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Introduccién

1.1. Epidemiologia del melanoma cutaneo: un

problema de salud publica.

El melanoma cutaneo representa el 4% de los canceres dermatolégicos
y es el responsable del 90% de las muertes por cancer de piel. Ademas, el
melanoma es una de las neoplasias que provoca una mayor cantidad de afnos
de vida potencialmente perdidos. Se trata del cancer mas frecuente en adultos
de raza blanca entre 25 y 30 afios de edad (Aceituno-Madera y cols., 2010).
Ademas, solo el 14% de los pacientes con melanoma metastasico sobreviven a

los 5 afios (Miller y Mihm, 2006).

El melanoma es un cancer con una elevada agresividad, que ha
mostrado un aumento de la incidencia mundial mayor que el de cualquier otra
neoplasia (Nagore y cols., 2009) y que presenta indices epidemioldgicos
diferentes a cualquier otro tumor. El aumento anual de las tasas de
incidencia varia entre el 3 y el 7% en los diferentes paises de poblacién
caucasica. Con este incremento, se estima que cada 10 o 20 ainos se duplica
la incidencia, por lo que se trata de uno de los tumores malignos que mas ha
aumentado en la poblacion blanca en los afios finales del siglo XX (Bloethner y
cols., 2009). Igualmente es uno de los 10 tumores malignos mas frecuentes en
el mundo occidental, pero es raro en la mayoria de paises de Africa, Asia y

Sudamérica (Diepgen y Mahler, 2002).

21



Introduccién

La estadistica del cancer en Estados Unidos informd de la existencia de

6 casos por 100.000 habitantes al comienzo de los afios 70 y 18 casos por
100.000 habitantes y afio a principios del 2000, demostrando asi que las tasas
de incidencia se han triplicado. En el mismo periodo de tiempo las tasas de
incidencia en Europa sufrieron un aumento similar, de 3-4 casos a 10-15
casos por 100.000 habitantes y ano. La Autoridad Federal para la Salud en
Alemania ha utilizado los registros poblacionales de varias regiones para
estimar la evolucion de la incidencia del melanoma cutaneo, observando un

aumento del triple durante un periodo de tres décadas (Garbe y Leiter, 2009)

(Figura 1).
20 — 20
Casos por 100,000

18 — habitantes y afio 18 -
16— 16 -

14 14 .

Hombres Mujeres

12 12 +
10 10+

8 8

6 -1 6

4 4

2 - 2

| 1 1 I I 1 1 ] | ]
1980 1985 1990 1995 2000 2005 1980 1985 1990 1995 2000 2005
=— Incidencia Incidencia

Figura 1: Tendencia de la incidencia de melanoma en Alemania estandarizada
por edad (poblacién europea estandar) durante 25 afios. Fuente: Modificado de

Garbe y Leiter, 2009.
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En general, la incidencia mundial de melanoma aumenta a medida que

nos acercamos al Ecuador, mientras que en Europa ocurre lo contrario.
Probablemente se deba al fototipo mas claro de la poblacion del norte de
Europa y a la exposicion solar intensa a la que se someten en periodos
vacacionales (Rodenas y cols., 1996). Las mayores tasas de incidencia se

observan en Australia y Nueva Zelanda con 56 casos por 100.000 habitantes,

sin diferencias estadisticamente significativas entre hombre y mujeres
(Bloethner y cols., 2009; Leiter y Garbe, 2008), lo que supone mas del doble de
las tasas mas altas de Europa (Parkin y cols., 1997), seguidas de las de
América del Norte y Europa del Norte. Con esta incidencia, el melanoma en
Australia se ha convertido en el cuarto tumor mas frecuente en varones,
después del cancer de prostata, de colon y de pulmén, y el tercero mas
frecuente en mujeres, tras el de mama y de colon, con lo que se ha convertido

en un importante problema de salud publica. Actualmente se estima que uno

de cada 25 varones y una de cada 34 mujeres en Australia desarrollaran un
melanoma a lo largo de su vida (Stratigos y Katsambas, 2009). Por otro lado,
las tasas de incidencia mas bajas, corresponden a los paises del este, sury

suroeste de Asia (Garbe y Leiter, 2009).

En Europa la incidencia es muy superior en los paises del norte del
continente, con tasas estimadas para el afio 2002 de 8,4 casos por 100.000 en
hombres y 10 en mujeres, frente a 6 casos por 100.000 en los del sur del

continente. Estas diferencias también se observan, aunque en menor medida,
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en la mortalidad, con tasas para 2002 de 2,2 y 1,6 casos por 100.000 en
hombres y mujeres del norte europeo y de 1,6 y 1,1 en varones y mujeres del

sur. Suecia, Noruega, Islandia y Dinamarca tienen las tasas de incidencia de

melanoma mas elevadas del mundo, junto con Australia, Nueva Zelanda y

Estados Unidos (Ferlay y cols., 2004).

En Espaia también se ha producido un aumento de la incidencia de
melanoma en los ultimos 30 afos (Aceituno-Madera y cols., 2010). Entre los
anos 1969-1972, la tasa de incidencia era de 0,3 y de 0,2 por 100.000
habitantes en varones y mujeres, respectivamente, ascendiendo a 3 y 3,8 en
1992. Esto supone que, en 20 ainos, la tasa de incidencia de melanoma en
Espana se multiplicé mas de 10 veces (Saenz y cols., 2005). Los ultimos datos
publicados sobre la incidencia de melanoma a nivel europeo, son los aportados
por el ECO (European Cancer Observatory) referentes al aino 2008, con una
incidencia estimada de melanoma cutaneo en Espana de 6,33 y 7,09 por
100.000 habitantes (Figuras 2 y 3), y una mortalidad de 1,72 y 1,16 por
100.000, en hombres y mujeres, respectivamente (European Cancer

Observatory, 2010).

Algunos autores consideran que el incremento de incidencia de
melanoma cutaneo no es real, sino que responde a un sobrediagnostico de
casos indolentes. Sin embargo, el aumento de la mortalidad por melanoma y de

la incidencia de tumores primarios gruesos detectados por algunos estudios,
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sugiere que este incremento de incidencia no es solo aparente (Marcoval y

cols., 2008).

B2

[ 150
<12.6
<0.9

P s

Figura 2: Incidencia europea estimada por 100.000 habitantes de melanoma

cutaneo en hombres, 2008. Fuente: European Cancer Observatory, 2010.

25



Introduccién

B <266
[Tc16a

<13.2
<10.4

B <os

Figura 3: Incidencia europea estimada por 100.000 habitantes de melanoma

cutaneo en mujeres, 2008. Fuente: European Cancer Observatory, 2010.
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1.2. Los melanocitos y su entorno: la piel.

El melanoma surge por la transformacion neoplasica de los melanocitos
que son células cuya caracteristica mas especifica es la capacidad de sintetizar

pigmentos (Wolff y cols., 2008).

Los melanocitos se localizan fundamentalmente en la piel, entre los
queratinocitos basales de la epidermis y el foliculo piloso. Pueden encontrarse
también en otras localizaciones, como coroides, mucosa oral o genital,
nervios periféricos, cadena simpatica o leptomeninges. Proceden de células
pluripotenciales de las crestas neurales que durante el desarrollo embrionario
se diferencian en el embrién siguiendo dos caminos: el “ventralQ que da lugar a
las neuronas y células gliales del sistema nerviosos periférico, y el
“dorsolateralQ del que surgen las células pigmentarias. Los precursores de las
células pigmentarias se denominan melanoblastos. Estos migran a la dermis y
se diferencian, probablemente bajo la influencia de la a-MSH y otros factores,
aunque mantienen capacidad de proliferar a lo largo de toda su vida (Wolff y
cols., 2008). Posteriormente, se desplazan a la capa basal de la epidermis
donde se localizan siguiendo un patrén no aleatorio, con cinco o seis
queratinocitos entre cada célula. Desde alli emiten prolongaciones dendriticas
que entran en contacto con los queratinocitos de las capas basal y superficial

(Walker y Hayward, 2002) (Figura 4).
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— T

Figura 4. Representacion esquematica de la piel. Detalle aumentado de un

melanocito en el recuadro infero-izquierdo. Fuente: http://www.cancer.gov
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La piel es un érgano complejo que abarca toda la superficie del cuerpo, y
se continua con las membranas mucosas que recubren los orificios del cuerpo.
Representa alrededor del 15% del peso total del cuerpo adulto, con una
superficie de 1,6 m? a 1,9 m?, y por tanto es el rgano mas grande del cuerpo
(Mckee, 1996). Ademas, muestra considerables variaciones regionales en
relacion con su espesor (que varia de 1 a 4 mm), la distribucién de los anejos

epidérmicos, y la densidad de los melanocitos (Figura 5), entre otras

caracteristicas (McKee, 1996; Murphy, 1997; Marin y Del Pozo, 2005).
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Figura 5. Distribucion de los melanocitos en el cuerpo humano. Fuente: Marin

y Del Pozo, 2005.

La piel ejerce multiples funciones gracias a una elaborada estructura,
que asocia tejidos de distintos origenes (epitelial, conjuntivo, vascular,

muscular y nervioso). Estos estan organizados en tres niveles de arriba abajo:

2.000 mm?

1 2.400 mm?

epidermis, dermis e hipodermis (Mckee, 1996; Murphy, 1997) (Figura 4).

a) La epidermis (y sus apéndices asociados, los foliculos pilosos o unidades

pilosebaceas y las glandulas sudoriparas). Es un epitelio estratificado que se

renueva continuamente. Esta constituida por distintos tipos de células:

» Los queratinocitos epidérmicos (90-95%): provienen de divisiones

mitéticas de las células madre de la capa basal, y van ascendiendo
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hacia la superficie de la piel, a medida que sufren diversas

diferenciaciones  morfolégicas y bioquimicas (queratinizacion),

desprendiéndose en unos 30 dias (Mckee, 1996). Se disponen en capas

continuas (Kanitakis, 2002) (Figura 6).

Capa cornea

Estrato lucido

Estrato granuloso

Estrato espinoso

AN |Estrato germinativo

Figura 6: Capas de la epidermis. Fuente: Modificado

http://www.igb.es/dermatologia’/homepage.htm

» El resto de las células epidérmicas (5-15%):

de

— Células de Langerhans (3-6%): Son células mdéviles, dendriticas

y presentadoras de antigenos. Estan presentes en todos los
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epitelios estratificados y derivan de los precursores
hematopoyéticos CD34+ de la médula 6sea (Stoitzner y cols.,

2002; Wang y cols., 2009).

Las células de Merkel: Estan localizadas en la capa basal de la
epidermis y la vaina epitelial de los foliculos pilosos. Muestran
rasgos tanto neuroendocrinos como epiteliales, y su ontogénesis
no se ha establecido aun (cresta neural o células madre de la
epidermis). Parecen funcionar como mecanorreceptores, como lo
sugiere su contacto frecuente con los axones sensoriales
dérmicos con los que forman uniones sinapticas (Boulais y cols.,

2009).

Melanocitos: Como se ha comentado, se originan de la cresta
neural y migran hacia la epidermis donde producen melanina, el
pigmento natural mas importante de la piel (Murphy, 1997) (Figura

7).

b) La dermis es la capa intermedia de la piel. Forma la mayor proporcion de la

piel y constituye el verdadero soporte de este 6rgano. Tiene un espesor de

unos cuatro milimetros. Se divide en tres zonas de superficial a profundo:

dermis papilar, dermis reticular y dermis profunda; y esta formada por un

complejo sistema de fibras entrelazadas, embebidas de una sustancia

denominada "sustancia fundamental", en la cual se sitian una extensa
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variedad de tipos de células, donde los fibroblastos son las células

fundamentales (Kanitakis, 2002).

c) La hipodermis o tejido celular subcutaneo es la capa mas profunda de la
piel. Se halla constituida por multitud de adipocitos (células grasas), dispuestos
en lébulos, separados entre si por trabéculas de haces de fibras colagenas y
elasticas. Protege al organismo proporcionandole amortiguacion y aislamiento

térmico (Kanitakis, 2002).

Figura 7: A. Los melanocitos (flechas) se localizan en la capa basal de la

epidermis, entre los queratinocitos. B. Imagen a mayor aumento de un

melanocito.
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1. 3. Funcion del melanocito: sintesis de melanina

1.3.1. Melaninas: tipos, sintesis y regulaciéon

Las melaninas son pigmentos especializados que no pertenecen a
ninguna clase bioquimica conocida, sino que constituyen un conjunto de
moléculas afines con diferentes grados de polimerizacion y oxidacion, que

permiten clasificarlas en dos grandes grupos (Ito y Wakamatsu, 2008):

» Eumelaninas. De color pardo o negro, contienen azufre y proporcionan

las coloraciones oscuras.

» Feomelaninas. Pigmentos amarillos o rojo-parduscos que integran
mayor proporcion de azufre que las anteriores. Son responsables de las

coloraciones claras.

A partir de la mezcla de los dos tipos fundamentales de melaninas
(eumelanina y feomelanina), se forma una gran variedad de melaninas en
funcién de la mayor o menor cantidad de una u otra, que dan lugar a su vez a
un numero indefinido de pigmentaciones diferentes entre los humanos (Simon y

cols., 2009) (Figura 8).

33



Introduccién

eumelanina feomelanina

Figura 8: Espectro de colores de las eumelaninas y feomelaninas. Fuente:

http://es.ask-schwarzkopf.com/image_viewer/51.

Cada tipo de melanina esta constituida por un nucleo central de
feomelanina envuelto por una capa variable de eumelanina (Ito y Wakamatsu,

2008) (Figura 9).

La exposicidon a la radiaciéon UV incrementa la concentracion de ambos
tipos de melanina, pero es la eumelanina la que se correlaciona mejor con el
bronceado cutaneo y tiene mayor funcion fotoprotectora. La feomelanina, mas
labil y fotosensible, tiene mayor potencial para generar radicales libres en
respuesta a la radiacién UV, que podrian dafar el ADN, potenciando asi los

efectos fototoxicos de dicha radiacion (Kadekaro y cols., 2003a).
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Feomelanina Eumelanina
Feomelanina

2

A

Figura 9: Core de feomelanina (A), sobre el que se afade una envoltura de

eumelanina (B). Modificado de Ito y Wakamatsu, 2008.

El predominio de uno u otro tipo de melanina depende principalmente del
receptor de la melanocortina MCR1 de los melanocitos. Sus agonistas son la
melanocortina -también llamada a-MSH u hormona estimulante de los
melanocitos- y la ACTH, que estimulan la proliferacién y la melanogénesis en
los melanocitos con formacion de eumelanina, y su antagonista es una
proteina denominada Agouti, que al unirse a MCR1 desvia la sintesis de
melanina hacia la formacion de feomelanina (Scott y cols., 2002). (Ver, mas

adelante, Proteinas melanogénicas: proteinas reguladoras).

La sintesis de las melaninas tiene lugar en el interior de unas organelas

especializadas llamadas melanosomas. El precursor comun de ambos tipos

de melanina es el aminoacido tirosina, sobre el que actua la enzima tirosinasa

que cataliza su oxidaciéon para sintetizar DOPA (dihidroxifenilalanina) y para
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producir, a continuacion, un compuesto intermediario comun: la dopaquinona.
A partir de este punto, vias distintas conducen a la formacion de las
eumelaninas y de las feomelaninas (Simon y cols., 2009; Sturm, 2009) (Figura

10).

irosina | = [opa ] = [Dopaguinons

l l |

Eumelanina negra Eumelanina marrén Feomelanina
rojafamarilla

Figura 10: Via comun de la sintesis de las distintas melaninas. Modificado de

Wolff y cols, 2008.

1.3.2. Melanosomas

Los melanosomas, como se ha mencionado anteriormente, son
organelas presentes en el citoplasma de los melanocitos y especializadas en la
sintesis de melanina. El melanosoma pasa por cuatro estadios de maduracién
(I, 1, My Iv) (Figura 11), desde una organela carente de melanina hasta

convertirse en una organela completamente melanizada. Segun el tipo de
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melanina sintetizada, los melanosomas se dividen en eumelanosomas, si
contienen mayor cantidad de eumelanina, y feomelanosomas, si contienen

mayor cantidad de feomelanina (Slominski y cols., 2004).

Figura 11: Sintesis de melanosomas. Disefio propio a partir de Bolognia y

cols., 2004; Slominski y cols, 2004.

1.3.2.1. Proteinas melanogénicas

A partir del reticulo endoplasmico, se sintetiza el melanosoma en estadio
I, al que habran de agregarse proteinas sintetizadas en el aparato de Golgi
para sufrir su maduracién completa hasta el estadio IV (Sturm, 2006) (Figura

12).
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i e 1]

II/

Figura 12: Incorporacion de las proteinas melanosomicas en el proceso de

maduracién del melanosoma. Disefo propio.

Las proteinas de los melanosomas son de dos tipos, enzimas y

proteinas estructurales:

a) Enzimas:

» Tirosinasa: es una glicoproteina anclada en la membrana del

melanosoma. Constituye la enzima mas relevante en la sintesis de

melaninas. Su gen se localiza en el cromosoma 11 y la enzima consta
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de tres dominios o partes: un dominio melanosémico citoplasmatico, un

dominio melanosémico transmembrana y un dominio interno. Este ultimo

contiene la region catalitica que requiere de iones de cobre para su

actividad y representa alrededor del 90% de la proteina. Las mutaciones

que implican su inactivacion provocan el albinismo oculocutaneo de tipo

I (Jawaid y cols., 2009).

Proteinas relacionadas con tirosinasa (TRP): son dos, TRP-1y TRP-

2, y al igual que la tirosinasa, son glicoproteinas localizadas dentro de

los melanosomas y abarcan la membrana melanosémica.

TRP-1: En el hombre su gen se localiza en el cromosoma 9. No
se conoce bien la funcion exacta de la TRP-1 en la
melanogénesis humana, aunque sabemos que en los ratones
cataliza el paso de acido 5,6-dihidroxindol-2-carboxilico a
eumelanina, mientras que en el hombre, esta reaccion es llevada
a cabo por la tirosinasa (Ito y Watamatsu, 2008). No obstante, la
TRP-1 parece ser necesaria para la sintesis de melanina, ya que
su ausencia determina el albinismo oculocutaneo tipo 3.
Ademas, recientemente se ha descubierto que la TRP-1 forma
complejos con la tirosinasa para darle estabilidad (Kobayashi y

Hearing, 2007).
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— TRP-2: Denominada también DOPAcromo tautomerasa, se
localiza en el cromosoma 13. Es bien conocida su participacion
en varias de las reacciones de la biosintesis de melanina.
Ademas forma complejos con la tirosinasa y con la TRP-1 (Simon

y cols., 2009) (Figura 13).

> Proteincinasa C-B: las proteincinasas constituyen una familia de al
menos 12 isoformas. La PCK C-B es una proteina presente en el
citoplasma del melanocito, que se transloca a la membrana del
melanosoma para permitir la fosforilacion que activa a la tirosinasa

(Voris y cols., 2010).

b) Proteinas Estructurales

Son proteinas que forman parte de la matriz del melanosoma y que son

necesarias para el deposito apropiado de melanina.

» Pmel17: también recibe el nombre de glicoproteina 100 y producto del
locus silver. Desempefa un papel crucial en la formacion de la matriz
fibrilar de los eumelanosomas, contribuye a dar forma de elipse a los
melanosomas y es imprescindible para la melanogénesis. La ausencia
de esta proteina estructural en melanomas, aumenta la sensibilidad a

algunos quimioterapicos (Xie y cols., 2009).
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l l Glutation %a cisteina
5,6-dihidroxiindol DOPAcromo Cisteinil/DOPA
TRP-2 l
Tirosinasa Acido 5,6-dihidroxiindol-2-
carboxilico
v l v
Indol 5,6- Acido indol 5,6-quinona Alanil-hidroxi-
quinona carboxilico benzotiazina
Tirosinasa l
o TRP-1
Eumelanina negra Eumelanina marrén FeSiana
g roja/amarilla
nacitaxde Ao M Poco soluble de Soluble de bajo
mediano PM PM

Figura 13: Enzimas principales implicadas en la biosintesis de eumelanina y
feomelanina. Para la sintesis de eumelanina son necesarias la tirosinasa, la
TRP-1 y la TRP-2, mientras que para la sintesis de feomelanina sélo es
necesaria la tirosinasa junto con el aminoacido cisteina (Simon y cols., 2009.

Modificado de Wolff y cols., 2008).

» MART-1/Melan A: presente en la membrana del melanosoma en estadio
| y Il para estabilizar a Pmel17 mediante la formacion de complejos con

ella (Wolff y cols, 2008).
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c) Otras proteinas melanogénicas

>

42

Proteina p: es una proteina transmembrana que funciona como un
intercambiador anidnico, controlando el ph melanosémico. Los
individuos que presentan ausencia funcional de esta proteina presentan

albinismo oculocutaneo tipo 2 (Puriy cols., 2000).

Complejos heterotriméricos de proteinas adaptadoras: facilitan la
asignacion de las proteinas asociadas a la membrana, como tirosinasa,
TRP-1, TRP-2 y Pmel17. Defectos de estos complejos padecen el
sindrome de Hermansky-Pudlak, un trastorno autosomico recesivo de
albinismo oculocutaneo, disfuncién plaquetaria y enfermedad pulmonar

(Wolff y cols., 2008).

SLC24A5: también llamada NCKXS5, se cree que es una proteina de
intercambio catidnico. Las mutaciones de SLC24A5 en el pez cebra
provocan hipopigmentacion del organismo. EI homodlogo humano
ancestral se expresa en individuos de piel mas oscura, como africanos y
asiaticos, mientras que el alelo variante se expresa en europeos

(Lamason y cols., 2005; Sturm, 2006).

SCL24A4: perteneciente a la misma familia que la proteina anterior. Su

asociacidn con las caracteristicas pigmentarias se ha descrito mas
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recientemente, en un analisis del genoma completo en islandeses y

holandeses (Sulem y cols., 2007).

