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RESUMEN

El carcinoma basocelular (CBC) es el tumor maligno mas frecuente en el ser
humano y su incidencia estad en aumento. Existe un subgrupo de CBC que
presentan un comportamiento mas agresivo, son mas destructivos e invasivos y
tienen un mayor riesgo de recurrencia y de metastasis. Desconocemos los
mecanismos moleculares que condicionan las diferentes formas clinico-
patolégicas y las implicaciones que pueden tener en la respuesta a los diferentes
tratamientos. En este trabajo hemos estudiado 25 CBC (superficiales, nodulares,
morfeiformes e infiltrantes), para investigar su heterogeneidad molecular
mediante analisis de expresion de ARNm. Hemos identificado un grupo de 120
genes relacionados con el sistema inmune que presentan una elevada expresion
en la mayoria de CBC infiltrantes, una expresion intermedia en los superficiales y
baja en los morfeiformes y nodulares. Para corroborar estos datos hemos
analizado la expresion de estos 120 genes y hallado que la expresion de PD-L1
es significativamente superior en el grupo de CBC infiltrantes en comparacion
con el resto (p=0,01). Estos resultados sugieren que el eje PD-1/PD-L1
desempena un papel importante en la mayor agresividad intrinseca de los CBC
infiltrantes y, por lo tanto, su bloqueo podria ser util como tratamiento de este
subtipo de CBC.

Basal cell carcinomas (BCC) are the most common cancers worldwide and their
incidence is increasing annualy. A subset of BCC behaves more aggressively and
are associated with a higher risk of recurrence, local tissue destruction, deeper
invasion, subclinical spread, morbidity and distant metastasis risk. The molecular
basis for the aggressive behavior, for the different clinical and pathological forms
of BCC and their response to the treatments available remains to be elucidated.
In this study we evaluated 25 BCC (superficial, nodular, morpheaform and
infiltrative) to delineate their molecular heterogeneity by means of mRNA
expression analysis. We identified 120 immune-related genes linked to immune

response with high expression in most of infiltrative CBC, medium expression in



superficial CBC and low in morpheaform and nodular. To corroborate these
findings we analyzed these 120 genes and discovered that PD-L1 expression
was associated with infiltrative BCC samples compared to nodular, superficial,
morpheaform and basosquamous BCC (p=0,01). Overall, our results suggest that
the PD-1/PD-L1 axis may play an important role in locally infiltrative BCC and
provide support for PD-1/PD-L1 blockade.



ABREVIATURAS






ABREVIATURAS

ACTH
AD
ADN
Ag
AJCC
AMPc
aPKC
AR
ASCO
ARNmM
CBC
CBCla
CBCm
CCM
CCNM
CD
CEC
CK1
CL
CMH |
CMH I
CMM
CPA
CPNM
CRI
CTLA-4
Desert Hh
EGFR
FDA
Foxp3
Gli
GPCR

Hormona adenocorticotropa

Herencia autosdmica dominante

Acido desoxirribonucleico

Antigeno

American Joint Comitee on Cancer

Adenosin monofosfato ciclico

Proteina cinasa C I/A

Herencia autosdmica recesiva

American Society of Clinical Oncology

Acido ribonucleico mensajero

Carcinoma basocelular

Carcinoma basocelular localmente avanzado
Carcinoma basocelular metastasico
Carcinoma de células de Merkel

Cancer cutaneo no melanoma

Células dendriticas

Carcinoma escamoso cutaneo

Casein cinasa 1

Células de Langerhans

Complejo mayor de histocompatibilidad de clase |
Complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il
Cirugia micrografica de Mohs

Célula presentadora de antigenos

Cancer de pulmon no microcitico

Comité de revision independiente

Antigeno 4 asociado al linfocito T citotoxico
Desert hedgehog

Receptor del factor de crecimiento epidérmico
Food and Drug Administration

Factor de transcripcién forkhead/winged-helix
Factores de transcripcion asociados a glioma

Proteina G



GSK3p
Hh
HHIP1
HUVH
IARC
IFN- a
IFN-y
IHQ
IL-2

IC
Indian Hh
KIF7
LAG-3
LB

LIT

LT
LTreg
LX
MC1R
MITF
MM
MMF
mTOR
OR
ORR
PD-1
PD-L1
PD-L2
PDGF
PKA
POMC
Ptch
RLT

Glucogeno sintasa cinasa 3
Hedgehog
Hedgehog interacting protein

Hospital Universitari Vall d'Hebron

Agencia internacional de investigacién sobre cancer

Interferdn alfa

Interferon gamma

Inmunohistoquimica

Interleucina 2

Intervalo de confianza

Indian Hedhehog

Kinesin family member 7

Gen 3 de activacion del linfocito

Linfocito B

Linfocitos infiltrantes del tumor

Linfocito T

Linfocitos T reguladores

Herencia ligada al cromosoma X

Receptor de la melanocortina 1

Factor de transcripcién asociado con microftalmia
Melanoma maligno

Mofetil micofenolato

Molécula diana de la rapamicina en mamiferos
Razdén de probabilidades

Tasa de respuesta objetiva

Molécula de muerte programada 1

Ligando de la molécula de muerte programada 1
Ligando de la molécula de muerte programada 2
Factor de crecimiento derivado de las plaquetas
Proteina cinasa A

Péptidos derivados de la proopiomelanocortina
Patched

Receptor del linfocito T



RECIST
REDECAN
RHC

RI

RMRP

RNA-seq
RT
RT-PCR

RTOS
RUV
SG
Smo
SNPs
Sonic Hh
SUFU
SW
TCGA
TEM
TGF-B
TNF-a
TNF-y
XL

XP
a-MSH

Evaluacion de la respuesta en tumores sélidos

Red espafiola de registros del cancer
Red hair color

Radiacion ionizante

Endoribonucleasa procesadora del acido ribonucleico

mitocondrial
RNA-sequencing

Radioterapia

Reacciéon en cadena de la polimerasa con transcriptasa

inversa
Receptor de trasplante de érgano solido

Radiacion ultravioleta

Sindrome de Gorlin o del carcinoma basocelular nevoide

Smoothened

Polimorfismos de un solo nucledétido
Sonic hedhehog

Factor supresor de Fused

Sindrome de Werner

The Cancer Genome Atlas
Transicidn epitelio-mesénquima
Factor de crecimiento transformante beta
Factor de necrosis tumoral alfa
Factor de necrosis tumoral gamma
Herencia ligada al cromosoma X
Xenoderma pigmentoso

Hormona estimulante de los melanocitos a






INDICE DE CONTENIDOS

1. INTRODUCCION 1
1.1. Epidemiologia 3
1.2. Patogenia 4
1.2.1. Origen 4
1.2.2. Via de sefializacion Hedgehog 7
1.2.3. Otras alteraciones genéticas en el carcinoma 12
basocelular
1.3. Factores de riesgo 18
1.4. Variantes clinicas 31
1.5. Variantes histologicas 32
1.6. Carcinoma basocelular avanzado 36
1.7. Tratamiento 39
2. INMUNIDAD Y CANCER 45
2.1. Respuesta inmunolégica frente al cancer 50
2.1.1. Linfocitos infiltrantes del tumor (LIT) 50
2.1.2. Moléculas correguladoras de la inmunidad 53
2.1.3. Eje PD-1/PD-L1 en tumores malignos: valor 55

prondstico y como biomarcador

2.1.4. Inmunoterapia y cancer 58

3. INMUNIDAD Y CARCINOMA BASOCELULAR 63



3.1. Radiacion ultravioleta e inmunosupresiéon 65

3.2. Carcinoma basocelular en el paciente receptor de 66
trasplante de érgano solido (RTOS)
3.3. Regresion espontanea 68
3.4. Infiltrados inflamatorios tumorales 69
3.5. Eje PD-1/PD-L1 e inmunoterapia en el carcinoma 69
basocelular
4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS 71
4.1. Hipotesis 73
4.2. Objetivos 74
5. MATERIAL Y METODOS 75
5.1. Recogida de las muestras 77
5.2. Procedimientos del estudio 78
5.2.1. Secuenciacién de ARN 78
5.2.2. Analisis estadistico 78
5.3. Consideraciones éticas 79
6. RESULTADOS 81
7. DISCUSION 93

8. CONCLUSIONES 109



9. LINEAS DE FUTURO 113

10. BIBLIOGRAFIA 117

11. ANEXO 141






1. INTRODUCCION






1.1. EPIDEMIOLOGIA

El carcinoma basocelular (CBC) es el tumor maligno mas frecuente en el ser
humano, con una incidencia anual estimada del 0,1 al 0,5%. Representa el
75% del total de las neoplasias malignas de la piel, el 80% de los canceres
cutdneos no melanoma (CCNM) y aparece con una proporcion de 5:1

respecto al carcinoma escamoso cutaneo (CEC) (1,2).

La alta incidencia del CBC vy las dificultades en su cuantificacién hace que no
sea habitualmente incluido en los diferentes registros de cancer. Tejera-
Vaquerizo y colaboradores realizaron una revision sistematica de articulos
publicados en Medline, Embase, en la red Espafiola de Registros del Cancer
(REDECAN) y en la Agencia Internacional de Investigacion sobre Cancer
(IARC) para definir la incidencia del CBC en Espafia. Se incluyeron un total
de 332 trabajos. La tasa de incidencia del CBC global cruda en Espana fue
de 113,05 (95% intervalo de confianza [IC]: 89,03-137,08)/100.000 personas-
afno (para los estudios que emplean la metodologia de los registros de cancer
con tumores confirmados histolégicamente y contando uno solo por persona).
La tasa de incidencia mediante criterios clinicos e histolégicos, y contando
tumores en lugar de personas, fue de 253,23 (95% IC: 273,01-
269,45)/100.000 personas-ano (3). Este dato se basa en el estudio realizado
por Bielsa y colaboradores, el unico estudio referido a nuestro ambito
(poblacion de residentes en el Barcelonés Nord), en el que se contabilizan
también CBC tratados sin confirmacion histolégica y tumores sucesivos en un

mismo paciente (4).



1.2. PATOGENIA
1.2.1. Origen

El origen preciso del CBC sigue siendo, hoy en dia, motivo de controversia.
Clasicamente se ha sefalado que se originaria en las células madre del foliculo
piloso (5). Sin embargo, hay autores que sostienen que el CBC se origina de las
células progenitoras de la epidermis interfolicular y ocasionalmente de la porcion
superior del infundibulo. El principal trabajo que fundamenta esta teoria es el de
Yousseff y colaboradores, que emplearon modelos murinos que expresaban un
mutante de Smoothened (Smo) constitutivamente activado (SmoM2) en
diferentes compartimentos celulares de la epidermis para determinar en qué
compartimento la activacién de la via de sefalizacion Hh inducia la formacion del
CBC. La activacion de SmoM2 en las células madre de la protuberancia (en
inglés, bulge) del foliculo piloso no inducia la formacién del tumor. Sin embargo,
la activacion de Smo2 en las células progenitoras residentes en la epidermis
interfolicular y en la porcién superior del infundibulo si que indujo la aparicion de
CBC (6,7). Este hallazgo fue inesperado, dado que habia varios estudios previos
con modelos murinos que sefalaban su origen en las células madre de la
protuberancia. Conviene destacar que en ninguno de estos estudios previos se
indujo la activacion de la via Hh en las células madre de los diferentes
compartimentos del foliculo, con lo que resultaba imposible excluir de forma
categorica la posibilidad de que la célula mutante apareciese en un determinado
compartimento y solo cuando dicha célula migrase hacia otro compartimento del
foliculo el crecimiento tumoral se hiciese posible (8). Mas adelante, Peterson y
colaboradores rebatieron la teoria de Youseff y colaboradores demostrando en
modelos murinos con deleccion de PATCHED 1 (PTCH1) que las diferentes
células madre del foliculo piloso podian ser el origen del CBC y no asi las de la

epidermis interfolicular (9).

Resulta interesante el estudio de Grachtchouk y colaboradores, en el que
emplean modelos murinos con expresion variable de GLI2AN (activador de Gli2)
para inducir la activacion de la via Hh controlando el momento en que se activa
dicha via con respecto al ciclo del foliculo piloso, su nivel de activacién y las

poblaciones celulares en las que se inicia la activacion. Concluyen que el



potencial de transformaciéon maligna y los diferentes fenotipos de CBC estan
determinados por: a) la poblacién celular diana en la que se inicia la activacion
de la via, b) el momento del ciclo del foliculo piloso en el que se produce la
activacion de la via Hh y c) el grado de activacion de ésta. Hallaron que hay
multiples compartimentos celulares en la piel con potencial de desarrollar CBC,
pero el tipo histolégico particular dependera de las células en las que se activa la
via. Por ello, a pesar de que la activacion de la via Hh es suficiente para iniciar el
tumor, el fenotipo de éste estaria influenciado por la célula de origen. Postulan
que, en sus modelos murinos, los CBC nodulares se originan de las células
madre en reposo del foliculo piloso y los CBC superficiales de las células de la
epidermis interfolicular. Afirman que estos hallazgos concuerdan con las
variantes histolégicas de CBC en humanos, donde los CBC superficiales se
originarian en la epidermis, los nodulares en el foliculo piloso y los CBC con
diferenciacion sebacea en las glandulas sebaceas. El nivel de activacion de la
via Hh también resulta determinante para el desarrollo del CBC; modelos
murinos con niveles bajos de GLI2AN desarrollaban hamartomas basaloides y

una activacién intensa conducia a la formacién de CBC nodulares (8).

Las teorias comentadas con anterioridad no explican la apariciéon de CBC en
zonas corporales no pilosas, como el area genital y los pezones, hecho
infrecuente pero descrito. Hay autores que defienden que estas formas poco

habituales de CBC derivarian de las células madre del epitelio glandular (10,11).



Figura 1. Representacion esquematica de la unidad pilosebacea y los

diferentes compartimentos de células madre. Adaptada de Blanpain C (12).
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1.2.2. Via de sefializacion Hedgehog

La via de sefalizacion Hedgehog (Hh) o del erizo desarrolla un papel
esencial en la organogénesis durante la embriogénesis en multiples especies,
ya que esta implicada en la proliferacion y diferenciacion celulares, la
transicion epitelio-mesénquima (TEM) y el reordenamiento celular mediante
cambios en la motilidad y adhesion tisular. En la edad adulta solo esta activa
en el foliculo piloso y en las células madre, donde ejerce un papel importante

en el mantenimiento de la homeostasis tisular y en la reparacion celular (13).

En 1980 aparece el primer articulo en el que se identifica el receptor Ptch
durante el estudio embriogénico de la mosca de la fruta Drosophila
melanogaster. La via Hh resulta crucial para el desarrollo embrionario normal
de Drosophila (14). La funcion anédmala o mutacion de las proteinas de esta
via de sefalizacion conllevaba la aparicion de larvas mutantes de Drosophila

con un fenotipo corto y espiculado que recordaban a un erizo.

Drosophila tiene un unico ligando de Hh, mientras que en vertebrados se han
identificado tres ligandos Hh homodlogos: Sonic Hh (Sh), Desert Hh (Dh) e
Indian Hh (Ih), de los cuales el mejor conocido es el primero. El receptor de
Hh en Drosophila es Ptch, una proteina de membrana con doce dominios
transmembrana y del que hay dos homologos en vertebrados Ptch1 y Ptch2.

Ptch1 es el homdlogo mejor conocido.

La via de sefalizacién Hh se inicia cuando cualquiera de los ligandos Hh se
une, y por tanto activa la proteina supresora Ptch, que regula negativamente
la via. El sistema de transduccion de la sefal de Hh implica a Smo, una
proteina con siete dominios transmembrana que es el regulador positivo de la
via. En mamiferos solo hay un gen SMO. En ausencia de los ligandos, Ptch
reprime la actividad de Smo. Sin embargo, con la unién de los ligandos a
Ptch, la inhibicibn sobre Smo cesa y éste a su vez activa los factores de
transcripcion asociados a glioma (Gli) a través de la represion del factor
supresor Fused (SUFU).

Los cilios primarios estan involucrados en numerosas vias de sefalizacion,

entre ellas la Hh. Se trata de cilios no moviles que contienen la mayoria de



las células de los vertebrados, constituidos por una protrusion de la
membrana en la zona apical de las células polarizadas, que actuan como
sensores de las sefales extracelulares. Ptch se encuentra en cantidades
abundantes en el cilio primario en ausencia de Hh y se elimina de éstos en
presencia de Hh. Cuando se une el ligando, Ptch se mueve hacia fuera del

cilio y Smo hacia dentro, activando los factores de transcripcion Gli (15).

Los factores Gli son las principales moléculas efectoras de la via. Se han
identificado tres factores Gli homologos: Gli1, Gli2 y Gli3. El factor Gli1 actua
como un activador transcripcional de los genes diana de Hh, Gli3 actua como
un potente supresor de la transcripcion y Gli2 puede actuar como activador o
supresor de la expresibn génica dependiendo de modificaciones

translacionales o postranscripcionales (16).

Hay otros componentes implicados en la activacion de la via Hh,
especialmente en la regulacion de la actividad de los factores Gli, ademas de
SUFU, como la kinesin family member 7 (KIF7), la proteina cinasa A (PKA), la

glucdgeno sintasa cinasa 3 (GSK3p) y la casein cinasa 1 (CK1).

SUFU es un regulador negativo de la via. Cuando la via permanece inactiva
los factores de transcripcion Gli se encuentran secuestrados fisicamente por
SUFU, que evita su acumulaciéon nuclear y la activacion de los genes diana
de la via Hh. Si por el contrario la via se activa y SUFU libera los factores Gli,

éstos son trasladados al nucleo y activan la transcripcion de genes diana.

Entre los genes diana de la via Hh hay genes propios de la via como GLI1,
PTCH1, PTCH2, hedgehog interacting protein (HHIP1), genes relacionados
con la proliferacion celular (MYCN, CCND1, CCND2, CCNE, FOXM1,
CCNB1, CDC25B), con la TEM (FOXC2, SNAI1, TWIST2, ZEB1, ZEB2), con
la red de senalizacion de células madre (JAG2, FST, GREM1, BMP4,
WNT2B, WNT5A, PDGFRA), genes relacionados con la supervivencia celular
(BCL2, CFLAR) y otros como BMI1, LGR5, CD44, CD133, FOXF1, FOXL1,
PRDM1y PTHLH (17).

La importancia de la via Hh en el desarrollo del CBC queda claramente de

manifiesto en el sindrome del carcinoma basocelular nevoide o sindrome de



Gorlin (SG), descrito por Gorlin y Goltz en 1960 (18). Es una enfermedad
autosdmica dominante (AD) debida a mutaciones en el gen supresor tumoral
PTCH, que esta localizado en el cromosoma 9922.3-q31. Esto condiciona
una activacion de la via de sefalizacibn Hh que conlleva la aparicion de
multiples CBC, “pits” palmo-plantares, anomalias en el desarrollo,

queratoquistes odontogénicos mandibulares y otros tumores.

En todos los CBC esporadicos existen mutaciones adquiridas en la via Hh,
que permanece asi constitucionalmente activada. En un 80-90% se trata de
mutaciones inactivadoras de PTCH1, un 10-20% se deben a mutaciones
activadoras de SMO y menos de un 1% son el resultado de mutaciones en
SUFU y PTCH2 (19-22).



Figura 2. Via de sefializacién Hedgehog inactiva en ausencia de ligando.
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Figura 4. Via de sefalizacion Hedgehog activa en el carcinoma basocelular.
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1.2.3. Otras alteraciones genéticas en el carcinoma basocelular

Es evidente que la activacion aberrante de la via de senalizacion Hh es
necesaria para el desarrollo del CBC. Sin embargo, parece que pueden estar

implicadas alteraciones en otras vias de sefalizacion.

