruolo della vitamina D nella riduzione
del rischio di neoplasie e, in particolare, sul rischio di melanoma. Alcuni studi sugge-
riscono un ruolo protettivo della vitamina D nel melanoma, mentre 1 risultati sulla re-
lazione tra assunzione dietetica di vitamina D e rischio sono controversi € non vi sono

prove sufficienti per suggerire che l'integrazione di vitamina D diminuisca il rischio di

90



melanoma. La relazione tra vitamina D e melanoma sembra essere piu complessa ri-
spetto ad altri tumori (Uitterlinden et al., 2004). Nei melanomi non correlati all’espo-
sizione solare, I'immunosoppressione sistemica e altri aspetti fisiologici possono in-
fluenzare 1'insorgenza della malattia. Una diminuzione dei livelli di vitamina D puo
avere un ruolo fondamentale in questi pazienti ed ¢ stato riportato che livelli piu elevati
di vitamina D circolanti sono associati a una prognosi migliore nei pazienti con mela-

noma (Ahn et al., 2010; Zhao et al., 2014).

Biosintesi Vitamina D

La vitamina D € un micronutriente liposolubile, che svolge un ruolo nel mantenimento
dell'omeostasi del calcio e del fosfato, aumentando prevalentemente l'assorbimento in-
testinale di calcio e fosfato. La vitamina D deriva da due fonti: endogene (circa il 90%
dalla sintesi della pelle - vitamina D3) ed esogene [dietetiche o supplementi - vitamine
D2 e D3 per il restante 10%]. Il substrato, 7-deidrocolesterolo (7-DHC), penultimo
composto nella via di sintesi del colesterolo, si accumula nell'epidermide (Deeb et al.,
2007; Pena-Chilet et al., 2013). La radiazione UVB sulla cute trasforma 7-DHC nella
previtamina D3, che subisce 1'isomerizzazione non enzimatica per formare la vitamina
D3 (Figura 2). La vitamina D3 viene trasferita nel flusso sanguigno dalla proteina le-
gante la vitamina D, una globulina o che ha un'alta affinita per la vitamina D e 1 suoi
metaboliti. Per essere fisiologicamente attiva, la vitamina D (o D2 o D3) deve prima
essere idrossilata in 25-idrossivitamina D (25-OHD), prevalentemente nel fegato (Fig.
2 ¢ 3) (Spina et al., 2006). Quindi, la 25-OHD viene successivamente idrossilata in 1a,

25-diidrossivitamina D [1,25 (OH) 2D3] o calcitriolo (forma attiva di vitamina D),
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prevalentemente nei reni, anche se molti tessuti (compresa la cute) possiedono la ca-
pacita di produrre la, 25-OHD (Figure 2 e 3) (Spina et al., 2006). Infatti, I'intera via
metabolica puo essere dimostrata a livello della cute irradiata con UVB e la 1,25 (OH)
2D3 puo essere prodotta entro 16 ore. In breve, la vitamina D ¢ principalmente sinte-
tizzata nella cute esposta al sole, dove la radiazione UV B (280-320 nm) induce la
fotolisi dell'anello B in 7-DHC. A partire dal substrato 7-DHC, viene generata una
cascata di composti: la previtamina D3 alla vitamina D3, che a sua volta viene trasfor-
mata in 25-OHD e, infine, 1,25 (OH) 2D3. I fototipi cutanei e la dose UVB influenzano

1 livelli di vitamina D (Parkin, 2011).

Attivita biologica

Il ruolo primario della vitamina D comporta la regolazione del metabolismo osseo e
dell'omeostasi del calcio-fosforo. Tuttavia, negli ultimi due decenni, numerosi studi in-
vitro e in-vivo hanno evidenziato diversi effetti "non calcemici" o "extrascheletrici”
della vitamina D (Holick, 2005). Livelli ridotti di vitamina D influenzano 1'insorgenza
e la progressione di diverse malattie come malattie autoimmuni, infezioni respiratorie,
diabete mellito di tipo 1 e 2, ipertensione e malattie cardiovascolari, disturbi neuromu-
scolari e cancro (Holick e Chen, 2008). Gli effetti della vitamina D sono in gran parte
correlati alla presenza e all'attivita del recettore nucleare della vitamina D (VDR). In-
fatti, per esercitare le sue funzioni biologiche, 1,25 (OH) 2D3 si lega al VDR ed etero-
dimerizza con il recettore del retinoide X (Spina et al., 2006). 11 complesso etero-di-
merico interagisce nel nucleo con sequenze specifiche nella regione del promotore di
geni responsivi alla vitamina D, noto come l'elemento responsivo alla vitamina D

(VDRE) (Spina et al., 2006). Inoltre, regola l'espressione di oltre 900 geni, tra cui i
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geni della progressione del ciclo cellulare, della differenziazione e dell'apoptosi (Val-
verde et al., 1995; Bonilla et al., 2005; Graf et al., 2005; Lamason et al., 2005). Queste
attivita biologiche suggeriscono che alti livelli di metaboliti di vitamina D possono
essere protettivi contro il cancro (Deeb et al., 2007). Il calcitriolo esercita una signifi-
cativa attivita antitumorale in vitro e in vivo nel carcinoma a cellule squamose murine
(SCC), nei modelli di adenocarcinoma prostatico metastatico di ratto, nell'adenocarci-
noma prostatico umano (PC-3 e LNCaP), nella mammella, nel colon e nel pancreas,
cosi come nella leucemia, mieloma e linfoma (Holick, 2004). In effetti, il calcitriolo
regola multiple vie di segnale coinvolte nella proliferazione, apoptosi, differenziazione
e angiogenesi e pertanto ha il potenziale effetto di influenzare lo sviluppo e la crescita

del cancro (Holick, 2007; Weinstein et al., 2015).

Numerosi effetti della 1,25 (OH) 2D3 includono anche il miglioramento dei processi
di riparazione del DNA, la difesa contro specie reattive dell'ossigeno (ROS) e 1'immu-
nomodulazione (Rass e Reichrath, 2008; Reichrath e Reichrath, 2012). Nonostante le
sue proprieta antiproliferative, 1'uso di 1,25 (OH) 2D3 come agente terapeutico ¢ limi-
tato a causa dei suoi effetti ipercalcemici. Tuttavia, la riduzione o I'eliminazione della
catena laterale del colesterolo riducono significativamente o abolisce gli effetti calce-
mici; inoltre, un certo numero di analoghi della vitamina D3 sono stati sintetizzati, con
l'attivita clinica di molti di questi ancora oggetto di studio, sia come agenti singoli sia

in combinazione con altri farmaci (Rochel et al., 2001).