» MATP: también conocida como SLC45A2 o AIM1. Es una proteina
transportadora asociada a la membrana del melanosoma. Mutaciones
del gen que codifica esta proteina origina el albinismo oculocutaneo
tipo 4. Ademas estudios recientes indican que esta implicada en la
diversidad de la pigmentacién cutanea humana normal (Norton y cols.,

2007).

» Proteinas de membrana asociadas con lisosomas (LAMP): protegen
la integridad de los melanosomas al eliminar radicales libres que se

producen durante la sintesis de melanina (Wolff y cols., 2008).

d) Proteinas reguladoras

» Factor de transcripcion asociado con microftalmia (Mitf): Es el gen
maestro de la supervivencia del melanocito y es un factor clave para
regular la transcripcion de las principales proteinas melanogénicas en la
fisiologia de las células pigmentadas normales, como tirosinasa, TRP-1,
TRP-2, PKC-Beta y MART-1. Uno de los mecanismos por los que Mitf

promueve la supervivencia de los melanocitos es por regular
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positivamente la expresidon de bcl-2, que actua como proteina

antiapoptética (Miller y Mihm, 2006).

Ademas, Mitf tiene un interés reciente y creciente en cuanto a su
participacion en la biologia del melanoma (Wellbrock y cols., 2008). Se
ha detectado una amplificacion de las secuencias del gen Mitf y del ARN
resultante de su transcripcion en el 10% de los melanomas primarios y
hasta en el 20% de los melanomas metastaticos (Hocker y cols., 2008).
Esta también implicado en la actuacidon del oncogén BRAF en el
melanoma, y ha sido relacionado con tumores de peor pronostico y
resistencia a la quimioterapia (Garragay y cols., 2005), lo que convierte a
Mitf en una diana terapéutica de estudio en grupos de trabajo recientes

(Nakai y cols., 2010).

Receptor de melanocortina 1: los receptores de melanocortina (MCR)
son una familia de 5 receptores (MCR1, MCR2, MCR3, MCR4 y MCR5)
que tienen cada uno, siete dominios transmembrana y pertenecen a la
superfamilia de receptores acoplados a proteinas G. Cada tipo de MCR
predomina en determinados lugares del organismo (Tabla 1). El MCR1

es el que se localiza en los melanocitos.

Agonistas de MCR-1: Son las isoformas a, B, y y, de hormona
estimulante del receptor de melanocortina (a-MSH, -MSH y y-MSH), y

la hormona adrenocorticotropa (ACTH). La a-MSH y la ACTH tienen la



Introduccién

misma afinidad por el MCR1, y por tanto son sus estimuladores
fundamentales, mientras que la afinidad de B-MSH y y-MSH es menor.
La interaccion entre MCR1 y cualquiera de sus ligandos induce la
activacion dependiente de proteinas G de la adenilciclasa, que aumenta
los niveles intracelulares de AMPc, que induce la transcripcion de Mitf. El

resultado final es la sintesis de eumelanina marrén/negra.

Receptores de Localizacién principal Localizaciéon minoritaria

melanocortina

Queratinocitos, fibroblastos,
MCR-1 Melanocitos células endoteliales, células
presentadoras de antigeno

MCR-2 Corteza adrenal Adipocitos

MCR-3 Cerebro Intestino, placenta

MCR-4 Cerebro

MCR-5 Tejidos periféricos Glandulas sebaceas,

fibroblastos, adipocitos

Tabla 1: Receptores de melanocortina: Tipos y distribucién. Modificado de

Bolognia y cols., 2004.
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» Antagonista: Agouti. Es una proteina que antagoniza la alfa-MSH por
unién competitiva con MCR-1. Agouti se expresa tanto en los ratones
como en los seres humanos. En los ratones determina el color amarillo
del pelaje ya que al unirse Agouti a MCR-1, evita la activacién de este
receptor dependiente de la adenilciclasa y desvia la sintesis de melanina

hacia la formacion de feomelanina (Carlson y cols., 2007).

1.3.2.2. Transferencia de melanosomas a los queratinocitos

Cada melanocito transfiere estos melanosomas, a través de sus
dendritas (Aspengren y cols., 2009) a aproximadamente 30-40 queratinocitos
de su alrededor, formando la denominada “unidad melanino-epidérmica®
(Nordlund, 2007). Pese a que el melanocito se encuentra entre los
queratinocitos de la capa basal, sus dendritas llegan hasta, al menos, la mitad

del estrato espinoso (Figura 14).

Una vez dentro de los queratinocitos, los melanosomas tienden a
situarse sobre el polo apical del nucleo de la célula, protegiéndola de los
efectos de la radiacion ultravioleta (Ando y cols., 2010). Ademas, aunque la
presencia de melanina es mayor en los queratinocitos del compartimento basal
de la epidermis, permanece en ellos durante su ascension hacia las capas mas

superficiales de la epidermis. En sus ultimas etapas, cuando los queratinocitos
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llegan al estrato cérneo de la piel, la mayor parte de los melanosomas

desaparecen (Aspengren y cols., 2009).

Fagocitosis  ©
en el extremo

Queratinocito

Cendrita

Fusion de
membranas

Figura 14: Unidad melanino-epidérmica. Modificado de Bolognia y cols., 2004.

47



Introduccién

48



Introduccién

1.4. Pigmentacién cutanea basal

1.4.1. Determinantes fenotipicos de la pigmentaciéon cutanea

basal

Asi como en otras especies animales, los humanos presentan una gran
variabilidad en el grado de pigmentacion cutanea basal. El color de la piel es,
en condiciones normales, el resultado de tres pigmentos: la melanina producida
por los melanocitos, la hemoglobina de los hematies en la vasculatura
superficial, y en mucha menor medida, los carotenoides de la dieta (Rees,
2003). Sin embargo, las diferencias sistematicas del color de la piel en el

mundo se deben principalmente al contenido de melanina de Ia piel.

Estas variaciones no se relacionan con el numero de melanocitos, que
es muy similar en todas las razas (Tadokoro y cols., 2005), sino que estan
principalmente determinadas por el numero, localizacion, forma, tamano y
contenido de los melanosomas, y por tanto, por la cantidad de melanina y la

razon entre eumelanina y feomelanina (Rees, 2003). En las pieles claras, los

melanosomas forman clusters rodeados de una membrana, mientras que en
las pieles oscuras permanecen como granulos aislados, y tienden a situarse
todavia mas sobre el polo apical del nucleo de la célula, protegiéndola de los

efectos de la radiacion ultravioleta (Sturm, 2006) (Figura 15).
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Figura 15: Distribucién de los melanosomas segun la etnia. Modificado de

Sturm, 2006.

1.4.2. Determinantes genéticos de la pigmentacion cutanea

basal

La pigmentacion cutanea basal es un rasgo poligénico y son muchos
los loci que se han relacionado con ella en especies mamiferas, a través de la
identificacion de mutaciones naturales o inducidas artificialmente, que afectan a
los niveles y tipos de melanina, o que dan lugar a patrones de pigmentacion
alterada por un aumento o disminucion de los precursores implicados en la
melanogénesis. Las mutaciones de algunos de estos genes causan una
ausencia total de melanina como ocurre en el albinismo oculocutaneo (OCA
1,2,3 y 4) y otros sindromes relacionados, como el sindrome de Hermansky-
Pudlak. Fue asi como se intuyd inicialmente, que TYR, OCA2, TRP-1 y

SLC45A2 serian genes relacionados con la pigmentacion humana (pues su
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ausencia provoca patologias que impiden la pigmentacién normal de la piel),
demostrandose, posteriormente, que determinados polimorfismos de estos
genes, y de otros que se citaran, se asocian, efectivamente, a la variaciéon

normal del color de la piel, el pelo y los ojos (Sturm, 2009).

Para comprender la influencia de las variantes en los genes que
determinan la pigmentacion humana normal es necesario conocer la
interrelacion de las diferentes vias implicadas en la sintesis, regulacion y
trasporte de la melanina, y por tanto, de los melanosomas, que se enumeran

a continuacion (Figura 16):

— Complejo enzimatico de la tirosinasa: TYR, TRP-1, TRP-2. Proteinas

localizadas en la membrana del melanosoma y responsables de la

conversion del aminoacido tirosina en melanina.

Proteinas melanogénicas estructurales importantes para la correcta

melanogénesis:

— Reguladores de la sintesis de melanina, tanto hormonales, como

receptores:

— Factores de transcripcion implicados en la produccion de melanina:

MITF.
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Proteinas implicadas en el transporte de los melanosomas:

MyosinVa, Rab27a (Sturm y cols., 2001; Parra, 2007).

Ligandos y receptores importantes en el control de la migracién,
proliferacion y supervivencia de los melanocitos: KITLG (ligand of

KIT tyrosin kinase receptor) y KIT (receptor) (Miller y cols., 2007).

Eumelanosoma

. . ATP

@ @ .
/ \
OA1 y; Silver
Prot?
alfa-MSH

ACTH

Agouti

—

Feomelanosoma

Figura 16: Representacion esquematica de las vias implicadas en la

regulacion, sintesis y transporte de la melanina y los melanosomas.

Elaboracion propia tomando dibujo patron de Parra, 2007.

52



Introduccién

De todas las proteinas que se relacionan con el proceso de
melanogénesis (arriba enumeradas), aquellas cuyos genes presentan
polimorfismos que se han relacionado con la variaciéon normal del color
de la piel, los ojos o el pelo, asi como con la presencia de pecas o la
sensibilidad al sol (Sturrm, 2001; Sulem y cols., 2007; Sulem y cols., 2008;

Parra, 2007; Sturm, 2009), se describen en la tabla 2:

MATP 5
IRF4 6
EXOC2 6
TYRP-1 9
TYR 1"
TPCN2 1"
KILTG 12
SLC24A4 14
P 15
NCKX5 15
MCR1 16
Agouti 20

Tabla 2: Genes cuyos polimorfismos tienen influencia en la pigmentacion
cutanea basal y otros rasgos fenotipicos como el color de ojos, de pelo o el
fototipo. Elaboracién propia a partir de articulos: Sturm y cols., 2001; Sturm,

2006; Sulem, 2007; Parra, 2007; Sturm, 2009).
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De todos los genes que aparecen en la tabla referida, los unicos cuyas

proteinas no se han hecho referencia hasta el momento, son:

>

IRF4: la proteina que codifica, IRF4 (interferon regulatory factor 4), es un
importante factor de transcripcion que regula la expresion génica en

respuesta a interferones y otras citocinas (Han y cols., 2008).

EXOC2: cromosoma 6, la proteina codificada por este gen, EXOC2,
participa en el complejo exocitico, que es imprescindible para orientar
las vesiculas exociticas hacia puntos concretos a través de la membrana

plasmatica (Han y cols., 2008).

TPCN2 (Two-pore channels): localizado en el cromosoma 11, codifica
una proteina que actua como canal transportador de calcio, similar a las
proteinas codificadas por los genes SLC24A2 y SLC24A5. Sulem y cols.,
descubrieron una asociacion estadisticamente significativa entre
determinados polimorfismos localizados en este gen y la pigmentacion

humana (Sulem y cols., 2008).

Los polimorfismos del gen MCR1 son los mayores responsables de la

pigmentacion cutanea y del fototipo. Se han identificado mas de 70 variantes

de MCR1 (Garcia-Borron y cols., 2005). Las variantes que implican una

correcta funcionalidad del receptor inducen la formaciéon de eumelanina,

fuertemente fotoprotectora, y dan lugar a los fenotipos marrén/negro (Lynde y
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Sapra, 2010). Aquellas variantes que determinan pelo rojo y piel clara, son las
que implican una alteraciéon de la funcion normal del MCR1, desviando la
sintesis de melanina hacia la formaciéon de feomelanina, por dos motivos

fundamentales:

— Por una ausencia o disminucién de la funcion del MCR1.

— Por disminucion de la afinidad del MCR1 por sus agonistas (Carlson y

cols., 2007).

Recientemente se han identificado nuevas variantes de MCR1 por
polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) que implican que MCR1, tras su
sintesis en el reticulo endoplasmatico, quede retenido y no pueda

movilizarse a la membrana del melanocito (Pérez-Oliva y cols., 2009).

Ademas, ya se han detectado polimorfismos de MCR1 que aumentan
el riesgo de melanoma y que son independientes de la pigmentacién y el

fototipo cutaneo (Lynde y Sapra, 2010).
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1.5. Factores de riesgo

En la tabla 3 se resumen los principales factores de riesgo relacionados

con la aparicion de melanoma, que se desarrollaran a continuacion.

A. Factores de riesgo relacionados con el ambiente

1. Exposicion solar

Exposicién solar intermitente
Quemaduras solares en la infancia
Latitud ecuatorial

Exposicion a radiaciéon ultravioleta

2. Exposicion a agentes quimicos

B. Fenotipo cutaneo

1. Etnia
Fototipoc cutaneo
Presencia de efélides
Color de pelo y ojos

Presencia de nevus: nevus melanociticos comunes, nevus
displasicos, sindrome del nevus displasico. nevus congénitos

C. Antecedentes

;ohenN

1. Familiares de melanoma o nevus displasicos

2. Familiares de otros canceres

3. Personales de melanoma o de otros canceres cutaneos
D. Factores de riesgo relacionados con el genotipo

Tabla 3: Factores de riesgo de padecer melanoma. Disefio propio.

1.5.1. Factores de riesgo relacionados con el ambiente

1.5.1.1. Exposicion solar
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La relacion entre la exposicion solar y el cancer de piel se propuso por
primera vez a principios del siglo pasado, cuando los médicos observaron que
los tumores de piel crecian preferentemente en zonas de piel expuestas a la

radiacion solar.

Hoy dia, la exposicion de la piel a la radiacion ultravioleta solar es
considerada como la principal causa del desarrollo del cancer de piel, por lo

que se explicara de forma extensa en este apartado.

Se cree que al menos una parte del constante aumento de la incidencia
de tumores cutdaneos melanociticos y no melanociticos esta relacionado con la
exposicion recreativa al sol. Los datos epidemioldgicos indican que la
exposicion excesiva y acumulativa a lo largo afios o décadas provocan la

aparicion de neoplasias malignas (Rass y Reichrath, 2008).

a) Exposicion solar intermitente

En el desarrollo del melanoma estan implicadas tanto la exposicion solar
cronica como las exposiciones agudas e intermitentes. No obstante, es la
exposicion solar intermitente e intensa, que produce quemaduras solares, la
que tiene el mayor papel patogénico. Las dosis altas de radicaciéon UV, que

producen quemaduras solares, penetran hasta la base de la epidermis,
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independientemente de la pigmentacion del sujeto (Weinstock y cols., 1996).
En el cancer de piel no melanoma la exposicidon continua y crénica a la
radiacion UV dafa parcialmente a los queratinocitos, pero no a los melanocitos.
En las exposiciones intermitentes y agudas, el dafo de los queratinocitos es tal
que provoca apoptosis de los mismos, impidiendo su transformacién
neoplasica; sin embargo los melanocitos, que tienen menor tendencia a la

apoptosis, sufren dafios irreparables que provocaran la aparicion de melanoma.

b) Quemaduras solares en la infancia

Pese a que la exposicion solar en la edad adulta aumenta el riesgo de
padecer melanoma, son las quemaduras solares durante la nifiez y la
adolescencia las que tienen mayor participacion en la aparicion posterior de
melanoma. Tanto es asi, que la preocupacién por evitar la exposicion solar en
los nifios se ha convertido en un problema de preocupacion politica, y ha
llevado a la Unién Europea a elaborar recomendaciones de proteccion solar
para los nifios (Berneburg y Surber, 2009). Noonan y cols., pretendieron
demostrar la mayor susceptibiidad de los nifos, observada
epidemiolégicamente, mediante un modelo experimental, y encontraron una
mayor aparicion de melanoma en ratones transgénicos neonatales sometidos a
radiacion UV, que en ratones adultos. Las hipotesis propuestas son: 1) la piel
neonatal tiene un numero elevado de melanocitos inmaduros incapaces de

reparar el dafio, 2) la inmadurez del sistema inmune neonatal tolera los
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antigenos melanociticos generados por la exposicion solar (Wolnicka-Glubisz y

Noonan, 2006).

c) Latitud ecuatorial

En paises con alta incidencia de melanoma como Estados Unidos,
Nueva Zelanda y Australia, la tasa de melanoma en la raza blanca es mayor
cuanto mas cerca del ecuador (Berwick y Wiggins, 2006). Sin embargo, la
incidencia de melanoma no se asocia ni con la latitud, ni con el grado de
exposicién a radiacion ultravioleta en las personas de raza negra, en los de

origen hispano o asiatico, ni en los indios americanos (Eide y Weinstock, 2005).

d) Exposicién a radiacion ultravioleta

» Tipo de radiacion ultravioleta

La radiacion ultravioleta representa alrededor del 5% de la radiacion

solar que incide sobre la Tierra. Se divide fundamentalmente, de menor a

mayor longitud de onda en (Figura 17):

— UVC: 200-290 nanédmetros.

— UVB: 290-315 nandmetros.
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— UVA: 315-400 nandmetros.

UvC |UVB |UVA
200 290 315 400

F 3
¥

Longitud de onda en
nanometros

Figura 17: Espectro electromagnético ampliado a la region ultravioleta. Fuente:

Disefio propio.

Las longitudes de onda mas cortas son las de maxima energia y, por
tanto, las que ejercen efectos letales en las células. Afortunadamente, el ozono
de la estratosfera filtra completamente la UVC, que no llega hasta la superficie
terrestre, y la mayor parte de UVB. De ahi la problematica actual por la
disminucion de la capa de ozono, que supondria un menor filtro para

radiaciones dafninas de alta energia (Norval y cols., 2007).

En definitiva, de la radiacién ultravioleta total que llega a la superficie

terrestre, el 5% esta formado por UVB, y el 95% restante por UVA. Las
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pantallas solares protegen sobre todo de la radiacion UVB, responsable de las
quemaduras solares, al ser de menor longitud de onda y por tanto de mayor
energia que la UVA. De hecho, el factor de proteccién solar (FPS) esta referido
a la proteccién frente a la UVB (Diffey, 2009). Por ello, dado que la mayor
cantidad de radiacion ultravioleta que alcanza la superficie de la tierra es UVA 'y
no UVB, las industrias farmacéuticas intentan conseguir pantallas solares
modernas que protejan de longitudes de onda superiores a los 320 nanémetros
(UVA). Por lo general, cuanto mayor es el FPS (por encima de 45 o0 mas), mas
probable es que se obtenga cierta proteccion afadida contra UVA (Wolff y

cols., 2008).

Oftra caracteristica importante es que la penetracion de la radiacion
ultravioleta es mayor cuanto mayor es la longitud de onda, y mientras el 70%
de la radiacion UVB es absorbida por los queratinocitos de los estratos
superiores de la epidermis, la radiaciéon UVA es absorbida entre el 70-80% por
células de la dermis y los melanocitos de la epidermis basal (Cabrera Morales y

Lopez-Nevot, 2006) (Figura 18).

> Efectos de la radiacion ultravioleta

La radiacion ultravioleta incide en la melanizacion, proliferacion y

supervivencia de los melanocitos, tanto de forma:
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— Indirecta: a través de su efecto sobre los queratinocitos, induciendo

la sintesis y secrecion de factores paracrinos.

— Directa: la radiacion ultravioleta interacciona con cromaoforos
celulares (incluido el ADN), desencadenando reacciones bioldgicas
que afectan a la proliferacion, supervivencia y diferenciacién de los

melanocitos.

we| [N

Epidermis

Figura 18: A mayor longitud de onda, mayor penetracion cutdnea. Fuente:

Disefio propio.

Los mecanismos de defensa mas importantes que protegen la piel

humana contra la radiacion UV son: la sintesis de melanina y los
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mecanismos de reparacion activos. E| ADN es el principal objetivo de la

radiacion UV directa o indirecta, inducida por el dafio celular. La baja capacidad

de pigmentacion en la raza blanca, la acumulacion progresiva de dafios que

agotan los mecanismos de reparacion del ADN y los defectos congénitos en la

reparacion de éste, son los principales responsables de los fracasos de

proteccion (Runger, 2008).

64

Sintesis de melanina: el bronceado como respuesta defensiva a la

radiacion ultravioleta

El color de piel de cada persona en condiciones basales recibe el
nombre de pigmentacidén cutanea basal o constitutiva. El aumento de
esta pigmentacion cutanea basal tras la exposicion a radiaciéon
ultravioleta (bronceado) constituye la pigmentacion facultativa de la
piel que es un fendmeno defensivo frente a futuras exposiciones a
radiacion ultravioleta, que sera absorbida, evitando asi su interaccién
con otros componentes celulares que puedan ser dafiados, y dando
como resultado un efecto protector frente al fotoenvejecimiento y la

carcinogeénesis (Coelho y cols., 2009; Abdel-Malek y cols., 2008).

Bronceado inmediato: Es el oscurecimiento inmediato de la piel
dentro de los 5-10 minutos de exposicién y desaparece en minutos a
dias. Es provocado fundamentalmente por la radiacion UVA y no

confiere fotoproteccion, ya que no se produce por un aumento de
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melanina, sino por el reordenamiento de los melanosomas que se

desplazan a las dendritas del melanocito (Wolber y cols., 2008).

Bronceado diferido: Se produce dentro de los 3-4 dias de
exposicion UV, alcanza un pico entre los 10 dias y las 3-4 semanas y va
desapareciendo de manera gradual en varias semanas. Es provocado
por la radiacion UVA y UVB vy si confiere fotoproteccién ya que, en
términos generales, provoca un aumento de la melanina epidérmica total

(Coelho y cols., 2009).