En primer lugar, existen interacciones entre la via Hh y diversas vias de
sefalizacion como RAS/RAF/MEK/ERK, PI3K /AKT/mTOR, receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR), proteina cinasa C I/A (aPKC), BMP/TGF-j,
Wnt/B-catenina y Notch en el desarrollo y progresion del CBC (23,24). La
relevancia de cada una de ella es desconocida y como interaccionan entre si
(crosstalk) sigue siendo motivo de muchas investigaciones. Parece ser que las
proteinas Gli, sobre todo Gli1, son un nexo critico entre la via Hh y otras vias de
sefalizacion en el cancer. Sin embargo, no queda claro si la diana primaria de
las vias oncogénicas seria Gli u otras proteinas de la via como SUFU, que

regulan la actividad de Gili.
Via RAS/RAF/MEK/ERK

La via de senalizacion RAS/RAF/MEK/ERK esta implicada en la proliferacion,
crecimiento y supervivencia celulares. Se han identificado mutaciones y
activaciones simultaneas de Hh y RAS/RAF/MEK/ERK en tumores de colon,
pulmén, pancreas, ovario, leucemia y melanoma maligno (MM) (25,26). La
activacion de la via RAS/RAF/MEK/ERK promueve el crecimiento tumoral y las
metastasis en lineas celulares de meduloblastoma con activacion de la via Hh a
pesar de la inhibicion de Smo con LDE225. Asi pues, la activacion alternativa de
esta via elude la dependencia exclusiva del tumor de la via Hh. Mas aun, se
postula que la activaciéon de la via RAS/MAPK desempefa un papel crucial en la
transformacion escamosa y resistencia adquirida de CBC tratados con
inhibidores de Smo (27).

PIBK/Akt/mTOR

La via de senalizacion PISK/Akt/mTOR también desempeia un papel crucial en
numerosos aspectos del crecimiento, metabolismo, motilidad, proliferacién,
diferenciacion, supervivencia celular y angiogénesis. Se conocen muchos

factores de crecimiento y reguladores fisioldgicos que la modulan. Su activacion
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anomala da lugar a una alteracién de los mecanismos de control del crecimiento
y supervivencia celulares. Existe interferencia entre las vias PI3BK/Akt/mTOR y Hh
a través de las proteinas Gli: PI3K regula la degradacién de Gli2. La via
PI3K/Akt/mTOR esta activada en el CEC y en el CBC, lo que sugiere su
participacion en la fisiopatogenia de ambos tumores. Sin embargo, no se
conocen los mecanismos exactos de activacion (28—-30). Mas aun, en situaciones
en las que la via Hh permanece inhibida de forma continuada, la via PI3K se
encuentra sobreactivada. Esta activacion de PI3K/Akt/mTOR podria ser uno de

los mecanismos de resistencia al tratamiento con inhibidores de Smo (31).
Via del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)

El EGFR (también conocido como ErbB1) es un receptor tirosin cinasa que se
encuentra mutado o sobreexpresado en diversos tumores como carcinomas y
glioblastomas. La activacion del EGFR promueve procesos tumorales mediante
la regulacion de la proliferaciéon y supervivencia celulares, angiogénesis vy
metastasis a través de la activacion de otras vias de sefializacibn como
SRC/FAK, STAT, MAPK, PI3K/AKT/mTOR vy fosfolipasa C (25,32,33). Neil y
colaboradores demostraron que la via EGFR actua de forma sinérgica con Gli1 y
Gli2 para activar de forma selectiva la transcripcion de un subgrupo de genes
diana de Gli a través de la estimulacion de la via RAS/RAF/MEK/ERK (34). La
via del EGFR también coopera con la via Hh y es un mediador critico en el
proceso de invasion en tumores con desregulacion de esta via. El tratamiento de
lineas celulares de CBC en modelos murinos con gefitinib y ciclopamina reduce
su proliferacion y viabilidad mas eficazmente que cualquiera de los dos farmacos

en monoterapia (35,36).
Proteina cinasa C I/A (aPKC)

La aPKC potencia la via de sefalizacion de Hh a través de la fosforilacion y
activacion del factor Gli1. Es esencial para el funcionamiento maximo de la via
Hh. La aPKC esta activada y sobreexpresada en tumores resistentes a
inhibidores de Smo; tratamientos con inhibidores de aPKC descienden los
niveles de acido ribonucleico mensajero (ARNm) de Gli1 e inhiben el desarrollo
de lineas celulares de CBC resistentes a ciclopamina (inhibidor de Smo). Por

todo ello, aPKC es critica en la progresion del CBC dependiente de la via de
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sefalizacion Hh y se postula como una posible diana molecular para el

tratamiento de tumores resistentes a inhibidores de Smo (37,38).
Wnt/B-catenina

La via de senalizacion Wnt/B-catenina juega un papel decisivo en los procesos
de regulacién, diferenciacion, proliferacion y muerte celular. Colabora con la via
Hh en la morfogénesis del foliculo piloso y sus ligandos son dianas conocidas de
la via de sefalizacion Hh. Hay estudios que avalan el papel de la via Wnt/B-
catenina en el desarrollo del CBC. Esta via también esta involucrada en otros
tumores cutaneos; se han identificado mutaciones activadoras de B-catenina
hasta en el 75% de los pilomatrixomas y la desregulacion de la via Wnt se ha
vinculado a la progresion del MM (39,40). La actividad de esta via depende de la
concentracion citoplasmatica de B-catenina. En condiciones normales los niveles
citoplasmaticos de [B-catenina se mantienen bajos gracias a un proceso de
degradacion dependiente de ubiquitina-proteosoma. Salto-Tellez y colaboradores
realizaron un estudio con microarrays tisulares de 75 muestras de CBC y 75
muestras de piel normal para analizar la expresion de B-catenina y RUNXS,
efectores nucleares de las vias Wnt y BMP/TGF-B, respectivamente.
Demostraron que un 41% de los CBC tenian acumulacién nuclear de B-catenina
y un 100% de los CBC sobreexpresion de la proteina RUNX3 en el nucleo de las
células tumorales. Este hallazgo sugiere que la via Wnt estaria involucrada en la
patogenia y progresion de algunos CBC; aun asi, posiblemente no es un

mecanismo primario en su desarrollo (39).

La proteina RUNX3 es un efector nuclear de la via BMP/TGF-B que tiene un
papel supresor en diversos tumores (41). Sin embargo, esta sobreexpresada en
el CBC, MM y CEC, por lo que en estos tumores cutdaneos actuaria como un

oncogeén y no como un supresor tumoral (42).
Notch

La via de senalizacion Notch tiene un papel importante durante el desarrollo
embrionario y durante las diferentes etapas del desarrollo celular. Esta via esta
formada por cuatro receptores Notch y numerosos ligandos de los grupos Delta,

Jagged y Serrate. Hay una gran variedad de tumores asociados a alteraciones
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en Notch, que puede actuar como supresor o promotor tumoral dependiendo del
tipo celular y contexto (43,44). Nicolas y colaboradores realizaron un estudio con
modelos murinos con deficiencia de Notch1 que vincula esta via con el desarrollo
de CCNM. La pérdida de Notch1 en la epidermis de los ratones dio lugar a
niveles elevados y mantenidos de Gli2 y al posterior desarrollo de CBC. Asi
pues, la pérdida de Notch1 en la piel conlleva un incremento en la actividad de la
via Hh vy, por tanto, mayor susceptibilidad para desarrollar CBC. Esto sugiere
que, en este contexto, Notch1 funcionaria como supresor tumoral (44). De hecho,
estudios secuenciando el exoma de CBC esporadicos han demostrado
mutaciones en los genes NOTCH1 y NOTCH2 en algunos tumores (45). Otra
publicacién reciente corrobora la inhibicion de la via Notch en el CBC,
permitiendo que las células basales epidérmicas escapen de los mecanismos de

regulacion y proliferacion habituales (43).
BMP/TGF-B

La TEM es un proceso coordinado que aparece durante el desarrollo embrionario
y también un fendmeno patogénico en el cancer y la fibrosis. Las células
epiteliales sometidas a este proceso pierden la expresion de E-cadherina y otras
moléculas de adhesion. En su lugar, desarrollan un citoesqueleto celular
mesenquimal y adquieren motilidad y propiedades invasivas. EI TGF-B es un
potente inductor de la TEM (46).

TGF-B desempeia un papel en la carcinogénesis de tumores cutaneos como el
CEC (47). Hay varios estudios que también analizan la expresion de TGF- y
proteinas Smad en el CBC mediante técnicas inmunohistoquimicas (IHQ),
hibridacion in situ y reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa
inversa (RT-PCR). Se ha demostrado la sobreexpresiéon de TGF-1 en el
estroma desmoplasico del CBC en comparacién con muestras de piel normal
(48). Schmidt y colaboradores analizaron y compararon el patron de expresion de
ARNmM de las tres isoformas de TGF-B de mamiferos (TGF-B1, TGF-B2 y TGF-
B3) en muestras de CBC mediante hibridacion in situ. En la mayoria se evidencio
un incremento de la expresion de TGF-B1 y del receptor TGF-BII en el estroma
de los CBC en comparacion con las muestras de piel normal (49). Mediante

técnicas IHQ también se ha demostrado la acumulacién de TGF-B1 en las
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células del estroma de algunos CBC (50); por el contrario, otros investigadores
han observado niveles disminuidos de TGF-1 en el CBC (51). Utilizando
técnicas de RT-PCR también se han detectado niveles significativamente mas
elevados de TGF-B en el CBC en comparacion con muestras de piel normal (52).
En modelos murinos es crucial el papel del TGF-B2 para el desarrollo de tumores
mediados por la via Hh. Todos estos estudios sugieren que la via de sefalizacion
del TGF-B desempeia un papel en la patogenia del CBC. Sin embargo, a pesar
de que esta via resulta critica en la carcinogénesis mediada por la via Hh, parece

que no es suficiente (53).
Proteinas Winged-helix/[FOX

Las proteinas Winged-helix/FOX (proteinas de la familia FOX) constituyen una
gran familia de factores de transcripcion que desarrollan un papel importante en
la regulacion de la expresion de genes involucrados en la proliferacion,
crecimiento, diferenciacion, longevidad y transformacion celulares. Hay estudios
que demuestran que determinados genes de la familia FOX (Foxd2, Foxa2,
Foxfl) son dianas directas de la via de sefializacion Hh durante el desarrollo
embrionario de ratones (54). Se ha demostrado mediante RT-PCR que FOXM1
esta significativamente sobreexpresada en el CBC y no en el CEC, piel normal y
cultivos de queratinocitos. Esto sugiere que la expresion de FOXM1 es
caracteristica del CBC y su sobreexpresion no es consecuencia de un
incremento en la proliferacién celular (55). Incluso se ha postulado que FOXE1

podria ser un gen diana de Gli2 en queratinocitos humanos (56).
Alteracién en p53

El gen P53, localizado en el cromosoma 17p13.1, codifica la proteina supresora
tumoral p53 y es uno de los genes mutados con mayor frecuencia en los
canceres humanos. Se le conoce como el "guardian del genoma" puesto que
interviene en el mantenimiento de su integridad (57). La acumulacién nuclear de
p53 produce un bloqueo transitorio del ciclo celular en G1, justo antes de iniciar
la duplicacion del ADN, permitiendo su reparacion. Si la célula no es capaz de
reparar el ADN, p53 induce la muerte celular. Las células que contienen p53
mutada no son capaces de mantener su integridad genética dando como

resultado clonas que van acumulando mutaciones gradualmente.
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Hasta un 30-50% de CBC tienen mutaciones en p53 y mas de la mitad de éstas
son especificamente inducidas por la RUV (C—»T o CC—TT) (58). Dichas
mutaciones se han identificado en CBC esporadicos y de pacientes con
xenoderma pigmentoso (XP) (59,60). Se ha sugerido una correlacion positiva
entre la agresividad histolégica del CBC y la sobreexpresién nuclear de p53
determinada mediante técnicas IHQ (61). Sin embargo, las mutaciones en p53

pueden ser un evento secundario, no necesario para el inicio ni el desarrollo
tumoral (62).

Figura 5. Esquema de la interaccion de la via de sefalizacidn Hedgehog con
otras vias. Adaptado de Dreier J (63).
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1.3. FACTORES DE RIESGO
Radiacion ultravioleta (RUV)

La RUV es parte del espectro electromagnético emitido por el sol e incluye un
rango de longitud de onda de 100 a 400 nm: la RUV-C (100-280 nm), RUV-B
(280-315 nm) y RUV-A (315-400 nm). El oxigeno y el ozono de la atmdsfera
absorben casi por completo la RUV-C y la mayor parte de la RUV-B
(aproximadamente el 90%) (64). La epidermis absorbe la mayor parte de la RUV
irradiada sobre la piel; solo la radiacion con longitudes de onda mayores alcanza

la dermis.

La RUV-A produce hiperplasia epidérmica, induce aparicion de células de
quemadura en la epidermis (sunburn cells o queratinocitos dafiados por la RUV)
y aumenta la expresion de p53 en los queratinocitos (65,66). Es menos
mutagénica e induce mas estrés oxidativo que la RUV-B, inhibe la reparacion del
ADN e induce la sintesis de metaloproteinasas (67). La RUV-B tiene mayor
capacidad mutagénica y es la principal responsable del eritema y quemadura

solares y del cancer cutaneo (68).

Los sistemas de reparacion del ADN desempefian un papel crucial en el
mantenimiento de la integridad del genoma. La absorcion de los fotones de la
RUV por el ADN de las células de la epidermis induce la formacién de
fotoproductos o dimeros de pirimidina. En las células normales estos
fotoproductos son eliminados mediante mecanismos de escision y reparacion de
nucleodtidos mediados por p53. Sin embargo, si estos fotoproductos no son
reparados y persisten, se transmiten durante la replicacion celular como
mutaciones C—»T o CC—TT (UV fingerprints), constituyendo la caracteristica mas

destacada de la mutagénesis inducida por la RUV.

La fotocarcinogénesis involucra la disfunciéon de genes supresores como P53. La
proteina p53, como se ha comentado previamente, esta involucrada en la
reparacion del ADN y en la apoptosis de células con dafo excesivo en el mismo.
La RUV induce alteraciones genéticas en el gen supresor tumoral P53, de
manera que los fotoproductos no reparados en dicho gen se convierten en

mutaciones que inician el proceso de carcinogénesis: los queratinocitos con
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mutaciones en P53 que siguen expuestos al sol y desarrollan nuevas mutaciones
por la RUV tienen menos capacidad para ser reparados o eliminados por

apoptosis ante esta falta de funcién de p53 (69).

El principal factor de riesgo para el desarrollo de CBC es la exposicion a la RUV,
sobre todo por razones sociales o de ocio, con un patron de exposicion
intermitente (70). De hecho, la mayoria de CBC aparecen en zonas corporales
expuestas al sol (62). La exposicion a la RUV, sobre todo durante la infancia y
adolescencia, se asocia con un mayor riesgo (71,72). Sin embargo, la aparicion
de CBC en zonas corporales no fotoexpuestas sugiere que hay otros factores de

riesgo implicados en su desarrollo.

También se ha apuntado que el patrén de exposicion a la RUV es determinante
del tipo histolégico de CBC que se desarrollara; la exposicion cronica parece
involucrada en los CBC nodulares, mientras que la intermitente estd mas

relacionada con los CBC superficiales (73).

Ademas, la RUV tiene efectos inmunosupresores dosis-dependientes que
pueden ser determinantes en la patogenia del CBC (74). Este apartado sera

comentado con mas profundidad en el apartado 3.1. RUV e inmunosupresion.
Pigmentacion cutanea

Las personas con piel clara, ojos claros, pelo rubio o pelirrojo tienen mas riesgo
de desarrollar CBC (75,76).

El gen del receptor de la melanocortina 1 (MC1R) es el principal determinante
genético de la pigmentacion cutanea y del pelo. Esta localizado en una
terminacién telomérica del cromosoma 16924.3 y codifica para el receptor MC1R
acoplado a la proteina G (GPCR), que estda formada por 7 dominios
transmembrana. En respuesta a la RUV se secretan la hormona estimulante de
los melanocitos a (a-MSH), la hormona adenocorticotropa (ACTH) y péptidos
derivados de la proopiomelanocortina (POMC). Estos estimulan la expresion del
receptor por los melanocitos de la piel, activando la adenilato ciclasa. El aumento
de los niveles de AMP ciclico (AMPc) activa la PKA y aumenta la transcripcion
del factor de transcripcion asociado a la microftalmia (microphtalmia transcription

factor, MITF). Dicho factor es responsable de la transcripcion de varios genes
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(incluidos TYR y TYRP1), que a su vez participan en la regulacién de la sintesis

de eumelanina y feomelanina, determinantes de la pigmentacion de la piel (77).

El gen MC1R es altamente polimorfico; se han identificado mas de 100 variantes
no sindénimas (78). Analisis funcionales de algunas de estas variantes han
revelado la pérdida parcial de la habilidad del receptor para estimular la via de
AMPc, lo que conlleva un cambio en la sintesis de eumelanina a feomelanina
(79). La feomelanina se asocia con el fenotipo RHC (del inglés “red hair color”, es
decir, pelo pelirrojo, lentigos actinicos, elevada tendencia a quemarse tras la
exposicién al sol y baja capacidad de broncearse) (80). Se han identificado
variantes en el gen MC1R que se asocian de forma significativa e independiente
con el riesgo de desarrollar CBC, lo que sugiere que también contribuiria en la
patogenia del CBC a través de mecanismos no relacionados con la pigmentacién
(81,82). El primer estudio de asociacién del genoma completo realizado en
pacientes con CBC tuvo lugar en 2008, y desde entonces se han llevado a cabo
6 en total. Se han hallado 17 polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs)
distintos en 16 regiones cromosoémicas diferentes. Las razones de probabilidades
(odds ratio, OR) estudiadas son pequefias, entre 1,15 y 1,55, salvo para
variantes de P53, que son de 2,16 (83—88).

Radiacion ionizante (RI)

El cancer de piel fue el primer tipo de cancer documentado asociado a la

exposicion a la R, siete afios después del descubrimiento de los rayos X.

Se han descrito varios mecanismos por los cuales las Rl son capaces de inducir
la carcinogénesis. El efecto mas deletéreo sobre el ADN es la induccion de
rupturas en la doble cadena que conllevan la aparicion de delecciones (89).
Ademas, se ha documentado que individuos expuestos a altas dosis de RI
presentan con mayor frecuencia pérdida de heterozigosidad en el locus del gen
PTCH, en comparacion con individuos expuestos a dosis bajas. Esto sugiere que
el gen PTCH es una diana clave en el desarrollo de CBC tras la exposicion a RI.
Por otro lado, los CBC de individuos expuestos a altas dosis de RI tienen con
mayor frecuencia mutaciones en p53 que los CBC de la poblacién control (90).
Sin embargo, hay otros estudios que contradicen estos hallazgos: Tessone y

colaboradores analizaron mediante arrays de ADN CBC de pacientes tratados

20



con RT y CBC de pacientes control y no hallaron diferencias genéticas entre los

tumores de ambos grupos (91).

Estudios epidemioldgicos realizados tras la detonacion de las bombas de
Hiroshima y Nagasaki pusieron de manifiesto un incremento dosis-dependiente
del riesgo de desarrollar CBC en individuos expuestos a Rl hasta 50 afos
después de la exposicidon, especialmente en aquellos en los que la exposicion

ocurrié en edades tempranas (92).

La literatura recoge multiples articulos que describen un riesgo incrementado de
desarrollar CBC en mineros que han trabajado en minas de uranio, en radidlogos
y en individuos tratados con radioterapia (RT) por tinea capitis o por tumores
malignos (93-95).

Es posible que la RUV aumente el efecto carcinégeno de la RI sobre la piel. Hay
estudios que demuestran mayor riesgo atribuible por Gy de desarrollar tumores
cutaneos en la piel expuesta a la RUV en comparacion con areas corporales no
fotoexpuestas (96). Sin embargo, los datos son contradictorios dado que otro
estudio con la misma cohorte demostré que el exceso absoluto de riesgo de CBC
por unidad corporal no diferia entre zonas expuestas y no fotoexpuestas a la
RUV (97).