Poiché VDR ¢ presente nella maggior parte delle cellule del corpo e il calcitriolo regola
il 3-5% del genoma umano, 'attivita della vitamina D ¢ ampia e puo alterare le difese

del corpo umano e molto probabilmente limitera la progressione di piu malattie, incluse
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le neoplasie (Fig. 3) (Stumpf et al., 1979; Spina et al., 2006). Tra 1 molti geni indotti
dal calcitriolo, il CYP24A1 (noto anche come 24-idrossilasi) ¢ particolarmente impor-
tante; codifica I'enzima che catalizza la degradazione sia di 1,25 (OH) 2D3 (calcitriolo)
sia di 25 (OH) D3 (Prosser e Jones, 2004). Pertanto, l'attivita della vitamina D ¢ auto-

regolata in quanto puo indurre la propria inattivazione.

Livelli di Vitamina D

Le radiazioni UV sono il principale fattore ambientale coinvolto nello sviluppo delle
neoplasie cutanee in generale e del melanoma, in particolare. La sintesi della melanina
nella cute rappresenta un meccanismo protettivo naturale contro il danno indotto dai
raggi UV e la carcinogenesi, ma limita anche la sintesi della vitamina D3. La carenza
di vitamina D ¢ un problema mondiale, con livelli insufficienti di vitamina D che au-
mentano il rischio di sviluppare obesita, diabete, asma, disturbi autoimmuni, malattie
infettive e alcuni tipi di neoplasie. Diverse meta-analisi supportano l'evidenza che 1
bassi livelli di 25-idrossi-vitamina D3 sono un fattore di rischio per molte malattie
croniche incluse le neoplasie (Guerrieri-Gonzaga e Gandini, 2013). Si ¢ suggerito che
il livello sierico minimo desiderabile di 25-idrossivitamina D3 sia compreso tra 20 e
30 ng / ml (Norman et al., 2007). Nel 2011, il comitato dell'Istituto di Medicina (Wa-
shington, DC, USA) ha riportato delle linee guida che affermano che un livello di 25-
idrossivitamina D3 superiore a 20 ng / ml ¢ necessario per una buona salute ossea in
generale per quasi tutti gli individui (Ross et al., 2011). Tuttavia, il rapporto dell'Istituto
di Medicina non ha preso in considerazione le variabili cliniche e demografiche (razza

/ etnia, composizione corporea, esposizione solare).

Recentemente, una meta-analisi di undici studi prospettici di coorte suggerisce che
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sono necessarie le concentrazioni ottimali di 25-1drossivitamina D3 tra 30 e 40 ng / ml
(75 € 100 nmol / 1) per ridurre la mortalita (Zittermann et al., 2012). Tuttavia, il ruolo
della vitamina D nel rischio di insorgenza di neoplasie cutanee ¢ difficile da valutare
in quanto 1 livelli sierici di 25-OHD, cosi come l'assunzione di vitamina D, sono molto
diversi da un paese all'altro dal Nord al Sud Europa. Inoltre, i metodi di analisi utilizzati
per misurare 1 livelli nel siero di 25 (OH) D3 non sono standardizzati e possono dare
risultati variabili. Questo deve essere preso in considerazione quando si interpreta la
correlazione tra vitamina D e patologia. Un aspetto importante ¢ quanta esposizione
alla luce solare ¢ necessaria per produrre livelli sufficienti di 25- (OH) D3 circolanti
per uno stato di salute ottimale e se questo puo essere ottenuto senza gli effetti deleteri
di un'eccessiva esposizione alla luce solare (come le neoplasie cutanee) o se l'integra-
zione nutrizionale ¢ necessaria. Diverse variabili relative a ciascun individuo (costitu-
zione genetica, tipo di cute, area della cute esposta al sole, abbigliamento, abitudini di
vita) e fattori ambientali che influenzano l'intensita e l'intervallo spettrale di UVB
(come latitudine, stagione e strato di 0zono) possono essere influenti (Spina et al.,
2006). Sono state elaborate linee guida per 1'esposizione alla luce solare personale per
raggiungere livelli desiderabili di vitamina D (Holick et al., 2011). La 25-OHD ¢ la
principale forma circolante di vitamina D e, di conseguenza, viene utilizzata per deter-
minare lo stato di vitamina D di bambini e adulti. Le linee guida pratiche della “Endo-
crine Society” raccomandano che 1 bambini di eta pari o superiore a 1 anno ricevano
600-1000 UI al giorno e gli adulti ricevano 1500-2000 UI al giorno, con la raccoman-

dazione che le persone obese ne richiedono 2-3 volte di piu (Holick et al., 2011).
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Esposizione solare e melanoma

Il rischio di melanoma ¢ associato ai fototipi (I, II e III nell'Europa settentrionale e nei
tipi III, IV nelle popolazioni dell'Europa centrale) e al gradiente della radiazione an-
nuale di UVB-UVA. La Scandinavia ¢ situata alle latitudini (> 54 ° N) dove le esposi-
zioni annuali UVB (280-315 nm) sono moderate e solo nell'ordine del 25% delle espo-
sizioni equivalenti agli UVB (Moan e Dahlback, 1995). Ciononostante, il MM rappre-
senta un grave problema di salute in Scandinavia. Nel 2008, il tasso stimato di inci-
denza di eta del MM per le donne in Norvegia era 16,5, contro 8,9 in Francia, 5,6 in

Spagna, 8,7 in Italia e 12,6 in Germania (Ferlay et al., 2010).

La relazione tra esposizione annuale alla radiazione solare (ponderata utilizzando lo
spettro di azione dell'eritema CIE) e tassi di incidenza del carcinoma a cellule basali
(BCC), SCC e MM per Scandinavia, Inghilterra, Nuova Zelanda e Australia analizzati
utilizzando le funzioni logaritmiche ¢ simile per quanto riguarda i vari fototipi cutanei
(Moan et al., 2008). Per gli epiteliomi SCC e BCC, il rischio di malattia ¢ simile per
uomini e donne, mentre per il MM, il tasso di incidenza ¢ significativamente piu alto
per gli uomini che per le donne. La ragione di questa differenza di sesso ¢ dovuta al
fatto che le donne del Nord Europa, della Nuova Zelanda e dell'Australia tendono ad
esporsi a intermittenza a dosi elevate durante le vacanze estive rispetto agli uomini,

che hanno modelli di esposizione piu bassi (Moan et al., 1990, 2013).

Gli individui con la cute scura e africana (tipi V-VI) hanno un rischio 20 volte inferiore
di sviluppare tumori della pelle rispetto agli individui bianchi che vivono alla stessa
latitudine (Wu et al., 2011). Gli individui di colore che vivono vicino all'equatore e

esposti alla luce solare ogni giorno hanno livelli ematici di 25 (OH) D di 40-60 ng / ml.