La capacidad de broncearse con la exposicion solar esta en parte
determinada por la pigmentacién basal del individuo, y es muy variable
entre los sujetos, siendo importante en este punto el papel de MCR1,
como ya se ha comentado en apartados previos. La exposicion a
radiacion UV produce un incremento en la sintesis de ACTH y a—MSH,
que se traduce en la activacion de MCR1 y en consecuencia, las vias de
sefalizacion que inducen el bronceado. Se estan disefiando analogos de
la a-MSH como estrategia para prevenir el cancer de piel en individuos
que expresan genotipos poco funcionantes de MCR1 (Abdel-Malek y

cols., 2008).

Mecanismos de reparacion activos: radiacion ultravioleta vy

fotocarcinogénesis.
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Como consecuencia de una exposicion repetida y continuada a la
radiacion ultravioleta ocurren modificaciones en el ADN que de forma
natural son reparadas por los mecanismos celulares de escision de
nucledtidos (NER, nucleotide-excision repair) y de escision de bases
(BER, base-excision repair). El efecto acumulativo de modificaciones
no reparadas puede desencadenar la aparicion de mutaciones puntuales
en genes diana como el gen supresor de tumores p53 (Hoeijmakers,

2001).

Clasicamente se pensaba que la radiaciéon UVB era la unica que
producia dafos directamente en el ADN, mientras que la radiacion UVA
provocaba estos dafios de forma indirecta, mediante la formacion previa
de especies reactivas del oxigeno y radicales libres, que eran los

realmente dafinos para el ADN (Enninga y cols., 1986).

Hoy dia se considera que ambos tipos de radiaciones, UVA y
UVB, son capaces de incidir directamente sobre el ADN y provocar
dafios en el mismo (Runger y Kappes, 2008; Runger, 2008; von Thaler y

cols., 2010) (Figura 19).

La importancia del mantenimiento de la integridad del genoma
por parte de los sistemas de reparacion del ADN ante los agentes
genotodxicos, como la radiacion UV, es puesta de manifiesto por la alta

incidencia de tumores de piel que presentan los pacientes afectados por
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sindromes con defectos en el sistema de reparacion de escision de
nucleotidos (NER), como en el caso del xeroderma pigmentosum, en el
sindrome de Cockayne, y en la ftricodistrofia. En estos sindromes,
numerosas lesiones producidas por la radiacién UV no reparadas, dan
lugar a la aparicion de mutaciones en genes clave, que posteriormente
desencadenan tumores de piel (melanoma y no melanoma) (Lehmann,

2003).

L ¥

UvB UVA uUvB UVA
Fotoproductos
Darfio del ADN Dario del ADN
Mutaciones del ADN H_ Mutaciones del ADN
.t\\_,\ ‘l\/

. |

Figura 19: Recientemente se ha demostrado que las radiaciones UVA pueden
inducir dafio del ADN directamente, sin necesidad de generar fotoproductos

como intermediarios. Disefio propio.
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Fotoproductos del ADN

La primera etapa en la carcinogénesis inducida por la luz solar
ocurre cuando los fotones de la radiacién ultravioleta inducen la
formacion de fotoproductos del ADN. Esto ocurre cuando las pirimidinas
timina o citosina absorben radiacion UV alcanzando un estado excitado
que conduce a la formacién de un enlace covalente con una timina o una
citosina adyacente (Figura 20), lo que forma una estructura anular de
cuatro miembros, denominada dimero de ciclobutilpirimidina (CPD) s
se producen enlaces 5-5 y 6-6, o bien fotoproductos de 6-4 pirimidina-
pirimidona si aparece un solo enlace entre la posicion 6 de una

pirimidina y el grupo exociclico de la otra (Figura 21).

Dos pirimidinas
adyacentes
Acido desaxribonuciico (ADN) absorben RUV
[(BE] [preeseem] R formando Después
fotoproductos.
[—

Figura 20: Formacion de fotoproductos por radiaciéon UV. Elaboracién propia a

partir de fragmentos de Alberts y cols., 2004.
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Figura 21: Fotoproductos del ADN por radiacion UV. Fuente: Modificado de

http://www.scielo.cl/fope/img/idesia/v27n3/fig09-01.jpg.

Estas lesiones unicas igualmente dan lugar a mutaciones unicas
en el ADN. La radiacion ultravioleta induce predominantemente
transiciones C>T y CC>TT en las secuencias de dimeros de pirimidina,
constituyendo la caracteristica mas destacada de la mutagénesis
inducida por la radiacion UV (Pfeifer y cols., 2005). Se piensa que ambas
mutaciones se originan durante la replicacién semiconservativa del ADN,
cuando la ADN polimerasa llega a una lesion de dimero de pirimidina y
no sabe interpretar qué base complementaria debe de insertar, con lo
cual la enzima, por defecto, introduce una adenina. Por lo tanto los
dimeros C—>C pueden originar mutaciones del tipo C>T o bien CC>TT,
ya que la ADN polimerasa inserta una A frente a una C de la hebra o

cadena complementaria. Posteriormente, durante la replicacién semi-
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conservativa del ADN se insertan residuos de T en la hebra recién
sintetizada dando lugar a la aparicién de la mutacion (Brash y cols,
1991). Otras mutaciones inducidas por radiacién UV, aunque menos
frecuentes, son las que pueden cambiar C>A y G->T, y las roturas de

las hebras de ADN (Wikonkal y Brash, 1999).

A pesar de la correlacion epidemiolégica existente entre
melanoma vy luz solar, los genes con mutaciones distintivas por radiacion
UV no son prevalentes y se conoce mucho menos la relacion molecular
entre el dafio por radiacion UV y melanoma, a diferencia de lo que
ocurre con la bien conocida relacion entre dafo por radiacion UV y
cancer de piel no melanoma. En el melanoma maligno unicamente
aparece un 10% de mutaciones en el gen p53 (Zerp y cols., 1999), a
diferencia de los carcinomas basocelulares y espinocelulares con mas
del 60% de mutaciones en p53 (Giglia-Mari y Sarasin, 2003). Estos
datos sugieren que existe una via independiente de p53 implicada en el
desarrollo tumoral del melanoma. De hecho, en el melanoma se ha
obtenido evidencia de mutaciones por radiacion UV en la via p16
(INK4a/ retinoblastoma). EI gen CDKN2A codifica dos proteinas
supresoras de tumores distintas (p16/INK4a y p14/ARF) que afecta a las
vias del retinoblastoma y p53, respectivamente (Sarkar-Agrawal y cols.,

2004).
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> Fuentes artificiales de UV

Existen controversias respecto al papel de las lamparas de bronceado o
cabinas UVA en el desarrollo de los melanomas, si bien ésta parece clara en

los carcinomas.

Aunque la exposicion a la radiacion ultravioleta es un factor importante,
al que se le debe prestar atencién ya que se puede modificar, debemos
considerar que por si mismo no es un factor suficiente para la aparicion de
melanoma, pues este tumor en ocasiones afecta a zonas anatomicas en
principio fotoprotegidas, como las plantas de los pies y las mucosas (Wolff y

cols., 2008).

1.5.1.2. Exposicion a agentes quimicos

Algunos estudios han planteado la posibilidad de que la exposicion
ambiental u ocupacional a agentes quimicos especificos pueda tener relacién
con la aparicion de melanoma, pero hasta la fecha la evidencia no es
concluyente ya que los trabajos que abordan esta asociacién suelen ser

estudios ecoldgicos o estudios observacionales de caracter ocupacional.

Entre los productos quimicos citados en la bibliografia se encuentran:
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— Bifenilos policlorados: usados por electricistas, trabajadores de
telecomunicaciones o empleados de mantenimiento (Langseth vy

Andersen, 2000).

— Arsénico: es un reconocido carcinégeno cutaneo, asociado con cancer

de piel no melanoma. Sin embargo, existen algunos trabajos que

también lo relacionan con melanoma (Kennedy y cols., 2005).

— Pesticidas, derivados del petréleo e hidrocarburos aromaticos

policiclicos (Settimi y cols., 1999).

Hay que tener presente que la mayoria de estas asociaciones son poco

consistentes y de momento no han pasado del plano especulativo.
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1.5.2. Fenotipo cutaneo

Existen caracteristicas fenotipicas que se han asociado con un mayor
riesgo de presentar melanoma, como la variabilidad étnica, el fototipo cutaneo,

la presencia de pecas y el color de pelo y ojos.

1.5.2.1. Etnia

En funcién de la raza, existe un riesgo diferente de presentar melanoma,
debido a las variaciones fenotipicas raciales, sobre todo por la pigmentacion
basal de la piel, pues ello se traduce en diferente eficacia a la hora de proteger
la piel de los rayos solares, y por ello, la incidencia de melanoma en sujetos de
piel clara es mucho mayor que en sujetos de pieles oscuras (Cormier y cols.,
2006). Cuanto mas oscura sea la piel, mas cantidad de eumelanina que es la

melanina mas fotoprotectora.

1.5.2.2. Fototipo cutaneo

El fototipo cutaneo define la tendencia que tiene la piel de los sujetos a

quemarse con la exposicion solar y la capacidad de broncearse con la misma.

Una de las clasificaciones mas usada es la de Fitzpatrick (Fitzpatrick, 1988).
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La clasificacion por fototipos se definié originariamente para adecuar la
dosis de rayos UVA y psolarenos necesarios en sujetos con psoriasis, y se
basa en la informacion que daban los sujetos sobre su respuesta inicial ante la
exposicion solar, determinada en gran medida por la pigmentacion basal de la

piel (Kadekaro y cols., 2003b).

Con facilidad Nunca Piel muy blanca, de tipo céltico

Con facilidad Minimo Piel muy blanca que tras mucha
exposicion solar adquiere ligero
tono café con leche

Con cierta Si Con las primeras exposiciones
facilidad solares se producen quemaduras
pero en cuestion de una o dos
semanas se addquiere un
bronceado completo

Requiere Con Junto con el fototipo
exposicion facilidad representan la mayoria de |Ia
intensa y poblacion mediterranea. Similar al
mantenida lll aunque el bronceado se adquire

en unos pocos dias

Exposicion Muy Tono oscuro natural. Piel de los
muy intensa | facilmente |indigenas americanos

Nunca Siempre Raza negra

Tabla 4. Clasificacion de Fiztpatrick del fototipo cutaneo. Fuente: Fiztpatrick,

1988.
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Las personas de piel clara, con fototipos | y Il, presentan un mayor
riesgo de desarrollar melanoma. Como se ha comentado anteriormente, esto
se debe a que el color de la piel depende, en gran medida, de diferentes
polimorfismos en el gen del receptor de la melanocortina (MCR1), de forma
que las personas de piel clara y, sobre todo los pelirrojos, presentan una mayor
cantidad de feomelanina, que tiene menor capacidad protectora frente a la

radiacion ultravioleta (Pho y Leachman, 2010).

1.5.2.3. Presencia de efélides

Las efélides son maculas pigmentadas que pueden aparecer en
cualquier lugar del cuerpo. Aparecen por un aumento del tamano de los
melanocitos en la capa basal, con hiperpigmentacion de la epidermis, pero sin
incremento en el numero de melanocitos. Son mas frecuentes en pieles claras,
y se asocian a la exposicion solar, pudiendo incluso llegar a desaparecer
totalmente durante el invierno. Parece ser, que hasta un 91% de la variabilidad
en el numero total de pecas podria atribuirse a causas genéticas (Bataille y
cols., 2000). Se cree que el principal gen que codifica para MCR1 también esta
relacionado con este fenotipo, y el nimero de zonas del cuerpo, en el que se
encuentran las pecas, se asocia con la presencia de variantes de este gen

(Gandini y cols., 2005b).
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1.5.2.4. Color de ojos y pelo

Hoy por hoy, no se conoce ningun papel fisioldgico del color del pelo o
de los ojos, a diferencia de lo que ocurre con la pigmentacion de la piel. La
mayoria de las variaciones de color de pelo e iris se dan en personas de

ascendencia caucasica (Parra, 2007).

El color de ojos es un rasgo poligénico, con variaciones cromaticas que
van desde marron muy oscuro hasta tonos muy claros de azul. La variacién del
color se debe a la cantidad de melanina y al numero de melanosomas en la

cara anterior del iris (Kayser y cols., 2008).

La variabilidad en el color de los ojos en los europeos se debe en gran
medida a polimorfismos en OCA2, uno de los genes implicados en la
pigmentacion cutanea (Duffy y cols., 2004). Y, recientemente, se ha encontrado
un nuevo gen, HERC?2, situado en el mismo cromosoma y muy cerca de OCAZ2,
cuyas variantes también se asocian a las diferencias en coloracién del iris en
personas de ancestros europeos (Kayser y cols., 2008; Sturm y cols., 2008;
Sulem y cols., 2007). Existe pues, un mayor riesgo de tener melanoma cutaneo

en los individuos con ojos claros (Gandini y cols., 2005b).

Con respecto al color del cabello, se han descrito desde hace mucho

tiempo, diferencias de riesgo de tener melanoma en los individuos con cabellos

claros. En la ultima década se ha investigado especialmente el claro exceso de
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riesgo que se suele encontrar en los sujetos pelirrojos, que generalmente

tienen ademas piel muy fotosensible (Gandini y cols., 2005b).

Sin embargo, estos factores no pueden contemplarse de manera
aislada, ya que parece que muchos de los rasgos fenotipicos mencionados
como factores de riesgo para melanoma no se comportan de forma
independiente. Duffy y cols. estudiaron la relacion entre color de pelo, color de
ojos, presencia de pecas y lunares, combinando, ademas estos datos con
informacion genética sobre polimorfismos en MCR1 y en OCA2 (Duffy y cols.,
2004). Sus resultados, como refleja graficamente la figura 22, muestran la gran

interrelacion que existe entre estas caracteristicas.
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Figura 22: Relacion entre color de ojos, color de pelo, presencia de pecas y
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variantes de MCR1. Los colores de las barras indican la tonalidad del cabello.

Fuente: Duffy y cols., 2004.
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Mas recientemente, Sulem y cols. han comprobado, en un analisis de

asociacion del genoma completo que, ademas de estos dos genes, hay otros

que también explican parte de la variabilidad en estos rasgos y la frecuente

combinacién de los mismos. Es el caso de determinados polimorfismos en

genes ya comentados al hablar de la pigmentacién cutanea, como el gen TYR,

KITLG o SCL24A4 (Figura 23).

|
Gen  Fracuencia Azul

SNP

MC1R
rs1805008 T

CHR &
rs1540771 A

TYR S192Y
rs1042602 C

TYR R402Q
rs1393350 A

SLC2444
1212806399 T

ocA2
rs1667394 A

KITLG
rs12821256 C
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28
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Figura 23: Genes relacionados con el color de ojos, color de pelo, pecas y

sensibilidad al

sol.

Asociaciones significativas en andlisis con genoma

completo. Fuente: Sulem y cols., 2007.
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Es quiza poco adecuado hoy en dia, estudiar los riesgos asociados a las
caracteristicas fenotipicas sin abordar cuales son los origenes de las mismas y
cual es el mecanismo biologico que sustenta su posible relacién con el
melanoma. La investigacion sobre asociacidon de melanoma y caracteristicas
fenotipicas, por tanto, esta pasando a integrarse dentro de la busqueda de
genes de susceptibilidad que modulan la respuesta de los sujetos frente a los

agentes dafinos, modificando la probabilidad de desarrollar este tumor.

1.5.2.5. Presencia de nevus

La relacion entre nevus y melanoma es controvertida, pues aunque los
nevus pueden ser lesiones precursoras de melanoma, cerca del 80% de los
melanomas aparecen “de novoO(Massi y cols., 1999). Por ello, hay autores
que sostienen que, mas que lesiones precursoras, los nevus son, sobre todo,
un marcador que refleja la susceptibilidad del sujeto ante la exposicion solar
(Armstrong y Kricker,1996), y por tanto, una mayor susceptibilidad a

desarrollar melanoma (Bataille y cols., 2000).

a) Nevus melanociticos comunes

La presencia de un numero elevado de nevus es un marcador de riesgo

de padecer melanoma, de tal manera que la presencia de mas de 50 nevus
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adquiridos de mas de 2 mm conlleva un riesgo relativo de 3 respecto a tener
menos de 15. Cuando los nevus son mas de 100, dicho riesgo se eleva a casi 7
(Gandini y cols., 2005a). Parece que el riesgo asociado a los nevus esta
condicionado porque el numero de nevus depende de una predisposicidon
genética para el desarrollo de lesiones melanociticas (Whiteman y cols., 2005)
y de las exposiciones intermitentes al sol durante la infancia (Stierner y cols.,

1992).

Los nevus aparecen de forma progresiva a partir de los primeros 6-12
meses de vida (solo un 1-2% de los recién nacidos de raza caucasica tienen
lunares). La velocidad de aparicién y el nUumero de nevus estan modulados por
la exposicion ambiental al sol en los nifios, y al numero de lunares de sus

progenitores (Bauer y cols., 2005).

A partir de los 30-40 afos se produce una caida en el numero de nevus
(Bataille y cols., 1996), aunque algunos autores consideran que este descenso
es posterior, en torno a los 50 afios (Kruger y cols., 1992). Se ha apuntado que
el proceso de maduracion y desaparicion de los nevus puede corresponder con
el final de la proliferacion de los melanocitos y la inducciéon de la senescencia
celular, y que, por tanto, alteraciones en el mismo podrian jugar un papel
relevante en el proceso de aparicion del melanoma (Wachsmuth y cols., 2001).
Evidencias recientes muestran que las células de los nevus sufren un proceso
de senescencia o envejecimiento bioldégico inducido por oncogenes implicados

en la via de p16/ retinoblastoma (Bataille y cols., 2007).
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b) Nevus displasicos

Nevus displasico es aquel que presenta algun componente maculoso en
su area y, ademas, tres de los siguientes criterios: contorno mal definido,
tamafno mayor o igual a 5 mm, color variado, contorno irregular y presencia de
eritema. La presencia de nevus atipicos suponen un incremento de riesgo de
tener melanoma independiente de la historia familiar (Gandini y cols., 2005b) y

del numero de lunares (Gruber y Armstrong, 2006).

c) Sindrome del nevus displasico

Este sindrome esta basado clinicamente en cuatro criterios, de los que

deben estar presentes al menos tres (Newton Bishop y cols., 1994) (Tabla 5).

Presentar mas de 100 nevus | Tener mas de un nevus
en sujetos entre 20 y 50|en las nalgas o en el
afios, o por encima de 50 | dorso del pie

nevus si es mayor de 50

Deben estar N
anos

presentes 3 de
los siguientes Tener mas de un nevus|Presentar nevus en la

atipico cara anterior del cuero
cabelludo

Tabla 5. Definicion de sindrome de nevus displasico. Elaboracion propia.
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>

>

El sindrome del nevus displasico puede presentarse:

De forma esporadica

Con agregacién familiar: denominado sindrome del nevus displasico
familiar, “B-K mole sindromeQ en referencia a la primera inicial de los
apellidos de las dos familias en las que fue descrito este sindrome, o
sindrome FAMMM (familial atypical mole-malignant melanoma). En
estas familias, la susceptibilidad a melanoma y a nevus displasicos
parece tener un patron de herencia autosdmica dominante, de

penetrancia y expresividad variable (Gruber y Armstrong, 2006).

El riesgo de desarrollar un melanoma a lo largo de la vida en los
pacientes afectos es muy elevado; sin embargo, los pacientes no afectos
de las mismas familias no presentan un aumento de riesgo (Gruber y

Armstrong, 2006).

d) Nevus congénitos

Los nevus congénitos grandes son posibles precursores reconocidos de

melanoma, aunque el grado de riesgo varia en funcién del tamano del nevus.

El riesgo de presentar un melanoma sobre un nevus melanocitico congénito

grande (>20 cm) durante la vida es del orden de 5-10%, teniendo en cuenta,
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que el 70% de estos melanomas aparecen antes de los 10 afos de edad. En
los nevus congénitos pequefios o medianos, el riesgo de melanoma es similar

al de cualquier otra zona de la piel (Krengel y cols., 2006).
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1.5.3. Antecedentes

a) Familiares de melanoma o nevus displasicos

Se estima que los pacientes con melanoma familiar representan del 10
al 15% de los casos de melanoma. Tener un familiar directo con melanoma
duplica el riesgo de este tumor, mientras que tener tres 0 mas, lo aumenta de
35 a 70 veces (Wolff y cols., 2008). Parte de este riesgo se puede atribuir a
factores de riesgo compartidos, como fenotipo cutaneo, multiples nevus,
excesiva exposicion al sol y alteraciones genéticas familiares. En relacion con
esto, se han encontrado mutaciones germinales en el gen supresor CDKN2A
(que codifica para p14 y p16) en el 20% de las familias estudiadas, y en el 50%

de los casos ligados a la regién 9p21 (Pho y cols., 2006).

b) Familiares de otros canceres

Aunque aun no se ha determinado de forma definitiva, parece ser que
los antecedentes de cancer de pancreas y mama en familiares de primer grado
podrian representar un factor de riesgo de padecer melanoma. Las familias
con mutaciones germinales en el gen CDKN2A presentan incremento del
riesgo de desarrollar melanoma y cancer de pancreas (Goggins y cols., 2004;

Rulyak y cols.,2003).
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c) Personales de melanoma o de otros canceres cutaneos

Tener un melanoma confiere un mayor riesgo que el de la poblacion
general de desarrollar otro melanoma. Este riesgo hace que un 3-6% de los
pacientes tengan un segundo melanoma a lo largo de su vida. Se han
encontrado mutaciones en el gen supresor CDKN2A en pacientes con
melanomas multiples, lo que demuestra la existencia de una cierta
susceptibilidad genética, ademas de la presencia de otros factores
ambientales. Esto justifica la necesidad de hacer un seguimiento cutaneo de
por vida a los pacientes con melanoma, independientemente del prondstico. Se
ha demostrado que esta actitud condiciona que los siguientes melanomas se

detecten en fases precoces con espesores muy bajos.

La presencia de otros canceres cutaneos, que se considera indicativa de

un dano actinico, confiere un riesgo de 4,28 respecto a su ausencia (Asin y

cols., 2006).
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1.5.4 Factores de riesgo relacionados con el genotipo

Como se ha citado, el melanoma es una enfermedad poligénica
multifactorial en la que intervienen factores ambientales que actuan sobre una

predisposiciéon o susceptibilidad genética heredada.