Arsénico

El arsénico inorganico es un contaminante natural presente en al agua, tierra,
comida y aire. Durante afos se ha utilizado como agente medicinal,
quimioterapico, pesticida y veneno. La exposicion a arsénico inorganico presente
en el medio ambiente no suele ser perjudicial para la salud, salvo en
determinadas areas geograficas cercanas a fuentes naturales que contienen
niveles elevados (98). Sus efectos en el organismo son dosis-dependientes y
pueden ser agudos o crénicos. Se han propuesto varios mecanismos de
toxicidad: el mas estudiado es la formacion de especies reactivas de oxigeno y
nitrégeno, que inducen dafo citogenético, inflamacién y carcinogénesis (99).
También ejerce un efecto genotdxico al inhibir la reparacion del ADN, alterar la
transduccion intracelular y extracelular de sefales e inducir la proliferacion
celular (98).
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Existe suficiente evidencia cientifica para afirmar que la exposicion cronica a
bajas cantidades de arsénico induce la aparicién de tumores de vejiga, pulmén y
piel (100). En individuos expuestos de forma cronica a arsénico, las
manifestaciones cutaneas son las mas frecuentes y suelen ser las primeras en
aparecer. Los tumores cutaneos inducidos por el arsénico con frecuencia
aparecen en areas no fotoexpuestas y son tanto CBC como CEC,
histolégicamente indistinguibles de los que aparecen en otros contextos. Otras
manifestaciones cutaneas inducidas por el arsenicismo crénico son
hiperqueratosis, sobre todo palmo-plantares, e hiperpigmentacion cutanea mas

intensa en el tronco (98,101,102).
Cicatrices

En 1986 Noodleman y Pollack sefialaron la posible relacion entre el desarrollo de
CBC y la existencia de traumatismos previos (103). Hay varias publicaciones,
generalmente de casos aislados, sobre CBC que aparecen sobre cicatrices

traumaticas, quirurgicas, quemaduras y secundarias a vacunas (104-107).
Vitamina D

La RUV-B cataliza la conversién de 7-dehidrocolesterol (también Illamado
provitamina D3) a previtamina D3 en los queratinocitos, que es el primer paso en
la formacion de la vitamina D3. Luego, la vitamina D3 es excretada y viaja a
través del torrente sanguineo hasta el higado, donde se hidroxila para formar el
compuesto 25-hidroxivitamina D3 o 25(OH)D3 o calcidiol. El calcidiol es
posteriormente hidroxilado en el rifidn a la forma mas activa de vitamina D que es
la 1,25-hidroxivitamina D3, calcitriol o 1,25(OH)2D.

En la literatura se pueden encontrar diversos estudios donde se intenta
determinar qué relacion existe entre los niveles de vitamina D y distintos tipos de
cancer. En un metaanalisis reciente donde se investiga la relacion entre la
vitamina D y la evolucidon de distintos tipos de cancer, concluyen que niveles
elevados de vitamina D se asocian a menor riesgo de muerte (26%) y menor

riesgo de progresion de la enfermedad (16%) (108).

Con respecto al CCNM los datos son contradictorios: hay estudios que

relacionan los niveles de vitamina D con el riesgo de desarrollar CCNM. Tang y
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colaboradores determinaron los niveles de 25(OH)vitamina D en pacientes
caucasicos y hallaron que niveles elevados se asociaban con un descenso en el
riesgo de desarrollar CCNM (109). Sin embargo, en otro estudio se demostré que
niveles elevados de 25(0OH)vitamina D se asociaban con un leve incremento en
el riesgo de desarrollar CBC (110). Eide y colaboradores también hallaron que
niveles basales mas elevados de 25(OH)vitamina D estaban significativamente
asociados a un incremento en el riesgo de desarrollar CCNM (CBC y CEC) (111).
Conviene senalar que resulta dificil comparar los estudios publicados dado que
se han realizado en areas geograficas distintas, con metodologias diferentes y en
algunos no se diferencia entre CBC y CEC. Ademas, la relacion entre la vitamina

D y el CBC es compleja debido a la interrelacién de ambos con la RUV.

Por otro lado, hay estudios que demuestran que la vitamina D inhibe la via de
sefializacion Hh (112). Postulan que Ptch1 podria translocar la provitamina D3 al
medio extracelular y ésta actuaria como antagonista de Smo en la misma célula

o en células vecinas (113).

Inmunosupresién y carcinoma basocelular en el paciente receptor de

trasplante de 6rgano sélido (RTOS)
Este apartado sera comentado en el apartado 3.2.
Sindromes hereditarios

- Sindromes hereditarios con carcinoma basocelular como caracteristica

principal

En la tabla 1 se describen los principales sindromes hereditarios con CBC como
caracteristica principal (114-128). En la tabla 2 se describen los criterios

diagndsticos de SG.

- Sindromes hereditarios con carcinoma basocelular como caracteristica

secundaria

En la tabla 3 se describen los principales sindromes hereditarios con CBC como

caracteristica secundaria (129-168).
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Tabla 1. Sindromes hereditarios con carcinoma basocelular como caracteristica principal.

. . Manifestaciones Neoplasias
. Manifestaciones X .
Enfermedad | Herencia Gen (es) , . extra-cutaneas asociadas
cutaneas adicionales L. e
principales principales
Calcificaciones
de la hoz del
cerebro, fascies
PTCH1, Quistes epidérmicos, tosca, .
v e macrocefalia, Meduloblastomas,
SG AD PTCH2y de milio, “pits” palmo- . .
queratoquistes rabdomiosarcomas
SUFU plantares .
odontogénicos,
malformaciones
orofaciales y
esqueléticas
Sindrome de Hiperpigmentacion gn
flexuras, atrofodermia
Bazex- UBE2A . , . . . .
Dupré- LX folicular, hipohidrosis, No Tricoepiteliomas
Christol hlpptr|003|s, quistes de
milio
Eritema acral,
atrofodermia
Sindrome de . vermiculada, quistes . I
AD Desconocido o No Tricoepiteliomas
Rombo de milio,

telangiectasias,
hipotricosis
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Queratosis/queilitis Retraso mental y
actinicas, lentigos, del desarrollo,
XPA-XPG. atrofia, N anomalias MM, CEC, tumores
XP AR fotosensibilidad, oculares, cerebrales y
POLH . . : .
telangiectasias, fotofobia, viscerales
hipo/hiperpigmentacién | neuropatia
moteada periférica
Hamartomas Comedones,
follcula'res AD PTCH h!pohlldro§|s, ' No No
basaloides hipotricosis, quistes de
multiples milio

AD: herencia autosémica dominante, AR:

cromosoma X.

herencia autosémica recesiva, XL: herencia ligada al
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Tabla 2. Criterios diagndsticos de sindrome de Gorlin.

CRITERIOS MAYORES

CRITERIOS MENORES

1 CBC en <20 afos o numero excesivo de CBC
para la exposicion solar y fototipo

Costillas bifidas, fusionadas, o marcadamente
expandidas

Queratoquistes odontogénicos mandibulares
histol6gicamente confirmados en <20 afios

Macrocefalia

“Pits” palmares o plantares

Malformaciones congénitas: fisura labial o
palatina, fascies tosca, hipertelorismo moderado
0 severo, estrabismo, cataratas, coloboma

Calcificacion lamelar de la hoz del cerebro

Otras alteraciones esqueléticas: deformacion de
Sprengel, deformacién pectoral marcada,
sindactilia

Meduloblastoma

Anomalias radioldgicas: puente en silla turca,
anomalias vertebrales (hemivértebras, fusion o
elongacion de los cuerpos vertebrales),
defectos de modelaje de manos y pies,
radiolucideces en forma de llamas en manos o
pies

Familiar de primer grado con SG

Fibromas cardiacos / ovaricos

Para el diagndstico de SG se precisa el cumplimiento de 2 criterios mayores o 1 criterio mayor y 2 menores
(121).
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Tabla 3. Sindromes hereditarios con carcinoma basocelular como caracteristica secundaria.

Manifestaciones | Manifestaciones Neoplasias
Enfermedad Herencia Gen (es) cutaneas extra-cutaneas asociadas

principales principales principales
Sindromes con replicacién/reparacion defectuosa del ADN

Maculas café con Neoplasias

leche,

hematoldgicas,

Sindrome de Bloom AR BLM/RECQL3 fotosensibilidad, colorrectales,
telangiectasias laringe, mama
dHiIspt?cE?i(;oj;lS,ueal Cataratas, retraso

gueal, crecimiento,
queratodermia mielodisplasia

Sindrome de palmo-plantar, N CEC,

Rothmund-Thomson AR RECQL4 fotosensibilidad, ﬁ'steolporlo?s, . osteosarcomas

oiquilodermia Ipoplasia’agenesia

ra)lteraciones ’ rétula, defectos

dentales congénitos del radio
Carcinoma
sebaceo,

Adenoma adenocarcinoma

Sindrome de Muir- sepaqeo, colorrectal, tgmores
AD MSH2, MSH1 epitelioma de endometrio,

Torre sebaceo ovario, pancreas

queratoacantoma hepatobiliares,

uroteliales, mama
pulmoén
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Sindrome de Werner

AR

WRN/RECQL2

Atrofia,
calcificaciones,
hiperqueratosis
plantar, arrugas
perioculares y

Talla baja, fascies de
pajaro,
hipogonadismo,
cataratas, diabetes,
atrofia muscular

MM,
(osteo)sarcomas

peribucales
Sindromes con tumores anexiales cutaneos
Cilindromas Adenomas de
Sindrome de Brooke- multioles células basales,
. AD CYLD1 itiples, adenocarcinomas
Spiegler tricoepiteliomas .
: de glandulas
espiradenomas ;
salivales
Hipotricosis, hipo u
oligodontia, Tumor infundibular
distrofia ungueal, folicular, poroma
Sindorme de Schopf- queratodermia ecrino,
AD o AR WNT10A palmo-plantar, siringofibroadenoma
Schultz-Passarge . . . :
telangiectasias, ecrino maligno,
hidrocistomas hidrocistoma ecrino,
apocrinos CEC
palpebrales
Queratosis acrales
y palmo-plantares, | Fibromas mamarios, Cancer de mama,
Sindrome de fibromas cutaneo- | enfermedad de ovario, tiroides,
AD PTEN Mucosos, Lhermitte-Duclos, utero, polipos

Cowden

triquilemomas,
manchas café con
leche, lipomas

macrocefalia,
alteraciones tiroideas

hamartomatosos
gastrointestinales
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Sindromes con inmunodeficiencia

Talla baja,
extremidades cortas,
arqueamiento del

Slno!rome hipoplasia AR RMRP Hlpotrlgoss, fémur, alteraciones Linfoma no Hodgkin
cartilago-pelo alopecia
osteocondrales,
defectos variables en
la inmunidad celular
Maculas
descamativas hipo
Epidermodisplasia ©
P P AR (AD, XL) EVER1 (TMC6) hiperpigmentadas, CEC
verruciforme ' EVER2 (TMCS8) papulas
verrugosas y
queratosis
seborreica-like
Sindromes con alteraciones en la sintesis de melanina
Albinismo TYR, OCA2, Hipopigmentacién | Fotofobia, disminucion
TYRP1,SLC45A2, . .
. AR cutanea, del pelo e | agudeza visual, CEC, MM
oculocutaneo SLC24AS5, iris estrabismo, nistagmo
C100RF11 » histag
e o
) HPS3, HPS4, OSIS P !
Sindrome de colitis granulomatosa,
AR HPS5, HPS6 inmunodeficiencia
Hermansky-Pudlak DTNBP1, ) g ’
estrabismo, nistagmo,
BLOCISS, disminucion de la
BLOC1S6

agudeza visual
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Sindromes del nevo epidérmico

Anomalias
esqueléticas (displasia
de cadera, dismorfia
facial), oculares
(coloboma, anomalias
del nervio 6ptico), del
sistema nervioso
central
(hemimegaloencefalia,

Sindrome de Nevos sebaceos

. . de distribucién
Schimmelpenning

blaschkoide
defectos en la
migracién neuronal,
agenesia del cuerpo
calloso, malformacioén
de Dandy-Walker y
malformaciones
vasculares cerebrales)
Facomatosis Nevos Hemiatrofia,
pigmentoqueratdsica epidérmicos o disestesia,
sebaceos hiperhidrosis
extensos y nevos segmentarias, retraso
de spilus mental, convulsiones,

sordera, ptosis
palpebral, estrabismo
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1.4. VARIANTES CLINICAS

Se distinguen varias formas de presentacion del CBC: nodular, superficial e

infiltrante/morfeiforme.

- El CBC nodular es la forma mas frecuente. Se trata de papulas o ndédulos
perlados con telangiectasias, de tamano variable y bordes bien definidos.
Pueden presentar ulceracion o costras en el centro. Suelen estar localizados en

zonas fotoexpuestas de la cara.

- El CBC superficial se presenta como una macula o una placa eritematosa y
descamativa, a veces con un aspecto clinico inespecifico y otras con una

superficie brillante caracteristica. La localizacién mas frecuente es el tronco.

- ElI CBC infiltrante/morfeiforme se manifiesta como placas induradas
blanquecinas, palidas, con una superficie ligeramente brillante y con limites
imprecisos, que en ocasiones remedan cicatrices. Su comportamiento infiltrativo
es especialmente preocupante en zonas periorificiales (perioculares, perinasal y
alrededor del conducto auditivo externo), donde puede requirir procedimientos

quirurgicos complejos y mutilantes para su curacion.

Los CBC también pueden estar pigmentados, sobre todo las formas nodulares y
superficiales. La presencia de pigmento no tiene valor prondstico. En ocasiones

se ulceran, especialmente los infiltrantes (ulcus rodens).

Por orden de frecuencia el 80% de los CBC asientan en la cara y cuello, y el 15%

en el tronco, seguido de las extremidades (2).

La presencia de un CBC supone un factor de riesgo para el desarrollo de mas
CBC: el riesgo acumulado a los 3 afos varia entre un 33% y 70% (riesgo medio
de 44%) (169).
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1.5. VARIANTES HISTOLOGICAS

El CBC, a diferencia del CEC, se suele clasificar atendiendo al patrén
morfolégico y no al grado de diferenciacion celular. Ciertos subtipos histologicos,
incluidos en el grupo de CBC de alto riesgo, estan asociados a un mayor riesgo
de extensidn subclinica, extirpacion quirdrgica incompleta, recurrencia y
comportamiento mas agresivo. En este grupo incluimos los tipos histolégicos
morfeiforme, infiltrante, micronodular y basoescamoso (170). Dentro del grupo de
CBC de bajo riesgo incluimos los tipos histolégicos nodular y superficial (que se
corresponden con las formas clinicas nodular y superficial, respectivamente). En

ocasiones algunos CBC muestran patrones histologicos mixtos (171).

Los CBC se componen de islotes o nidos de células basaloides, con una
disposicion en empalizada en la periferia y aleatoria en el interior. Las células
tumorales presentan un nucleo hipercromatico con citoplasma relativamente
pequefio y mal definido. La mayoria de CBC tienen conexién evidente con la
epidermis suprayacente o con los foliculos pilosos (epitelio folicular). En
ocasiones puede verse ulceracion. Los islotes de células tumorales estan
rodeados por un estroma diferente al de la dermis normal. Habitualmente existe
un infiltrado inflamatorio celular variable, principalmente compuesto de LT, la

mayoria CD4+. Hasta en un 20% de los tumores se observa regresion focal (1).
Se han descrito multiples subtipos histolégicos:

1. El CBC nodular o sélido es la variante histolégica mas frecuente y supone
aproximadamente el 70% de todos los CBC. Se compone de islotes de células
basaloides que suelen ser grandes, en la dermis papilar o reticular. Con
frecuencia se observan hendiduras o grietas denominadas “artefactos o espacios
de retraccidon” alrededor de los nidos tumorales. Las figuras de mitosis y las
células tumorales apoptoticas son poco frecuentes. Algunos CBC nodulares

presentan formas histolégicas mixtas superficiales y micronodulares (171).

2. El CBC superficial se caracteriza por la existencia de una proliferacién de
células basaloides atipicas que se disponen en empalizada confinadas a la
dermis papilar y que pueden afectar los foliculos pilosos. Con frecuencia se

pueden observar espacios de retraccion. Es poco frecuente encontrar figuras de
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mitosis y células tumorales apoptéticas. Aproximadamente el 10-15% de CBC
son de variante superficial (170). En ambas formas, superficial y nodular, es

frecuente observar elastosis solar en la dermis peritumoral.

3. El CBC micronodular clinicamente es indistinguible de la variante nodular.
Histologicamente presenta islotes de células similares a los del CBC nodular
pero de menor tamafo, con una distribucion mas dispersa, asimétrica que se
expanden hacia la dermis y en ocasiones hasta el tejido celular subcutaneo. La
retraccion peritumoral del estroma es poco frecuente. Los CBC micronodulares

tienen mayor incidencia de recurrencia local que los nodulares (172).

Cualquier variante de CBC puede estar pigmentada. Las formas nodular,
superficial y micronodular son las que se presentan pigmentadas con mayor
frecuencia: se puede observar pigmentacion melanica de las células tumorales y

macrofagos cargados de melanina en el estroma adyacente (173).

4. ElI CBC infiltrante representa hasta el 5% del total de CBC (174). Presenta
nidos celulares angulosos, de tamanos irregulares o espiculados, con un patrén
de crecimiento mas infiltrativo que expansivo (175). Caracteristicamente los
islotes estan formados por grupos de 5 a 8 células y no muestran empalizada
periférica o retraccion peritumoral del estroma. Las células basaloides que los
componen y sus nucleos muestran pleomorfismo. Existen abundantes figuras de
mitosis y células necréticas. A diferencia de lo que ocurre en el CBC morfeiforme,
no presentan reaccion significativa del estroma (no existe incremento en el
numero de fibroblastos del estroma ni mayor densidad del colageno). Hasta un

tercio de los CBC infiltrantes presentan un componente nodular (170).

5. EI CBC morfeiforme o esclerosante representa entre el 1 y 5% del total de
CBC. Se compone de cordones celulares angostos y angulados e islotes de 1a 5
células tumorales, inmersas en un estroma fibroso denso. Encontrar espacios de
retraccion es menos frecuente que en las variantes superficial y nodular y la
presencia de empalizada nuclear periférica puede no ser evidente. El estroma
que rodea al tumor es un estroma colagenizado, a veces con fibroblastos
abundantes y otras con haces densos de colageno, hipocelulares, engrosados y
eosinofilicos, que remedan a los de los queloides. En ocasiones coexiste con

otras formas histolégicas (170).
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En estos dos ultimos subtipos histologicos, CBC infiltrantes y morfeifomes, los
limites del tumor suelen ser imprecisos y pueden extenderse hacia el tejido
celular subcutaneo, musculo e infiltrar otras estructuras. Pueden presentar

invasion perineural.

6. El CBC basoescamoso o metatipico (este ultimo término esta actualmente
en desuso) presenta areas caracteristicas de CBC con focos de células con
diferenciacion escamosa. Los islotes de células tumorales basales son dentados
y en algunos se pierde la empalizada. Las células de las areas con diferenciacion
escamosa tienen citoplasmas eosinofilicos, nucleos de mayor tamafio, puentes
intercelulares y/o queratinizacion citoplasmatica. En ocasiones puede ser dificil
de diferenciar del CEC y hay controversia con respecto a la clasificacion de estos

tumores dado que muestran diferenciacion escamosa y basaloide (174,176).
Ademas de estos 6 subtipos histologicos, existen otros menos frecuentes como:

- Los CBC queratésicos, que son histolégicamente similares a los CBC nodulares
con nidos e islotes de células basaloides con empalizada periférica y pequefios

quistes o grandes masas de queratina en los centros de los islotes (1).