96



La loro cute ¢ stata progettata per produrre un'adeguata quantita di vitamina e la pig-
mentazione della melanina previene gli effetti dannosi, riducendo al minimo 1l rischio
di non melanoma skin cancer (NMSC). Gli asiatici hanno invece un rischio intermedio
(Wu et al., 2011). Una recente indagine mostra che la mortalita det MM diminuisce
con la diminuzione della latitudine in Europa nel suo insieme (Spina et al., 2006; Shi-

pman et al., 2011; Moan et al., 2013).

In sintesi, le prove che il melanoma ¢ causato dall'esposizione solare provengono da
dati epidemiologici che mostrano che l'incidenza del melanoma ¢ piu elevata quando
gli individui con cute chiara (sensibili alle scottature solari) vivono a basse latitudini.
Inoltre, tra questi il rischio € piu alto per coloro che riferiscono scottature e esposizioni
solari durante le vacanze. La relazione tra esposizione al sole e rischio di melanoma ¢,
tuttavia, complessa. Nel complesso, 1 dati genetico-epidemiologici suggeriscono che
l'esposizione al sole intermittente e le scottature solari sono fattori che sono responsa-

bili del marcato aumento dell'incidenza del melanoma.

Fattori che influenzano la produzione di Vitamina D

Durante I'esposizione alla luce solare, le radiazioni UVB penetrano nella cute e attivano
reazioni per la produzione di previtamina D3. Gli UVB inviano segnali ai melanociti
per aumentare la sintesi di melanina. La melanina agisce come una protezione solare
naturale ed ¢ efficacemente “impacchettata” in melanosomi che migrano verso l'alto
fino agli strati superiori dell'epidermide, dove assorbono efficacemente le radiazioni
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UVB e UVA. Un aumento della pigmentazione cutanea ¢ inversamente correlato al
numero di fotoni UVB che possono penetrare nell'epidermide e nel derma. Pertanto,
l'efficienza nell'utilizzo dei fotoni UVB per produrre vitamina D3 nella cute ¢ inversa-
mente correlata alla quantita di pigmentazione cutanea. Un individuo con pigmenta-
zione profonda della cute di origine africana (fototipo 5), che € esposto alla stessa quan-
tita di luce solare di un individuo con pigmentazione cutanea minima di origine celtica
o scandinava (fototipo 2), produrra meno vitamina D3 rispetto a quello prodotto negli
individui con la cute piu chiara (Weinstein et al., 2015). L'invecchiamento causa una
diminuzione della quantita di 7-DHC nell'epidermide; gli anziani esposti alla stessa
quantita di luce solare di un giovane adulto produrranno una quantita inferiore di vita-
mina D rispetto a un giovane adulto (Weinstein et al., 2015). L'angolazione con cui la
luce solare penetra nell'atmosfera terrestre influenza anche la produzione di vitamina
D nella cute, questo ¢ relativo alla stagione, all'ora del giorno e alla latitudine. A lati-
tudini molto elevate, come in Norvegia e in Canada, si produce poca vitamina D tra i
mesi di Ottobre e Marzo. Per risolvere il problema di queste variabili associate alla
sintesi di vitamina D indotta dal sole tra cui ora del giorno, copertura nuvolosa, sta-
gione, latitudine e tipo di pelle, ¢ stata sviluppata un'applicazione gratuita che fornisce
all'utente non solo informazioni utili su quanta vitamina D viene prodotto ma avverte
anche quando sono a rischio di sovraesposizione alla luce solare. In alcune circostanze,
I’incremento con I’alimentazione puo essere necessario e forse preferibile alla luce so-

lare.
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Vitamina D e neoplasie

Studi epidemiologici hanno riportato che gli individui che vivono a latitudini piu ele-
vate corrono un rischio piu elevato di sviluppare neoplasie alla mammella, al colon,
alle ovaie e alla prostata; infatti, 1 tassi di mortalita sia negli uomini che nelle donne
sono stati correlati alla loro esposizione alla luce solare (Grant, 2002). Diverse segna-
lazioni hanno indicato che alcuni dei tumori piu comuni erano significativamente ri-
dotti negli individui con livelli circolanti piu alti dell'ormone antiproliferativo 25 (OH)
D, e che un'integrazione adeguata di vitamina D e un'esposizione solare ragionevole
sono tra 1 fattori di prima linea nella profilassi per un ampio spettro di tumori (Pludo-
wski et al., 2013). Infatti, I'aumento dei livelli di 25 (OH) D ¢ stato trovato prevenire
alcuni tumori attraverso la downregulation della crescita cellulare (Stumpfet al., 1979;
Spina et al., 2006). Tuttavia, ¢ stato difficile capire come I'aumento dell'esposizione
alla luce solare potrebbe aiutare a ridurre il rischio di tumori comuni, poich¢ ¢ noto che
qualsiasi aumento significativo dell'assunzione di vitamina D o esposizione alla luce
solare non aumenta 1 livelli ematici di 1,25 (OH) D. Alcuni indizi sui possibili mecca-
nismi patogenetici sono stati forniti dalle osservazioni che le cellule normali e tumorali
della prostata possono esprimere un enzima funzionale 1-OHase simile a quello rile-
vato a livello cutaneo (Schwartz et al., 1998). Dall'osservazione iniziale, ¢ ora ricono-
sciuto che le cellule normali e tumorali nel colon, seno e altri tipi di tessuto possiedono
un meccanismo enzimatico per convertire 25 (OH) D direttamente in 1,25 (OH) 2D
(Spina et al., 2006). La produzione di 1,25 (OH) 2D in piu punti puo essere necessaria
per mantenere e regolare i1 geni coinvolti nel controllo della crescita e della sopravvi-

venza delle cellule e per impedire alle cellule di mutare.
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Studi osservazionali sui livelli di Vitamina D e melanoma