La predisposicidn genética a padecer la enfermedad se explica en gran
medida por la existencia de mutaciones germinales, que se transmiten de
generacion en generacion, a diferencia de las mutaciones somaticas, que se
adquieren con posterioridad al nacimiento y no se heredan. Asi pues, un 5-
10% de los casos de melanoma se desarrollan en familias con melanoma
familiar. Estas familias pueden ser portadoras de mutaciones germinales poco
prevalentes en la poblacion general, pero de alta susceptibilidad a melanoma
en genes de alta penetrancia. Pero la susceptibilidad genética a desarrollar
melanoma muy probablemente también estd presente en los melanomas
esporadicos y estaria determinada por mutaciones o polimorfismos germinales
muy frecuentes en la poblacién general en genes de baja penetrancia. En los
ultimos 20 afios se han realizado multiples estudios epidemiologicos, de
ligamiento y de asociacién, con la finalidad de conocer la base genética de

susceptibilidad a esta neoplasia.

1.5.4.1. Genes de alta penetrancia
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En el melanoma familiar se ha demostrado la existencia de un patrén de
herencia autosémica dominante con penetrancia incompleta. Esta
susceptibilidad a melanoma se expresa con la presencia de multiples casos de
melanomas en familiares de primer o segundo grado, habitualmente asociado a
multiples nevus o nevus displasicos. Mediante estudios citogenéticos,
moleculares y de ligamiento se han identificado los dos genes de alta
penetrancia mas importantes en este sentido: CDKN2A (9p21) y CDK4 (12q14)

(Hocker y cols., 2008; Thompson y cols., 2009).

Para entender la participacion de estos genes como reguladores de la
proliferacion celular melanocitaria, es de ayuda recordar las fases del ciclo

celular (Figura 24).

Fase M: mitosis. Se divide el
: “gap” o citoplasma y se separan los dos

intervalo 2. Se forman las juegos de cromosomas

estructuras necesarias

para la division y los
cromosomas se

condensan. G2

Fase G1:

*gap=intervalo. La
célula duplica su
tamario y aumenta la
cantidad de organelas,
enzimas y otras
moléculas

Fase GO0O: cuando la

Fase S: de Sintesis. célula no se esta

Duplicacion de ADN y reproduciendo, sale del
proteinas asociadas: existen ciclo celular y entra en
ahora dos copias de la estado quiescente (G0)
informacion genética de la

célula

Figura 24: Fases del ciclo celular. Disefio propio.
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a) CDKN2A

El gen CDKN2A (Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) fue localizado en
el cromosoma 9p21 por primera vez en 1994 (Hussussian y cols., 1994) (Figura

25).

9g21.13
9921.33
9g22.32

9g31.3

9933.3

9g34.2

Figura 25: Localizacion del locus CDKN2A en el cromosoma 9. Fuente:

http://ghr.nim.nih.gov/gene/CDKN2A.

Esta formado por 4 exones y codifica dos proteinas que son transcritas

en diferentes pautas de lectura:

» La transcripcion alfa, que comprende los exones 1 alfa, 2 y 3, codifica

para p16 y actua mediante su union a la cinasa dependiente de la
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ciclina CDK4 y CDKG6 (por lo que también se denomina INK4a -inhibidor

6'NK%4) "inhibiendo su asociacion con la ciclina D1y

de la cinasa 4a- o p1
evitando la formacién del complejo CDK/ciclina D1. Este complejo
fosforila e inactiva la proteina del retinoblastoma (pRb) y permite a la
célula melanocitica la progresion del ciclo celular desde la fase G1 a la
fase S. La pRb es una proteina supresora de tumores que actua
inhibiendo la progresion del ciclo celular, y por tanto la proliferacion
celular. Si INK4A no funciona correctamente, el ciclo celular no se

detiene y la célula se multiplica sin control (Sekulic y cols., 2008) (Figura

26).

CDKN2A
Exon 1b Exon 1a Exon 2 Exon 3
P16/INK4A
LT T 1

Puesto que p16 impide la

‘/_\ formacion del complejo Ciclina
Fosforilacion D1/CKK4-6 promueve la inhibicion
@ del ciclo celular por pRb. Cuando
falla la actividad de p16 se

permite la fosforilacion de pRb.
que queda inhibida y se produce
aumento de la proliferacion
celular

Figura 26: Via p16™K* Disefio propio.
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» La transcripcion beta, que comprende el exén 1 beta y el exdn 2,

codifica para la proteina p14°RF

(Alternative Reading Frame). Esta
proteina regula la funcién de p53 y la proteina del retinoblastoma
uniéndose e inhibiendo la funcibn de HDM2 (lo que impide la
degradacion de p53 por la ubiquitina) y, por tanto, favoreciendo la

apoptosis y bloqueando la transformacion de los melanocitos en células

malignas (Nelson y Tsao, 2009) (Figura 27).

CDKN2A

Exon 1b Exon 1a Exon 2 Exon 3

I e —

P14/ARF

Te—@

p14 impide que HDM2
degrade a p53. p53 tiene

dos funciones:
* Induce la apoptosis \@

« Impide la degradacion
de "pRb disminuyendo

la proliferacion celular | |

Figura 27: Via p14/ARF. Disefo propio.

El estudio mas extenso de la implicacion de CDKN2A en el melanoma

familiar se llevd a cabo por el Consorcio de Genética del Melanoma
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(GenoMEL), que comprende alrededor de 20 centros de Europa, Australia,
América del Norte y Oriente Medio. En un informe de este Consorcio (Goldstein
y cols., 2006), el analisis de CDKN2A fue realizado en 466 familias de alto
riesgo (con tres o0 mas pacientes con melanoma -un total de 2.137 pacientes
con melanoma-). Se concluyé que aproximadamente el 40% de dichas familias
son portadoras de mutaciones en CDKN2A (cambios de una sola base,
pequefias inserciones y delecciones o, raramente, delecciones importantes)
(Meyle y Guldberg, 2009). Sin embargo, las mutaciones germinales de
CDKN2A estan presentes sélo entre un 0,2 y un 2% de los casos esporadicos

(Chin, 2003) y en un 0,01% de la poblacion general (Bishop y cols., 2002).

En los multiples estudios realizados, la mayoria de las mutaciones se
encuentra en los exones 1 alfa (Australia) y 2 (Europa), aunque también se han
encontrado mutaciones que tan sélo afectan al exén 1 beta (Rizos y cols.,
2001). No obstante, no existe una correlacion exacta entre el exén mutado y el
producto transcrito afectado, esto es, entre genotipo y fenotipo (por ejemplo
una mutacion del exén 2 no siempre conlleva una alteracién de p16/INF4A y de
p14/ARF, sino que puede afectar solo a uno u otro). El hecho de que el fenotipo
no se correlacione con el tipo de mutacion o el lugar dentro del gen donde
ocurra, pondria de manifiesto la importancia de los genes modificadores, asi
como del ambiente, en el desarrollo y la progresion del cancer (Bishop y cols.,
2002). El grado de penetrancia de estas mutaciones para el desarrollo de
melanoma ha sido estimado en 0,30 (IC 95 %: 0,12-0,62) a los 50 anos de

edad, y de 0,67 (IC 95 %: 0,31-0,96) a los 80 afnos de edad, es decir, la
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probabilidad de padecer la enfermedad en los sujetos con mutaciones
germinales en CDKNZ2A ronda el 30% y el 67% a los 50 y 80 afos,
respectivamente. También el grado de penetrancia de estas mutaciones es
distinto en funcién del pais de procedencia, existiendo una mayor probabilidad
de desarrollar melanoma en Australia que en Estados Unidos o Europa
(Piepkorn y cols., 2000). Esto podria ser debido también a la exposicion

ambiental o a otras mutaciones genéticas concomitantes.

La diversidad de mutaciones en este gen es elevada, a pesar de poseer
una secuencia no muy larga. Se han descrito mas de 150 mutaciones
germinales, de las cuales al menos 10 de ellas se presentan en un alto

porcentaje (Puig y cols., 2005).

Por ultimo, parece ser que existe una elevacion del riesgo de padecer
cancer de pancreas en las familias portadoras de mutaciones germinales de
CDKN2A. En el estudio GenoMEL, el 28% de las familias con mutacion de
CDKN2A presentaba al menos un caso de cancer de pancreas, en contraste
con la presencia de este cancer en solo el 6% de las familias que presentaban

CDKN2A no mutado (Goldstein y cols., 2006).

b) CDK4

Las mutaciones germinales de CDK4 -kinasa ciclina-dependiente 4-

(locus 12g14) son raras en comparacion con las de CDKN2A. Solo el 2% de las
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familias estudiadas en GenoMEL eran portadoras de mutaciones en CDK4
(Goldstein y cols., 2006), y en todo el mundo han sido reportadas menos de 15

familias (Pjanova y cols., 2009).

Las mutaciones en CDK4 parecen estar asociadas al mismo patrén de
herencia y al mismo riesgo atribuible de melanoma que las mutaciones del gen
CDKNZ2A, pero la frecuencia de las mutaciones es tan baja que se necesitaran

estudios poblacionales mas extensos para poder aseverar estas afirmaciones.

Solo se han detectado 2 mutaciones germinales en CDK4 en los
pacientes con melanoma. Dichas mutaciones convierten a CDK4 en un
oncogén autosomico dominante, pues impide que sea inhibido por p16, y
permite el paso en el ciclo celular de G1 a S, a través de la fosforilacion de
retinoblastoma, dando paso a una excesiva proliferacion celular (Bennett,

2008).

1.5.4.2. Genes de baja penetrancia

Las mutaciones en estos genes se asocian a riesgos menores para
desarrollar melanoma, pero al detectarse con mayor frecuencia entre la
poblacion general, su determinacion tiene un impacto mayor en la sociedad

en términos de prevencion sanitaria y seguimiento de pacientes con riesgo.
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1.5.4.2.1. Relacionados con los rasgos pigmentarios

a) MCR1

El gen que codifica para MCR1 esta localizado en el extremo telomérico
del cromosoma 16g24.3. Las variaciones alélicas en el mismo explican en gran
parte los cambios en los fenotipos pigmentarios y los fototipos cutaneos, como

se ha comentado en apartados previos (Healy, 2004).

La secuenciacion del gen que codifica para este receptor en sujetos con
diferentes fenotipos cutaneos ha permitido identificar la existencia de mas de
70 variantes alélicas, algunas de las cuales alteran la estructura del receptor, lo
que en ocasiones modifica o0 anula su funcionalidad. Estos sujetos tendrian una
expresion supresora en la funcidon fisiolégica del MCR1, es decir, los
melanocitos sintetizarian feomelanina en lugar de eumelanina (Garcia-Borrén y
cols., 2005). Ante tal diversidad, se estableci6 por consenso entre los
resultados de varios grupos de trabajo cual era la variedad o alelo mas
frecuente o comun (wild type), que esta presente en la poblacion asiatica y

africana (Box y cols., 2001).

Entre las variantes de MCR1 que afectan a su funcionamiento normal,
las mas estudiadas se han asociado a un fenotipo concreto: pelo rojizo, piel
clara, poca capacidad de broncearse y pecas. El conjunto de estas

caracteristicas, se ha denominado fenotipo RHC (red hair color) y constituye
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un factor de riesgo tanto para melanoma como para cancer cutaneo no
melanoma. Estas variantes se suelen subclasificar en “débiles” o “r” vy
“fuertes” o “R”, segun la frecuencia con la que se asocian a pelo rojo, con OR
(“Odds RatioQ entre 50 y 120 para las variantes fuertes, y con OR entre 2 y 6
para las débiles (Landi y cols., 2005). Los alelos asociados a pelo rojizo
corresponden a formas con pérdida parcial o total de la funcionalidad de MCR1

(Garcia-Borron y cols., 2005).

Ademas, algunos trabajos sefialan que algunos de estos polimorfismos
de MCR1 otorgarian una mayor susceptibilidad para el desarrollo de melanoma
esporadico y cancer cutaneo no melanoma de forma independiente a la
presencia del fenotipo RHC, con riesgos relativos de 2 a 3,9 para melanoma

(Box y cols., 2001).

Incluso en aquellos sujetos pertenecientes a familias con mutaciones
germinales en CDKN2A, el MCR1 juega un papel modulador del riesgo de que
aparezca melanoma (Goldstein y cols., 2007). Box y cols. estudiaron el efecto
derivado de la presencia de polimorfismos del gen MCR1 en familias
australianas portadoras de diferentes mutaciones en el gen CDKNZ2A. La
presencia de una variante alélica del MCR1 aumentaba el riesgo de desarrollar
un melanoma tanto en portadores de mutaciones de CDKN2A como en no
portadores. El impacto sobre el riesgo de melanoma en los portadores de un
alelo de MCR1 y una mutacion en CDKN2A, comparado con los portadores de

una unica mutacién del CDKN2A, se reflejaba al aumentar la penetrancia para

95



Introduccién

desarrollar un melanoma del 50 al 83 %, y un descenso en la edad media de

diagndstico del melanoma de 58,1 a 37,8 afios (Box y cols., 2001).

Del resto de genes relacionados con los rasgos pigmentarios fenotipicos
humanos, aparte de MCR1, son muchos los que se han incluido en estudios de
asociacion del genoma completo para conocer si incrementan el riesgo de
padecer melanoma. Los que han arrogado resultados positivos en este sentido

son:

b) ASIP, TYR, TYRP1, OCA2 y SLC45A2

El gen ASIP (cromosoma 20g11.22), como ya se ha comentado, codifica
para la proteina Agouti, antagonista del receptor MCR1. Ademas existe un
haplotipo cercano a ASIP, denominado en la literatura internacional AH (20q11)
(Asip Haplotype). Determinados polimorfismos de ASIP y de AH, confieren
mayor riesgo de melanoma en tres estudios, con OR de 1,45 (Gudbjartsson y

cols., 2008), 1,68 (Nan y cols., 2009) y 1,72 (Brown y cols., 2008).

Tras el gen ASIP, el segundo y tercero en OR para riesgo incrementado
de melanoma son TYR y TYRP1, con 1,21 y 1,15, respectivamente
(Gudbjartsson y cols., 2008). En el caso de TYR es el SNP codificante y no
sinébnimo rs1126809 el asociado; y en el caso de TYRP1 es el SNP no

codificante rs1408799 (Udayakumar y Tsao, 2009).
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El gen OCAZ2, localizado en el cromosoma 15911, codifica, como ya se
ha comentado, para una proteina transmembrana de los melanosomas y esta
implicado en la determinacién del color de los ojos, la piel y el pelo. Sus
variantes no funcionales se asocian a la forma mas comun de albinismo oculo-
cutaneo, el tipo 2, que le ha dado el nombre (Sulem y cols., 2007). Jannot y
cols. han encontrado que la combinacion de dos de los SNPs del gen OCA
que evaluan en su estudio, se asocia a mayor riesgo de desarrollar melanoma,
tras ajustar por otras caracteristicas fenotipicas, incluido el analisis estratificado
por color de los ojos. No obstante, ha de tenerse en cuenta que es un estudio
bastante limitado pues solo incluye a 120 pacientes con melanoma y 125
controles (Jannot y cols., 2005), y ademas estudios posteriores de asociacion
del genoma completo con numero mucho mayor de casos y controles donde se
han analizado SNPs para OCA2, no han confirmado que este gen confiera

susceptibilidad a padecer melanoma (Gudbjartsson y cols., 2008).

Finalmente, el gen SLC45A2, localizado en el cromosoma 5p13.3,
codifica una proteina que se situa en la membrana melanosémica y que actua
como transportador hidrégeno/sodio, dirigiendo probablemente el trafico de
proteinas y otras sustancias al melanosoma. Las mutaciones de este gen
producen el albinismo oculocutaneo tipo 1V, pues no se produce el correcto
procesamiento de la tirosinasa ni su translocacién tras pasar por el aparato de
Golgi. Hay dos estudios publicados, ambos en 2008, uno en poblacién francesa

(1019 casos y 1466 controles) (Guedj y cols., 2008) y otro en poblacién
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espanola (131 casos y 245 controles) (Fernandez y cols., 2008) en los que se
encuentra un efecto significativamente protector del polimorfismo Phe374Leu

frente al melanoma con OR de 0,35 y 0,41 respectivamente.

1.5.4.2.2. No relacionados con los rasgos pigmentarios

a) VDR (receptor de vitamina D)

Actualmente existen multiples investigaciones que apoyan la hipétesis
de que el 1,25-dihidroxicolecalciferol o calcitriol, la forma activa de la vitamina D
tiene efecto protector frente al desarrollo de cancer. Este efecto deriva de la
actuacion de la vitamina D (hormona esteroidea) como factor de transcripcion
que regula el crecimiento celular, la diferenciacion y la apoptosis (mecanismos
fundamentales para el desarrollo y progresion del cancer) (Mocellin y Nitti,
2008), mediante su unién a VDR, lo que lo convierte en candidato importante
para moderar el riesgo de padecer cancer. Varios estudios han intentado
dilucidar si las variantes polimérficas de VDR se asocian con el riesgo de
desarrollar canceres como el de préstata, mama y riidn. En cuanto al
melanoma, se ha apoyado el papel de la vitamina D como modulador del
comportamiento maligno de este tumor, aunque los resultados han sido

contradictorios, y existe un numero limitado de pequehos estudios que han
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examinado el papel de los polimorfismos del gen VDR (12q13) en el riesgo de

padecer melanoma (Randerson-Moor y cols., 2009).

Existen dos metaanalisis recientes que revisan los resultados
publicados hasta ese momento en los que se intenta determinar el papel de los
siguientes polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) de VDR en el

melanoma:

» Polimorfismos Fokl, Bsml, Taql, EcoRV y Cdx2: se concluye que
ninguno de estos polimorfismos presenta asociacion significativa con el
riesgo de padecer melanoma, salvo Bsml que podria provocar una
disminucién de la actividad del sistema de la vitamina D y por tanto, un
incremento del riesgo. No obstante no se ha identificado el efecto

funcional que tiene sobre VDR (Mocellin y Nitti, 2008).

» Polimorfismos Fokl, Bsml, Taql, Cdx2, Apal y GATA: se concluye que
existe un riesgo incrementado de melanoma para el alelo T de Fokl y un

riesgo reducido para el alelo A de Bsml (Randerson-Moor y cols., 2009).

Ante la disparidad de resultados y la falta de reproducibilidad de los
mismos, seran necesarios mas estudios para poder realizar afirmaciones

certeras sobre la relacién entre melanoma y VDR.
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b) Genes de reparacion del DNA, MDM2, EFG, GSTM1 o GSTT1, B-RAF y

pS3.

También polimorfismos en los genes cuyas proteinas estan
implicadas en la reparacion del ADN cuando éste es danado, han sido objeto
de estudio como posibles factores de riesgo de melanoma. Mocellin y cols.
realizan un metaanalisis en el que incluyen solo los SNPs que han sido
estudiados en al menos dos o mas trabajos, que son 3 en XPD y uno en
ERCC1, XPF, XPG, XRCC1, XRCC3. De todos ellos, solo el SNP rs13181 de
XPD/ERCC2 muestra asociacion significativa con la elevacién del riesgo de

melanoma (Mocellin y cols., 2009).

Algunos polimorfismos en MDM2, el regulador negativo mas importante
de p53, se han asociado a un aumento de riesgo de padecer algunos canceres
como el de higado (Akkiz y cols., 2010) o el de colon, entre otros, aunque en el
melanoma esta relacion no ha podido ser confirmada. Si bien, si se han

relacionado con un mayor Breslow (Capasso y cols., 2010).

Otro gen que se ha considerado ha sido EFG (Epidermal Growth Factor),
con resultados poco concluyentes (Casula y cols., 2009), asi como genes que
regulan enzimas implicadas en la detoxificacion de productos con estrés
oxidativo causado por agentes (radiacién ultravioleta y otros), como GSTM1 o

GSTT1 (glutathione-S transferase mu1 y theta 1, respectivamente), aunque
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otros trabajos no han confirmado esta hipétesis (Mossner y cols., 2007).
También se han estudiado mutaciones o polimorfismos germinales en B-RAF,
un gen que se encuentra mutado en la gran mayoria de los nevi y de los
melanomas, y al que se atribuye un papel clave en su evolucion, sin embargo,
hasta la fecha, las publicaciones existentes sobre la existencia de SNPs en
este gen y la susceptibilidad a padecer melanoma son controvertidas,
existiendo publicaciones a favor de esta asociacion y otras en contra (Jackson

y cols., 2005).

Por ultimo, algunos trabajos han encontrado mayor riesgo de tener
melanoma en sujetos que presentan polimorfismos de tipo SNP de p53, siendo
el mas frecuentemente estudiado, el que se localiza en el codén 72 de dicho
gen, con resultados controvertidos, a favor (Li y cols., 2008) y en contra de

esta asociacién (Capasso y cols., 2010).
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1.6. Factores Genéticos Implicados en el Cancer

1.6.1. Cancer hereditario y genes de alta penetrancia

Durante las dos ultimas décadas, la investigacion sobre los factores

causantes de la susceptibilidad heredada a padecer cancer ha estado centrada

en la identificacion de genes de alta penetrancia o alta susceptibilidad.
Mutaciones germinales de estos genes dan lugar a un patréon de herencia
mendeliano, en el que la susceptibilidad a desarrollar la enfermedad se

transmite de forma autosdémica dominante. Ejemplos clasicos de genes de alta

penetrancia son BRCA1 y BRCA2, implicados en el sindrome de cancer de
mama y ovario familiar (Halls y cols., 1990), el gen APC implicado en el cancer
de colon polipdésico familiar (Bodmer y cols., 1987) MLH1 y MSH2 asociados al
cancer de colon no polipdsico, entre otros. La frecuencia de estas mutaciones
es muy baja en la poblacion general (0,001 de media) pero cuando
aparecen, el riesgo que confieren a padecer cancer es muy alto, dando

lugar a estos patrones de herencia mendeliana.