- En el CBC quistico se aprecian espacios quisticos de tamanos variables en

algunos islotes tumorales. En ocasiones se evidencia mucina (177).

- ElI CBC infundibulo-quistico o folicular con frecuencia se confunde con la forma
queratésica. En esta variante aparecen pequefas estructuras infundibulares que
contienen tapones de queratina centrales y células basaloides en la periferia. Los
nidos tumorales se disponen en un patréon que remeda los foliculos en fase
telégena (1,177).

- EI CBC adenoide contiene bandas finas de células basaloides que adoptan una
arquitectura cribiforme o pseudoglandular. Con frecuencia se observa mucina en

el estroma. Puede coesistir con la forma nodular (177).

- Algunos autores sostienen que el fibroepitelioma de Pinkus se trata de una
variante de CBC bien diferenciada y otros de una lesion premaligna (174).
Histolégicamente presenta columnas ramificadas de células basaloides inmersas

en un estroma fibrovascular prominente.
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- CBC con diferenciacion anexial: esta variante se caracteriza por la presencia de
diferenciacion anexial en forma de diferenciacion ductal (ecrina o apocrina con
presencia de formaciones ductales tapizadas por una doble hilera de células
cuboideas en el interior de los islotes), sebacea (presencia de sebocitos y/o
conductos sebaceos en el seno de los islotes de células tumorales), o folicular
(comentado previamente). Dentro del grupo con diferenciacion folicular se han
descrito diferentes subtipos segun la zona en la que potencialmente se originan:
infundibular tricolémica, hacia la vaina radicular interna, matricial y folicular en
anageno (178). En ocasiones es dificil diferenciar formas de CBC con
diferenciacion anexial de tricoepiteliomas, tricoblastomas, triquilemomas vy

hamartomas foliculares (177).

Otras variantes aun menos frecuentes son los CBC de células granulares, de
células claras, calcificante, de “células de anillo”, cilindromatoso, con

diferenciacion neuroendocrina, mioepitelial y queloidal (1).
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1.6. CARCINOMA BASOCELULAR AVANZADO

Generalmente, el prondstico de los pacientes con CBC es bueno. La modalidad
terapéutica mas empleada es la cirugia, que suele ser curativa en la mayoria de
las ocasiones. Sin embargo, hay un numero pequeno, pero significativo, de
pacientes que presenta tumores agresivos, localmente avanzados, recurrentes
y/o de gran tamafio, que suponen un verdadero reto terapéutico. Algunos
tumores localmente avanzados son consecuencia de una demora en el acceso a
la atencidon meédica o de tratamientos repetidamente inadecuados, otros son
especialmente agresivos desde su inicio o bien son refractarios a las

modalidades convencionales de tratamiento bien realizadas (179).

En un esudio retrospectivo realizado por Chren y colaboradores en el que se
incluyeron 1253 pacientes con 1585 tumores (CEC y CBC) se evidencidé un
riesgo de recurrencia a los 5 afios del 3,4% para el CBC (180). A pesar de que
este riesgo de recurrencia es, en general, bajo, este pequefio porcentaje acaba
convirtiéndose en un numero absoluto considerable dada la elevada incidencia

de CBC en la poblacion general.

Dentro del grupo de CBC avanzados se definen dos categorias: los CBC
localmente avanzados (CBCla) y los CBC metastasicos (CBCm). Los CBCla
suponen entre el 1% y el 10% de todos los CBC. Solo entre un 0,0028% y un
0,5% de CBC van a desarrollar metastasis (179). Sin embargo, estos datos son
estimaciones dado que, como se ha comentado en el apartado 1.1., resulta dificil

determinar la incidencia exacta del CBC.

Los CBCm son aquellos tumores que desarrollan metastasis a distancia a otros
organos y/o piel y/o ganglios linfaticos no locorregionales. Los sitios mas
frecuentes de metastasis son, por orden decreciente: ganglios linfaticos, pulmén

y hueso, ya sea por via linfatica o hematogena (181,182).

El término CBCla engloba aquellos tumores cuyo tratamiento es un desafio por el
tamano y la localizacion anatdmica. Estos tumores suponen un verdadero reto
terapéutico: algunos son claramente inoperables, mientras que otros, a pesar de

ser operables, tienen un riesgo extremadamente alto de recidiva (179).
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No existe una definicion formal de CBCla. De hecho, la definicion de CBCla es un
desafio, no solo por la heterogeneidad en las formas clinicas de presentacion, si
no por la variabilidad de tratamiento en la practica clinica habitual. En la literatura
meédica se han empleado varios términos para hacer referencia a este tipo de
tumores, como CBC "grave", "avanzado" y "agresivo". Con la intencion de
estandarizar y homogeneizar la definicion de CBCla, un panel multidisciplinar de
expertos reunidos en Reino Unido propuso definir como CBCla aquellos CBC con
estadio 2 (tabla 4) o superior segun el American Joint Comitee on Cancer
(AJCC) en los que las modalidades habituales de tratamiento se consideran
potencialmente contraindicadas por las caracteristicas del tumor o del paciente.
Dentro de los factores dependientes del tumor se incluyen el tamafo de la lesién,
la localizacion (zona H, proximidad a la érbita), el numero de tumores, subtipos
histolégicamente agresivos (morfeiformes) y la probabilidad de recurrencia tras el
tratamiento. Dentro de los factores dependientes del paciente se incluyen la
edad, comorbilidades, calidad de vida, opinién del paciente y existencia de una
genodermatosis subyacente (183,184). Estos criterios de consenso estan en
concordancia con los criterios de inclusion de pacientes en los estudios
ERIVANCE, STEVIE Y BOLT (185-187).

Dreier y colaboradores realizaron un estudio retrospectivo de 9652 pacientes con
CBC. Definieron como "CBC graves" aquellos pacientes con 10 o mas CBC en
un periodo de 5 afos, "evolucion clinica de gravedad" (complicaciones,
metastasis, pacientes con tumores no tributarios de RT o cirugia) o que
requerian tratamientos agresivos (resecciones quirurgicas que afectan a
estructuras mas alla de la piel, cirugia con RT adyuvante, tratamiento sistémico).
Un total de 640 casos fueron clasificados como "CBC moderados" (pacientes con
4 a 9 CBC durante 5 afios) y 58 casos como "CBC graves". Los autores
estimaron que hasta un 7% de todos los CBC requieren una "especial atencién" y
que un 0,6% (n=58 de 9652) de pacientes tienen "CBC graves" que se pueden
beneficiar de tratamientos con inhibidores de Smo. Dos datos relevantes de este
estudio son que contemplan el grado de deformidad después de la cirugia en
tumores potencialmente operables, factor que no se considera en la reunién de

consenso, y el numero de tumores en un mismo paciente (188).
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El manejo de los pacientes con CBC avanzados es un reto terapéutico que debe
ser abordado en comités de tumores de forma individualizada y multidisciplinar
(involucrando a dermatdlogos, cirujanos plasticos, oncoélogos radioterapicos,
oncologos médicos y anatomo-patologos). En la actualidad disponemos de
opciones limitadas de tratamiento. La introduccién de nuevos tratamientos
dirigidos a dianas moleculares es clave para poder ofrecer alternativas

terapéuticas.

Tabla 4. Carcinoma basocelular estadio 2 segun la AJCC (183).

CBC estadio 2 segun la AJCC

Tamafio tumoral > 2 cm o al menos dos factores de alto riesgo como:
- Profundidad de invasion > 2 mm
- Nivel de Clark IV
- Invasion perineural
- Localizacion en pabelldn auricular o labio

- Variantes histolégicas poco diferenciadas
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1.7. TRATAMIENTO

El tratamiento del CBC depende de varios factores como son la localizacion y el
tamano del tumor, el subtipo histologico, los tratamientos previos realizados y las
comorbilidades y preferencias del paciente. Ademas, se debe tener en cuenta si

la intencion del tratamiento es curativa o paliativa.

Existe poca evidencia cientifica y de calidad que compare los diferentes
tratamientos disponibles para el CBC (189). Muchos de los estudios publicados
estan financiados por la Industria Farmacéutica y se compara el tratamiento a
estudio con placebo. Por estos motivos, la eleccion del tratamiento depende en
gran medida del facultativo. Disponemos de tratamientos quirdrgicos con
intencion escisional (extirpacion quirdrgica con margenes predeterminados y
cirugia micrografica de Mohs), técnicas quirlrgicas destructivas (curetaje y
electrocoagulacion, crioterapia, laser de COz2) y tratamientos no quirurgicos
(imiquimod, terapia fotodinamica, 5-fluorouracilo, RT, moléculas inhibidoras de la
via de sefalizacion Hh y quimioterapia). Nos centraremos en los tratamientos

sistémicos con farmacos inhibidores de la via de senalizaciéon Hh.
Inhibidores de la via de sefializacién Hedgehog

Existen pocas opciones terapéuticas en pacientes con CBC avanzado. La mejor
comprensién de los mecanismos patogénicos implicados en su oncogénesis y la
identificacion de dianas moleculares ha permitido el disefio de tratamientos
sistémicos dirigidos (184). Se esta investigando sobre terapias dirigidas, sobre
todo inhibidores de la via de sefializacién Hh, crucial en el desarrollo del CBC
(figura 6). El primer tratamiento sistémico de administracién por via oral
aprobado por la Agencia Europea de Medicamentos en julio de 2013 para el
tratamiento de pacientes con CBCm y CBCla no tributarios de cirugia o RT es

vismodegib (Erivedge®), un inhibidor potente y selectivo de Smo.

El ensayo pivotal ERIVANCE fue un estudio de dos cohortes, internacional,
multicéntrico, con un solo grupo de tratamiento con vismodegib a dosis de 150
mg/dia (n=104), en pacientes con CBCla (n=71) o CBCm (n=33), inoperables o
en los que la cirugia no se consideraba apropiada. La variable principal fue la

tasa de respuesta objetiva (ORR) evaluada por un Comité de Revision
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Independiente (CRI). La respuesta objetiva se define como la respuesta parcial o
completa determinada en dos evaluaciones consecutivas separadas al menos 4
semanas. En la cohorte de CBCm, la respuesta tumoral se evalué de acuerdo
con criterios RECIST (Criterios de evaluacion de la respuesta en tumores
sélidos), version 1.0. En la cohorte de CBCla la respuesta tumoral se evalu6
basandose en una evaluacion visual del tumor externo y ulceracién, tomografia
axial computarizada del tumor (cuando fue apropiado) y una biopsia. La ORR
evaluada por el CRI fue del 30% (95% IC, 16 a 48; P= 0,001) en el grupo de
CBCm y del 43% (95% IC, 31 a 56; P<0,001) en el grupo de CBCla. Un 21%
(n=13) presentaron respuesta completa. La duracién media de respuesta fue de
7,6 meses en las dos cohortes (185). Segun la actualizacién a 30 meses, la
duracidon media de respuesta incrementd a 14,8 meses en la cohorte de
pacientes con CBCm y a 26,2 meses en la cohorte de pacientes con CBCla, con

tasas de eficacia similares a las presentadas en ERIVANCE (190).

En 2015 la Food and Drug Administration (FDA) aprobd sonidegib (Odomzo®),
otro antagonista de Smo administrado por via oral, para el tratamiento de CBCla.
En el ensayo pivotal aleatorizado BOLT, un estudio fase Il multicéntrico, se
incluyeron 230 pacientes con CBCla (n=194) y CBCm (n=36) no tributarios de RT
o cirugia curativa que fueron randomizados en dos grupos para recibir 200 mg
(n=79, 66 CBCla y 13 CBCm) y 800 mg (n=151, 128 CBCla y 23 CBCm) diarios
de sonidegib. La variable principal fue la proporcion de pacientes que alcanzé
una respuesta objetiva (respuesta parcial y respuesta completa) segun los
criterios RECIST version 1.1. para el grupo de CBCm y criterios mRECIST para
el grupo de CBCla (que integra estudios de imagen con resonancia magnética
mediante criterios RECIST 1.1., fotografias en color bidimensionales segun las
guias de la WHO y multiples biopsias del area tumoral) evaluada por el comité
central en evaluaciones consecutivas, separadas al menos 4 semanas. En el
analisis a 12 meses, las tasas de respuesta en los pacientes con CBCla fueron
del 57,6% y 43,8% en los grupos de 200 mg y 800 mg, respectivamente. Segun
el investigador in situ la duracion media de respuesta fue de 20,2 y 19,8 meses
para los grupos de 200 y 800 mg, respectivamente. No se alcanzé la duracién
media de respuesta Kaplan-Meier segun la evaluacién por el comité central en el

grupo de 200 mg, porque pocos respondedores presentaron progresion del tumor
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o murieron, y fue de 15,7 meses en el brazo de 800 mg. Las tasas de respuesta
en el grupo de pacientes con CBCm fueron 7,7% y 17,4% en los grupos de 200
mg y 800 mg respectivamente. No se alcanzo6 la duracién media de respuesta
Kaplan-Meier segun la evaluacién por el comité central para el grupo con CBCm
en ninguno de los dos brazos de tratamiento. Segun el investigador, la duracion
media de respuesta fue de 17,7 meses y 10,2 meses para los grupos tratados

con 200 mg y 800 mg, respectivamente (191).

En el ensayo BOLT, los criterios de respuesta tumoral en el grupo de pacientes
con CBCla son mas rigurosos que en el estudio pivotal ERIVANCE, ya que para
alcanzar la respuesta completa segun los criterios mMRECIST se requeria una
biopsia libre de tumor y una respuesta completa en todas las pruebas de imagen
realizadas durante la evaluacion. Sin embargo, en el estudio ERIVANCE para
alcanzar le respuesta completa se requeria la existencia de una biopsia libre de
tumor y respuesta parcial o completa en la tomografia axial computarizada o en

las fotografias tumorales (191).

A pesar de que estos tratamientos ofrecen una posibilidad terapéutica para
pacientes con CBC avanzados, existe incertidumbre en lo que respecta a la
eficacia y tolerabilidad a largo plazo, sobre todo en pacientes con SG. Ademas,
desde su aprobacion se han ido notificando casos de resistencia. El primer caso
se publicd en un paciente con un meduloblastoma debido a una mutacién en
PTCH1 (PTCH1-W844C) y en otros genes implicados en la via Hh, provocando
una rapida progresion de la enfermedad (192). Posteriormente se han publicado
casos de mutaciones aisladas principlamente en heterozigosis en SMO (193).
Por ello, actualmente los esfuerzos se centran en investigar nuevas dianas
terapéuticas y desarrollar inhibidores de segunda generacion que conserven
actividad en presencia de mutaciones, y que sean capaces de bloquear otras
vias que interaccionan con la via de sefializacion Hh y que conducen a una
estimulacién de Gli independiente de Smo, como EGFR, la aPKC, la PKA y las
vias RAS/MAPK y PI3K (27,31,37,194-196).

Otros tratamientos

La ciclopamina es un alcaloide esteroideo aislado de la planta Veratrum

californicum que bloquea directamente Smo. Su escasa solubilidad y sensibilidad
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al acido ha impulsado la obtencion de derivados con mejor biodisponibilidad y
tolerancia en modelos murinos. Se ha empleado como tratamiento topico en el
CBC en ratones con buenos resultados (197). A pesar de que esta en desuso,
sigue siendo un agente importante en modelos preclinicos de inhibicion de la via
Hh.

Itraconazol y posaconazol son dos antifungicos que han demostrado ser
potentes inhibidores de la acitividad de Smo de forma distinta a vismodegib y
ciclopamina. También previenen la acumulacion de Smo en el cilio primario
(198,199). Existe evidencia cientifica que avala el uso de itraconazol oral en el
tratamiento del CBC como farmaco de segunda linea en pacientes que
desarrollan resistencia a vismodegib, o en combinacién con otros farmacos
(200). Una de las principales limitaciones de itraconazol es su elevado numero
de interacciones farmacoldgicas, por lo que posaconazol se perfila como una
alternativa util dado su mejor perfil de efectos secundarios y minimas

interacciones farmacologicas (199).

Existe evidencia cientifica sobre el efecto inhibidor del triéxido de arsénico
sobre la via de sefalizacion Hh. El triéxido de arsénico esta aprobado para el
tratamiento de la leucemia promielocitica aguda e inhibe el factor de transcripcion
Gli2. Ally y colaboradores demostraron que la administracion de trioxido de
arseénico intravenoso en combinacion con itraconazol oral a pacientes con CBCm
resistentes a vismodegib reducia en un 75% la actividad de la via Hh. Sin
embargo, a pesar de que 3 pacientes permanecieron con enfermedad estable, en

ninguno se evidencid una reduccion del tamafo tumoral (201).

Se estan investigando otros farmacos, sobre todo en combinacion, para
pacientes con CBC refractarios a las modalidades actuales de tratamiento. Como
se ha comentado en el apartado 1.2.3., gefitinib, un inhibidor del EGFR, inhibe
el crecimiento de lineas celulares de CBC en combinacién con ciclopamina o
GANT61, de forma mas potente que cualquiera de estos dos farmacos en
monoterapia (35). Existe un estudio en marcha para evaluar la eficacia de
sonidegib y buparlisib (inhibidor PI3K) en CBCla y CBCm (NCT02303041) (202).
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Figura 6. Mecanismo de accién de vismodegib y sonidegib sobre la via de

sefalizacion Hedgehog.
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Esquema 1. Esquema del tratamiento del carcinoma basocelular localmente

avanzado y metastasico.
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2. INMUNIDAD Y CANCER

La interaccién entre las estrategias que pone en marcha el tumor para iniciarse y
progresar y los mecanismos antitumorales del huésped son clave en el desarrollo

del cancer.

Tanto en la fase de iniciacion como de progresidon de tumores epiteliales
malignos se deben producir varios fendmenos. En primer lugar, la aparicion de
alteraciones genéticas en células epiteliales es critica. Las mutaciones suelen
activar oncogenes o inactivar genes supresores tumorales que confieren a las
células las propiedades necesarias para el crecimiento descontrolado. En
segundo lugar, el microambiente tumoral, en el que intervienen las células
tumorales, el estroma y las células inmunes, puede ser un potente supresor o
promotor de fenotipos tumorales malignos iniciados por mutaciones oncogénicas.
Hay tumores que pierden su capacidad de crecimiento cuando se implantan en
tejidos normales o cuando estan sujetos a manipulaciones que simulan un
microambiente supresor. Un ejemplo de ello son las células del teratocarcinoma,
que cuando son trasplantadas a determinados tejidos son capaces de formar
tumores malignos; sin embargo, cuando se implantan en blastocistos murinos
forman tejidos normales, originando como resultado ratones quiméricos
(203,204). Las células epiteliales dependen del estroma subyacente para su
organizacion y funcién. Se trata de una estructura rica en colageno, adyacente a
la membrana basal, sobre la que descansan las células epiteliales. Esta
producido por fibroblastos, que segregan factores solubles implicados en la
supervivencia y diferenciacion del epitelio. Los fibroblastos del estroma juegan un
papel importante en la génesis de tumores epiteliales malignos (205-207). Las
células epiteliales preneoplasicas sufren una transformacion maligna cuando
entran en contacto con fibroblastos estromales que han sido activados por el
factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) (208). De forma
reciproca, las células epiteliales malignas son capaces de activar los fibroblastos

adyacentes y otras células tumorales proximas (209).