I risultati riguardanti la relazione tra livelli di vitamina D e il rischio di melanoma sono
controversi. In pochi studi si € valutato la vitamina D nel siero prima dello sviluppo
del melanoma, nella maggior parte si ¢ tenuto in considerazione la vitamina D sierica
al momento della diagnosi. In altri studi, lo stato della vitamina D al momento della
diagnosi ¢ stato valutato e i pazienti sono stati seguiti per la sopravvivenza. Gli studi
epidemiologici progettati per esaminare il rischio associato ai livelli di vitamina D nel
siero presentano molte limitazioni, incluso il fatto che 1 livelli probabilmente cambiano
nel tempo. Inoltre, non ¢ chiaro quale sia la misura piu rilevante (vitamina D media per
un periodo o il livello piu basso di vitamina D) per indicare il periodo piu critico. Major
et al. (2012) hanno condotto il primo studio prospettico per valutare la relazione tra le
concentrazioni di vitamina D nel siero e il conseguente rischio di melanoma. I risultati
di questo studio non indicano un'associazione statisticamente significativa tra i livelli
sierici di 25- (OH) D e il melanoma, sebbene vi sia un'associazione protettiva suggerita
nel secondo quartile rispetto ai livelli piu bassi (Major et al., 2012). In altri studi, lo
spessore di Breslow piu profondo o lo stadio piu elevato era associato a una minore
vitamina D del siero o entrambi (Newton-Bishop et al., 2009; Niirnberg et al., 2009;
Gambichler et al., 2012). Newton-Bishop et al., (2009) hanno mostrato che 1 livelli
sierici di 25-idrossivitamina D3 erano inversamente correlati allo spessore della neo-
plasia tra 941 pazienti con melanoma, sebbene non vi fosse differenza nei livelli sierici
di vitamina D tra 1 controlli sani (n = 114) e 1 pazienti. Un altro studio non ha mostrato
alcuna relazione diretta tra livelli elevati o bassi di vitamina D e I'insorgenza e la gravita

del melanoma (Garland et al., 2003). Al contrario, Niirnberg et al. (2009) hanno evi-

100



denziato che tra 1 pazienti con MM, sono stati trovati livelli sierici di 25 (OH) D signi-
ficativamente ridotti nei pazienti in stadio IV rispetto ai pazienti in stadio I e quelli con
livelli sierici bassi di 25- (OH) D (< 10 ng / ml) probabilmente sviluppa una malattia
metastatica a distanza ravvicinata rispetto a quelli con livelli sierici di 25 (OH) D piu

alti (> 20 ng / ml).

Poiché studi epidemiologici hanno riportato risultati incerti e a causa delle difficolta
nella valutazione del rischio di melanoma in risposta ai livelli sierici di vitamina D, le
successive indagini sono state indirizzate verso lo studio del recettore VDR e la sua
espressione nei melanociti. Pertanto, in studi recenti, 1 polimorfismi dei geni VDR (che
sono spesso sovraespressi nelle cellule di melanoma) sono associati all'insorgenza di

diversi tumori incluso il melanoma (Maruyama et al., 2006; Hou et al., 2015).

Recettore della Vitamina D

Il gene piu studiato nel pathway della vitamina D ¢ il gene VDR localizzato sul cro-
mosoma 12q13.11. Il gene ha 11 esoni, con piu di 600 polimorfismi a singolo nucleo-
tide (SNP) che sono stati identificati nella sua regione codificante. Questo recettore ¢
un fattore di trascrizione nucleare che appartiene alla superfamiglia dei recettori degli
ormoni steroidei. Il VDR media 1 principali effetti cellulari della vitamina D. L'ormone
attivo 1,25 (OH) 2D3, legandosi a VDR, regola varie vie di segnalazione coinvolte
nella progressione del ciclo cellulare, nella differenziazione e nell'apoptosi, implicate
anche nello sviluppo e nella progressione del cancro (Welsh, 2011). Molti studi epide-
miologici hanno valutato associazioni tra varianti VDR e vari tipi di neoplasie, com-
presi quelli della mammella, della regione colorettale, dell'ovaio e della prostata (Ma-

ruyama et al., 2006). Allo stesso modo, sono note le associazioni di polimorfismi VDR

101



con rischio di neoplasie cutanee. Molti studi epidemiologici hanno anche esaminato le
associazioni tra le varianti VDR e il rischio di melanoma. Tuttavia, i risultati di questi
studi non sono stati coerenti. Solo pochi SNP, considerati funzionali, si presentano ad
alta frequenza nelle popolazioni bianche e possono influenzare I'affinita del recettore,
il legame con il DNA nucleare, la trascrizione dell'RNA e la sintesi proteica (Uitterlin-
den et al., 2004). Un recente studio dei polimorfismi del VDR inclusi Fokl, Bsml,
Apal e Taql ¢ stato effettuato per definire 1 ruoli dei polimorfismi nel rischio, nell'in-
cidenza e nello sviluppo delle neoplasie della cute. I risultati di questo studio mostrano
che il polimorfismo di Fokl ¢ associato a un rischio significativamente maggiore di
tumori della cute (Zhao et al., 2014). 11 polimorfismo Taql potrebbe contribuire alla
suscettibilita ai NMSC. Nessuna associazione significativa ¢ stata osservata tra il poli-
morfismo di Bsm1 e il rischio di svilupparli. Uno studio di meta-analisi mostra che
Fokl, Taql e Apal possono essere 1 biomarker di suscettibilita per 1 tumori cutanei

(Zhao et al., 2014).

VDR e gene p53

Le vie di segnale del VDR e p53 regolano molte funzioni cellulari che sono rilevanti
per lo sviluppo delle neoplasie, tra cui la proliferazione, la differenziazione, l'apoptosi
e la sopravvivenza cellulare; di conseguenza, hanno un ruolo importante sulla trasfor-
mazione maligna delle cellule (Maruyama et al., 2006). Inoltre, 1 geni VDR e p53 rap-
presentano due importanti soppressori tumorali in diversi tessuti (Evans et al., 1998;
Palmer et al., 2004). Le mutazioni nei geni che codificano le proteine del pathway p53

rappresentano un segno distintivo di molti se non di tutti 1 tipi di neoplasie. Gran parte
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della funzione tumore-soppressiva nella cute pud essere mediata attraverso l'intera-
zione delle vie VDR e p53, sia per attivazione reciproca che per inibizione (Maruyama
et al., 2006). Le radiazioni UV inducono diverse forme di lesioni a livello del DNA,
che hanno la capacita di modulare I'equilibrio cellulare, generando cosi ROS (Rei-
chrath e Reichrath, 2012). Sia il danno indotto da UV che il danno da ROS attivano
p53. L'irradiazione UV induce la p53 a stimolare la pigmentazione della cute mediante
derivati pro-oppiomelanocortinici, tra cui I'ormone a-melanocitico stimolante che I'or-
mone adrenocorticotropo, riducendo la sintesi cutanea di vitamina D (Gupta et al.,
2007). Le cellule tumorali contengono spesso abbondanti proteine mutanti p53
(mutp53), che possono contribuire attivamente alla progressione del tumore mediante
un meccanismo di guadagno di funzione. L'elemento di risposta VDR ¢ stato identifi-
cato come sovra-rappresentato nelle sequenze del promotore legate da mutp53. Stam-
bolsky et al. (2010) hanno riferito che mutp53 puo interagire funzionalmente e fisica-
mente con VDR. Mutp53 ¢ reclutato in geni regolati da VDR, aumentando la transat-
tivazione di alcuni geni o diminuendo l'espressione di altri. Inoltre, mutp53 aumenta
I'accumulo nucleare di VDR e converte la vitamina D in un agente antiapoptotico. Per-
tanto, lo stato di p53 puo influire sull'impatto biologico della vitamina D sulle cellule
tumorali e dovrebbe essere esaminato quando si considerano analoghi della vitamina