Sin embargo, la mayoria de los canceres son de origen esporadico,
donde las alteraciones genéticas son somaticas y se hallan unicamente en el
tejido tumoral del individuo afectado, y solo entre el 5§%-10% presentan un claro
componente hereditario. Los canceres hereditarios suelen implicar la
predisposicion al desarrollo de tumores concretos que suelen aparecer a una

edad mas temprana que los esporadicos, y el riesgo de desarrollarlo esta
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relacionado con el grado de parentesco con familiares que ya han padecido la
enfermedad. Las neoplasias que afectan a los miembros de una familia suelen
ser de un tipo concreto, pero también pueden encontrarse otros tumores o
incluso una agrupacion de distintas neoplasias en una misma familia. Por otra
parte, la incidencia elevada de casos de cancer en una familia, no implica
necesariamente una base genética, sino que pueden existir factores

ambientales que afecten a dicha familia en concreto (Garcia Foncillas, 2001).

La existencia_de un cancer hereditario se demuestra objetivamente

identificando la mutacién en un gen concreto en la linea germinal. Los genes
involucrados en su desarrollo regulan en las células normales, el crecimiento
celular, la diferenciacién y la apoptosis, y pueden dividirse en tres grupos

principales:

1. Protooncogenes. En caso de producirse una alteracion genética en un
protooncogén, el defecto se denomina mutaciéon con ganancia de
funcién, ya que la aberracibn aumenta o altera la funcion del gen,

generandose un potencial oncogénico.

Encontrar mutaciones en protooncogenes es muy poco frecuente
en casos de cancer de tipo familiar. Hay enfermedades, como el linfoma
de Burkitt, en las cuales los oncogenes desempefian un papel
importante en el desarrollo del tumor, pero no es un papel primario.

Como excepcidn cabe destacar el oncogén RET, causante de un tipo de
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cancer hereditario denominado MEN2A (multiple endocrine neoplasia

type 2A) (Goodfellow, 1994).

Genes supresores de tumores. Si la alteracion se produce en un gen
supresor de tumores, el defecto se denomina mutaciéon con pérdida de

funcioén.

La funcion de estos genes es inhibir o suprimir la proliferacion
de células cancerosas, que se evidencio gracias al trabajo de Harris y
cols. en 1969, donde se fusionaron células cancerigenas con células
normales y se observo que, a pesar de que las nuevas células hibridas
mantenian caracteristicas fenotipicas similares a las células
cancerigenas, éstas perdian la capacidad de formacién de tumores al
ser inyectadas en animales. Esto parecia indicar la presencia de uno o
varios genes (supresores de tumores) en la célula normal que impedia la

tumorogenicidad de la célula cancerigena.

Las mutaciones en estos genes son recesivas en cuanto a su
capacidad de desarrollar tumores, ya que es necesaria la “anulacionO
de los dos alelos para que la célula se convierta en cancerigena (Harris

y cols., 1969).
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En la actualidad se conocen mas de 30 genes supresores de

tumores y es clara su implicacién en el desarrollo de cancer, tanto

hereditario como esporadico (Garcia Foncillas, 2001) (Tabla 6).

Enf de Li-Fraumeni

Mama, vejiga, higado, esdéfago, cerebral,
colorectal, leucemia linfomas, pulmén,
sarcoma, ovario

Rb Retinoblastoma

Vejiga, mama, retinoblastoma, eséfago,
pulmén, sarcomas

BRCA1 Ca Mama y ovario

Mama, ovario

BRCA?2 Ca de mama

Mama, pancreas, uretra, colon, ovario

NF-1 Neurofibromatosis |

Colon, astrocitomas

NF-2 Neurofibromatosis Il

Meningioma, schwanoma, ependimoma

APC Poliposis

adenomatosa familiar

Colorectal, pancreas, estémago,

CDKN2A

Melanoma familiar

Melanoma, pancreas

Tabla 6: Algunos genes supresores de tumores asociados a canceres

esporadicos y sindromes hereditarios. Elaboracion propia.

3. Genes encargados de mantener la estabilidad genémica. Son genes

de reparacion del ADN, entre otros, y también son inactivados por

mutaciones con pérdida de funcion (Haber y Fearon, 1998).

La implicacidn de estos genes en el desarrollo de cancer se debe

a la asociacién observada entre defectos en genes de reparacion (genes
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MMR) y el desarrollo de cancer colorrectal, tanto de tipo esporadico
como hereditario. En el hombre se han identificado seis MMR: hMLH1,

hMSH2, hPMS1, hPMS2, h(MSH3 y hMSHE.

Se ha observado que estos genes tienen un comportamiento

similar_al de los genes supresores, en el sentido de que es necesario

que ambos alelos estén mutados para que se produzca la pérdida de
su funciodn, facilitandose el desarrollo del cancer. Debido a este hecho,
algunos autores engloban los genes supresores tradicionales junto con
los genes reparadores dentro de una misma categoria: “genes

supresores de tumorQ(Garcia Foncillas, 2001).

Los estudios dirigidos a caracterizar los genes implicados en los
sindromes de cancer familiar han proporcionado numerosas pruebas que
apuntan a la inactivacion de genes supresores tumorales, siendo raras las

alteraciones que activan oncogenes en la linea germinal.

Hay que hacer hincapié en que en el cancer hereditario o que se
transmite a la descendencia no es el cancer propiamente dicho, sino un
aumento del riesgo de desarrollarlo y como se ha comentado, solo en
aproximadamente un 5-10% de los casos de cancer, la causa es una mutacion
en genes de susceptibilidad a cancer en la linea germinal. Sin embargo, es

necesario que se produzcan aberraciones somaticas adicionales, ya que las
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alteraciones genéticas en la linea germinal son casi siempre de caracter
recesivo, manteniéndose el funcionamiento correcto mientras persista una

copia normal del gen supresor de tumores (Garcia-Foncillas y cols., 2001).
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1.6.2. Cancer esporadico y genes de baja penetrancia

Sin embargo, la_inmensa mayoria de las enfermedades comunes no

siguen modelos de herencia monogénica mendeliana simple regulada por un
unico gen, sino que son el resultado de la interaccion de mdultiples genes
entre si y con factores ambientales (Hedrick, 2000). Son las enfermedades
multifactoriales o complejas, como por ejemplo, la cardiopatia isquémica, la
hipertension, la obesidad, el alcoholismo, las enfermedades mentales, la

diabetes, la susceptibilidad a padecer procesos trombadticos o el cancer.

En medicina es habitual considerar la enfermedad como una variable
discreta, dicotdmica, con dos posibles estados: individuos sanos frente a
individuos enfermos. Sin embargo, la herencia de las enfermedades con un
componente genético no siempre es asi. La genética de las enfermedades
complejas permite interpretar la susceptibilidad o predisposicion de cada
individuo a padecer una enfermedad como una variable continua de riesgo.
Esta variable es un fenotipo complejo, no observable ni mesurable
directamente, pero deducible mediante modelos matematicos (Duggirala y
cols., 1997). El conjunto de genes responsables y todas sus interacciones
determinan la susceptibilidad genética a la enfermedad para cada individuo

(Guttmacher y Collins, 2002).

Aquellos individuos que rebasan un determinado umbral de este

gradiente, manifiestan clinicamente la enfermedad. En otras palabras, lo que
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estd regulado no es la enfermedad en si misma sino la predisposicion a

padecerla.

La proporcion de variabilidad de un rasgo o una enfermedad atribuible a
componentes genéticos recibe el nombre de heredabilidad y es un concepto
muy relevante en epidemiologia genética, porque siendo relativamente facil de

calcular, proporciona sentido cientifico a la busqueda de genes.

Contrariamente a lo que ocurre en los rasgos mendelianos, cuya
variacion se explica por mutaciones de un unico gen, hay una gran cantidad de
rasgos que estan influenciados por multiples genes. Por tanto, el valor de un
fenotipo dependera del contenido informativo de diversas zonas del genoma,
cada una de ellas aportando una contribucion (posiblemente pequena) al
resultado final. En el caso de las enfermedades complejas, cada uno de estos
genes por si solo, puede no ser suficiente para desencadenar el problema,
pero contribuye en cierto grado al incremento de riesgo. Por esos se les llama

genes de susceptibilidad.

La enfermedad es asi un fendmeno complejo: depende del estado de
muchos otros fenotipos (llamados fenotipos intermediarios) y éstos, a su vez,
pueden depender de la informacién residente en mdltiples genes distintos,
interaccionando entre ellos y con el ambiente (Cooper, 2003) (Figura 28). En la
mayoria de procesos biolégicos la actuacion del conjunto de factores

ambientales tiene un gran impacto. Ademas su espectro y procedencia son
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ampliamente variables. Todo esto hace que la identificacion de factores
genéticos que predisponen a enfermedades comunes y su relacion entre
ellos y con el medio sea no sélo importante, sino también tremendamente

complicado (Guo y Lange, 2000).

O Medio ambiente B Genes

@

Enfermedades monogénicas Enfermedades complejas
Fibrosis quistica Enfermedad de Alzheimer
Enfermedad de Huntington Diabetes en el adulto
Hemofilia Céancer

Enfermedad cardiovascular

Figura 28: Contribucion de los factores genéticos al desarrollo de
enfermedades monogénicas y de enfermedades complejas. Modificado de

LaFuente, 2004.

La mayoria de canceres, presenta también un componente hereditario
que reside en los genes de baja penetrancia. A diferencia de los anteriores, las

variantes de baja penetrancia son comunes a la poblacién general y el

riesgo que confieren a padecer la enfermedad es bajo o moderado. A nivel
individual cada variante modificaria muy poco el riesgo, pero en union con otros

factores, tanto genéticos como ambientales, serian responsables de las
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diferencias en la susceptibilidad de padecer cancer que existen entre los

individuos de la poblacién general.
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1.6.3. Polimorfismos

En el genoma humano encontramos un gran numero de variaciones que
alteran su secuencia (Guo y Lange, 2000). Si tomamos dos individuos al azar y
comparamos sus secuencias de ADN gendmico podremos comprobar que el
99,9% de sus secuencias son idénticas. En el 0,1% restante se encuentran las
diferencias que condicionan la susceptibilidad a las enfermedades, el
metabolismo de los medicamentos, asi como multitud de diferencias entre los

individuos.

Cuando el grado de variacion en un punto especifico del ADN da como
resultado una variante que esta presente en mas del 1% de la poblacion

estamos en presencia de un polimorfismo. Si la incidencia de esta variante es

menor del 1% estamos ante una mutacién. Sin embargo, esta definicion no se
puede generalizar ya que lo que en una poblacidon se considera una mutacion,

en otra es un polimorfismo (Huang y cols., 2006).

En funcién de si el polimorfismo afecta o0 no a regiones codificantes

del genoma existen:

» Polimorfismos génicos: son polimorfismos que se encuentran en las
regiones codificantes del genoma (regiones que codifican para una

proteina —exones-) (Figura 29).
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» Polimorfismos genéticos: son polimorfismos que se encuentran en las
regiones no codificantes (regiones que no codifican para ningun
producto génico —intrones, promotores, etc.-), pero que pueden tener

una funcion reguladora o simplemente estructural.

PROMOTOR
5 EXON INTRON EXON INTRON EXON <3
. ADN

l TRANSCRIPCION

EXON INTRON EXON INTRON EXON TRANSCRITO
— PRIMARIO

iMADufRAmON :
5 UTR| . | =zUTR :
Cola Poli A ARNmM

5 CAP AAA-AAA Maduro

lTRADUCCION

PROTEINA

Figura 29: Estructura de un gen, transcripcion y traduccion a proteina. Fuente:

Gargacho y cols., 2005.

En términos cientificos, el polimorfismo se define como «la existencia
simultdnea en una poblacién de genomas con distintos alelos para un locus
determinado». Los alelos son variaciones de la secuencia del ADN presentes
en una posicion definida (locus) en un cromosoma. Consecuentemente, en una

célula diploide cada locus esta ocupado por dos alelos, uno de origen materno
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y otro de origen paterno, situados en sendos cromosomas homodlogos

(Lafuente, 2004).

Debido a que solo el 3%-5% del ADN humano codifica para la
produccion de proteinas, la mayoria de las mutaciones se encuentran en
regiones no codificadoras. Consecuentemente, no dan ningun tipo de alteracién
fenotipica, pero son de un gran

interés para la busqueda de genes

relacionados con enfermedades y para la identificacion genética de individuos.

Alelo

Bases pUricas

Bases
pirimidinicas

Cebador

Enzimas de
restriccion
Enhancer

Exon

Factor de
transeripcion
Fenotipo
Genotipo
Hapletipo
Intrén
5'UTR

3'UTR

Una de las formas variantes de un gen en un focus o de un marcador
particular en un cromosoma

Adenina (A} y guanina (G}

Citosina (C) y timina (T}

Secuencia corta de oligonucleotidos que se une en forma
complementaria especifica a una cadena unica de acido nucleico e
inicia la sintesis de esa cadena en presencia de ADN polimerasa y
nuclectidos enunareaccion de PCR

Proteinas que tienen la propiedad de reconocer sitios especificos de
ADN y cortar la moléculadel ADN en ese sitio

Secuencia de ADN en la region promotora que intensifica la expresion
de un gen

Region de un gen que contiene la informacion para producir la proteina
del gen

Proteina que se une al promotor y que se requiere para la transcripcion

Rasgos o caracteristicas visibles de un individuo

Cohstitucion genética del individuo

Conjunto de alelos polimorficos que ocurren eh Un ¢romosoma

Secuencia no codificadora de ADN que separa a dos axones

Extremo 5" del transcrito primario que contiene el codon de inicio (del
inglés, 5untransiated region)

Extremo 3' del transcrite primario que contiene el codon de parada (del
inglés, 3untransiated region)

Tabla 7: Conceptos de genética. Fuente: Gargacho y cols., 2005.
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Alelo. Las diferentes variantes que se
encuentran para un determinado gen o
locus génico en un cromosoma. Cada
individuo presenta 2 alelos de un gen, que
provienen uno de la madre y otro del
padre.

4

Pal

i «— Locus: Es la region de los dos
11—t cromosomas homologos donde se
localizan cada uno de los alelos de un
gen. Cuando nos referimos
individualmente al lugar que ocupa un
solo alelo en uno de los cromosomas,
hablamos de loci (es el singular de
locus)

~/

Cromosomas homologos

Figura 30: Gen, alelo, loci y locus. Modificado de http://www.nwcreation.net/

articles/recombinationreview.html|

Estas regiones son las responsables de la exclusividad del perfil

genético de un individuo (Luque y Herraez, 2001).

Atendiendo a la longitud o cantidad de nucleétidos que se han

cambiado para generar una variante, los polimorfismos se pueden dividir en

tres clases fundamentales:
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» Variantes que se generan por el cambio en un nucledtido unico,
conocidas como SNP (single nucleotide polymorphism) (Luo y cols.,

2010) (Figura 31).

» Variantes de longitud que afectan hasta pocos centenares de
nucledtidos. Existen varios tipos: inserciones y delecciones (agrupadas
bajo el término INDELs), microsatélites, numeros variables de
repeticiones en tandem (VNTR -variable number of tandem repeats), etc.

(Yang y cols., 2010).

» Variantes estructurales o copy number variants (CNV)

Todas estas variantes pueden producir alteraciones de forma directa en

el fenotipo del individuo. En otras ocasiones no producen cambios pero se

utilizan como marcadores para identificar la verdadera alteracion molecular

asociada a la enfermedad (Shastry, 2009).

1.- SNP

Los SNPs representan cambios de un solo nucleétido en la secuencia

del ADN. Supone la forma mas simple y abundante de variacion del ADN
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entre los individuos con una frecuencia de aproximadamente uno de cada

200 a 1.000 pares de bases.

Polimorfismos genéticos = frecuencia = 1%

SNP

SNP T T R r 1 1 |

Figura 31: Ejemplo de polimorfismo genético de un solo nucleétido (SNP).

Modificado de LaFuente, 2004.

Los SNPs pueden ser responsables de la diversidad entre los

individuos, la evolucion del genoma, los rasgos familiares mas comunes (como
el pelo rizado), las diferencias interindividuales en la respuesta a los farmacos,
y las enfermedades comunes complejas como la diabetes, la obesidad, la

hipertension, los trastornos psiquiatricos o el cancer.

Existen distintos tipos de SNPs:

— Cuando el SNP ocurre dentro de la regién codificadora del gen, o exoén,

la probabilidad de que se altere la funcién biolégica de la proteina es
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mayor, ya que el cambio de base puede traducirse en la sustitucion de

un aminoacido por otro.

— Mucho mas frecuentemente, los SNPs ocurren en regiones del gen que

no se traducen en proteina: regién no codificadora. Sin embargo, estos

SNPs también pueden tener efectos biolégicos. Por ejemplo, un SNP en
la region promotora de un gen (parte de un gen que contiene la
informacion necesaria para activarlo o desactivarlo) puede alterar la
afinidad por la union con factores de transcripcion, o alterar la actividad
enhancer (potente intensificador de la expresion de un gen), variando
de esta forma los niveles de transcripcion del gen y produciéndose,
como consecuencia, cambios en los niveles de proteina. Los SNPs en
las regiones 5'UTR y 3'UTR (regiones 5' y 3' del ARNm, no traducidas)
pueden alterar la estabilidad del ARN mensajero -ARNm-), afectando su
traduccion a proteina. Parece menos probable que los SNPs presentes
en intrones (region no codificadora de un gen) también tengan un
significado funcional. Es interesante senalar que los SNPs situados en
intrones son los mas frecuentes, seguidos de los que se producen en

regiones promotoras (Salisbury y cols., 2003).

Por lo tanto, la identificacién de numerosas variaciones en los genes y el

anadlisis de sus efectos pueden conducir a una mejor comprensién de su

impacto en la funcion genética y la salud de un individuo (Shastry, 2009).
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Cambio en el AL ERLL LG Cambio a otro aa con
aminoacido (aa) no (cSNP) propiedades diferentes Baja
sinénimo
Provoca cambio en WOHERSLIIGERIGCE Cambio a otro aa con Baja
el aa no sinénimo (cSNP) iguales propiedades
No da lugar a Zona codificante Puede alterar el Media
cambio de aa (cSNP) procesamiento de ARN
En zona promotora Promotor, Puede alterar la Baja-
o reguladora de un EEEYAL U EVE): expresion de un gen Media
gen (rSNP)
En zona de union En el intron, a < Puede alterar el
exon-intron  VIGITHEEGIG I procesamiento de RNA Baja
del exén
En el intrén Podria afectar la
Intrénico expresion o estabilidad Media
del ARN
En zona Zona no Podria afectar la Alta
intergénica codificante expresion

Tabla 8: Tipos de SNPs segun su localizacién y su funcion.

Como se ha apuntado anteriormente, dos copias de ADN difieren
aproximadamente en el 0,1% de los nucledétidos. Se estima que en la poblacion
mundial hay 10 millones de SNPs comunes. Estos 10 millones de SNPs
suponen el 90% de la variacion en el genoma, el 10% restante se debe a una
gran cantidad de variantes que son raras en la poblacion. La existencia de
SNPs concretos es clave para genotipar una muestra de ADN (Cullis,

2002; Jones y cols., 2009).
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Ademas, el hecho de que los SNPs sean tan numerosos y estén
repartidos al azar por todo el genoma hace que sean marcadores genéticos
ideales para identificar genes de baja penetrancia. Otro dato importante que
los hace adecuados para los estudios del genoma completo es que se ha
estimado que, de los 10 millones de SNPs, s6lo se requieren unos 500.000
SNPs para cubrir todo el genoma en estudios de asociacion para identificar
variantes que confieren susceptibilidad a una enfermedad. Estos 500.000 SNPs
se han seleccionado cuidadosamente de forma que son representativos de la
totalidad de los SNPs del genoma, debido al fendbmeno de desequilibrio de
ligamiento (fendbmeno en el que variantes genéticas cercanas en un
cromosoma tienden a heredarse de forma conjunta mas de lo que se esperaria

por el azar) (Cullis, 2002; Huang y cols., 2006; Jones y cols., 2009).

Se estima que existen unos tres millones de INDEL en el genoma

humano. Se agrupan en cinco categorias:

— Insercion o deleccion de un unico nucleotido.

— Expansiones de varios nucledtidos en pares de dos a quince
repeticiones.

— Inserciones de elementos moviles del genoma (transposones).

— Insercion y deleccién de secuencias de ADN al azar.
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Estas variaciones son responsables de distintas enfermedades humanas

por ejemplo:

— El sindrome del cromosoma X fragil y la corea de Huntington estan
causadas por inserciones de ADN, denominadas expansiones de

tripletes (Ranum y Day, 2004).

— Una deleccion de tres nucledtidos es la principal mutacion que causa la
fibrosis quistica. Se han identificado transposones responsables de

casos de hemofilia, distrofia muscular o cancer (Mills y cols., 2006).

3.-CNVs

Se trata de duplicaciones, delecciones o inversiones del material
genético por encima de los 1000 nucledtidos, hasta centenares de miles de

nucledtidos.

Se estima que existen mas de 2000 CNVs en el genoma y, que como
promedio, dos individuos difieren entre si en unos 100 CNVs (Redon y cols.,
2006). A pesar de ser menos frecuentes que las otras dos variantes, al producir
alteraciones en una region mas extensa del genoma, el riesgo de producir

alteraciones fenotipicas es muy alto.
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Actualmente se ha identificado la relacion de los CNVs con distintas
enfermedades como el sindrome de Wiliams y la enfermedad de Charcot-
Marie-Tooth o en la susceptibilidad a la infeccion por el VIH-1 y la distinta

respuesta al tratamiento para el SIDA (Szigeti y Lupski, 2009).
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1.6.4. Recombinacién, ligamiento/desequilibrio de ligamiento, y

bloques haplotipicos.