Ademas de los factores mencionados, parece que las células senescentes
también desempefian un papel relevante en el desarrollo de los tumores

epiteliales malignos. Son células que entran en un estado quiescente como
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respuesta a agresiones o al estrés. Se trata de un mecanismo que previene la
génesis tumoral. Con el envejecimiento se produce un incremento en el numero
de mutaciones somaticas en las células del organismo, algunas de las cuales
tienen potencial oncogénico, y una acumulacion progresiva de células
senescentes en los tejidos. Ambos hechos incrementan la probabilidad de que
coexistan células senescentes en la proximidad de células portadoras de
mutaciones oncogénicas (210,211). Las células senescentes favorecen el
desarrollo de un microambiente procarcinogénico. Son capaces de segregar
factores que estimulan el crecimiento de células epiteliales portadoras de
mutaciones oncogénicas y alteran la arquitectura de los tejidos. En modelos
murinos los fibroblastos senescentes son capaces de promover la proliferaciéon
de células epiteliales premalignas y malignas, pero no de las normales, dando
lugar a tumores. En resumen, a pesar de que en adultos jévenes la senescencia
celular evita la génesis tumoral, en organismos envejecidos seria capaz de
promover su desarrollo favoreciendo un microambiente que facilita la progresion

de otras células ya alteradas genéticamente (212).

Por ultimo, el sistema inmunoldgico es clave en el desarrollo del cancer. Los
tumores son capaces de desarrollar mecanismos que les permiten escapar de la
respuesta inmunolégica del huésped. De hecho, la modulacion del sistema
inmune como instrumento terapéutico es motivo de numerosas investigaciones y

un enfoque novedoso y prometedor en el tratamiento oncoldgico.

Las células neoplasicas emplean diversos mecanismos para evadir la respuesta

antitumoral, conocidos en MM y potencialmente extrapolables a otros canceres:

1. Reduccion de la expresion de antigenos tumorales o del complejo mayor
de histocompatibilidad de clase | (CMH 1) (213,214).

2. Inhibicién de la actividad citolitica de las células NK modulando ligandos
especificos (215).

3. Induccion de apoptosis de los LT a través de la expresion de Fas ligando
(216).

4. Secrecion de moléculas de sefializacidon inhibidoras (citocinas, TGF-J,
prostaglandina E2) (217,218).
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5. Expresion del complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il (CMH 1),
actuando como células presentadoras de antigeno (CPA) ineficaces en
ausencia de sefal coestimuladora (219).

6. Expresion de proteinas coinhibidoras del eje PD-1/PD-L1 que evitan que
el LT ejerza su actividad citolitica.

7. Reclutamiento de LTreg, cuyo efecto inmunosupresor se puede ver
potenciado por moléculas inhibidoras como el antigeno 4 asociado al
linfocito T citotoxico (CTLA-4) y el ligando de la molécula de muerte
programada 1 (PD-L1) (220-223).

8. Agotamiento de la respuesta de los LT por estimulacion antigénica

prolongada (224).

Seguidamente trataremos con mas profundidad algunos de estos aspectos.
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2.1. RESPUESTA INMUNOLOGICA FRENTE AL CANCER

2.1.1. Linfocitos infiltrantes del tumor (LIT)

Los tumores malignos a menudo tienen células inmunoldgicas en su interior y en
el frente de progresion tumoral, entre las que se incluyen tipos celulares
involucrados en la inmunidad innata y adaptativa. Entre macrofagos, células
dendriticas (CD) y mieloides supresoras, predominan los linfocitos, ya sea de
estirpe T (LT) (CD4+, CD8+, CD45Ro+ y Foxp3+), B (LB) y células NK (225,226).

El término "tumor-infiltrating lymphocytes" (LIT) fue propuesto por Clark en 1969
para referirse a la respuesta inmune del huésped frente a un tumor,
concretamente frente al MM. Posteriormente se ha visto que estos LIT estan en
contacto directo con las células neoplasicas y/o infiltran los nidos tumorales de
muchos canceres, incluyendo tumores primarios y metastasis. Esta interaccion
temprana entre las células tumorales y los linfocitos intenta contener el desarrollo
tumoral; de forma mas tardia, este control se pierde y el tumor progresa ("cancer

immunoediting” o teoria de la inmunovigilancia) (227).

Todas las células nucleadas expresan el CMH | en la superficie. Cuando una
célula tumoral presenta antigenos aberrantes del CMH | es reconocida y
destruida por los LT citotdéxicos (CD8+). EIl CMH Il lo expresan las CPA y es
crucial para la presentacion de antigenos solubles derivados de proteinas
extracelulares a los LT colaboradores (CD4+). Para que se produzca la
activacion de los LIT, las moléculas del CMH | o Il de la CPA deben unirse al
receptor del LT (RLT) (sefial 1) y simultdneamente deben interaccionar otros
ligandos y sus respectivos receptores coestimuladores de una y otra célula
(senal 2). Gracias a esta doble interaccion se produce una activacion completa y
la expansion clonal de los LT especificamente dirigidos contra el tumor (228).
También existen moléculas coinhibidoras, comunmente denominadas
"checkpoint inhibitors", que frenan la respuesta antitumoral (figura 7) (229). Es
evidente que, en vista de estos conocimientos, la mejor comprension del
funcionamiento de los LIT en el microambiente tumoral es crucial para disefar

nuevos enfoques terapéuticos.
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A pesar de que la existencia de abundantes LIT se suele asociar con un mejor
prondstico, existe una subpoblacion de células que favorece la inmunosupresion
local y el desarrollo tumoral. A este subgrupo de LIT se les conoce como
linfocitos T reguladores (Tregs). Son LT CD4+ que intervienen en la
prevencion de la autoinmunidad fomentando la tolerancia inmunoldgica frente a
antigenos propios. Ejercen su funcion supresora en los LT CD4+ y CD8+
autorreactivos por mecanismos, entre los que se incluye la secrecion de citocinas
reguladoras como TGF-B e IL10 (230,231). Expresan CD25, el factor de
transcripcion forkhead/winged-helix (Foxp3), el gen 3 de activacion del linfocito
(LAG-3) y CTLA-4. En individuos sanos representan entre un 5% y un 10% del
total de los LT CD4+ (232). Fueron identificados entre los LIT y su proporcion
entre ellos es mucho mayor que en sangre periférica (constituyen el 20% o mas
de los LIT) (233). Se han identificado en cantidades superiores a las habituales
en sangre periférica de pacientes con ciertos tipos de cancer (234,235). Sin
embargo, los resultados de algunos estudios son cuestionables pues la proteina
CD25 también es expresada por LT CD4+ activados (236).

Linfocitos infiltrantes del tumor en melanoma maligno

El valor prondstico de los LIT en MM ha sido investigado y debatido en las
ultimas décadas con resultados discordantes. Hay estudios que respaldan que su
presencia en el frente de invasién vertical es indicativa de un mejor prondstico,
con mayor supervivencia y menor riesgo de metastasis (237-239). De forma
similar, aquellos pacientes con mayor infiltrado inflamatorio por LIT en los
ganglios linfaticos metastasicos tendrian mayores tasas de supervivencia (240).
Sin embargo, otros estudios no han podido demostrar esta relacion; a pesar de
que la presencia de LIT se asociaria con la ausencia de afectacion ganglionar, no
tendria impacto en la supervivencia o en el riesgo de recurrencia (241,242). Aun
asi, la mayoria respaldan su relevancia en MM primarios en fase de crecimiento

vertical, confiriendo un mejor pronéstico.

Por otro lado, si que existe consenso sobre el prondstico desfavorable en MM
que supone la presencia de LTreg entre las células neoplasicas y en la periferia
del tumor (243-245).
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Figura 7. Esquema de activacion del LT dependiente de antigeno. a. El
cebado de los LT se produce en el ganglio linfatico tras su interaccién con las
CD. EI LT reconoce a través del RLT péptidos antigénicos asociados al CMH 1.
Sin embargo, la interacciéon entre el CMH |l y el RLT (sefal 1) no es suficiente
para su activacion. b. Para la activacion del LT se requieren dos sefiales, la sefial
1y la sefial coestimuladora entre el ligando de la CD vy el receptor coestimulador
del LT (sefial 2). Cuando se producen de forma simultanea se inicia la activacion
del LT y la expansion clonal de la poblacion de LT especifica. ¢c. En presencia de
la sefal 1 pero ausencia de la sefal 2 se liberan citocinas que inducen un estado
de anergia que se manifiesta mediante tolerancia inmunolégica frente al estimulo
antigénico, apoptosis del LT y modulacion de la funcion supresora de los LTreg.
Hay células tumorales que expresan el CMH I, CMH Il y ligandos coinhibidores.
Adaptado de Schatton T (246).

a | FASE DE CEBADO [ | FASE EFECTORA |
Ganglio linfatico Expansion clonal | Tejidos periféricos
b | COESTIMULACION | ¢ COINHIBICION |

Célula
tumoral

Ligando
coestimulado

i Ligando  CMH Ligando
CMH cmr?hlbidor _J coinhibidor
Senal 2 Ag Senal 2
Seial 1 Sefal 1
Ret(': eptImd Receptor  RLT Receptor
s coinhibidor coinhibidor

CD: célula dendritica, LT: linfocito T, CMH: complejo mayor de

LT

histocompatibilidad, RLT: receptor del linfocito T, Ag: antigeno.
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2.1.2. Moléculas correguladoras de la inmunidad

Las moléculas de coestimulacion son glicoproteinas esenciales para la
comunicacion entre los LT y el resto de células del sistema inmune. Como se ha
comentado, el proceso de activaciéon de los LT precisa de dos sefiales, una inicial
mediada por el reconocimiento de un antigeno presentado por el CMH al RLT y
una segunda sefal, o sefal coestimuladora, que permite la expansion clonal y

una respuesta efectora especifica.

La molécula de muerte programada 1 (PD-1 o CD279) es un receptor inmune
cosefalizador expresado por los LT activados que media en la inmunosupresion.
PD-1 esta implicado en promover la muerte celular, controlar la activacion de los
linfocitos y el dano tisular durante la respuesta inmune y mantener la tolerancia.
Por lo tanto, es un regulador negativo de los LT y actua como un receptor

coinhibidor para frenar la activacion inmunoldégica.

En tejidos sanos, la via de PD-1 en el LT regula la respuesta inmune para
minimizar el dafio al tejido adyacente y evitar el desarrollo de autoinmunidad,
promoviendo la tolerancia de autoantigenos. La unién de PD-1 a PD-L1 (B7-H1 o
CD274) de los macréfagos u otras CPA inhibe la produccion de numerosas
citocinas (IFN-y, TNF-a, IL-2), la proliferacion linfocitaria y promueve la apoptosis
del LT (figura 8).

PD-1 funciona principalmente en tejidos periféricos donde los LT pueden
encontrar sus ligandos inmunosupresores (PD-L1 y el ligando de la molécula de
muerte programada 2, PD-L2 o B7-DC). PD-L2 es expresado por CPA y células
epiteliales mientras que PD-L1 es expresado por una amplia variedad de células

inmunes y no inmunes, incluyendo algunas células tumorales (247—-249).

Los tumores desarrollan mecanismos de evasion a las respuestas del sistema
inmune para perpetuar su persistencia y crecimiento. PD-L1 se expresa en la
superficie de células tumorales y CPA en numerosos canceres (tumores
escamosos de cabeza y cuello, MM, tumores cerebrales, de tiroides, timo,
eso6fago, pulmén, mama, renales, adrenales, tracto gastrointestinal, colorrectales,
hepaticos, de pancreas, vejiga, uroteliales, ovario y piel). Se trata de un

mecanismo adaptativo del tumor inducido por el microambiente tumoral, capaz
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de bloquear el efecto antitumoral de los LT. Este mecanismo se ha denominado
"resistencia inmune adaptada" (250). La expresién de PD-L1 por las células
tumorales y otras células promotoras tumorales en el microambiente tumoral se
puede producir por dos mecanismos: constitutivo e inducido (251). Por ejemplo,
en MM con la mutacion BRAFV600, la expresion de PD-L1 puede ser el
resultado de procesos oncogenéticos que conllevan su expresion constitutiva en
las células tumorales, o ser inducida por citocinas segregadas por células

inmunoldgicas (252-254).

Figura 8. Esquema de la via PD-1/PD-L1. Durante el proceso de activaciéon
celular, la primera sefial esta dada por el reconocimiento del antigeno presentado
por el CMH al RLT. La segunda sefal, imprescindible para que se produzca una
respuesta efectora, depende de la unidén de las moléculas coestimuladoras a sus
ligandos, expresados por los LT y las CPA, respectivamente. En situaciones
normales, 24 horas después de la activacion celular, comienza la expresion de
las moléculas de coestimulacion negativa como PD-1, que al unirse a sus
ligandos envia sefales inhibidoras para evitar la perpetuacion de la respuesta

inmune que lleve al desarrollo de una inflamacion croénica.

Célula T

—CD4/CD8%:

CDZB—q

CD80/86—
CMH + Ag

T

Célula presentadora de antigenos

CMH: complejo mayor de histocompatibilidad, RLT: receptor del linfocito T. Ag:
antigeno, PD-1: molécula de muerte programada 1, PD-L1: ligando de la

molécula de muerte programada 1.
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2.1.3. Eje PD-1/PD-L1 en tumores malignos: valor prondéstico y como

biomarcador

No queda clara la correlacion entre la expresion de PD-L1 en las células
tumorales y el prondstico. La mayoria de estudios sefalan que su expresion es
un marcador de mal prondstico, dado que facilita la evasién inmunoldgica
antitumoral a través de la inhibicidn de la funcién de los LT citotdxicos (255-257).
Sin embargo, otros estudios defienden que la expresion de PD-L1 entrafia un
mejor pronéstico (251). De hecho, su expresion podria estar condicionada por la
produccion de IFN-y por los LT activados, factor que se ha relacionado con un
prondstico mas favorable (258). ElI metaanalisis realizado por Wang vy
colaboradores en 1157 pacientes con cancer de pulmon no microcitico (CPNM)
demuestra que la expresiéon de PD-L1 esta significativamente asociada a
tumores poco diferenciados y a una menor supervivencia (259). En MM hay
estudios que sefalan que la expresion de PD-L1 en las células tumorales y en

los LIT se asocia a fenotipos mas agresivos y a un peor pronostico (260).

Sin embargo, lo que si queda claro es que no todos los pacientes con tumores
que expresan PD-L1 responden a inhibidores de PD-1/PD-L1 y a la inversa,
algunos pacientes con tumores sin expresion de PD-L1 si responden a los
tratamientos dirigidos frente a estas moléculas. En MM hasta un 20% de los
tumores PD-L1 negativos responden a tratamientos anti-PD-1/PD-L1; por ello, la
ausencia de expresion de PD-L1 en un tumor no justifica excluir al paciente de
dichos tratamientos (261,262).

Se desconocen los motivos que justifican las discrepancias en el valor pronéstico
y biomarcador de la IHQ de PD-L1; seria légico pensar que la respuesta a
inhibidores de PD-L1 y PD-1 es mejor en aquellos tumores con mayor expresion.

Esta aparente incongruencia puede tener varias explicaciones:

- En primer lugar, no existe consenso sobre los niveles de corte para considerar
qué es sobreexpresion de PD-L1 y en la mayoria de las ocasiones su
determinacion IHQ es subjetiva. Los porcentajes utilizados como nivel de corte

varian entre el 1% y el 50% de las células tumorales (263,264).
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- En segundo lugar, la expresion de PD-1/PD-L1 en las células tumorales e
inmunes es un proceso dinamico en el tiempo (265). Dependiendo del momento

en el que se realiza el estudio los resultados pueden ser variables (251).

- Tercero, el patron de expresion de PD-L1 puede ser focal o difuso. Asi pues, la
realizacion de una biopsia incisional en un lugar poco representativo del tumor
también supondria un sesgo. Ademas, esta por consensuar si su expresion se
debe valorar dentro del tumor y/o en el tejido peritumoral. En las metastasis, la

expresion de estas moléculas puede ser diferente a la del tumor primario.

- Cuarto, el uso de técnicas IHQ que emplean metodologias y anticuerpos
monoclonales diferentes puede ser otro factor de variabilidad. Existen diversos
anticuerpos anti-PD-L1 disponibles, con diferentes sensibilidades vy
especificidades, que dificulta la comparacién de los resultados obtenidos en uno
u otro estudio (266).

- Quinto, la expresion de PD-L1 podria estar alterada por el uso de tratamientos
previos como la quimioterapia, RT o agentes antiangiogénicos, que pueden
inducir su expresion a través del reclutamiento de LIT secretores de TNF-y (267).
Deng y colaboradores demostraron sobreexpresiéon de PD-L1 en modelos

murinos después de ser irradiados (268).

- Por ultimo, hay que tener en cuenta que la positividad IHQ de PD-L1 puede ser
de membrana y/o citoplasmatica. Parece ser que solo la positividad de

membrana tendria significado biolégico (229). (Tabla 5).

Todos estos factores explicarian la variabilidad de los resultados obtenidos en
diferentes estudios que analizan el papel de PD-L1 y PD-1 como biomarcadores
predictores de la respuesta a sus inhibidores. A pesar de ello, en la actualidad la

deteccion IHQ de PD-L1 sigue siendo el biomarcador mas empleado (255,269).
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Tabla 5. Dificultades en la valoracion inmunohistoquimica de la tincion con

anticuerpos anti-PD-L1.

Dificultades para usar la IHQ de PD-L1 como biomarcador para el

tratamiento con anticuerpos anti-PD-L1

e Su expresion en biopsias incisionales pequefnas de algunos tumores
puede no ser representativa.

e Su expresion en distintas lesiones tumorales/metastasis en un mismo
individuo puede variar segun la localizacién anatomica o el momento de
realizacion de la biopsia.

e Su expresion en biopsias de tumores realizadas meses o afios atras
podria no reflejar de forma precisa el estatus de PD-L1 en el momento de
iniciar el tratamiento; su expresion puede depender de los tratamientos
previos.

e Los epitopos de PD-L1 detectados por algunos anticuerpos son poco
estables, sobre todo si las muestras no se procesan correctamente.

e Los anticuerpos empleados para la deteccién de PD-L1 tienen diferentes
afinidades y especificidades.

e La expresién de la proteina PD-L1 puede ser de membrana y/o
citoplasmatica; solo la positividad de membrana tendria significado
bioldgico.

e PD-L1 puede expresarse en multiples tipos celulares del microambiente

tumoral, lo que supone un reto para su cuantificacion e interpretacion.
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2.1.4. Inmunoterapia y cancer

La inmunoterapia del cancer es una nueva y prometedora herramienta
terapéutica desde el descubrimiento de inhibidores de proteinas cosefnalizadoras,
ya sean con funcion de receptor o sus ligandos, entre los que destacan CTLA-4,
PD-1y PD-L1 (251). Desde el punto de vista dermatologico se estan empleando

en el MM, el carcinoma de células de Merkel (CCM) y el CEC.
Inmunoterapia en el melanoma maligno

CTLA-4 es una molécula que pertenece al grupo de los receptores coinhibidores
de la superfamilia de las inmunoglobulinas. Se expresa en la superficie de los LT
activados (CD4+, CD8+) y de forma constitutiva en los LTreg. En una primera
fase de la respuesta inmune, las CPA exponen los antigenos tumorales a los LT
en los tejidos linfoides. Los receptores del LT, CTLA-4 (molécula inhibidora) y
CD28 (molécula estimuladora) compiten para unirse con las moléculas B7-1
(CD80) y B7-2 (CD86) de la CPA. La unién de CTLA-4 a su ligando B7 provoca
una senal inhibidora que bloquea la respuesta de los LT en fases precoces de su
cebado en los ganglios linfaticos. En cambio, la union de PD-1 con sus ligandos
disminuye la magnitud de la respuesta de los LT ya sensibilizados frente a
antigenos tumorales e involucrados en la respuesta efectora en los tejidos
periféricos. En el contexto de la inmunoterapia, el primer farmaco aprobado por la
FDA para pacientes con MM metastasico fue ipilimumab (anticuerpo anti-CTLA-
4). Estudios posteriores respaldaron la aprobacion de farmacos anti-receptor PD-
1 (pembrolizumab, nivolumab) al demostrar un incremento de la superviviencia
en comparacion con la quimioterapia convencional e ipilimumab (270-274).
Parece que el bloqueo del eje PD-1/PD-L1 es mas selectivo en la respuesta
antitumoral y potencialmente tiene menos efectos adversos inmunomediados que
el de CTLA-4 (275,276). Los inhibidores de la via PD-1/PD-L1 también son
eficaces en el tratamiento de tumores menos inmunogénicos como el CPNM, el

cancer de mama triple negativo y carcinomas uroteliales, entre otros (274,277).
Inmunoterapia en el carcinoma de células de Merkel

EL CCM es un tumor neuroendocrino agresivo e inmunogénico, que aparece con

mayor frecuencia y tiene peor prondstico en individuos inmunodeprimidos (278).
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El 80% se asocian con un poliomavirus y tienen una baja carga mutacional, al
contrario de los CCM inducidos por la RUV que contienen muchas mas
alteraciones genéticas (279-283). Hay estudios que demuestran que en casi el
50% de los CCM los LIT expresan PD-1 y las células tumorales y macrofagos del
frente tumoral PD-L1 (284,285). La inmunoterapia emerge como una modalidad
terapéutica prometedora para este tumor. Se han estudiado tres anticuerpos
frente al eje PD-1/PD-L1 en CCM: nivolumab, avelumab y pembrolizumab. Todos
han demostrado tasas de respuesta y duracion considerables, brindando una
opcidén terapéutica a pacientes con enfermedad metastasica, a los que la
quimioterapia convencional solo ofrecia 3 meses de supervivencia libre de
progresion (286—288).