D come terapia antiblastica.
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MATERIALI E METODI

La vitamina D gioca un ruolo fondamentale nell'omeostasi del calcio, nell’attivita
muscolare, nella neuroprotezione, nella prevenzione delle malattie cardiovascolari e
nelle neoplasie. Circa il 20% di tutti 1 casi di tumori sono correlati all'obesita. Si ritiene
che la vitamina D sia uno dei fattori implicati in questa associazione. Tuttavia, la
relazione con il melanoma (MM) ¢ complessa a causa dell'influenza dell’esposizione
solare. Infatti, sebbene siano richiesti 1 raggi UV di tipo B per produrre vitamina D,
essi sono anche considerati uno dei piu importanti fattori di rischio per i melanomi e 1
non melanoma skin cancer (NMSC). I1 MM ¢ una delle piu letali neoplasie della cute,
che puo colpire qualsiasi eta. La sua incidenza ¢ aumentata nonostante gli sforzi per
migliorare la protezione solare, mettendo in evidenza la necessita di misure preventive
addizionali e trattamenti. L’esposizione solare intermittente e le scottature sono
fortemente correlate con la comparsa di un MM, comunque il MM pud anche
svilupparsi in aree non fotoesposte, dove (molto probabilmente) altri pathway biologici
potrebbero causare la patologia, con anche differenti risultati. 2% 297 A questo riguardo,
la lentigo maligna melanoma (LMM) puo essere usata come modello di MM nelle aree
con esposizione cronica al sole, essa ¢ caratterizzata da una buona prognosi, dopo
’escissione chirurgica della neoplasia.’®® Se le sedi anatomiche sono soggette
all’esposizione intermittente la prognosi benigna pud cambiare e diminuire. La
vitamina D ¢ il precursore di un ormone (1,25-diidrossivitamina D3), che ha molti
effetti biologici sulla cute (per esempio la regolazione della crescita cellulare e un ruolo
centrale nel sistema immune). Le condizioni normali sono determinate

dall’esposizione solare, che rappresentano oltre il 90% della richiesta della vitamina D,
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mentre la dieta contribuisce a circa il 10%. 2% Gli effetti antineoplastici della vitamina
D sono stati documentati in differenti neoplasie sistemiche, come quella della
mammella, della prostata e del colon, e poi in differenti linee cellulari del melanoma
esprimenti il recettore nucleare della vitamina D (VDR); infatti ¢ stata valutata una
progressiva riduzione dell’espressione del VDR dai nevi al MM. 2!% 2! Comunque la
relazione tra vitamina D e MM ¢ piu complessa, confrontata con altre neoplasie
sistemiche. 2!? Infatti & ben stabilito che la radiazione UV non ¢é tra le cause principali
di melanomi nelle sedi non esposte al sole, dove invece I’immunosoppressione
sistemica, le caratteristiche anatomiche e fisiologiche in questi siti speciali, potrebbero
contribuire allo sviluppo della patologia, mostrando anche come un decremento nei
livelli circolanti di vitamina D potrebbe giocare un ruolo fondamentale in questa classe
di pazienti. 2'3 Infatti in letteratura € stato riportato che alti livelli sierici di vitamina D

214: comunque

sono associati con una migliore prognosi nei pazienti con melanoma
evidenze certe sui livelli sierici nei pazienti con melanoma in aree fotoesposte € non

fotoesposte sono ancora mancanti.

Analisi retrospettiva

Abbiamo eseguito un’analisi retrospettiva dei pazienti affetti da melanoma seguiti
presso il nostro ambulatorio di Dermatologia oncologica da Dicembre 2015 a Dicem-
bre 2018 per identificare pazienti con melanoma in zone fotoesposte (NST-MM) e non
fotoesposte (NST-MM). Abbiamo incluso nei NST-MM 1 MM della pianta del piede,
del palmo della mano, dei glutei e della cute dei genitali. Altri siti anatomici erano
inclusi nei NST-MM, per quanto riguarda 1 pazienti con MM comparso nelle aree con

esposizione intermittente al sole (tronco, arti superiori e inferiori) erano inclusi in NST-
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MM. I dati clinici e patologici erano stati ottenuti dal nostro database elettronico. |
seguenti parametri erano stati raggruppati e analizzati: sesso (femmine e maschi), eta
(£6002>61); spessore di Breslow (< 1.0 0> 1.01 mm), ulcerazione (presente o assente)
e sito anatomico della neoplasia primaria (ST-MM o NST-MM). Abbiamo analizzato
1 pazienti dalla data della prima visita alla data del decesso o ultimo follow up. I pa-
zienti erano sottoposti a regolare follow up nel nostro Dipartimento con periodici esami
e valutazione strumentale attraverso radiografie, ecografie, TC, RM, scintigrafia ossea

e PET.

Analisi dei livelli sierici di vitamina D

Usando una randomizzazione elettronica, dal gruppo di pazienti ST-MM e NST-MM,
abbiamo estrapolato pazienti che avevano asportato di recente un MM e abbiamo
valutato 1 livelli di vitamina D. A tal proposito 1 livelli sierici di vitamina D erano stati
dosati non piu tardi di 30 giorni dalla diagnosi. Pazienti che assumevano supplementi
di vitamina D (o supplementi di calcio) erano stati esclusi dall’analisi. Tutti 1 campioni
erano dosati allo stesso laboratorio; livelli di vitamina D > 30 ng/ml erano considerati
nel range di normalita, livelli sierici tra 20 e 29 ng/ml erano insufficienti e livelli < 19
ng/ml erano fortemente insufficienti. Tutte le analisi erano state eseguite nel periodo
tra Maggio e Settembre alla latitudine di 41°54°39°°24 Nord. Un consenso informato

era stato firmato da ogni paziente prima dell’esecuzione dell’analisi e lo studio era stato

approvato dal Comitato Etico del nostro Istituto. Per entrambi 1 pazienti ST-MM e NST-
MM, i seguenti parametri erano stati valutati: sesso (maschio e femmina); eta (< 60 o
> 61); sede anatomica della neoplasia primaria (assiale / periferica), spessore di
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Breslow (< 1.00 mm; > 1.01 mm) e ulcerazione (presente / assente). L’analisi era
eseguita, non per valutare il significato prognostico dei valori della vitamina D, ma per
effettuare un semplice studio osservazionale selezionato da questi due gruppi di
pazienti affetti da melanoma. Successivamente abbiamo eseguito anche un’analisi
dello stato di BRAF per ogni paziente affetto da MM, a seconda del sito anatomico
della neoplasia primaria, € abbiamo confrontato questi risultati con i valori sierici della

vitamina D.