1.6.4.1. Recombinacioén

Las células de la mayoria de los organismos, incluyendo los mamiferos,
son eucariotas, es decir, almacenan su informacién genética en un nucleo
celular. La unidad hereditaria de mayor tamafo es el cromosoma, formado por
acido desoxirribonucléico (ADN) densamente empaquetado y proteinas
estructurales. Cada cromosoma contiene miles de genes, cada uno de los
cuales incluye la informacion necesaria para la sintesis de una proteina o

subunidad proteica.

Con la excepcion de las células sexuales, los cromosomas en las células
humanas se presentan en pares (23 pares de cromosomas). Un miembro de
cada par de cromosomas es heredado del padre de una persona y el otro
miembro del par se hereda de la madre. Sin embargo, los cromosomas no
pasan de una generacion a otra como copias idénticas. Por el contrario, cuando
los gametos se estan formando, los pares de cromosomas pasan por un
proceso conocido como recombinacion. Los miembros de cada par de
cromosomas se unen y se produce intercambio de fragmentos. El resultado es
un cromosoma hibrido que contiene piezas de ambos miembros de un par de
cromosomas homodlogos, y este cromosoma hibrido es el que pasa a la

siguiente generacion. Por tanto, cada cromosoma transmitido a Ila
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descendencia estara formado por fragmentos largos que son una copia

exacta de los del progenitor, pero combinando partes del cromosoma

materno y del paterno.

a. Célula diploide (23 parejas de |-
cromosomas) cada pareja
formada por un cromosoma del
padre | vy uno de la madre l

b. Duplicacion cromosomica:
origina 46 parejas de cromosomas

c. Apareamiento de
cromosomas homologos

‘ d. Recombinacion

+ p e. Primera division: origina
23 parejas de cromosomas
-2 celulas diploides-
f. Segunda division:
4 células haploides
(23 cromosomas)

Figura 32: Division meiotica. Modificado de http://publications.nigms.nih.gov

SEIG

/thenewgenetics/images/ch1_meiosis.jpg
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La division especial que se produce en las células que originaran los
gametos, se llama meiosis o division meiética, donde se produce la
reduccion del numero cromosémico (de diploide a haploide), y el
reordenamiento del material genético (recombinacién) procedente de cada

uno de los progenitores (Figura 32).

Estas reordenaciones del ADN mediante recombinacion genética
pueden variar la estructura y la funcion de los genes asi como el grado de

expresion de los mismos (Haig, 2010) (Figura 33).
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Figura 33: Recombinacion. Fuente: http://es.wikipedia.org/wiki /Archivo:

Chromosomal_Recombination.svg

126



Introduccién

1.6.4.2. Ligamiento/desequilibrio de ligamiento

Se denomina ligamiento a la asociacion fisica entre dos loci, esto es,
su cercania en una misma hebra de ADN, lo que repercute en una baja
frecuencia de recombinacion entre ellos durante la meiosis, y, por tanto, en una
mayor probabilidad de herencia conjunta. Esto se debe a que los quiasmas
(estructuras de entrecruzamiento generadas durante la recombinacién), se
producen al azar a lo largo de un cromosoma; de este modo, a menor distancia
entre dos /oci, menor probabilidad de que se dé un quiasma y, por tanto, se
generen variantes recombinantes. Cuanto mas cerca estén el uno del otro

menor posibilidad habra de que ocurra el evento de recombinacién y viceversa.

La disposicion de dos loci con maxima frecuencia de recombinacion
(esto es, de 0,5 o, lo que es lo mismo, del 50%) es sobre cromosomas
separados, puesto que asi, si solo se transmite en las células germinales una
copia del genoma y existen dos cromosomas homodlogos (el paterno y el
materno) en la célula diploide de la linea germinal, su segregacién al azar dara
lugar a la transmisiéon de uno de los dos, y 1/2 corresponde a la mencionada
frecuencia de recombinacién de 0,5. Cuando los dos /oci se encuentran en
cromosomas distintos se dice que no estan ligados: es una situacion de no

ligamiento (Dyer, 2007).

Como se ha mencionado, cada alelo deberia transmitirse, por azar, el

50% de las veces, pero si lo hace en una frecuencia significativamente mayor
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(y por tanto, con una frecuencia de recombinacién menor del 50%) se infiere
que este alelo en cuestién debe estar ligado o en “desequilibrio de ligamientoO
con el alelo responsable de la enfermedad (los loci implicados se encuentran
en el mismo cromosoma, lo que imposibilita su transferencia a la progenie de
manera aleatoria con la separacién de los cromosomas) o ser, €l mismo, el

causante del trastorno (The International HapMap Consortium, 2003).

La probabilidad de que entre dos loci cercanos se produzca una
recombinacién es baja (menor de lo que cabria esperar por azar -<50%-), tanto
mas baja cuanto mas cerca se encuentren, y estan por tanto en desequilibrio
de ligamiento. Por ello, el ligamiento genético se puede definir también como la
tendencia de dos genes del mismo cromosoma a mantenerse juntos durante la
meiosis. La fortaleza de este ligamiento es usada como unidad de medida
(Morgan) de la distancia entre dos genes unidos. Un centimorgan denota un
evento de recombinacion del 1% (lo que significa que los genes en cuestion se
mantienen unidos el 99% del tiempo durante la meiosis). Una distancia
genética de 1 cM se refiere a dos genes que estan relativamente cerca el uno
del otro. La distancia total del genoma humano esta estimada en 3000 cM, por
tanto 1 cM corresponde aproximadamente a 1 millobn de pares de bases

(Morton, 1995).
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1.6.4.3. Bloques haplotipicos

El conjunto de alelos que se transmite de forma conjunta en una cadena
lineal de ADN se denomina haplotipo. Los nuevos haplotipos se forman por
mutaciones espontaneas o por la combinacién del material genético de los
padres. De tal forma que los cromosomas de cada individuo son un mosaico de
sus padres. Un estudio reciente sugiere que entre el 65-85% del genoma

humano puede estar contenido en bloques de haplotipos.

El desequilibrio de ligamiento es muy util, ya que permite agrupar los
polimorfismos en areas que se heredan en bloque. De esta forma, si no
conocemos la mutacion concreta responsable de una enfermedad, haciendo un
estudio genético podemos identificar otros polimorfismos relacionados con la
mutacion y asi, aproximarnos al area genética relacionada con la enfermedad.
Y también es posible que si aparece una mutacién que genera un polimorfismo
responsable de la enfermedad, es posible que otros polimorfismos cercanos

también estén asociados con ella (Daly y cols., 2001).

La evidencia de que el genoma humano esta constituido por bloques
haplotipicos, con apenas recombinacion dentro de cada bloque, ha abierto una
nueva etapa de ilusiébn. Ahora sabemos que hay segmentos de cromosomas

ancestrales que no se han roto por recombinacion y que estan separados por
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segmentos donde la recombinacién es frecuente. Estos segmentos son los

bloques haplotipicos (Gabriel y cols., 2002).

Esto quiere decir que en un bloque donde hay, por ejemplo, 30 o 40
SNPs, por definicion todos polimérficos, en realidad sélo hay unas pocas
variaciones haplotipicas. Asi, en una poblacion dada, el 55% de las personas
podria tener una version del haplotipo; el 30%, otra; el 8%, una tercera, y el

resto, unos pocos haplotipos menos comunes (Figura 34).
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Figura 34: Bloques haplotipicos.

Modificado de http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/originhaplotype.html.en
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Si conociésemos la estructura de estos bloques e identificasemos los
Tag SNPs (SNPs marcadores) que definen la variacion en cada bloque,
podriamos reducir muy significativamente el nimero de SNPs necesarios para
un estudio de asociacién. Se calcula que hay aproximadamente de 300.000 a
600.000 Tag SNPs, que es considerablemente menos que 11 millones de
SNPs, lo que posibilita hacer estudios de asociacion con una eficacia mucho
mayor y hace que sean asequibles incluso los barridos gendmicos globales

(The international HapMap Consortium, 2003).

Gracias al ADN mitocondrial sabemos que somos una especie
relativamente joven que surgié en Africa hace algo menos de 150.000 afios.
Cuando los humanos migraron de Africa llevaron con ello parte de la variacién
que habia en la poblacién ancestral, aunque no toda. Como resultado de esto,
los haplotipos vistos fuera de Africa tienden a ser subgrupos de los que se
encuentran alli. Ademas, los bloques haplotipicos de las poblaciones no
africanas tienden a ser mas largos que los encontrados en poblaciones
africanas, ya que su historia es mucho mas larga y han tenido mas tiempo de

romperse por episodios de recombinacion.

Dentro de un bloque haplotipico, las frecuencias de los haplotipos varian
de regidn a regidén debido al azar, a fendmenos de seleccién y a otros
mecanismos geneéticos. Al mismo tiempo, mutaciones en las secuencias de
ADN han creado nuevos haplotipos que también tienen distribuciones

poblacionales.
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Los mas recientes, por ejemplo, no han tenido aun tiempo de extenderse

fuera de la poblacion y el area geografica donde se han originado.

Y ésta fue la finalidad del proyecto internacional HapMap, que consiste
no soélo en un catalogo de las variantes genéticas comunes simples que
ocurren en el genoma humano, y en el analisis de como estan distribuidas esas
variantes en las distintas poblaciones humanas, sino también en el dibujo de
los bloques haplotipicos de las principales poblaciones y en la identificacion de
los Tag SNPs que definen la variacién en cada bloque. La finalidad ultima del
proyecto es encontrar, gracias a este esfuerzo, genes involucrados en
enfermedades complejas y entender mejor la respuesta individual a los

farmacos (farmacogenética) (Cariacedo, 2007).
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1.7. Estudios Genéticos a Gran Escala

1.7.1. Diseino de estudios que identifican factores genéticos

que predisponen a enfermedades.

Uno de los grandes retos de la investigacion actual es determinar qué
genes, y dentro de estos genes, qué variantes genéticas son las que causan
las enfermedades complejas en general (Elosua y cols., 2009), y entre ellas, el
melanoma en particular. Asi se ha descubierto cierta predisposicion genética
en enfermedades como la diabetes mellitus tipo | (HLA, insulina y CTLA4), la
enfermedad de Alzheimer (APOE), la trombosis venosa profunda (fac V), las
enfermedades inflamatorias intestinales (NOD2 y 5g31), la hipertrigliceridemia
(APOAV), la diabetes mellitus tipo 2 (PPARG), la esquizofrenia (neuregulina 1),
el asma (ADAM33), el ictus o la “muerte subitaO(PDE4D) y el infarto agudo de

miocardio (LTA), entre otras.
La busqueda de factores genéticos que, o bien determinan, o bien
alteran el riesgo de padecer una enfermedad, es compleja, y puede abordarse

de formas distintas:

— El muestreo puede hacerse escogiendo sujetos emparentados (familias)

o sujetos no relacionados.
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— Los marcadores genéticos utilizados pueden ser microsatélites (de alto
poder informativo) o polimorfismos de un unico nucleétido (menos

informativos pero mucho mas abundantes en el genoma).

— La estrategia estadistica puede centrarse en el analisis de ligamiento o

basarse en estudios de asociacion.

— La aproximaciéon metodolégica puede incidir en una regiéon concreta
partiendo de un postulado aprioristico (seleccién de un gen candidato) o
barrer todo el genoma, dejando a parte cualquier preconcepcién (analisis

global del genoma).

Estas cuatro variables dan lugar a un gran numero de combinaciones
posibles. La decisiéon adecuada para cada dicotomia depende del tipo de
enfermedad que se analice, del tipo de estudio, de las innovaciones técnicas
(que amplian las posibilidades y abaratan costes a un ritmo muy intenso) y de
los avances teodricos, que se producen a gran velocidad (Vink y Boomsma,

2002).
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1.7.2. Identificacion de genes que determinan susceptibilidad a

una enfermedad

Existen 2 estrategias generales para la identificacion de loci o genes que
determinan susceptibilidad a una enfermedad: el analisis de ligamiento y los

estudios de asociacion.

En primer lugar, es importante obtener evidencia de que al menos una
fraccién de la enfermedad esta determinada genéticamente. Para ello son

utiles los estudios de agregacion familiar, los de gemelos o los de emigrantes.

En segundo lugar, hay que identificar donde estan los genes de interés
para la enfermedad (analisis de ligamiento y estudios de asociacion) (Cardon y

Bell, 2001).

1.7.2.1. Analisis de ligamiento

El analisis de ligamiento basa su estrategia en el fendmeno
caracteristico de la transmisién del material hereditario entre padres e hijos: la
recombinacion genética, el ligamiento y el desequilibrio de ligamiento (Vink y
Boomsma, 2002). Por ejemplo, si los miembros de una familia estan afectados

por un rasgo o una enfermedad que se hereda en la misma, comparten
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también un marcador genético, y se puede concluir que ambos (gen causal y

marcador) estan fisicamente proximos (Rodriguez de Castro y cols., 2005).

El analisis de ligamiento es el primer paso para aislar el gen
responsable de una enfermedad. Este tipo de estudios requiere la participa-
cion de varias familias integradas por individuos afectados y no afectados
por la enfermedad. No presupone, a priori, ninguna hipotesis acerca del papel
de un gen o genes especificos y sélo permite al investigador ubicarlo en un
area concreta del cromosoma (mapeo meidtico o positional cloning). El
analisis de ligamiento es una herramienta clasica de la genética molecular y en
él se emplean marcadores altamente polimorficos distribuidos por el genoma
(generalmente short tandem repeats, STR) —analisis global del genoma- y se
analiza si alguno de estos marcadores se observa mas frecuentemente en los
individuos afectados, es decir, si su transmision de generacion en generacion
se relaciona con la aparicion de la enfermedad (segregacion). Estos resultados
no indican que la variante detectada sea la que cause la enfermedad, sino que
esta asociada (en ligamiento) con la variante causal. El siguiente paso es
analizar con mayor detalle la zona del genoma alrededor de la variante con otra
serie de marcadores genéticos para identificar el gen y la variante causal, para

lo que se utilizan los estudios de asociacion.

El analisis de ligamiento ha sido muy util para identificar los genes

causales de muchas enfermedades monogénicas o que ejercen un efecto

mayor en la susceptibilidad a una enfermedad, pero es menos probable que
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tenga éxito si esta susceptibilidad tiene varios determinantes genéticos con
efectos individuales pequefos (Vink y Boomsma, 2002; Rodriguez de Castro y

cols., 2005; Elosua y cols., 2009).

1.7.2.2. Estudios de asociacion.

El planteamiento de esta técnica consiste en comparar los valores de un
determinado factor de riesgo entre dos grupos de sujetos, generalmente
personas afectadas de un trastorno (casos) y personas sanas (controles). Si
se observa una diferencia significativa entre los dos grupos, puede inferirse una
asociacion entre la patologia, o rasgo estudiado, y el marcador en cuestidon

(Elosua y cols., 2009).

En estos estudios se suelen seleccionar genes candidatos, y dentro de

esos genes se busca como marcadores genéticos a determinados

polimorfismos, normalmente de tipo SNP, repartidos por todo el genoma.

1.7.2.3. Gen candidato

Los genes candidatos deben cumplir dos caracteristicas principales. La

primera es que exista una hipotética relacion funcional entre el gen de interés y

la etiologia de la enfermedad.

137



Introduccién

La segunda caracteristica es que los genes presenten variantes en su

secuencia, que sean polimérficos en la poblacion general.

En este sentido, los SNPs o polimorfismos de cambio de un solo
nucledtido, son las variantes genéticas que se consideran como las mejores
candidatas a representar variantes de baja penetrancia (Hirschhorn y cols.,

2002).

1.7.2.4. Tipos de estudios de asociacion.

Ademas de elegir el gen candidato, hay que determinar los
polimorfismos genéticos candidatos dentro de ese gen. En este sentido existen
dos estrategias para abordar el estudio: el método directo, y el método

indirecto.

a) Método directo: estudios clasicos de asociacion

En este método se escoge un unico polimorfismo para el estudio, en

base a la informacién previa de que puede tener relacién funcional con la

patologia o rasgo estudiado. Se fundamenta en la hipétesis a priori de que es

la variante de baja penetrancia causal.
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Esta estrategia ha sido la mas utilizada en los primeros estudios de
asociacion, debido a que antes de la secuenciacion del genoma humano, el
conocimiento de la distribucion de los polimorfismos en los genes era limitado.
Los polimorfismos conocidos dentro de cada gen eran pocos y no todos
presentaban las caracteristicas de frecuencia adecuadas para ser evaluados

en un estudio de asociacién (Hirschhorn y cols., 2002).

b) Método indirecto: estudios de asociacion integral del genoma (genome-

wide association; GWA)

Con esta estrategia no se evalua un polimorfismo dentro de un gen, sino
que se valora un gen entero como candidato, mediante una bateria de
polimorfismos que cubren la secuencia entera del gen, cuyo Unico requisito es
que la frecuencia que presentan en la poblacion sea la adecuada para el
estudio de asociaciéon. Los polimorfismos que se emplean como marcadores
genéticos, no tienen repercusion funcional, pero se encuentran préximos a la

variante causal y daran informacion sobre ella.

Este tipo de estudios, que se propusieron a mediados de los afos

noventa (Lander, 1996), no estdn basados en una hipdtesis previa y se

fundamentan en dos supuestos:

a) Hay un numero de variantes genéticas que capturan gran parte de la

variabilidad genética comun conocida en el genoma, y
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b) Las enfermedades raras o mendelianas estan relacionadas con
variantes genéticas poco frecuentes, mientras que las enfermedades
cronicas estan relacionadas con variantes genéticas frecuentes
(hipotesis de enfermedad comun en relacion con una variante

genética comun).

Durante la siguiente década se desarrollaron los instrumentos para
poder realizar este tipo de estudios. Se constituyé un consorcio que fue
recogiendo en una base de datos las variantes genéticas por cambio de
secuencia del ADN (polimorfismos de base uUnica o single nucleotide

polimorphisms, SNPs) identificadas (SNP_Consortium) (Entrez SNP), donde

actualmente se han registrado mas de diez millones de polimorfismos. Pero
¢es necesario genotipar los diez millones de polimorfismos para estudiar la
genética de las enfermedades complejas? Para responder a esta pregunta el

estudio HapMap ha genotipado mas de tres millones de estos polimorfismos y

ha determinado el patrén de desequilibrio de ligamiento existente en el genoma
en distintas poblaciones (dos SNPs que se encuentran fisicamente cerca,
tienden a transmitirse en el mismo haplotipo mas frecuentemente de lo que lo
harian por azar) (International Human Genome Mapping Consortium, 2001;
International HapMap Consortium, 2007). Este estudio concluyé que al geno-
tipar unos 500.000 polimorfismos (tagSNPs o SNPs marcadores) se captura
gran parte de la variabilidad existente en el genoma (los tagSNPs nos dan
informacion sobre los que tienen fisicamente mas cercanos y solamente es

necesario analizar unos cuantos para obtener la informacion total). En paralelo,
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diferentes compafias pusieron en marcha plataformas para el genotipado
masivo y chips que permitian el genotipado de este numero de variantes
genéticas. En 2006 todo estaba listo para poner en marcha este tipo de
estudios y responder a la pregunta de si variantes genéticas comunes explican
una parte de la variabilidad de las enfermedades comunes (Manolio y cols.,

2008).

c) Inconvenientes de los estudios de asociacion

Existen dos inconvenientes fundamentales:

» La asociacion espurea: es un problema de estratificacion de poblaciones

que ocurre cuando los individuos escogidos en los grupos caso y control no

pertenecen a una poblacién homogénea, ya que la diferencia de frecuencias

alélicas pueden deberse a causas que nada tienen que ver con el rasgo en

estudio. Decimos entonces que estamos ante una asociacion espurea.

» EIl fenémeno de desequilibrio de ligamiento (linkage disequilibrium o LD):

las variantes no se transmiten de forma aislada, sino en bloques.

De esta forma, la asociacion entre una variante y un rasgo fenotipico

puede deberse a tres causas distintas:
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— Que exista una relacion entre ellos (es el resultado que se persigue).

— Que la asociacion sea espurea debido a un problema de
estratificacion poblacional (falso positivo).

— Que la verdadera asociacion del rasgo no sea con el SNP estudiado

sino con otro que se situa en el mismo bloque de desequilibrio.

Existe discusion sobre qué tipo de estudio es el mas adecuado, sin
embargo, son dos métodos complementarios: los anadlisis de ligamiento
son probablemente mas eficaces para la localizacion inicial y sobre todo, para
descartar zonas con rigor, mientras que los estudios de asociacion son
adecuados para estudiar con mayor precisibn una zona previamente

identificada con los estudios de ligamiento (Terwilliger y Goéring, 2000)
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Mas alla de los estudios de ligamiento que permitian fundamentalmente
el hallazgo de genes unicos responsables de enfermedades que siguen un
patron de herencia mendeliano, la revolucion cientifica que ha supuesto el
Proyecto Genoma Humano, ha permitido realizar estudios de asociacion del
genoma completo. Gracias a éstos, ha comenzado en la comunidad cientifica
el acercamiento causal a las enfermedades poligénicas tales como la diabetes,

la enfermedad isquémica cardiaca o el cancer, entre otras.

Estos estudios de asociacion del genoma completo requieren, por su
complejidad, muestras amplias que eviten sesgos de seleccién y permitan
validar los resultados de manera estadisticamente significativa, y ademas,
estudios independientes que reproduzcan los hallazgos, para que estos tengan

validez.

El melanoma cutaneo, que representa la primera causa de mortalidad
en el grupo de los canceres cutaneos, se considera un tumor asociado a la
exposicion solar aguda intermitente y a los fototipos claros (I y Il), dado que su

incidencia se incrementa en este grupo de sujetos.

Se cree que la exposicion a radiacion UV, mediante un complejo

mecanismo, es un factor de riesgo para el melanoma cutaneo, y que en los
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sujetos de fototipo claro se produce una reduccion en la proteccién frente a la

radiacion UV.