En marzo de 2017 la FDA aprob6é avelumab (Bavencio®), un anticuerpo
monoclonal anti-PD-L1, para el tratamiento de pacientes con CCM metastasico a
raiz de los resultados del estudio clinico JAVELIN Merkel 200 (289).

Inmunoterapia en el carcinoma escamoso cutaneo

Como ocurre con el CCM, el CEC también es un tumor inmunogénico que se
considera un buen candidato para el tratamiento con inmunoterapia. Hay
estudios que demuestran que PD-L1 y PD-L2 desempeian un papel importante
en la progresion del tumor, por lo que se perfilan como posibles dianas
terapéuticas (290,291). Existe poca evidencia cientifica sobre el uso de la
oncoinmunoterapia en este tumor; la experiencia se reduce a observaciones
puntuales, pero los resultados son esperanzadores vy justifican futuras

investigaciones (292,293).

Resaltar un articulo publicado en abril de 2017, en el que se evaluaba 38
biopsias de CEC de 24 pacientes mediante tecnologia NanoString. Esta
tecnologia permite estudiar la expresion de ARNm en muestras tumorales
parafinadas. Los autores seleccionaron 10 CEC con invasion perineural, 12
infiltrantes, 6 superficiales, 10 tumores de pacientes RTOS y 7 muestras de piel
normal como control. De todos los subgrupos, los que presentaron mayor
expresion de PD-1 y PD-L2 en comparacion con los controles fueron los CEC
con invasion perineural. También se observd mayor expresion de PD-1 en los

CEC con estadios 2B (de 2 a 3 factores de alto riesgo de metastasis, recurrencia
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y muerte) y 3 (4 o mas factores de alto riesgo de metastasis, recurrencia y
muerte) segun la clasificacion de Brigham and Women's Hospital tumor Staging.
Los hallazgos del estudio de ARNm codificador de PD-1 y PD-L2 se
correlacionaron con su expresion IHQ en las muestras tumorales. Ademas,
compararon la expresion IHQ de PD-1, PD-L1 y PD-L2 en 5 CEC y 3 muestras
de piel normal; demostraron mayor intensidad de expresion de todas las
tinciones en todas las muestras tumorales en comparacion con las de piel
normal. La intensidad de expresion de la tincion frente a PD-L2 fue superior a la
de PD-L1.

En tres muestras de tumores, paralelamente a las tinciones anti-PD-L1 y PD-L2,
identificaron mediante inmunofluorescencia frente a CD11c las CD, pudiendo
detectarse un doble marcaje. Esto sugiere la presencia de CD CD11c* en el
tumor que expresan simultaneamente PD-L1 o PD-L2 y apoya su participacion
en la induccién de un estado de anergia en los LT activados mediando en la

inmunosupresion del microambiente en el CEC.

Los autores concluyeron que los CEC expresaban niveles superiores de PD-1y
sus ligandos que las muestras de piel normal. Quizas el bloqueo del eje PD-
1/PD-L1 con anticuerpos monoclonales resulte util para activar la respuesta
inmunoldgica del huésped frente al tumor y ofrece una alternativa terapéutica a
pacientes con CEC avanzados y/o metastasicos sin mas opciones de
tratamiento. Con estas expectativas, la expresién IHQ de PD-L1 podria ser un
biomarcador para identificar aquellos pacientes que potencialmente se

beneficiarian de estos farmacos (294).

De forma puntual se ha utilizado la inmunoterapia (ipilimumab, pembrolizumab y
nivolumab) en pacientes con CEC localmente avanzados y metastasicos
obteniendo, en la mayoria, respuestas parciales. Destacar el paciente publicado
por Falchook y colaboradores, con un CEC metastasico que recibio tratamiento
con REGN2810 (anticuerpo monoclonal anti-PD-1 en el ensayo clinico en fase 1
NCT02383212) obteniendo una respuesta completa mantenida a los 16 meses
de finalizar (292,293,295-298).

En la reunion de este afio de la American Society of Clinical Oncology (ASCO) se

han presentado los resultados preliminares de un estudio fase 2 en el que se han
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tratado 59 pacientes con CEC metastasico con cemiplimab (anticuerpo anti-PD-
1). La tasa de respuesta objetiva es del 47,5% (28/59), con una duracién de
respuesta de mas de 6 meses en el 57% de los pacientes respondedores y un
perfil de seguridad aceptable. Estos resultados han sido publicados
recientemente (299,300).

A pesar de que estos tratamientos emergen con optimismo para pacientes con
tumores avanzados, la mayoria no responden. Se estan disefiando estrategias
para mejorar las respuestas e incrementar la supervivencia libre de enfermedad
ensayando combinaciones de farmacos inhibidores de dianas moleculares. El
principal problema son sus efectos adversos inmunomediados, sobre todo

autoinmunes, frecuentes y potencialmente graves (272,273,301).
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3. INMUNIDAD Y CARCINOMA BASOCELULAR






3. INMUNIDAD Y CARCINOMA BASOCELULAR

Todos los CBC comparten la activacién aberrante de la via de senalizacion Hh.
Actualmente no existen biomarcadores que permitan diferenciar los CBC de alto
y bajo riesgo (como mutaciones en P53, pérdida de la expresion de E-cadherina
o bcl-2, sobreexpresion de a-catenina nuclear...). Es posible que la progresion
del CBC de alto riesgo sea favorecida por un microambiente inmunolégicamente
permisivo y no solo por potenciales alteraciones moleculares diferentes a las que
aparecen en subtipos histologicos de bajo riesgo. Estos dos mecanismos pueden
ser determinantes en la transformacion de fenotipos de CBC indolentes a

agresivos y también para explicar su baja capacidad metastasica.

3.1. RADIACION ULTRAVIOLETA E INMUNOSUPRESION

Uno de los factores que se ha postulado como responsable en la patogenia del
CBC es la inmunospresion inducida por la RUV. En particular la RUV-B, tiene
efectos inmunosupresores a largo plazo, incluso a dosis bajas, afectando

principalmente las reacciones inmunitarias mediadas por los LT (302).

Hay varios estudios que han asociado el efecto inmunosupresor de la RUV a su
efecto sobre las células de Langerhans (CL), habiéndose descrito cambios

cuantitativos, morfolégicos y funcionales (303,304).

Las CL son cruciales para el funcionamiento del sistema inmune cutaneo, dada
su capacidad de procesamiento de antigenos. Tras entrar en contacto con un
antigeno lo internalizan y lo procesan, inducen cambios locales en la produccion
de citocinas y migran hacia tejidos linfoides para presentar los péptidos
antigénicos a los LT. La RUV, ademas de reducir el numero de CL en la
epidermis, altera sus mecanismos de fagocitosis y/o migracion, hecho que
interfiere en la presentaciéon de antigenos a los LT y modifica el perfil de citocinas

liberadas, disminuyendo la respuesta inflamatoria (305,306).

Se ha observado que los efectos de la RUV sobre la CL son diferentes en
funcién del grado de pigmentacién cutanea. Un estudio australiano demostré que
en aborigenes el descenso en el numero de CL tras la exposicién a la RUV

estaba mediado por mecanismos de apoptosis; sin embargo, en descendientes
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australianos celtas el descenso en estas células era secundario a la ruptura de la
membrana celular y a dafo en organelas celulares. Ademas, en los aborigenes
la pérdida de CL fue menor y la recuperacién mas rapida, lo que sugiere que el
grado de inmunosupresion local ejercido por la RUV es menor en personas con
piel mas oscura. Esto podria contribuir a la menor incidencia de cancer cutaneo

en la raza negra (307,308).

Por otro lado, la RUV induce la aparicin de LTreg CD4/CD25+, que
desempeian un papel crucial durante el fendmeno de fotocarcinogénesis. Son
capaces de inhibir funciones efectoras antitumorales y favorecer un
microambiente inmunosupresor (302,309,310). Omland y colaboradores
demostraron concentraciones elevadas de LTreg y citocinas con efecto
quimiotactico sobre los mismos (CCL17, CCL18, CCL22) en CBC de lacaray en la
piel peritumoral y su ausencia en la piel normal no fotoexpuesta de los gluteos.
Por tanto, la RUV favorece la formacién de un nicho inmunosupresor que permite
el desarrollo tumoral (311). Estudios previos en modelos animales demostraron
que la exposicion a la RUV amortiguaba parcialmente la respuesta inmunoldgica
debido a la activacion de los LTreg (309,310). Asi pues, la presencia de LTreg
alrededor de los nidos tumorales “debilitaria” la funcion de las CPA y los LT

efectores favoreciendo el crecimiento tumoral (312).

3.2. CARCINOMA BASOCELULAR EN EL PACIENTE RECEPTOR DE
TRASPLANTE DE ORGANO SOLIDO (RTOS)

Aproximadamente el 40-50% de los RTOS caucasicos en paises occidentales y
el 70-80% de RTOS en Australia desarrollaran al menos un CCNM durante los
20 afos posteriores al trasplante (313). El interés se ha centrado en el CCNM en
conjunto o en el CEC, disponiendo de pocos datos especificos sobre el CBC en

esta poblacion.

La mayoria de estudios apuntan que el CEC es el tumor cutaneo maligno
predominante en RTOS, con una proporcion CEC/CBC de 4:1, inversa a la de la
poblacidn general, pero otros continuan reconociendo al CBC como el CCNM
mas frecuente en esta poblacién, con una proporcién CBC/CEC 1,1/1 (313-317).
Los trasplantados tienen entre 10 y 16 veces mas riesgo de desarrollar CBC

respecto la poblacién general y 65-250 veces mas riesgo de desarrollar un CEC;
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estas cifras se incrementan conforme aumenta la intensidad y la duracion de la
inmunosupresion (318). La latencia con la que aparece el primer tumor cutaneo
es mayor en pacientes que reciben el trasplante a edades menores de 50 afios.
Esto se explica principalmente por el efecto acumulativo de la RUV (incluso

previa al trasplante) en los pacientes trasplantados a mayor edad (319).

Los tumores cutaneos malignos en pacientes trasplantados tienen ciertas
peculiaridades: son mas agresivos e invasivos, tienen un indice de recurrencia

local mas elevado y mayor tendencia a desarrollar metastasis (318).

El principal factor de riesgo para desarrollar CCNM en los RTOS es la RUV. El
90% de los CEC en estos pacientes aparecen en zonas corporales fotoexpuestas
y los trasplantados con fototipos altos presentan una menor incidencia de CCNM
(320,321). Otros factores implicados son la disminucién en la actividad
inmunoldgica secundaria a los tratamientos inmunosupresores y los efectos

oncogeénicos directos vinculados a algunos de estos tratamientos (322).

Existe evidencia cientifica creciente de que el riesgo de desarrollar CCNM
depende del grado de inmunosupresion y no del efecto de un farmaco en
concreto. Los pacientes trasplantados cardiacos suelen requerir mayor
inmunosupresion para evitar el rechazo y tienen 3 veces mas riesgo de

desarrollar un CEC que los trasplantados renales (322).

Los farmacos inhibidores de la calcineurina (tacrolimus, ciclosporina) tienen
propiedades oncogénicas, principalmente vinculadas a la produccion de citocinas
que promueven el desarrollo tumoral y la angiogénesis (323,324). Hay estudios
que demuestran un mayor riesgo de desarrollar tumores malignos en pacientes
trasplantados de higado y rifidn en tratamiento con tacrolimus con respecto a los
tratados con ciclosporina (325). Sin embargo, los datos no son concluyentes ya
que un metaanalisis con 4102 pacientes en el que se comparaba el riesgo de
desarrollar tumores malignos en pacientes trasplantados de rifidn tratados con

ciclosporina o tacrolimus no demostré diferencias (326).

La azatioprina, que actua inhibiendo la sintesis y el metabolismo de las purinas,
incrementa la sensibilidad del ADN a la RUV, favoreciendo el desarrollo de

tumores cutaneos malignos (327). En el metaanalisis realizado por Jiyad y
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colaboradores no se evidencié un incremento en el riesgo de desarrollar CBC en
RTOS tratados con azatioprina y sin embargo si que se evidencié mas riesgo de
CEC (328). Tampoco parece que el mofetil micofenolato (MMF), que actua
inhibiendo la biosintesis de purinas de novo, incremente el riesgo de desarrollar
cancer cutaneo si se usa en monoterapia (329). Aguiar y colaboradores han
publicado un estudio en una cohorte de pacientes trasplantados hepaticos y
revelan que los pacientes en tratamiento con MMF en monoterapia tienen menor
riesgo de cancer (incluyendo CCNM) en comparacion con los pacientes tratados

con ciclosporina (330).

Hay escasos estudios que evaluan el riesgo potencial de CCNM en pacientes en
tratamiento inmunosupresor con glucocorticoides. Parece ser que los pacientes
que realizan tratamiento prolongado con glucocorticoides tienen mas riesgo de
CCNM (CEC y CBC) (331,332).

Los nuevos inmunosupresores inhibidores de la molécula diana de la rapamicina
en mamiferos (MTOR) (sirolimus y everolimus) tienen efectos antiproliferativos,
inmunomoduladores y antiangiogénicos. Existe evidencia cientifica que
demuestra una disminucion de la incidencia de CCNM, sin diferenciar CEC y
CBC, en pacientes trasplantados en tratamiento con sirolimus en comparacién
con inhibidores de la calcineurina. En un metaanalisis que engloba a 5876
pacientes trasplantados procedentes de 21 ensayos clinicos, Knoll vy
colaboradores observaron una reduccion del riesgo de desarrollar CCNM del
56% y una disminucion global del riesgo de cancer de cualquier localizacién en

pacientes en tratamiento con sirolimus (333).
3.3. REGRESION ESPONTANEA

Otro hecho relevante y al que se ha prestado poca atencion es que la regresion
espontanea parcial es un fendmeno relativamente comun en el CBC. Hay
estudios que demuestran un incremento significativo en el numero de LT CD3+,
CD4+ y CD25+ en los CBC que presentan regresion frente a los que no la
presentan. Se postula que la secrecion de determinadas citocinas por los LT
CD4+ activados podria inducir una respuesta antitumoral (227,334,335). Sin
embargo, este fendmeno estda poco estudiado y existe poca bibliografia al

respecto.
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3.4. INFILTRADOS INFLAMATORIOS TUMORALES

El papel de los LIT en los CBC es poco conocido, pero posiblemente esencial.
Disponemos de tres evidencias que sugieren que el CBC es un tumor
inmunogénico que induce una respuesta inmunologica en el huésped sano.
Primero, este tipo de tumores con frecuencia tienen un infiltrado inflamatorio
peritumoral abundante. Segundo, los pacientes inmunodeprimidos presentan
mayor riesgo de desarrollar CBC. Y tercero, la aplicacion de inmunomoduladores

topicos (imiquimod, ingenol mebutato) puede inducir su regresion (227).

3.5. EJE PD-1/PD-L1 E INMUNOTERAPIA EN EL CARCINOMA
BASOCELULAR

La implicacion del eje PD-1/PD-L1 en el CBC ha sido estudiada mediante
técnicas IHQ en dos publicaciones, que apoyan su relevancia, sin diferenciar los
distintos subtipos histolégicos. En base a estos hallazgos y de forma anecdética,
existe escasa bibliografia sobre el empleo de farmacos inhibidores de puntos de
control inmunitario en CBC no tributarios de otros tratamientos convencionales
(295,297,336-339).
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS






4.1. HIPOTESIS

1. A pesar de que las vias moleculares implicadas en el desarrollo del CBC
parecen comunes en los diferentes subtipos histologicos, existen
diferencias en la carga de alteraciones genéticas en las propias células
tumorales o en el microambiente tumoral que explican por qué unos son

de bajo riesgo y otros de alto riesgo.

2. Uno de los factores clave para el comportamiento invasivo del CBC puede

ser la ausencia o ineficacia de la respuesta inmune antitumoral.

3. La identificacibn de biomarcadores en el CBC puede favorecer el
desarrollo de enfoques terapéuticos novedosos frente a dianas

moleculares especificas.
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4.2. OBJETIVOS
OBJETIVO PRINCIPAL

1. Busqueda de biomarcadores que ayuden a explicar el diferente
comportamiento bioldgico de los diversos subtipos de CBC mediante

analisis de expresion de ARNm.
OBJETIVOS SECUNDARIOS

2. Investigar si hay marcadores moleculares de la respuesta inmunologica
antitumoral que se correlacionan con un comportamiento local mas
agresivo, postulando que la respuesta inmunologica antitumoral puede ser

determinante como ocurre en otros tumores.

3. Comparar la expresion de ARNm en el CBC respecto a otros tumores

extracutaneos.
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5. MATERIAL Y METODOS






5.1. RECOGIDA DE LAS MUESTRAS

Se incluyeron en el estudio 25 CBC del archivo de Anatomia Patoldgica del
Hospital Universitari Vall d'Hebron (HUVH): 4 superficiales, 6 nodulares, 7
infiltrantes, 3 morfeiformes y 5 CBC de pacientes con SG diagnosticados segun
los criterios establecidos. Se utilizaron muestras archivadas en parafina de
menos de 3 afios de antigiedad. Todos los tumores cumplian las siguientes

caracteristicas:

- Se trataba de extirpaciones completas
- No habian sido tratados previamente con cirugia, tratamientos topicos,
crioterapia ni RT.

- No se habia realizado biopsias incisionales

Todas las muestras de tumores fueron revisadas por la autora del trabajo, el Prof
Dr. Viceng Garcia-Patos Briones y la dermatopatologa del HUVH, Berta Ferrer

Fabrega.