Analisi statistica

La “disease free survival” (DFS) era calcolata dalla diagnosi della neoplasia primaria
alla data della prima progressione, mentre 1’“overall survival” (OS) era calcolata dalla
diagnosi della neoplasia primaria alla data del decesso o ultimo follow up. Il prodotto
di Kaplan-Meier era usato per stimare le curve di sopravvivenza per DFS e OS, e il
Long-rank test era usato per valutare le differenze tra le curve di sopravvivenza.
Pazienti che erano persi al follow up o che erano vivi al momento dell’ultimo follow
up sono stati censurati alla data dell’ultimo follow up. Assumendo che gli effetti delle
variabili predittive erano costanti nel tempo, 1 fattori predittivi indipendenti erano
valutati dalla regressione proporzionale di Cox. Inoltre, per valutare le differenze
riguardanti 1 livelli sierici di vitamina D in ST-MM e NST-MM ¢ stata eseguita una
Odds ratio. Successivamente, per valutare le corrispondenze tra mutazione di BRAF e
livelli sierici di vitamina D, per quanto riguarda 1 siti anatomici, ¢ stato effettuato il test
McNemar. In tutti 1 metodi statistici, un valore di p < 0.05 era considerato

statisticamente significativo.
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RISULTATI

Abbiamo analizzato un totale di 698 pazienti, tra questi 531 erano definiti come NST-
MM, mentre 167 come ST-MM. Le caratteristiche dei pazienti sono riassunte nella

tabella 1 e 2.

Lo spessore di Breslow era > 1.01 mm in 63 pazienti ST-MM (40%), con uno spessore
mediano di 1.1 mm (range 0-7.5 mm); mentre era > 1.01 in 170 pazienti NST-MM
(32%) con uno spessore mediano di 0.6 mm (range 0-4.2 mm). Mentre per quanto ri-
guarda ’ulcerazione, era presente in 21 pazienti ST-MM (14%) ed era presente in 54
NST-MM, cioe¢ il 10%. Infine, I’eta media era valutabile per 1 due gruppi, rispettiva-
mente, 58 anni per i pazienti ST-MM e 54 anni per 1 pazienti NST-MM. Altre caratte-

ristiche dei pazienti sono riportate nella tabella 1 e 2.

Melanoma NST-MM e ST-MM

Effettuando 1l prodotto Kaplan-Meier e il Long-rank test, la DFS era di 78 mesi nei
pazienti NST-MM e 20.5 mesi nei pazienti ST-MM (p < 0.0001); anche a lungo termine
un migliore comportamento era osservato per 1 NST-MM con una OS mediana di 80
mesi vs una OS mediana di 42 mesi per i pazienti ST-MM (p <0.0001) (Fig. 1 ae 1 b).

Specificamente, abbiamo trovato che una migliore DFS era osservata per i pazienti ST-

MM con un’eta mediana di < 60 anni (p < 0.003), cosi come pazienti femmine (p =

0.5), spessore di Breslow < 1.00 mm (p < 0.004) e MM senza ulcerazione (p = 0.02).
Comunque, alla regressione dei rischi proporzionali di Cox (tra le variabili clinico-
patologiche e DFS) solo l’eta (p < 0.001) e spessore di Breslow (p < 0.001)

arricchivano 1 dati statistici (Tab. 3).
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Table 1 Baseline characteristics in non-shield-site melanoma (NST-
MM) patients

N Median
Gender
Male 261 NP
Female 270
Age
>61 213 54
<60 318
Ulceration
Presence 54 NP
Absence 477
Breslow
<1.0 mm 361 0.6 mm

>1.01 mm 170

NP means not provided

Anche per quanto riguarda i1 pazienti NST-MM abbiamo trovato che una migliore DFS
era osservata per 1 pazienti con un’eta mediana di < 60 anni (p = 0.007), cosi come
pazienti femmine (p = 0.2); spessore di Breslow < 1.00 mm (p <0.001) e pazienti senza

ulcerazione (p < 0.0001). Inoltre (come nei pazienti NST-MM), fattori come 1’eta
(»<0.0001) e il Breslow (p < 0.001) erano le sole variabili alla regressione dei rischi
proporzionali di Cox (Fig. 2). Per quanto riguarda la OS nei pazienti NST-MM, 1

risultati mostravano un comportamento che rifletteva la DFS, con una migliore OS per
pazienti < 60 anni (p < 0.0001), spessore di Breslow < 1.0 mm (p = 0.04) e MM senza
ulcerazione (p = 0.02) (Tab. 3). Anche per 1 NST-MM un significato statistico era
arricchito per variabili come eta < 60 anni (88 vs 70 mesi; p = 0.02), Breslow < 1.00

mm (81 vs 70 mesi; p <0.019) e assenza di ulcerazione (87 vs. 64 mesi; p = 0.02).
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Table 2 Baseline characteristics in shield-sites melanoma (ST-MM)

patients

N Median
Gender
Male 60 NP
Female 107
Age
>61 77 58
<60 90
Ulceration
Presence 21 NP
Absence 146
Breslow
<1.0 mm 104 1.1 mm
>1.01 mm 63

NP means not provided
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Fig. 1 Kaplan-Meier curves of disease-free survival (DFS) accord-
ing to shield-site melanoma (ST-MM) and non-shield-site melanoma

(NST-MM)
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Table 3 Disease-free survival (DFS), overall survival (OS) and clinicopathological features in shield-site melanoma patients (ST-MM)

b

DFS (median months) P* P OS (median months) P
Gender
Male 63 NS NS 63 NS
Female 65 68
Age
>61 55 <0.003 <0.001 54 <0.0001
<60 84 73
Ulceration
Presence 9 0.02 NS 15 0.02
Absence 42 82
Breslow
>1.01 mm 18 <0.004 <0.001 43 0.04
<1.00 mm 84 99

p* Kaplan—-Meier product and log-rank test between DFS curves
p” Cox proportional hazards regression between DFS and predictive factors analyzed

p° Kaplan-Meier product and log-rank test between OS curves: n indicates number of patients. In italic, significant values