Se considera que un reducido porcentaje de melanomas cutaneos son
hereditarios (es decir, asociados a un gen de alta penetrancia), y por tanto con
fuerte patron de agregacion familiar. Estos son debidos a mutaciones génicas

en CDKN2A, principalmente, o en CDK4.

En este contexto, y gracias a los GWAs, se han detectado polimorfismos
en genes de baja penetrancia dependientes de la pigmentacidon humana,
asociados con un mayor riesgo de melanoma como MCR1, ASIP, TYR y

TYRP1, entre otros.

Ademas, se ha encontrado un mayor riesgo de carcinoma de células
basales y otros muchos canceres asociados a polimorfismos genéticos en el
gen de la telomerasa transcriptasa reversa (TERT), pero no se ha estudiado la

asociacion entre melanoma y éste ultimo.

Nuestro estudio se realiza con el propdsito encontrar si existe asociacion
entre variantes genéticas recientemente descritas y la susceptibilidad a
melanoma en la poblacidn espafola, o bien reproducir los hallazgos de otros

estudios recientes, para apoyar, de forma necesaria su validez.
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Los resultados de esta tesis nos ayudaran a entender, en clave genética,
la predisposicion a padecer melanoma, y las implicaciones en cuanto a

diagndstico precoz y prevencion que pueden ser, en un futuro, importantes.
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Objetivos

1. Nos proponemos encontrar, en una muestra de poblacion
espaiola, polimorfismos genéticos asociados a melanoma, que

puedan ser:

- Previamente no relacionados con dicho cancer.
- Previamente conocidos, lo cual aportaria reproductibilidad a

estudios previos.

Ambos pueden ser asociados o no a los rasgos pigmentarios de
las personas, lo cual permitiria entender mejor la relacién patogénica

entre genotipo-fenotipo y aparicion de melanoma.

2. Comparar los hallazgos con controles sanos, y por tanto

realizar un estudio de asociacion.

3. Establecer la Odds Ratio para desarrollar cancer de piel
melanoma, en la poblacion espafola, en portadores de las variantes

genéticas estudiadas.

4, Anadir nuestros datos a los del estudio internacional del que
formamos parte, y obtener, entre todos los componentes de dicho
estudio, un tamafio muestral que permita obtener datos estadisticamente

significativos.
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4. 1. Poblacion de estudio

El trabajo que presentamos forma parte de un estudio internacional
multicéntrico de asociacion de genoma completo en el que han participado

Islandia, Suiza, Holanda, Austria, Italia y Espana.

4.1.1. Poblacion espanola

La poblacion espafiola ha sido reclutada por el Departamento de
Dermatologia y Oncologia Médica del Hospital Clinico Universitario “Lozano
BlesaO y por el Departamento de Dermatologia del Instituto Valenciano de

Oncologia. El tamafo muestral ha sido de:

> 805 casos de melanoma, seleccionados desde principios del afo

2008 a finales del afio 2009.

> 1.672 controles (pacientes sanos) seleccionados de forma
aleatoria desde principios del afio 2004 a finales del afo 2009, a partir

de:

- Acompanantes de pacientes que no fueran familiares de

estos ultimos.
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- Pacientes que solicitaban asistencia sanitaria por motivos

diferentes a cancer.

4.1.2. Poblaciones extranjeras

El resto de participantes del estudio aportaron los siguientes tamafos

muestrales:
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Islandia:

Casos: 591

Controles: 34.998

Suiza:

Casos: 1.056

Controles: 2.631

Holanda:

Casos: 736

Controles: 1.832

Austria:

Casos: 152

Controles: 376



Material y Métodos

o Italia:

> Casos: 560

> Controles: 368

4. 2. Criterios de seleccion

Criterios de inclusion

. Edad igual o superior a 18 afos
= Consentimiento informado
= Casos:

- Personas con antecedentes personales de melanoma y sin
antecedentes personales o familiares de primer grado de otro

cancer.
- Confirmacion histolégica de melanoma

. Controles: personas sin antecedentes familiares de primer grado,

ni personales de ningun cancer.

Criterios de exclusion

. Incumplimiento de alguno de los criterios de inclusion.
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4.3. Diseno del estudio

Se trata de un estudio multicéntrico analitico observacional de tipo caso-

control.

Dicho estudio se realiza primeramente en la poblacion islandesa para
detectar qué polimorfismos genéticos se asocian a la presencia de melanoma y
posteriormente, se replica el estudio en el resto de poblaciones: suiza, italiana,

austriaca, holandesa y espaniola.

En el caso de nuestra muestra espafola, se determinaran las
frecuencias alélicas en el grupo de melanoma, y se compararan con las

frecuencias alélicas del grupo de personas sanas.

A los casos y controles, una vez comprobado que cumplen los criterios
de inclusion y no presentan criterios de exclusion, tras firmar un consentimiento
informado de participacion en el estudio, se les realizdé un cuestionario cuyos

datos podran ser usados en estudios posteriores. Dicho cuestionario incluye:

* Nombre y apellidos

* Edad en el momento del cuestionario y en los casos, también la
edad en el momento del diagndstico de melanoma.

* Sexo

* Presencia de pecas
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- Siono
s Numero de nevus
- 0-50
— 50-100
- >100
* Color de ojos
— Negro/marrén
— Azul/gris
— Verde
* Color de pelo
— Negro
— Marron
— Rubio
— Pelirrojo
* Fototipo:
— Siempre se quema y nunca se broncea
— Casi siempre se quema y se broncea muy lentamente
— Rara vez se quema y se broncea con frecuencia

— Nunca se quema y siempre se broncea

Tras la realizacion de la encuesta se realiza la extraccion de sangre y
obtencién de ADN, que sera enviado al centro de referencia en Islandia donde
se realizara el genotipado para determinar la presencia o no de las variantes

previamente detectadas en la poblacion islandesa.
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Los datos anonimos se incluiran en una base de datos Excel para
determinar mediante los test estadisticos adecuados la frecuencia de las
diferentes variantes genéticas en los casos y controles, y la Odds Ratio de

desarrollar melanoma en funcion de la presencia de estas variantes.

Por ultimo, se combinaran las muestras de todos los paises participantes

para poder validar los resultados con mucho mas poder estadistico.

4.3.1. Extraccién de sangre

Tras la firma del consentimiento informado, se procede a realizar una
extraccion de 10 ml de sangre venosa periférica recogida con EDTA que inhibe

la agregacion plaquetaria al quelar el calcio de la sangre.

Procedimiento: Se coloca el brazo del paciente sobre una superficie

plana y dura, y se le anuda un compresor de caucho por encima del codo para
provocar la ingurgitacion de las venas del brazo. A continuacion se desinfecta
la zona con un algodén impregnado en alcohol y se realiza la venopuncién con
un tubo de doble aguja (VACUTAINER®) para insertar posteriormente los

tubos de vacio. Finalmente, se retira el compresor y portatubos, realizando una
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fuerte compresion en la zona de puncion mediante un algodon seco fijado con

esparadrapo.

4.3.2. Extraccion de ADN de las muestras

Se anade una solucidn de lisis de eritrocitos y se realizan dos
centrifugaciones sucesivas eliminando el sobrenadante resultante de cada una
de ellas para obtener un preparado que contiene a los leucocitos. Se afiade a
este ultimo una solucion de lisis leucocitaria y tras un proceso de incubacion del
preparado a 37° C durante una noche, se procede a realizar la precipitacion de

ADN. Figura 35.
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9 ml sangre entera + EDTA
Afiadir 6 mL \l/
suero fisiologico Centrifugar 2500
@ pm 7-8 min
Aspirar v descartar
J( sobrenadante

Afiadir 6 mL —

3000 rpm x4
15 mun 4°C

-

Etanol 100%
2viv)

Recogida del DNA

Sumergir en etanol 70% v secar

Hidratar con TE (Tris 10mM-EDTA
0.2 mM; pH 7.5)

Figura 35: Extraccion de ADN a partir de sangre entera.

4.3.3. Conservacion de las muestras

La muestra obtenida se congela a — 80° C.
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4.4. Determinaciones y medidas del estudio, control de calidad,

plan de analisis estadistico

4.4.1. Analisis genético de las muestras

Las variantes descubiertas en la muestra de la poblacion islandesa en el
estudio de asociacion del genoma completo mediante la plataforma lllumina,
con los chips HumanHap300 y HumanCNV370-duo se han replicado en una
muestra de la poblacion espafiola (y en el resto de poblaciones participantes
del estudio multicéntrico —Suiza, Austria, Holanda e Italia-) a través de la

plataforma Centaurus.

Los SNPs del ensayo Centaurus fueron validados genotipando las
muestras del HapMap CEU y comparando los genotipos obtenidos de nuestro
estudio con los del HapMap CEU. Los ensayos mediante Centaurus fueron

rechazados si mostraban discrepancias con el HapMap mayores al 1,5%.

El genotipado y la interpretacion de los resultados son realizados de

forma automatica por un moderno aparataje tecnolégico de PCR en tiempo real

y procesamiento de las muestras en los biochips (Applied Biosystem®).
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4.4.2. Analisis estadistico

Se ha calculado la Odds Ratio para cada alelo SNP asumiendo el
modelo aditivo, esto es, se asume que el riesgo relativo del genotipo de una
persona se obtiene teniendo en cuenta el riesgo que aporta cada uno de los
dos alelos. Las frecuencias alélicas y la OR son expuestas para cada SNP
marcador detectado. Los valores asociados de “pOfueron calculados con la
tasa estandar de probabilidad estadistica “chi-cuadrado® que es el que se
incluye en el paquete de software empleado NEMO y el adecuado para
variables cuantitativas, como lo son las frecuencias alélicas. Los intervalos de
confianza fueron calculados asumiendo que la estimaciéon de OR tiene una

distribucion logaritmica normal.

4.5. Aspectos éticos y legales

> Se han cumplido los principios basicos de respeto por las

personas, beneficencia y justicia.

> Se ha asegurado la confidencialidad de los datos obtenidos y se
solicité consentimiento informado (explicando de manera detallada el
objetivo del estudio, su utilidad practica y garantizando Ia

confidencialidad), para la realizaciéon de la entrevista personal.
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Resultados

Mediante un estudio de asociacidén del genoma completo, utilizando la
plataforma lllumina y Centaurus, tras usar microarrays de unos 320.000 y
500.000 Tag SNPs en la poblacion islandesa, se detectaron dos polimorfismos
asociados a la presencia de melanoma que no habian sido previamente
detectados por el grupo multicéntrico del que formamos parte. Estos dos

polimorfismos son:

> SNP rs16891982 [G] en SLC45A2

> SNP rs401681 [C] en TERT-CLPTM1L

5.1. SNP rs16891982 [G]

En la poblacién islandesa para rs16891982 se obtuvo una OR de 1.58,

esto es, los pacientes portadores de este polimorfismo, presentan 1.58 veces
mas riesgo de padecer melanoma que los pacientes no portadores de dicho
polimorfismo. Sin embargo, no fue estadisticamente significativo, pues el valor
de p fue de 0.11. En la tabla 9 se representan los tamafos muestrales, las

frecuencias alélicas y los intervalos de confianza para estos valores.

En la poblacién espaiola que hemos recogido, de los 805 casos y los

1.672 controles, se ha obtenido mediante la plataforma Centaurus para

rs16891982 una OR de 2.95. Este resulta ser mayor que el obtenido para la
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poblacién islandesa, y mas aun, con un poder estadistico muchisimo mayor
pues el valor de p fue de 8.5 x 10?". En la tabla 10 se representan los datos

referentes a la poblacién espafiola.

Nimero Frecuencia

Casos Controles  Casos Controles OR IC 95%

Islandia S (0.90,2.76)

Tabla 9. Asociacion de SLC45A2 rs16891982 con melanoma cutaneo en la

poblacion islandesa estudiada.

Niumero Frecuencia

- Casos Controles Casos Controles OR

Espafia : .9 (2.42.3.60)

Tabla 10. Asociacion de SLC45A2 rs16891982 con melanoma cutaneo en la

poblacién espafiola estudiada.
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En el resto de los paises participantes se obtuvieron los siguientes

resultados:
> Holanda: de los 747 casos y 1.777 controles, se obtuvo para
rs16891982 una OR de 2.56 con un valor “pQOde 2.0 x 10,
> Suiza: de los 1.061 casos y 541 controles, se obtuvo para
rs16891982 una OR de 3.58 con un valor “pOde 1.4 x 107
> Austria: de los 152 casos y 376 controles, se obtuvo para
rs16891982 una OR de 2.23 con un valor “pQOde 7.7 x 1072,
> Italia: de los 560 casos y 367 controles, se obtuvo para

rs16891982 una OR de 2.06 con un valor “pOde 7.7 x 10 (Tabla 11).

planda 747 1.777 0.990 0.975 256 | (1.56,420) | 20x 104
1.061 541 0.988 0.957 358 | (223,575 | 14x107
152 376 0.984 0.964 2231 (092,542) | 7.7x 10
560 367 0.949 0.900 206 | (1.44,2 951 7.7x 107

Tabla 11. Asociacion de SLC45A2 rs16891982 con melanoma cutaneo en la

poblacion holandesa, suiza, austriaca e italiana.
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Por ultimo, para rs16891982, teniendo en cuenta los valores de todos los
paises participantes en el estudio se obtiene una OR global de 2.95 con un
valor p de 8.5 x 10™%°. La tabla 12 representa este ultimo resultado junto con los

restantes ya presentados.

Islandia 555 2.496 | 0.988 0.9382 1.58 | (0.90,2.76) 0.11
Espaia 803 1.672 | 0.935 0.529 295 | (2.423.60) | 8.5 x 10-%7
Holanda gty 1.777 | 0.990 0.975 2.56 | (1.56,4.20) | 2.0x 104
1.001 541 0.988 0.957 3.58 | (2.23,5.75) | L4x 107
152 376 0.984 0.964 223 | (0.92,542) | 7.7 x 102
560 367 0.949 0.900 206 | (1.44,29%5) | 7.7x 107
3.880 7.189% - - 295 | (2.42,3.60) | 8.3x 10-¥

Tabla 12. Asociacion de SLC45A2 rs16891982 con melanoma cutaneo en las

diferentes muestras poblacionales y resultados globales.
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Puede observarse como, de todos los paises incluidos en el estudio,
donde mas poder estadistico se obtiene es en Espafia, pues el valor de “pOes
el mas bajo de todos con diferencia. No obstante, aunque en las muestras de
Islandia y Austria, inicialmente los resultados no hayan sido significativamente
estadisticos, el aumento de muestra que supone la participacion de varios
paises arroja resultados tan rotundos como una OR de 2.95 con un valor de “pO

de hasta 8.3 x 107,

5.2. SNP rs401681 [C]

En la poblacién islandesa para rs401681 se obtuvo una OR de 0.90.

Esto supone, segun el resultado, que los pacientes portadores de dicho
polimorfismo tienen menor riesgo de padecer melanoma que los pacientes no
portadores de dicho polimorfismo. En otras palabras, el SNP rs401681 [C] en
TERT-CLPTM1L supone un factor protector frente a melanoma. Tampoco en
esta ocasion fue estadisticamente significativo, pues el valor de@Qasociado es
de 7.9 x 102 En la tabla 13 se representan los tamafios muestrales, las

frecuencias alélicas y los intervalos de confianza para estos valores.

En la poblaciéon espaiola hemos obtenido para rs401681 mediante la

plataforma Centaurus la misma OR que en la poblacién islandesa: 0.90,
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también no estadisticamente significativo, pues “pO> 0,05. En la tabla 14 se

representan los datos referentes a la poblacion espafola.

Numero Frecuencia

rs401681 | o i | S [ Bt | el OR IC 95%
les les

Islandia 5 52 55 : (0.80, 1.01)

Tabla 13. Asociacion de TERT-CLPTM1L rs401681 con melanoma cutaneo en

la poblacion islandesa estudiada.

Numero Frecuencia

rs401681 | oo | i | St | S OR
les les

Espafia S : : (0.80, 1.02)

Tabla 14. Asociacion de TERT-CLPTM1L rs401681 con melanoma cutaneo en

la muestra espafiola.
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En el resto de los paises participantes se obtuvieron los siguientes

resultados:

> Suiza: de los 1.056 casos y 2.631 controles, se obtuvo para
rs401681 una OR de 0.85 con un valor “pQOde 1.2 x 107,

> Holanda: de los 736 casos y 1.832 controles, se obtuvo para
rs401681 una OR de 0.83 con un valor “pQOde 3.9 x 107,

> Austria: de los 152 casos y 376 controles, se obtuvo para
rs401681 una OR de 0.98 con un valor “pGde 0.88.

> Italia: de los 560 casos y 368 controles, se obtuvo para rs401681

una OR de 0.74 con un valor “pOde 1.2 x 10, Tabla 15.

rs401681

1.056 2.631 0.49 0.54 0.85 (0.77.094) | 1.2x10°

736 1.832 0.53 | 0.57 0.83 (0.73,094) | 3.9x 107
152 376 0.53 0.53 098 | (0.75,1.27) 0.88
560 368 0.49 0.56 0.74 | (0.62,089) | 1.2x 107

Tabla 15. Asociacion de TERT-CLPTM1L rs401681 con melanoma cutaneo en

la poblacion holandesa, suiza, austriaca e italiana.
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Por ultimo, para rs401681, teniendo en cuenta los valores de todos los
paises participantes en el estudio, se obtiene una OR global de 0.86 con un
valor “pOde 5.0 x 10®. La tabla 16 representa este ultimo resultado junto con

los restantes, arriba expuestos.

rs401681
Islandia 501 34998 | 0.52 0.55 0.90 | (0.80,1.01) | 7.9 x 10-2
748 1.758 0.51 0.54 0.90 | (0.80,1.02) | 9.4 x10-
1.056 | 2.631 0.49 0.54 0.85 | (0.77,0.94) | 1.2 x 10
730 1.832 0.53 |0.57 0.83 | (0.73,0.94) | 3.9x 103
152 376 (.53 0.53 0.95 | (0.75,1.27) 0.58
560 368 0.49 0.56 0.74 | (0.62,089) | 1.2x 103
3.843 | 41.963 - - 0.86 | (0.81,0.91) | S.0x 10®

Tabla 16. Asociacion de TERT-CLPTM1L rs401681 con melanoma cutaneo en

las diferentes muestras poblacionales y resultados globales.
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En las ultimas dos décadas, los avances en la investigacion genética

del cancer han permitido caracterizar mutaciones en genes que predisponen a
determinados tipos de cancer con un patron de herencia mendeliano.
Ejemplos de genes de predisposicién a cancer son los genes BRCA1 y BRCA2
en el cancer hereditario de mama y ovario, o el gen APC en la poliposis
adenomatosa familiar. La frecuencia de estas mutaciones es muy baja en la
poblacién general (0,001 de media), pero cuando aparecen, el riesgo que
confieren a padecer cancer es muy alto. De todo ello han derivado guias de
actuacion en cuanto a las pruebas genéticas, estrategias de vigilancia y
prevencion de dichos canceres, que se han incorporado a la practica clinica

oncoldégica (Stadler y cols., 2010).

Un mayor conocimiento del genoma humano y los avances en la

tecnologia del genotipado, han hecho posibles los estudios de asociacion del

genoma_completo (GWAs —genome wide association studies-) que, en los

ultimos 4-5 anos, han identificado variantes genéticas de susceptibilidad para
multitud de enfermedades comunes multifactoriales y poligénicas, incluido el
cancer. Estas variantes genéticas, descubiertas gracias a los GWAs, son
variantes de baja penetrancia, muy comunes en la poblacién general, siendo
el riesgo que confieren a padecer la enfermedad bajo o moderado (Bodmer y

Bonilla, 2008) (Figura 36).
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Mutaciones raras, infrecuentes y de alta
penetrancia en genes de predisposicion a
cancer (Riesgo relative =5.0)

APC
BRCA1 BRCA2

Alelos de riesgo moderado
(Riesgo relativo =2 1.5 y <5.0)
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Figura 36: Grado de efecto fenotipico y frecuencia de presentacion de algunos

APC (11370K)

Magnitud del efecto fenotipico

Frecuencia poblacional

SNPs en la poblacién. Modificado de Stadler y cols., 2010.

Aunque el 99,9% del ADN es idéntico entre diferentes individuos, el
gran tamafio del genoma humano (3,2 millones de pares de bases), hace que
esta pequeha discrepancia entre individuos suponga millones de
variaciones posibles (Guo y Lange, 2000). Las variaciones mas comunes son
los polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) (Luo y cols., 2010). Los GWAs
comparan las frecuencias alélicas entre los individuos con una enfermedad

(casos) y los individuos sin enfermedad (controles). Al determinar que los SNPs
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son mas (o menos) frecuentes en individuos con enfermedad, pueden ser
identificadas regiones gendmicas asociadas a la enfermedad en cuestion, y se
puede realizar una estimacion estadistica del nivel de aumento (o disminucion)
de riesgo asociado a cada SNP (Elosua y cols., 2009). Los GWAs aprovechan
el hecho de que bloques de ADN (haplotipos) y alelos adyacentes tienden a
heredarse juntos de forma no independiente, de generacion en generacion.
Esta asociacion no aleatoria de alelos en loci cercanos (desequilibrio de
ligamiento) permite que ciertos SNPs sirvan como marcadores o TagSNPs de
otros SNPs cercanos. El uso de estos marcadores SNPs, permite reducir el
numero de SNPs que necesitan ser genotipados, para caracterizar la variacion

genomica individual, a unos 500.000 (Manolio y cols., 2008).