En todos los casos se disponia de los siguientes datos epidemiolégicos: edad y
sexo del paciente y localizacion de la lesidn. No se incluyeron muestras de

pacientes inmunodeprimidos.
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5.2. PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO
5.2.1. Secuenciacion de ARN

Se ha realizado la secuenciacion de ARN de 25 muestras de CBC y 7 muestras
de cancer de mama (control) utilizando la plataforma lllumina HiSeq 2500 con un
total de 300-1000 ng de ARN total proveniente de tejidos fijados y embebidos en
parafina. La creacion de la libreria se realizdé con el protocolo Illumina TruSeq
Stranded Total RNA LT with Ribo-Zero TM Gold (RS-122-2301NA). La
secuenciacion se ha realizado en la plataforma lllumina HiSeq 2500 con 2
librerias multiplexadas por carril utilizando lecturas de “100-bp paired-end”. Tras
la secuenciacion, utilizamos el paquete CASAVA 1.8.2. para analizar las lecturas
y generar los ficheros FASTQ. Los alineamientos de las secuencias detectadas
al genoma humano se han realizado utilizando la libreria “hg19+chrM_rCRS”. El
paquete “TCGA GAF version 2.1.” se ha utilizado para determinar las isoformas
de los genes. El numero de lecturas de exones y el RPKM se ha basado en el
“MapSplice genome alignment31 (v12_07)". Los niveles de transcritos estimados
se han evaluado en el formato generado por “RSEM32 (v1.1.13.)". Los datos

normalizados de las lecturas se han evaluado en ficheros independientes.
5.2.2. Analisis estadistico

Para comparar los datos de expresién génica entre los diferentes subgrupos de
CBC (superficiales, nodulares, infiltrantes, morfeiformes, SG) utilizamos la
técnica Significant Analysis of Microarrays (SAM) y las técnicas de clasificacion
supervisada o no supervisada (cluster). El display grafico mediante heatmaps se
realiz6 con Java TreeView. Para corregir el valor P, dadas las multiples
comparaciones que realizamos, utilizamos la False Discovery Rate del paquete
SAM. Realizamos analisis de la varianza (ANOVA) para comparar las diferencias
significativas entre algunos genes en concreto. Para el analisis pancancer,
utilizamos datos de RNA-sequencing (RNA-seq) del proyecto The Cancer
Genome Atlas (TCGA). Los datos crudos estan disponibles en el portal del TCGA
(https://tcga-data.nci.nih.gov/docs/publications/tcga/). Los datos estadisticos se

realizaron mediante cédigo R 3.2.1. (www.r-project.org/). Finalmente, para
identificar procesos bioldgicos a partir de la lista de genes, utilizamos el

programa abierto online DAVID (https://david.ncifcrf.gov).
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5.3. CONSIDERACIONES ETICAS

Se contactoé con los pacientes de los que procedian las muestras y se solicitd
autorizacion mediante consentimiento informado para la utilizacién en este
estudio de los tumores previamente extirpados con finalidad terapéutica (tabla
6).

La aprobacion del uso del tejido en investigacién se obtuvo de Comité Etico del
HUVH. El protocolo del estudio y su consentimiento informado fue aprobado por

el mismo.

La base de datos del estudio se guardé de forma codificada en un ordenador
protegido con usuario y contrasefia y solo tenian acceso los investigadores
principales del estudio. No se guardo informacién personal con la que se pudiera

inferir en la identidad de los pacientes.
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Tabla 6. Modelo de consentimiento informado para la utilizacion de las muestras

tumorales.

Titulo del estudio: VIAS MOLECULARES IMPLICADAS EN LOS DISTINTOS
SUBTIPOS HISTOLOGICOS DE CARCINOMA BASOCELULAR

Yo (nombre y apellidos)

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He hablado con: Dra. Patricia Bassas Freixas (Hospital Universitari Vall d'Hebron.
Passatge de la Vall d'Hebron 119-129, 08034. Teléfono 93 274 6000)

Comprendo que mi participacién es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:
1 Cuando quiera
2 Sin tener que dar explicaciones

3 Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Punto 1: [ DOY [0 NO DOY mi consentimiento voluntariamente para que
pueda realizarse el estudio sobre posibles factores genéticos relacionados con la
enfermedad CARCINOMA BASOCELULAR en mi muestra de ADN.

Fecha y firma del participante Fecha y firma del investigador
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6. RESULTADOS

Identificacion de perfiles de expresion asociados a los distintos tipos de

carcinoma basocelular

Para identificar genes asociados a cada tipo de CBC, primero realizamos un
analisis SAM multiclase con todos los genes (n=18.043) y todas las muestras
(n=25), agrupadas (nodulares, morfeiformes, infiltrantes, superficiales y de
pacientes con SG). El resultado fue la identificacion de 407 genes cuya expresion
se asocio de forma significativa a uno de los 5 grupos de CBC (False Discovery
Rate < 5%). La gran mayoria de los 407 genes se asociaron a glicoproteinas
(p.e. ADAMTS18, BMP5), inmunoglobulinas (p.e. CD4, THY1), produccion de
IFN-y (p.e. TNF, LTA) y presentacion de antigenos (p.e. CD74, HLA-DMA). La

lista de genes se expone en el anexo.

A continuacion, realizamos un analisis supervisado con todos los genes y todas
las muestras (combinando las muestras pertenecientes a cada grupo en 1 solo
grupo). En general, la expresion génica pudo distinguir cada grupo de CBC.
Como se puede observar en la figura 9, los CBC nodulares y morfeiformes
mostraron un perfil de expresion global muy distinto al resto de grupos

(superficiales, asociados a SG e infiltrantes).
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Figura 9. Analisis supervisado de todos los genes (n=18.043) y todas las
muestras (n=25). Cada fila es un gen y cada columna un grupo. El color rojo

representa sobreexpresion del gen y el color verde infraexpresion.
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A nivel individual, realizamos un analisis no supervisado con los genes que
mostraron mas variabilidad de expresion en la base de datos (n=1.761) y las 25
muestras individuales. En la figura 10, se observa el resultado. Como era de
esperar, 5 de las 6 muestras de CBC nodulares se encontraron juntas en la parte
izquierda del heatmap. Los CBC superficiales se encontraron en el lado derecho
y los CBC infiltrantes en la parte media. Ahora bien, se detecté cierta
heterogeneidad. Por ejemplo, las 3 muestras de CBC morfeiformes se
encontraron junto a las muestras de CBC nodulares, mientras que las muestras
de CBC en el contexto de SG estaban entremezcladas entre las de los tumores

infiltrantes y de los superficiales.

Como hallazgo muy interesante, encontramos que esta clasificacion no
supervisada estaba explicada, en gran parte, por la expresion de un grupo de
genes relacionados con el sistema inmune (p.e. CD8A, GZMM e IL12B). Este
grupo de 120 genes mostré una baja expresion en los CBC nodulares y
morfeiformes, una elevada expresion en la mayoria de tumores infiltrantes, y una

expresion intermedia en los superficiales.
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Figura 10. Analisis no supervisado de los genes mas variables (n=1.761) y todas
las muestras (n=25). Cada fila es un gen y cada columna un grupo. El color rojo

representa sobreexpresion del gen y el color verde infraexpresion.
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Para corroborar estos datos, analizamos la expresion de genes individuales
presentes en el cluster y relacionados con la infiltraciéon por LT. Como se puede
observar en la figura 11, los CBC infiltrantes tenian mayor expresion de genes
codificadores de proteinas inmunomoduladoras, como PD-1, PD-L1, CD8A y
CD4 comparado con el resto, sobre todo comparado con el grupo de CBC

morfeiformes.
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Figura 11. Expresién de genes inmunes seleccionados en los carcinomas

basocelulares. El valor p denota si existen diferencias significativas en las medias

de expresion de cada gen en los 5 grupos.
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En el heatmap de la figura 10, observamos también que los 4 casos de CBC con
infiltracion perineural estaban incluidos en el cluster asociado a baja expresiéon de
estos genes relacionados con la inmunidad (PD-1, PD-L1, CD8A y CD4). En
cambio, de los dos casos con diferenciacion escamosa, uno tenia una elevada
expresion de dichos genes y el otro no. Para visualizar estos datos de una forma
mas directa, realizamos whisker-plots agrupando las muestras en 3 categorias
(CBC con invasion perineural, CBC con diferenciacion escamosa y otros). Como
se puede observar en la figura 12, los casos con infiltracion perineural,
mostraron una expresion mas baja de los 4 genes anteriormente citados (PD-1,

PD-L1, CD8A y CD4) en comparacion con los otros dos grupos.
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Figura 12. Expresion de genes relacionados con la respuesta inmune (PD-1, PD-
L1, CD8A y CD4) en los subgrupos de carcinoma basocelular con infiltracién
perineural, diferenciacion escamosa y el resto. El valor p denota si existen

diferencias significativas en las medias de expresion de cada gen en los 3

grupos.
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Comparacion molecular del carcinoma basocelular con otros canceres

El proyecto The Cancer Genome Atlas (TCGA) ha permitido caracterizar
molecularmente numerosos tipos de cancer. Sin embargo, no esta previsto incluir
en esta caracterizacién al CBC. Por ello decidimos combinar nuestros datos de
expresion génica mediante RNA-seq con los datos de RNA-seq del TCGA. Para
realizar este analisis y estar seguros de que los datos eran comparables,
afiadimos 7 muestras de cancer de mama del tipo hormonosensible utilizando el
mismo protocolo que para las muestras de CBC. Posteriormente, realizamos un
analisis supervisado con 16.116 muestras del TCGA (representando 12 tipos de
cancer) mas las 25+7 muestras del proyecto, y un total de 550 genes que
discriminan los 12 tipos de cancer (figura 13). Como era de esperar, las 7
muestras de cancer de mama secuenciadas se encontraron dentro del grupo de
cancer de mama. En cambio, las 25 muestras de CBC se encontraron juntas
entre los tumores escamosos de pulmon y cabeza y cuello, los tumores de vejiga

y los tumores de mama triple negativos.
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Figura 13. Analisis supervisado de 16.116 muestras de 12 canceres del The
Cancer Genome Atlas (TCGA) y las 25+7 muestras del proyecto. Las flechas
azules sefalan la localizacion de las muestras del proyecto. El color rojo

representa sobreexpresion del gen y el color verde infraexpresion.
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7. DISCUSION

7.1. CARCINOMA BASOCELULAR: DE ACTOR SECUNDARIO A PRINCIPAL
EN DERMATO-ONCOLOGIA

El CBC es el tumor maligno mas frecuente en caucasicos (si se excluyen las
queratosis actinicas) y su incidencia esta claramente en aumento. El impacto
econdmico en el gasto oncolégico global es enorme; en Estados Unidos es el 5°
tumor maligno que mas gasto ocasiona en Medicare (340). Posiblemente en el
futuro inmediato este gasto aumente en prevision del envejecimiento de la
poblacién, los habitos de exposicidn al sol y el incremento global en el numero de
RTOS. A pesar de su elevada incidencia y de que en ocasiones afiade una
morbilidad significativa, es un "tumor huérfano" desde el punto de vista de la

investigacion oncoldgica.

Se presenta de formas clinicas e histologicas distintas, que se traducen en
comportamientos bioldgicos diferentes. A pesar de que la mayoria suelen ser
tumores de crecimiento lento y que raramente desarrollan metastasis, algunos
son localmente invasivos y pueden causar una morbilidad importante.
Disponemos de multiples modalidades de tratamiento, entre las cuales la cirugia
es la mas empleada. Sin embargo, existe un pequefio, pero no desdefiable,
grupo de pacientes que desarrolla tumores agresivos que en ocasiones suponen

un verdadero reto terapéutico.

El descubrimiento de la implicacion de la via de sefalizacion Hh en la patogenia
de estos tumores ha sido crucial para disefiar tratamientos dirigidos frente a
dianas moleculares como vismodegib y sonidegib. Ambos farmacos han
supuesto un avance en el tratamiento del CBCla y CBCm. Sin embargo, su perfil
de efectos secundarios y la aparicién de resistencias limitan su uso. A pesar de
que los CBC comparten determinadas alteraciones moleculares, como
mutaciones en diferentes niveles en la via de sefalizacién Hh, desconocemos el
mecanismo por el cual aparecen formas clinicamente distintas que se
correlacionan con la presentacion histolégica y que determinan su
comportamiento biolégico. Seguramente el grado de activacion de la via de

sefalizacion Hh, la proteina de la via inicialmente alterada y la interaccion con

95



otras vias de sefalizacion son cruciales y tienen un papel determinante en la

agresividad intrinseca del CBC, pero posiblemente hay otros factores implicados.

En este estudio hemos pretendido identificar diferencias moleculares que
justifiquen el comportamiento biolégico de los distintos subtipos histologicos de
CBC e identificar nuevas dianas moleculares que posibiliten tratamientos

dirigidos en tumores refractarios.

7.2. APLICACION DE RNA-SEQ EN EL CARCINOMA BASOCELULAR

En el proceso de expresion geénica, las secuencias de ADN son copiadas a
ARNmM mediante el proceso denominado “transcripcion”. La informacion
codificada en la molécula de ARNm es interpretada en un proceso denominado

"traduccion" que tiene como fin la construccion de la proteina.

El RNA-seq es una de las mejores tecnologias de secuenciacion masiva
disponibles en la actualidad. Supone un avance importante en la comparaciéon de
concentracion de ARNm y proteina al ser mas precisa que otras técnicas y
permitir una mejor cuantificacion de los niveles de transcripcion que subyacen
una determinada proteina (341). Se trata de una herramienta que se ha
empleado en el descubrimiento de nuevos marcadores moleculares para el
diagnéstico y prediccidn de la evolucion de distintos tipos de cancer, entre los
que se encuentra el CEC, pero su empleo para el estudio de CBC es un hecho
novedoso (294). Entre sus ventajas sefalar, que permite su realizacion en

muestras de tejido conservadas en parafina.

Hay pocos estudios que investiguen las vias moleculares implicadas en los
distintos subtipos de CBC y, aun menos, con técnicas de secuenciacion de ARN.
En un estudio publicado en 2016 que compara el perfil genético de CBC de alto
riesgo de recurrencia (morfeiformes y con diferenciacién escamosa) con CBC de
bajo riesgo (nodulares y superficiales) hallan que el grupo con elevado riesgo de
recurrencia alberga, ademas de las mutaciones ya bien conocidas en proteinas
de la via Hh (PTCH1, SMO, SUFU), mutaciones en los genes MYCN (30%),
PPP6C (15%), STK19 (10%), LATS1 (8%), ERBB2 (4%), PIK3CA (2%), NRAS,
KRAS o HRAS (2%) y pérdida de funcion y mutaciones sin sentido en PTPN14
(23%), RB1 (8%) y FBXW?7 (5%) en comparacion con el grupo con bajo riesgo.
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Todo ello sugiere que hay otras vias moleculares implicadas en el CBC que
pueden contribuir en su patogenia y ser determinantes en su diversidad
fenotipica (342). Sin embargo, trabajar con ADN ofrece desventajas respecto al
ARN o la protedmica, ya que puede haber mutaciones germinales en éste que no

sean relevantes en la patogenia del tumor.

Hemos realizado un analisis de la expresion génica empleando RNA-seq en una
serie de 25 tumores. Se han seleccionado CBC que no habian recibido ningun
tratamiento previo ni habian sido sometidos a biopsias incisionales para evitar
alteraciones en el microambiente tumoral y asi obviar la expresion de genes
(ARNm) relacionados con la respuesta terapéutica o la cicatrizacién que puedan

diluir y/o enmascarar ARNm involucrados en la patogenia del tumor.

7.3. MAS DE 400 GENES DIFERENCIAN LOS DISTINTOS SUBTIPOS DE
CARCINOMA BASOCELULAR

En primer lugar, realizamos un analisis SAM multiclase con todos los genes y
todas las muestras agrupadas, para identificar genes que se expresan de forma
diferente entre los grupos. Identificamos 407 genes cuya expresion es diferencial;
la mayoria de estos genes estan asociados a glicoproteinas, produccion de IFN-

Y, inmunoglobulinas y presentacion de antigenos.

7.4. PERFILANDO DIFERENCIAS EN LA EXPRESION DE ARNm EN LOS
DISTINTOS SUBTIPOS DE CARCINOMA BASOCELULAR

El analisis supervisado permite comparar la expresion de ARNm entre los
distintos subgrupos de CBC. Evidenciamos que los CBC nodulares vy
morfeiformes mostraban un perfil de expresion global muy distinto al resto de
subgrupos (superficial, SG e infilirante). Es posible que las formas nodulares y
morfeiformes compartan mas vias patogénicas y alteraciones moleculares que
los superficiales y los infiltrantes (claramente diferentes por la expresion de

genes inmunoldgicos).

7.5. UN GRUPO DE GENES IMPLICADOS EN LA INMUNIDAD DIFERENCIA
LOS CARCINOMAS BASOCELULARES INFILTRANTES

Los diferentes subtipos histologicos tendieron a agruparse en el analisis no
supervisado de los genes mas variables y todas las muestras. De forma similar,

los CBC de pacientes con SG se localizaron entre los subtipos histologicos a los
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que pertenecian (3 superficiales, 1 nodular y 1 infiltrante). Este analisis reveld la
presencia de un cluster de 120 genes relacionados con la inmunidad que
mostraron una elevada expresion en los CBC infiltrantes. Al analizar este cluster
de genes inmunes hallamos que los CBC infiltrantes mostraban mayor expresion
de PD-1, CD8A, CD4 vy, significativamente, de PD-L1 comparado con el resto,
sobre todo comparado con el grupo de CBC morfeiformes. Esto sugiere que, a
pesar de que el huésped no inmunodeprimido es capaz de desencadenar una
respuesta inmunoldgica frente al CBC infiltrante, ésta puede resultar insuficiente
y/o ineficaz para controlar el desarrollo tumoral cuando éste expresa moléculas
que bloquean la respuesta antitumoral mediada por las células T, permitiéndole
asi eludir los mecanismos anti-tumorales del huésped. Sin el tratamiento
adecuado este tipo de tumores entrafian mayor agresividad local y riesgo de
recidiva. En los pacientes inmunodeprimidos esta respuesta inmunoldgica es
menor o esta ausente, hecho que justifica que desarrollen tumores mas
agresivos e invasivos. Este grupo de genes mostré una baja expresion en los

CBC nodulares y morfeiformes y una expresion intermedia en los superficiales.

7.6. EJE PD-1/PD-L1 EN EL CARCINOMA BASOCELULAR COMO
BIOMARCADOR Y PRONOSTICO

Existen dos estudios sobre el papel del eje PD-1/PD-L1 en el CBC mediante
técnicas IHQ; ninguno utilizando RNA-seq ni diferenciando los distintos subtipos

histolégicos de CBC.

El primer articulo que proporciona informacién sobre la IHQ frente a PD-L1 en el
CBC es el publicado por Chang y colaboradores. Evaluaron su expresion en
muestras de CBC en parafina (emplearon el anticuerpo monoclonal murino anti-
PD-L1, clona 2B11D11 de Proteintech) e identificaron los LIT con anticuerpos
anti-CD8 y anti-CD3. La expresion de PD-L1 en las células tumorales y la de PD-
L1, CD8 y CD3 en los LIT fue evaluada a ciegas por un dermatdlogo y un
dermatopatdlogo. Se midié la intensidad de la tincion con anti-PD-L1 utilizando
una escala numérica de 0 a 3 (O=ausencia, 1=leve, 2=moderada, 3=fuerte), la
proporcion de células CD8+/CD3+ en los LIT de una secciéon del tumor
representativa y el total de células CD3+ y CD4+ del mismo campo. Incluyeron
138 CBC de 62 pacientes, de los que un 43,5% (60 CBC de 40 pacientes) no
habian sido tratados con anterioridad y 56,5% (78 CBC de 29 pacientes) habian
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recibido algun tratamiento previo. Los tratamientos previos realizados incluian
cirugia (n=25), RT (n=9), quimioterapia sistémica (n=58) y quimioterapia topica
(n=22). Entre los tratamientos sistémicos administrados se incluian inhibidores
de Smo (n=47), quimioterapia con compuestos basados en platino (n=10) y
gefitinib (n=5). Entre los tratamientos tdpicos se encontraban el fluorouracilo
(n=21) y el imiquimod (n=1). Un 19% de los CBC habian recibido mas de un
tratamiento. La localizacién mas habitual de los tumores fue en la cabeza y el
cuello (64,5% [89 de 138]), seguida del tronco (30,4% [42 de 138] y extremidades
(5,1% [7 de 138]). El subtipo histologico mas frecuente fue el nodular (42% [58
de 138]), seguido del superficial (21% [29 de 138]). En el andlisis bivariable los
tumores tratados se asociaron a menor edad (58,6 afios vs 65,5 afos, p=0,001) y
a la localizacion anatémica, con una mayor proporcién en el tronco (43,6% [34 de
78] frente a 13,3% [8 de 60], p<0,001), en comparacioén con los tumores que no

habian sido tratados.