Analisi dei livelli sierologici di vitamina D

Nei pazienti che avevano asportato chirurgicamente da < 30 giorni un MM, abbiamo
dosato 1 livelli di vitamina D. A tal proposito, secondo una semplice randomizzazione
1:2.5, abbiamo diviso 1 pazienti rispettivamente in ST-MM e NST-MM, in modo da
valutare uno studio osservazionale case control. Un totale di 25 pazienti ST-MM e 62
NST-MM sono stati selezionati. L’eta mediana nei due gruppi era di 56 anni nei ST-
MM e 57 anni nei pazienti NST-MM, lo spessore mediano di Breslow era di 0.7 mm
nei ST-MM e 0.6 ne1t NST-MM, il rapporto M:F era 9M:16F in ST-MM vs 30M:32F in
NST-MM e infine ’ulcerazione era presente nel 18% dei ST-MM e nel 9.6 % nei NST-
MM. Abbiamo trovato che i livelli sierici mediani di vitamina D erano piu alti ne1 NST-
MM che nei ST-MM (24 vs. 20 ng/ml). Tra questi, nei pazienti ST-MM, cinque pazienti
mostravano una deficienza di vitamina D, mentre tra quelli NST-MM solo due pazienti.
Valutando 1’Odds ratio, abbiamo trovato che 1 pazienti ST-MM mostravano bassi livelli

di vitamina D confrontati con i pazienti NST-MM, sebbene senza incrementare 1 dati
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statistici (p = 0.09). In conclusione, tra 87 pazienti con recente storia di melanoma (<
30 giorni), solo 11 pazienti (12.7%) mostravano valori normali sierici di vitamina D,
indipendentemente dalla sede anatomica. 1 valori piu bassi sono stati osservati nei

pazienti ST-MM (Fig. 3).
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Fig. 2 Kaplan-Meier curves of overall survival (OS) according to

shield-site melanoma (ST-MM) and non-shield-site melanoma (NST-
MM)
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Fig. 3 Box-Plot. Median levels of vitamin D in shield-site melanoma
(ST-MM) and non-shield-site melanoma (NST-MM)

Per quanto riguarda lo stato di BRAF, una mutazione dello stato di BRAF era presente
nel 14% dei1 ST-MM e nel 41 % de1t NST-MM. Valutando il test di McNemar, abbiamo

notato una correlazione statisticamente significativa tra bassi livelli sierici di vitamina
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D e bassa percentuale di mutazione di BRAF (p = 0.03) nei pazienti ST-MM, cosi come

tra livelli sierici di vitamina D e piu alta percentuale di mutazione di BRAF nei pazienti

NST-MM (p < 0.001) (Tab. 4).

Table 4 BRAF mutation and serum levels of vitamin D (Vit. D)
according to shield-sites (ST-MM) and non-shield-sites (NST-MM)

BRAF Vi. D Significance
ST-MM ! l p = 0.03
NST-MM ] 1 p < 0.001
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DISCUSSIONE

Il danno ossidativo gioca un ruolo chiave nello sviluppo del MM e I’esposizione ai
raggi UV & uno dei pit importanti fattori nello sviluppo del MM e dei NMSC. 25 11
MM del volto ¢ fortemente associato all’esposizione solare cumulativa, mentre il MM
del tronco e degli arti sembra correlato all’esposizione intermittente. Cosi I’esposizione
solare cronica e intermittente e le scottature sono valori predittivi certi nello sviluppo
di un MM su aree esposte e/o irregolarmente esposte, mentre poco € conosciuto sul suo
coinvolgimento nelle aree non fotoesposte. 2! 217 Nel nostro lavoro abbiamo trovato
una migliore prognosi a breve (DFS) e a lungo termine (OS) nei pazienti NST-MM.
Questo aspetto ¢ confermato anche nella nostra analisi da una piu alta percentuale di
MM > 1.01 mm, osservati nei ST-MM (60%), confrontati con 1 NST-MM (47%). A tal
proposito, certamente, la diagnosi precoce di un NST-MM gioca un ruolo centrale;
infatti solo questa caratteristica da sola puo contribuire alla differenza nella prognosi
osservata nei due campioni (come anche riportato dalla presenza piu alta di ulcerazione
nei pazienti ST-MM, cosi come lo spessore mediano di Breslow) (Tab. 1 e 2). In questo
contesto, un’eccezione potrebbe essere il MM della testa (con particolare riguardo al
MM del cuoio capelluto). Questo sottotipo di MM spesso compare nei pazienti anziani,
ed ¢ conosciuto avere una peggiore prognosi, dovuto a: ostacoli nella diagnosi precoce,
alla ricca e complessa rete vascolare presente nella testa e collo (che potrebbe facilitare
la diffusione delle cellule del MM) e a una frequente escissione incompleta dei margini
chirurgici. 2!8-22! Infatti, nella nostra analisi abbiamo evidenziato che pazienti con MM
del cuoio capelluto mostravano un’eta mediana alta (62.5 anni; con un range tra 55 e

81 anni), con un alto valore mediano di Breslow di 2.5 mm (range tra 0.3 ¢ 0.4 mm) e

114



una OS mediana di 50 mesi (range tra 28.3 e 172 mesi), confrontata con una OS
mediana di 80 mesi nei restanti pazienti NST-MM. Riassumendo, secondo 1 dati della
letteratura e 1 nostri risultati, possiamo concludere che le sedi anatomiche potrebbero
determinare esse stesse una differente prognosi nei pazienti con MM cutaneo,
indipendentemente da altre caratteristiche clinico-patologiche. Il melanoma del cuoio
capelluto deve essere considerato separatamente, avendo un comportamento differente
da tutti gli altri NST-MM. Mentre il danno causato dai raggi UVA e UVB sulle aree
esposte al sole ¢ una variabile indipendente allo sviluppo del MM, poco ¢ conosciuto
su il legame tra I’esposizione UV e rischio di MM nelle aree non fotoesposte. Cosi
abbiamo deciso di valutare un’analisi der valori sierologici della vitamina D nei
pazienti con una recente diagnosi di MM (< 30 giorni).