El ADN de cientos o miles de casos y controles se analiza con chips
disponibles comercialmente (microarrays de oligonucleétidos o chips) que
permiten el analisis de alto rendimiento de hasta un millén de SNPs en una
reaccion. Para que los costes se minimizen, el estudio se disefia en varias
etapas mas rentables, como la que se muestra en la figura 37, donde los SNPs
significativos que se han detectado en la primera fase, son los que se incluyen

para ser replicados en las siguientes fases (Stadler y cols., 2010).
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Genotipado del ADM de pacientes y controles
mediante chips comercializados para el analisis
del genoma complato
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Personas con cancer Personas sin cancer
(pacientes) (controles)

Fase |
Usando un set completo de SMPs se
analiza y compara todo &l genoma de
pacientes y controles para identificar
posibles SMPs asociados con el riesgo
de cancer

r

Solo los SMFs mas significativos (5-
10%) son usados para &l genotipado en
la siguiente fase

4

Fase ll
=e utilizan chips que contienen los supuestos
ShPs identificados en la fase | para genotipar
grupos mayores de pacientes y controles en
estudios independientes que confirmaran o
no los resultados de la fase |

Mimero de MUumera SHPs
pacientesicontroles analizados

Figura 37: Diseno de un GWAs tipico de susceptibilidad a cancer. Elaboracién

propia a partir del disefo de Stadler y cols., 2010.
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En el caso del melanoma cutaneo son dos los genes de alta

penetrancia los que se han descubierto gracias a los estudios de ligamiento:

1) El gen CDKN2A, cuyas mutaciones germinales estan presentes en el
40% de las familias que padecen melanoma con agregacion familiar (Meyle y

Guldberg, 2009) y en el 2% de los melanomas esporadicos (Chin, 2003).

2) Y el gen CDK4, cuyas mutaciones germinales se encuentran en el 2%

de dichas familias.

El grado de penetrancia de estas mutaciones para el desarrollo de
melanoma es alto, y ha sido estimado en 0,30 (IC 95 %: 0,12-0,62) a los 50
afos de edad, y de 0,67 (IC 95 %: 0,31-0,96) a los 80 afios de edad, es decir,
la probabilidad de padecer la enfermedad en los sujetos con mutaciones
germinales en CDKNZ2A o CDK4 ronda el 30% y el 67% a los 50 y 80 arios,

respectivamente (Goldstein y cols., 2006).

La busqueda de variantes genéticas polimérficas asociadas a melanoma

en genes de baja penetrancia comenzé con los estudios genéticos sobre la

pigmentacion humana normal. Los genes involucrados en este proceso
fueron inicialmente identificados a través de estudios gendmicos comparativos
de las mutaciones en relacion con el color de la piel del raton, y por la
caracterizacion molecular de las enfermedades genéticas hipopigmentarias

como el albinismo oculocutaneo (Sturm, 2001). Fue asi como se intuyo,

181



Discusion

inicialmente, que MCR1, TYR, OCA2, TYRP-1 y SLC45A2 podian ser genes

involucrados en la pigmentacion humana normal.

De esta forma, a partir de la lista de los genes implicados en el color del
pelaje del ratdén, proporcionada por el Centro Internacional de Albinismo, se
supo que las mutaciones en 127 genes afectaban a la pigmentacion en
ratones, de los cuales, 68 genes homodlogos humanos representaron
candidatos prometedores para ser genes implicados en las diferencias
pigmentarias humanas, y de ellos, hasta el afio 2007, 29 genes fueron
asociados con anomalias raras y sindromes de alteracion de la pigmentacion,
como el albinismo y el sindrome de Hermansky-Pudlak; y sélo 6 genes fueron
asociados con la pigmentacion humana normal: MCR1, OCA2, SLC24A5,
TYR, ASIP y SLC45A2. En el afo 2007, Sulem y cols., publican el primer
GWAs aplicado a la deteccion de determinantes genéticos de la pigmentacién
humana (Sulem y cols., 2007). Desde entonces hasta nuestros dias, los GWAS
han permitido describir una larga lista de genes implicados en la pigmentacion

humana y que estan enumerados en la tabla 17.

En cuanto a los estudios que han intentado describir genes

relacionados con una mayor susceptibilidad a melanoma, Uunicamente han

arrojado resultados concluyentes aquellos que han relacionado dicha
susceptibilidad con los genes implicados en la pigmentacion humana
normal (Sulem y cols., 2007; Gudbjartsson y cols., 2008; Brown y cols., 2008;

Guedj y cols., 2008; Fernandez y cols., 2008; Nan y cols., 2009; Udayakumar y
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Tsao, 2009), en contra de los contradictorios resultados encontrados con otro
tipo de genes (VDR, genes de reparacion del DNA, MDM2, EFG, GSTM1 o
GSTT1, B-RAF y p53) (Jackson y cols., 2005; Méssner y cols., 2007; Casula y
cols., 2009; Randerson-Moor y cols., 2009; Mocellin y Nitti, 2008). Con respecto
a los primeros, los estudios iniciales fueron estudios clasicos de ligamiento
genético, en los que se tomaban como candidatos a los anteriormente citados
genes relacionados con la pigmentacidon humana normal. Con anterioridad al
afio 2007, solo ciertos polimorfismos genéticos de MCR1 pudieron relacionarse
de forma concluyente con el melanoma cutaneo, incluso de forma
independiente a la presencia del fenotipo RHC, con riesgos relativos de 2 a 3,9

para melanoma (Box y cols, 2001).

MATP 5
IRF4 6
EXOC2 6
TYRP-1 9
TYR 1"
TPCN2 1"
KILTG 12
SLC24A4 14
P 15
NCKX5 15
MCR1 16
Agouti 20

Tabla 17: Genes cuyos polimorfismos tienen influencia en la pigmentacion

cutanea basal y otros rasgos fenotipicos como el color de ojos, de pelo o el

183



Discusion

fototipo. Elaboracion propia a partir de a: Sturm y cols., 2001; Sturm, 2006;

Sulem y cols., 2007; Parra, 2007; Sturm, 2009).

Y fue la revolucion cientifica aportada por los GWAs los que, a partir del
afio 2008, permitieron relacionar en grandes estudios poblacionales, a otros

genes de la pigmentacion humana normal con el melanoma cutaneo:

a) ASIP y HA. Se han encontrado determinados polimorfismos en ASIP y el
haplotipo cercano a este ultimo (HA), que confieren mayor riesgo de melanoma

en tres estudios, con los siguientes riesgos relativos:

> OR de 1.45 con IC (1.29, 1.64); p=1.2 x 10”°. Estudio realizado con 2.121

casos y 40.000 controles (Gudbjartsson y cols, 2008).

» OR de 1,68 con IC (1.18, 2.39). Estudio realizado con 218 casos y 870
controles (Nan y cols, 2009 -en dicho articulo no se muestra la “pO

obtenida-).

» ORde 1,72 con IC (1.53, 2.01); p=1 x 10-15). Estudio realizado en 2.019

casos y 2.105 controles (Brown y cols, 2008).
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b) TYR y TYRP1. Tras el gen ASIP, el segundo y tercero en OR para riesgo

incrementado de melanoma es:

» TYR con OR de 1,21 para el SNP codificante y no sinénimo rs1126809

(IC (1.13, 1.30); p= 2.8 x 10”) (Gudbjartsson y cols, 2008).

» TYRP1 con OR de 1,15 para el SNP no codificante rs1408799 (IC (1.06,

1.24); p= 0.00043) (Gudbijartsson y cols, 2008).

c) SLC45A2. Finalmente, el gen SLC45A2, Iocalizado en el cromosoma
5p13.3, contiene siete exones y codifica una proteina de 530 aminoacidos, que
se sitla en la membrana melanosdmica actuando como transportador
hidrégeno/sodio, dirigiendo probablemente el trafico de proteinas y otras
sustancias al melanosoma (Graft y cols., 2005). Las mutaciones de este gen
producen el albinismo oculocutaneo tipo 1V, pues no se produce el correcto
procesamiento de la tirosinasa, ni su translocacion tras pasar por el aparato de
Golgi. Hay dos estudios, publicados ambos en 2008, uno en poblacién
francesa (1019 casos y 1466 controles) (Guedj y cols., 2008) y otro en
poblacion espafiola (131 casos y 245 controles) (Fernandez y cols., 2008) en
los que se encuentra un efecto significativamente protector del polimorfismo
Phe374Leu rs16891982 frente al melanoma con OR de 0,35 (Cl = (0.26-0.46)

(p =2.12.10") y 0,41 (Cl = 0.24-0.70) (p= 0.008), respectivamente.
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No obstante, si tenemos en cuenta que el alelo 374Leu esta asociado
significativamente a la presencia de pelo, piel y ojos oscuros (Graft y cols,
2005) y que mas del 90% de los genes de descendencia europea llevan el alelo
Phe374 (Jackson, 2006), que es el asociado a pigmentacion clara, seria mas
razonable estudiar la asociacién del polimorfismo Leu374Phe (pues es la
variante de riesgo mas comun) con la apariciéon de melanoma cutaneo. Esto
ultimo es lo que se ha hecho en nuestro estudio (en los dos primeros estudios
se ha calculado la frecuencia del alelo menor en casos y en controles, y es lo
que se ha comparado; mientras que en el nuestro se ha calculado la frecuencia
del alelo mas frecuente en los casos y los controles, y se ha comparado). Si se
realiza de esta forma, se asocia con un aumento de riesgo de melanoma con
OR de 2,95 (IC = 2.42, 3.60)O= 8.5 x 10?". En la tabla 18 se muestran los
datos de los dos estudios previos para SCL45A2, y del que presentamos,
teniendo en cuenta los valores de la muestra espafola y los del total del

estudio multicéntrico en el que participamos (Stacey y cols., 2009).

Obsérvese que de los tres estudios, la mayor significacion estadistica se
consigue en nuestro grupo de trabajo, tanto teniendo en cuenta la muestra
espafiola (p = 8.5 x 10%’), como la global (p = 8.3 x 10°), y con un mayor
tamano muestral, aspecto fundamental en los GWAs para obtener suficiente

poder estadistico (Stadler y cols., 2010).
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SCL45A2
216891982

Guedj y cols,
2008
Leun374

Fernandez y
cols, 2008
Leun374
Stacey y
cols, 2009
Espaiia
374Phe
Stacey y
cols, 2009
Global
374Phe

1019 1.466 0.35 | (0.26,046) | 2.12x1015
131 245 041 | (0.24.0.70) 0.008
803 1.672 295 | (2423.60) | 85x 1077

3.880 7.189 295 | (2.42,3.60) | 8.3x10%

Tabla 18. Resultados de las publicaciones sobre la asociacion de SCL45A2 y

melanoma cutaneo.

A su vez, si comparamos los resultados de los distintos paises

participantes en el trabajo de Stacey y cols., tabla 19, Espafa sigue siendo la

muestra en la que se obtiene el mayor poder estadistico (p=8.5 x 10

-27).

Islandia es, sin embargo, donde se obtiene una menor OR que en el resto de

paises, asi como también se encontrd, por el mismo grupo de trabajo, una OR

menor en Islandia para riesgo de melanoma asociado a otras variantes

genéticas relacionadas con la pigmentacion normal (ASIP y TYR). Esto puede
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deberse a la influencia de una menor exposicién solar entre los islandeses

(Gudbjartsson y cols., 2008).

Islandia 555 2.496 | 0.988 0.982 1.58 | (0.90,2.76) 0.11
Espaia 803 1.672 | 0.935 0.529 2.05 | (2.42,3.60) | 8.5x10%
Holanda gty 1.777 | 0.990 0.975 2.56 | (1.56,4.20) | 2.0x 104
1.001 541 0.988 0.957 3.58 | (2.23,5.75) | 14 x 107
152 376 0.984 0.964 223 | (0.92,542) | 7.7 x 102
560 367 0.949 0.900 206 | (1.44,29%5) | 7.7x 107
3.880 7.189% - - 295 | (2.42,3.60) | 8.3x 10-¥

Tabla 19. SCL45A2 y melanoma cutaneo (Stacey y cols, 2009).

Por ultimo, se ha realizado el primer estudio en el que se confirma la
asociacion entre el polimorfismo genético rs401681 en el locus TERT-

CLPTM1L y el melanoma cutaneo.
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El rs401681 se localiza en el cromosoma 5p15.33, en un intrén del gen
CLPTM1L, y reside, a su vez, en un bloque de desequilibrio de ligamiento que
contiene dicho gen, CLPTM1L (gen relacionado con la proteina CRR9 de
resistencia a cisplatino), y el gen TERT (telomerasa humana transcriptasa

inversa).

CLPTM1L es una proteina transmembrana que se presenta en tejidos
normales y malignos de la piel, pulmén, mama, ovario y cérvix. La expresion de
CLPTM1L se ha relacionado con una mayor sensibilidad de las células de
cancer de ovario a la apoptdsis inducida por cisplatino (Yamamoto y cols.,

2001).

El gen TERT codifica la subunidad catalitica del complejo
ribonucleoproteico telomerasa. Este posee actividad transcriptasa inversa
(puede sintetizar ADN a partir de una secuencia de ARN que ella misma porta),
y su principal funcién es catalizar la adicion de novo de secuencias teloméricas
repetitivas en los extremos finales cromosomicos, y por tanto, contrarrestar la
senescencia celular dependiente del acortamiento de los teldmeros que ocurre
en cada replicacidn celular, ya que cuando los teléomeros llegan a una limite de
acortamiento se activa la apoptosis que lleva a la muerte celular programada.
Muchas células cancerigenas reactivan la actividad telomerasa, favoreciendo la

proliferacion de un clon maligno (Blackburn, 2001).
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Los GWAs han permitido detectar varios polimorfismos genéticos de
baja penetrancia asociadas a un mayor riesgo de varios tipos de cancer,
como los de prostata, mama, colon y recto, pulmoén, vejiga urinaria y piel. Y
curiosamente, en la mayoria de los casos las variantes genéticas reportadas
parecen ser especificas para el tipo concreto de cancer en estudio. Esta
especificidad tisular se cumple incluso para la regién del cromosoma 8q24,
donde se han detectado varias variantes independientes que se asocian con
riesgo de cancer de prostata, mama y vejiga (Rafnar y cols., 2009). Sélo una de
las variantes (rs6983267 en 8q24) del cancer de prostata se ha demostrado
asociada también con el riesgo de otro cancer, el cancer colorrectal (Tomlinson

y cols., 2007).

En este contexto, en nuestro grupo de trabajo, se detectd una nueva
variante previamente desconocida, rs401681, asociada inicialmente al
carcinoma de células basales de la piel (OR = 1.25, “pO= 3.7 x 10™"%). Al
conocerse que estaba localizado en el locus TERT-CLPTM1L, y dada la
relevancia de esta regidbn gendmica en la biologia del cancer por las
implicaciones funcionales de dicho locus en cuanto a los mecanismos de
supervivencia y senescencia celular, como se ha explicado anteriormente, se
demuestra, a principios del afno 2009, en un grupo de 30.000 casos de cancery
40.000 controles sanos, que esta misma variante se asocia también con un
mayor riesgo de cdncer de pulmén (OR = 1.15,p0= 7.2 x 107°), préstata ,

vejiga y cérvix (ORs = 1.07-1.31, p= 4 x 10®) y se presentan datos
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preliminares de que rs401681 confiere protecciéon frente a melanoma (OR =

0.88, 0= 8.0 x 10™) (Rafnar y cols., 2009).

Meses mas tarde, en agosto del 2009, presentamos los datos
confirmativos de dicha asociacién protectora entre rs401681 y melanoma

(OR = 0.86,pO=5 x 10?®) (Stacey y cols., 2009). Tabla 20.

rs401631

Islandia 501 34.998 0.52 0.55 0.90 | (0.80,1.01) | 7.9 x 10-2

748 1.75% 0.51 0.54 0.90 | (0.80,1.02) | 9.4 x 10~

£ ]
=

1.056 | 2.631 0.49 0.54 0.83 (0.77,094) | 1.2 x 102

Holanda [EEER{S 1.832 0.53 |0.57 0.83 | (0.73,094) | 3.9x 107

=)
=l

152 376 0.53 0.53 0.98 | (0.75,1.27) 0.

560 368 0.49 0.56 0.74 | (0.62,0.89) | 1.2 x 103

3.343 | 41.963 - - 0.86 | (0.81,0.91) | 5.0x 108

Tabla 20. Asociacion de TERT-CLPTM1L rs401681 con melanoma cutaneo en
las diferentes muestras poblacionales y resultados globales (Stacey y cols.,

2009).
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La causa de que rs401681 sea un polimorfismo de riesgo para unos
canceres, incluido el de células basales de la piel, y de protecciéon para

melanoma, esta aun por descubrir.

En un estudio publicado sobre la longitud de los telomeros en individuos
con cancer de piel, Han y cols. han demostrado que los telémeros cortos
estan asociados a carcinoma basocelular (y segun otros estudios a cancer de
pulmén, cabeza y cuello, vejiga, rifidn, eséfago, mama y linfoma —Rafnar y
cols., 2009-), mientras que los teldmeros largos estan asociados con un

mayor riesgo de melanoma.

Se ha postulado que el desarrollo de distintos tipos de cancer de piel en
funcién de la longitud de los telémeros, podria deberse a las diferentes
caracteristicas proliferativas de los dos tipos de células en las que se
desarrollan el carcinoma basocelular y el melanoma (células de la capa basal y
melanocitos, respectivamente), y de como se comportan ante el acortamiento

progresivo de los telémeros (Han y cols., 2009):

» Los melanocitos poseen wuna menor diferenciacion que los
queratinocitos y ante el acortamiento de los teldmeros, tienen mas
tendencia a entrar en senescencia que en apoptosis, tal vez debido a

una menor concentracion de proteinas anti-apoptéticas como bcl-2.
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Cuando los melanocitos proliferan, para lo cual es preciso que los
telomeros sean mas largos que cortos, dan lugar a los nevus, cuyo
numero esta asociado con un mayor riesgo de melanoma. Por el

contrario, el acortamiento de los teldmeros:

— Limita la proliferacion melanocitaria, y por tanto esta asociado a
un menor numero y tamano de los nevus, y por ende, de

melanoma.

— Lleva al melanocito a entrar en senescencia, en estado G1 del
ciclo celular de forma irreversible y, al no poder proliferar, se
impide la acumulacion de mutaciones oncogénicas y, por tanto, la

consiguiente transformacién maligna.

» Los queratinocitos tienen una mayor tendencia a la diferenciacién que
los melanocitos y su capacidad de proliferacion fisiolégica es mucho
mayor, pues la piel se renueva continuamente y, por ello, a su vez,

posen mayor potencial apoptotico.

En los queratinocitos basales, el alto indice de proliferacion
celular, unido a un continuo dafo solar que se incrementa de forma

acumulativa a lo largo de las divisiones, aumentan la inestabilidad
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telomérica y los reordenamientos cromosomicos. Todo ello lleva a que el
acortamiento relativo de los telémeros (que ocurre por las continuas
divisiones celulares) esté asociado con un mayor riesgo de

transformacién maligna.

Vemos pues como los GWAs son herramientas poderosas que estan
mejorando nuestra comprension de la genética del cancer en general, y del
melanoma en particular, y conduciran a la identificacion de nuevas vias de

carcinogénesis.

Tal vez una de las ventajas mas importantes de los GWAs es el uso de
un enfoque agnodstico donde pueden ser identificados nuevos genes que
antes no se creian implicados en la susceptibilidad al cancer, como es el caso
del gen TERT. Aunque aun quedan por descubrir los cambios funcionales en
los genes fisicamente cercanos a los SNPs de riesgo implicados en la
susceptibilidad al cancer, para que de ello puedan derivarse estrategias

preventivas y terapéuticas (Stadler y cols., 2010).

De momento no hay suficiente evidencia cientifica para concluir que los
perfiles gendmicos son utiles en la medicion del riesgo genético para las
enfermedades comunes, o el desarrollo de recomendaciones personalizadas
para la prevencion de enfermedades (Janssens y cols., 2008). Antes de la
incorporacion de las variantes genéticas en la evaluacion individual del riesgo

de cancer, los resultados de los GWAs deberan ser validados por estudios
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prospectivos en poblaciones heterogéneas. La importancia de los estudios

prospectivos viene dada por varias razones:

Los estudios prospectivos pueden tener en cuenta los factores
medioambientales, y también puede identificar asociaciones con la

mortalidad especifica de la enfermedad o fenotipo clinico mas agresivo.

Los estudios prospectivos permiten una mejor estimacion del riesgo
absoluto, la sensibilidad, especificidad, asi como el valor predictivo
positivo y negativo, que tienen en cuenta la incidencia del cancer en la
poblacion de estudio. Estas medidas son mas utiles clinicamente que las

ORs a partir de estudios retrospectivos (Jakobsdottir y cols., 2009).
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1. Se ha realizado un estudio de asociacién del genoma completo (GWAs) en
poblacién espafiola, tecnologia disponible en esta década, que gracias a la
aportacion del Proyecto Genoma Humano y al Proyecto HapMap, permite
conocer el componente poligénico de una enfermedad compleja, el

melanoma, responsable del 90% de las muertes por cancer de piel.

2. En este estudio de asociacion del genoma completo, con un tamafo
muestral suficiente, se ha encontrado una asociacion estadisticamente muy
significativa entre el polimorfismo rs16891982 de SCL45A2 y el riesgo de

desarrollar melanoma cutaneo.

3. Se ha encontrado por primera vez asociaciéon protectora entre rs401681

en el locus TERT-CLPTM1L y melanoma cutaneo.

4. rs401681 es el unico polimorfismo que, hasta el momento, se asocia con un

incremento de riesgo de 6 tumores diferentes, y proteccion frente al melanoma.

5. rs401681 constituye la primera variante genética asociada a melanoma

cutaneo que esta localizada en un gen no relacionado con la pigmentacién

cutanea.

6. La investigacion sobre asociacién de melanoma y caracteristicas fenotipicas

esta pasando a integrarse dentro de la busqueda de genes de susceptibilidad
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que modulan la respuesta de los sujetos frente a los agentes dafinos,

modificando la probabilidad de desarrollar este tumor.

7. Este estudio de asociacion de genoma completo ha permitido abrir una linea

de avance en la identificacion de los mecanismos biolégicos del melanoma.
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