La vitamina D ¢ un secosteroide liposolubile, che agisce mantenendo I’omeostasi del
calcio e del fosfato. La vitamina D deriva da due fonti - endogena (dalla sintesi nella
cute — vitamina D3) ed esogena (dieta o supplementi — vitamina D2 ¢ D3). ?*> Ha
importanti funzioni biologiche, includendo la modulazione del sistema immune ed
effetti antineoplastici. La vitamina D ha chiari effetti antiproliferativi su una
proporzione di linee cellulari di MM “in vitro”, e la variabilita di questi effetti ¢ stata
riportata essere correlata all’integrita del pathway di segnale della vitamina D. 223
Infatti ¢ stato trovato che bassi livelli sierici di vitamina D sono associati con
incremento di neoplasie della mammella, del colon, della prostata cosi come del MM;
inoltre, ¢ stato anche dimostrato che animali mancanti del recettore della vitamina D
(VDR), e con gravi deficienze di livelli di vitamina D, sono inclini allo sviluppo di una

neoplasia.??* Nel nostro lavoro 1’analisi sierologica ¢ stata arbitrariamente valutata
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durante un periodo con alta produzione di vitamina D dovuta ad aspetti ambientali (tra
il mese di Maggio e Settembre) e alla latitudine (41°54°39°24 latitudine Nord). Infatti
I’intensita delle radiazioni UV ¢ cruciale nella produzione della vitamina D, da cio ¢
stata definita una variabilita stagionale, con incremento della produzione in estate e
decremento in inverno. Considerando tutti questi aspetti, 1 livelli sierici mediani di
vitamina D erano generalmente bassi nella nostra popolazione di pazienti affetti da
MM, come riportato nella Box-plot (Fig. 3). Questa osservazione era piu suggestiva
per 1 pazienti ST-MM, che era il gruppo di pazienti che nell’analisi retrospettiva
mostrava la peggiore prognosi. E molto probabile che le radiazioni UV attraverso la
fotosintesi della vitamina D, hanno un effetto protettivo nei MM delle sedi esposte al
sole, richiedendo dosi cumulative di raggi UV allo sviluppo di una neoplasia,
spiegando anche come il MM del volto (come la lentigo maligna melanoma) di solito
mostra una migliore prognosi. 2% 22 Per tale motivo, I’aumentata esposizione agli UVA
e UVB con conseguente aumento della vitamina D potrebbe causare una
redistribuzione della prognosi ne1t MM esposti al sole e in quelli non esposti. [l BRAF
¢ una serin / treonin chinasi e un mediatore nel pathway RAS/RAF/MEK/ERK; questo
pathway normalmente ¢ associato a differenziazione cellulare, proliferazione e
apoptosi. 227 E noto che le mutazioni di BRAF non sono tipicamente associate a
esposizione a raggi UV e che esse hanno un effetto indiretto sullo stato mutazionale di
BRAF. 227-228 In letteratura solo Qi et al. ?*! hanno studiato un’associazione tra UV e
mutazione di BRAF, comunque senza scoprire alcun effetto delle radiazioni UV sulla
mutazione di BRAF. Recentemente, Massad et al. ?* hanno dimostrato che le

mutazioni di BRAF capitano piu frequentemente nelle regioni con potenzialmente piu
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bassa esposizione solare, sia nei melanomi primari che metastatici; comunque,
un’associazione tra esposizione solare e BRAF non ¢ stata ancora confermata. Mentre
Massad et al. 22 hanno usato come metodo indiretto di esposizione alle UV, la latitudine,
la longitudine e I’elastosi solare, noi abbiamo utilizzato come metodo indiretto per ST-
MM, 1 livelli sierici di vitamina D. Nella nostra analisi, la mutazione di BRAF era

presente in una percentuale comparabile con i dati riportati in letteratura 232

, attraverso
una classificazione secondo specifiche aree anatomiche, abbiamo mostrato una
percentuale piu bassa di mutazione di BRAF nei ST-MM. Comunque per nostra
conoscenza fino ad adesso nel MM non sono state studiate le correlazioni tra livelli
sierici di vitamina D e mutazione di BRAF. Recentemente, Zou et el. 230 nel ca.
papillifero della tiroide hanno riportato che il legame tra vitamina D e il pathway di
segnale delle MAP chinasi risulta nella resistenza agli effetti antitumorali mediati dal
calcitriolo e che un’alta percentuale di mutazione di BRAF ¢ presente in associazione
con alti livelli di CYP24A1, che sua volta declina gli effetti della vitamina D. 239 23!
Secondo la nostra analisi nel MM abbiamo osservato che il gruppo di pazienti con bassi
livelli di vitamina D (ST-MM) erano statisticamente correlati con anche bassi livelli di
mutazione di BRAF, mentre il contrario era osservato per quelli NST-MM (Tab. 4).
Infatti, la mutazione di BRAF ¢ generalmente bassa nei MM che originano nelle aree
con esposizione cronica al sole, dove la mutazione di KIT ¢ presente in circa il 20 %
dei casi (esclusiva mutazione di BRAF): a tal proposito, molto probabilmente il
pathway di KIT gioca un ruolo cardine nel MM delle aree esposte cronicamente al sole.

Comunque, un comportamento simile ¢ presente anche nei MM di siti anatomici

particolari (siti con cute glabra e acrale), per 1 quali ¢ riportata un’alta percentuale di
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positivita di KIT. ?*> Molto probabilmente nei ST-MM della cute glabra, I’assenza di
cellule staminali nella regione del bulge del follicolo pilifero potrebbe spiegare la
patogenesi della neoplasia in questa regione anatomica, che mostra un piu aggressivo
comportamento, come anche riportato nella nostra analisi retrospettiva. Per questo
motivo, altri fattori cosi come differenze biologiche tra melanociti di queste regioni
anatomiche possono giocare un ruolo cruciale nella patogenesi del melanoma. 2*¢ Una
limitazione di questo studio era che il gruppo di MM valutato secondo 1 valori sierici
di vitamina D e presenza / assenza di mutazione di BRAF non era molto ampio. Inoltre
un’altra limitazione era che il follow up di questa classe di pazienti € troppo breve per
valutare 1’analisi della sopravvivenza a lungo termine secondo la relazione tra livelli
di vitamina D e mutazione di BRAF, sia per ST-MM che NST-MM. Per tale motivo, le
nostre osservazioni potrebbero essere nuovo motivo di studio in futuro. In conclusione,
secondo un’ampia analisi retrospettiva, ST-MM mostrano una peggiore prognosi
rispetto a NST-MM. Abbiamo anche osservato come, al momento della diagnosi, di
solito ST-MM presentano livelli piu bassi di vitamina D; per tale motivo, questo aspetto
potrebbe spiegare la peggiore prognosi nello studio retrospettivo per i pazienti ST-MM
(in assenza d1 attivita antiproliferativa della vitamina D). Infine, abbiamo osservato che
la bassa percentuale di mutazione di BRAF era direttamente correlata con bassi livelli
di vitamina D nei ST-MM, cosi come al contrario abbiamo osservato per 1 pazienti
NST-MM. Tutte queste scoperte confermano 1’ipotesi che nei ST-MM altri pathways
(non ancora scoperti) giocano ruoli fondamentali per I’inizio della patologia e per il
relativo aggressivo comportamento, se confrontato con il MM originato sulle zone a

esposizione cronica o intermittente.
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