Se observd expresion de PD-L1 en las células tumorales y en los LIT en un
89,9% (124 de 138) y 94,9% (131 de 138) de las muestras, respectivamente (con
un umbral de mas de un 5% de expresién). El porcentaje medio de tincién IHQ
positiva para PD-L1 entre todos los CBC fue del 50% en las células del tumor y
del 50% en los LIT. Se observd una tincidon evidente para PD-L1 (moderada o
fuerte, con grados de intensidad en la escala de 2 o 3 sobre 3) en las células
tumorales y en los LIT en un 21% (29 de 138) y 34,8% (48 de 138) de las
muestras, respectivamente. La proporcion media de células CD8+/CD3+ fue del
30%. Un hallazgo interesante fue que la expresion de PD-L1 fue
significativamente mayor en los CBC que habian sido tratados con anterioridad
que en los no tratados, tanto en las células tumorales (32% frente 7%, p=0,003)
como en los LIT (47% frente 18%, p=0,008). Con el fin de determinar si un
tratamiento en particular se asociaba con un incremento en la expresién de PD-
L1, se compararon los CBC tratados con inhibidores de Smo (n=47), los que
habian recibido otros tratamientos (n=31) y los no tratados (n=60). PD-L1 estaba
presente con mas intensidad en las células del tumor y en los LIT de los CBC
tratados (con inhibidores de Smo u otros tratamientos) que en los no tratados
(p<0,05). La proporcion media de células CD8+/CD3+ en los LIT fue similar en

ambos grupos. También evaluaron si el numero de tratamientos previos
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realizados se asociaba con la expresion de PD-L1 mediante analisis multivariable
ajustado a la edad, sexo y localizacién del CBC. No encontraron asociacion entre
el numero de tratamientos realizados y el porcentaje de células tumorales y LIT
positivos para PD-L1, ni con la proporcion de células CD8+/CD3+ en los LIT. Sin
embargo, si que se hallé asociacion entre la intensidad de expresion de PD-L1
en las células tumorales y el numero de tratamientos previos realizados; a mas
tratamientos realizados mayor intensidad de expresion (336). Este hallazgo es
similar a lo observado en otros tipos de tumores: por ejemplo, el CPNM expresa
niveles mas elevados de PD-L1 tras adquirir resistencia al tratamiento con
gefitinib, respecto de los valores de tincion de las muestras tumorales de antes
del tratamiento (343). Del mismo modo, la expresion de PD-L1 en las CD de
pacientes con cancer de prostata resistente a inhibidores del receptor de
andrégenos es mas elevada que en los que no han recibido el tratamiento (344).
En modelos murinos con cancer de mama y de ovario, la expresion IHQ de PD-

L1 se incrementa si antes han sido tratados con RT o quimioterapia (268,345).

En comparacién con otros tumores epiteliales, los CBC de esta publicacién
presentan valores muy elevados de tincion IHQ frente a PD-L1: casi un 90% de
los CBC. Al comparar los datos obtenidos con los de otros tumores evidenciamos
que solo un 40% de los adenocarcinomas de pulmén que no han sido tratados
son positivos para PD-L1 (utilizando el mismo umbral de mas del 5% de células
del tumor positivas y el mismo anticuerpo monoclonal anti-PD-L1) y un 64% de
carcinomas escamosos de boca (en una muestra con un 93% de tumores no
tratados, empleando un umbral de positividad para la tincion de PD-L1 mayor del

5% y sin especificar el anticuerpo monoclonal utilizado) (346,347).

Como limitaciones de esta publicacion, resaltar que el tamafio de la muestra de
CBC que han recibido mas de un tratamiento es pequefo. Por otro lado, las
muestras de tumores provienen de un centro especializado en CCNM, lo que
puede suponer un sesgo al seleccionar mayor proporcién de pacientes con
tumores de alto riesgo; esto explicaria que la expresion de PD-L1 en este estudio
fuese mayor que en una muestra de CBC de un centro no especializado.
Tampoco disponen de muestras del tumor previas al tratamiento que permitan
comparar los valores IHQ de PD-L1 antes y después del mismo, ni valoran la

expresion IHQ de PD-L1 en funcién del subtipo histoldgico del CBC. La expresion
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IHQ de PD-L1 esta asociada al numero de tratamientos realizados; quizas sea
consecuencia directa de un mayor numero de tratamientos o tal vez refleje un
comportamiento intrinseco mas agresivo del tumor, como parece que ocurre en
el MM. Este hallazgo es importante ya que puede suponer la identificaciéon de un

nuevo biomarcador con valor pronéstico y de tratamiento en el CBC (336).

En el segundo estudio, Lipson y colaboradores investigaron la expresion de PD-
L1 en las células tumorales del CBC y su asociacién con la expresion de PD-1 en
el infiltrado inflamatorio peritumoral. Emplearon bloques representativos de los
tumores para realizar el marcaje con anti-PD-L1 (anticuerpo monoclonal murino
anti-PD-L1 5H1 de Liepig Chen, Universidad de Yale) y anti-PD-1 (anticuerpo
monoclonal murino, clona Nat105). La expresiéon de PD-L1 se evaludé en las
células del tumor y del infiltrado inflamatorio, con un umbral de al menos un 5%

de células positivas con un patron de membrana.

Seleccionaron 40 CBC de 40 pacientes. Todos eran CBC localmente agresivos o
recidivas, con tamafos entre 2 y 15 cm. No definieron los subtipos histolégicos
de los CBC incluidos. Todos los tumores tenian grados variables de LIT. Un 22%
(9 de 40) expresaban PD-L1 en las células del tumor y un 82% (33 de 40) en los
LIT y en los macréfagos acompafantes. Se observo expresion de PD-1 en los
linfocitos del microambiente tumoral de todos los tumores, incluso en aquellos
con escaso infiltrado linfocitario (40%, 16 de 40). En todos los CBC que
expresaban PD-L1 en sus células tumorales o en los macrofagos (33 de 33) se
observaron LIT marcados con PD-1 en su proximidad. Si no habia LIT marcados

cercanos, las células tumorales no expresaban PD-L1 en ningun caso.

En los CBC de este estudio se evidencia que la expresion de PD-1 y PD-L1
acontece simultdneamente en zonas proximas, lo que sugiere que una
modulacién adecuada de la inmunidad podria, potencialmente, contener el
desarrollo del tumor. La expresion de PD-1/PD-L1 emerge como nuevo
biomarcador util para seleccionar qué pacientes con CBCla o resistentes a los

inhibidores de la via Hh pueden beneficiarse de la oncoinmunoterapia (337).

Sabemos que otro de los datos que entrafia peor prondstico y asocia mayor
riesgo de recurrencia es la presencia de invasiéon perineural, que oscila entre el

0,18% y el 10% segun las series (348-350). Es mas frecuente en subtipos
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histologicos morfeiformes, tal y como observamos en nuestra serie donde todos
los CBC morfeiformes la presentaban (351,352). En nuestro analisis los 4
tumores con invasion perineural (3 de ellos morfeiformes y 1 infiltrante) se
encontraron en el cluster asociado a baja expresiéon de genes inmunologicos.
Esto concuerda con el hecho de que en una gran parte de CBC morfeiformes la
respuesta inflamatoria acompafante suele ser escasa, hallazgo que hemos
constatado al revisar las anatomias patoldgicas. Quizas la agresividad de este
tipo de tumores esté condicionada por una escasa capacidad antigénica y por
una mala delimitacién clinica de la masa tumoral, y no por la capacidad de
neutralizar la respuesta inmunoldgica antitumoral a través de la expresion de

proteinas de control inmunitario como PD-1 y PD-LA1.

Al comparar la expresion de PD-L1 y PD-1 de los CBC con diferenciacién
escamosa, con invasion perineural y "resto" hallamos que el grupo con mayor
expresion fue el de los tumores con diferenciacion escamosa. En este mismo
analisis el grupo con menor expresion de PD-L1 fue el grupo de CBC con
invasion  perineural (grupo mayoritariamente representado por CBC
morfeiformes). Como se ha comentado con anterioridad, es posible que la baja
expresion de PD-1 y PD-L1 en el subgrupo con invasién perineural no sea
atribuible a la presencia o no de ésta y esté condicionada por el subtipo
histolégico predominante incluido en este subgrupo. Valdria la pena determinar si
la presencia de invasion perineural en un factor independiente en la expresion de
PD-1y PD-L1 en futuros estudios. De los CBC con diferenciacion escamosa, uno
mostré elevada expresion de PD-1, PD-L1, CD4 y CD8 y el otro no. El
comportamiento mas agresivo de este tipo de tumores podria estar condicionado
por la capacidad del tumor de evadir la respuesta antitumoral a través de la
expresion de moléculas como PD-L1. Sin embargo, es necesario analizar mas
muestras, ya que la escasa representacion de tumores con diferenciacion

escamosa en nuestro estudio no nos permite extraer conclusiones.
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7.7. COMPARACION DE LA EXPRESION DE ARNm DEL CARCINOMA
BASOCELULAR CON OTROS CANCERES

El proyecto The Cancer Genome Atlas (TCGA, "El Atlas del Genoma del
Cancer", en espanol), al que es posible acceder de forma publica, ha permitido
conocer los perfiles moleculares de diversos tipos de cancer y asi desarrollar
"mapas" de las alteraciones gendomicas de 33 tipos de tumores malignos.
Identificar modificaciones en el ADN de un tumor (es decir, su genoma) y
entender como estos cambios impactan en su desarrollo es esencial para
mejorar la prevencion, deteccion y tratamiento del cancer. Al combinar nuestros
datos de expresion génica mediante secuenciacion de ARN con los datos de
RNA-seq del TCGA hallamos que las 25 muestras de CBC se ubicaron juntas
entre los tumores escamosos de pulmén y cabeza y cuello, los tumores de vejiga
y los tumores de mama triple negativos. La inmunoterapia emerge como un
tratamiento innovador y prometedor para pacientes con estos tipos de cancer.
Esto nos permite hipotetizar que es posible que el CBC comparta alteraciones
gendmicas con estos tumores y que, por lo tanto, los tratamientos empleados
para los canceres escamosos de pulmén y cabeza y cuello, los tumores de vejiga
y los tumores de mama triple negativos, entre los que se encuentra la

inmunoterapia, resulten de utilidad en su tratamiento.
7.8. INMUNOTERAPIA Y CARCINOMA BASOCELULAR

En base a nuestros hallazgos y los escasos conocimientos publicados,
postulamos que los farmacos inhibidores del eje PD-1/PD-L1 pueden ser una
alternativa terapéutica para CBCla o CBCm que no han respondido a otros
tratamientos, incluyendo los inhibidores de la via de sefnalizacion Hh. Revisando
las publicaciones disponibles, solo hemos encontrado casos aislados de

pacientes con CBC que han recibido estos tratamientos.

En enero de 2016, Mohan y colaboradores describieron el caso de un paciente
con un MM metastasico tratado con ipilimumab en el que se observé la regresion
incidental de un CBCla (338). Mas adelante, lkeda y colaboradores publicaron
otro caso similar: se trataba de varon de 58 anos con un CBCm (con afectacion

O0sea, pulmonar, cerebral y hepatica) que habia recibido varios tratamientos
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(vismodegib, cisplatino, paclitaxel, sonidegib y buparlisib), suspendidos por
progresion de la enfermedad o por toxicidad. Administraron nivolumab
intravenoso cada dos semanas y a los 4 meses se evidencié una resolucién casi
completa de las metastasis hepaticas (339). En otro paciente con un CBCm en
tratamiento con pembrolizumab, la enfermedad permanecié estable durante
meses (297). En noviembre de 2016, Falchook y colaboradores describen un
paciente con un CBCm en tratamiento con REG N2810, un anticuerpo
monoclonal anti-PD-1 en un estudio fase | (NCT02383212), con respuesta parcial
y mantenida (295). Poco después, Borradori y colaboradores presentaron un
paciente con un carcinoma basoescamoso con metastasis pulmonares tratado
con nivolumab que se mantuvo con enfermedad estable durante pocos meses
(296). Por ultimo, Lipson y colaboradores publicaron una paciente con un CBCla
no candidata a cirugia, tratada previamente con RT y un inhibidor de la via Hh,
que inici6 pembrolizumab intravenoso 2 mg/kg cada 3 semanas durante 14
semanas, obteniendo una respuesta parcial mantenida. Vale la pena sefalar que
el estudio IHQ antes de iniciar el tratamiento solo demostré expresion de PD-L1
en las células inmunoldgicas, no en las tumorales, y que aproximadamente el
50% de los linfocitos expresaban PD-1. Las técnicas IHQ revelaron que el
infiltrado inflamatorio estaba compuesto por LT CD4+ y CD8+ (2:1) (337). (Tabla
7)
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Tabla 7. Resumen de los carcinomas basocelulares tratados con inhibidores de

puntos de control inmunitario publicados.

Autor  Afio  Tratamiento TipO  Duracién n°de Tumor Respuesta
de pacie
Ac ntes
CBCm
lkeda Nivolumab Anti- (cerebro, RP
1 y 2016 240 mg/2 4 meses 1 higado, (metastasis
cols PD-1 ) »
semanas pulmény hepaticas)
hueso)
Vonan Ipilimumab  Anti- CBCla
2 y cols 2016 (3mg/kg/3 CTLA 8 semanas 1 MM RP
semanas) -4 metastasico
Falchoo REGN2810 Anti- 48 CBCm
3 2016 (10 mg/kg/2 1 , RP
ky cols PD-1 semanas (pulmon)
semanas)
Carcinoma
Borrado Nivolumab (3 Anti- 10 basoescamo EE
4 2016 mg/kg/3 1 SO con
riy cols PD-1 semanas . . (pulmonar)
semanas) metastasis
pulmonares
4 cicl EE
ciclos
Winkler Pembrolizum  Anti- CBCm (pulmor\?r)
2017 1 . Reaccién
y cols ab PD-1 (12-16 (pulmon) omat
semanas) granu oma 0
sa sarcoidea
Pembrolizum RP
Lipson ab (2 Anti- 14 Hipotiroidis
y cols 2017 mg/kg/3 PD-1 semanas 1 CBCla mo
semanas) subclinico

CBCla, carcinoma basocelular localmente avanzado; CBCm, carcinoma basocelular metastasico;
MM: melanoma maligno; RP, respuesta parcial; EE, enfermedad estable.
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7.9. VALORACION DEL PRESENTE ESTUDIO

Como limitaciones de nuestro trabajo resaltar, en primer lugar, que se trata de un

estudio retrospectivo con un tamafo muestral pequeio.

En segundo lugar, no hemos podido correlacionar los hallazgos de expresion de
ARNmM con la expresion IHQ preliminar (datos no mostrados). Hemos intentado
confirmar los hallazgos de expresion génica de PD-L1 con técnicas IHQ
utilizando un anticuerpo monoclonal (PD-L1 [clon 22C3] Mouse monoclonal de
DAKO Agilent Technologies) que se emplea para determinar la expresion de PD-
L1 en la membrana de las células tumorales en muestras de CPNM. Hemos
repetido las tinciones hasta en dos ocasiones para cada muestra, y aun asi un
28% han resultado no valorables. No hemos observado expresion de membrana,
sin embargo, hemos hallado expresién citoplasmatica granular en grados
variables en el infiltrado inflamatorio peritumoral de algunos tumores. Tampoco
hemos podido correlacionar la intensidad de expresion con los hallazgos en la
expresion de ARNm de PD-L1 ni con el subtipo histolégico. Hay que tener en
consideracion que la técnica IHQ no esta estandarizada en el CBC y quizas el

anticuerpo monoclonal empleado no es el idéneo.

La deteccion IHQ de PD-L1 es, hasta la fecha, el biomarcador mas empleado
para predecir la respuesta a tratamientos anti-PD-1/PD-L1. Aun asi, en el caso
de mejorar la técnica y/o identificar el anticuerpo adecuado se debe ser muy
cauto en su interpretacion: no hay consenso sobre el umbral de positividad vy, tal
y como hemos comentado con anterioridad, en determinados tumores la
determinacién de los niveles de PD-L1 no es un buen predictor de la respuesta al

tratamiento con farmacos anti-PD-L1.

Ademas de los escollos inherentes a la técnica IHQ comentados previamente,
sefalar que hay multiples mecanismos de regulacion génica post-transcripcional
que pueden modificar los niveles proteicos. Por ello, determinar una relacion
“directa” entre los niveles de ARNm y las proteinas es cuestionable. A pesar de
que hay estudios que sugieren que hay correlacion entre ambos cuando los
niveles proteicos son abundantes, otros no han podido demostrar esta asociaciéon
(353-355).
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En definitiva, hemos evidenciado que la expresién de ARNm de PD-L1 en los
CBC infiltrantes es significativamente superior a la del resto de CBC. Esto
sugiere que este subtipo clinico e histolégico, a pesar de desencadenar una
respuesta inflamatoria antitumoral, es capaz de eludir uno de los mecanismos
antitumorales del huésped lo que posiblemente le confiere mayor agresividad
“‘intrinseca”. El bloqueo del eje PD-1/PD-L1 reactivaria la respuesta inmunoldgica
antitumoral y debe valorarse como alternativa terapéutica en pacientes con CBC
infiltrantes refractarios a otros tratamientos. De hecho, en la actualidad hay un
ensayo clinico en fase de reclutamiento para el tratamiento con un anticuerpo
monoclonal anti-PD-L1 (REGN2810) de pacientes con CBCla o CBCm,
refractarios o con intolerancia a inhibidores de la via de sefializacion Hh. En este
momento no disponemos de biomarcadores (niveles de PD-1/PD-L1 con IHQ
validada para CBC, expresién de genes inflamatorios, carga de mutaciones del
tumor, etc...) que justifiquen el comportamiento biolégico de los CBC de alto y
bajo riesgo. Vale la pena invertir esfuerzos en identificarlos para asi poder
seleccionar aquellos pacientes susceptibles de responder a terapias con
inhibidores de proteinas de control inmunitario y evitar toxicidades innecesarias

en pacientes previsiblemente no respondedores.

107






8. CONCLUSIONES






8. CONCLUSIONES

1.

Es el primer estudio que aplica la tecnologia de RNA-seq para caracterizar
los diferentes subtipos de CBC, con especial énfasis en genes

involucrados en la respuesta inmune antitumoral.

Se ha identificado un cluster de 120 genes relacionados con la inmunidad
expresados de forma diferencial en el CBC infiltrante respecto a otros
subtipos de CBC.

La expresibn de ARNm de PD-L1 en los CBC infiltrantes es
significativamente superior a la del resto de CBC. Es posible que la
agresividad de este subtipo histolégico esté condicionada por un fracaso

en la respuesta antitumoral secundaria a la expresién de PD-L1.

Al comparar la expresion de ARNm de las muestras de CBC con las de
otros tumores en TCGA se observdé que se ubicaron juntas entre los
tumores escamosos de pulmén y cabeza y cuello, los tumores de vejiga y
los tumores de mama triple negativos, en los que la oncoinmunoterapia se
postula como un tratamiento esperanzador. El bloqueo del eje PD-1/PD-L1
también podria considerarse como una alternativa terapéutica en

pacientes con CBC infiltrantes refractarios a otros tratamientos.
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9. LINEAS DE FUTURO






9. LINEAS DE FUTURO

1. Incrementar el tamafo muestral que ha podido ser insuficiente para

evidenciar otras alteraciones moleculares relevantes.

2. Analizar los otros 116 genes relacionados con el sistema inmune que
presentan una elevada expresion en la mayoria de CBC infiltrantes y que
pueden justificar diferencias en el comportamiento biolégico de los
distintos subtipos de CBC.

3. Evaluar los niveles de ARNm de PD-1 y PD-L1 en CBC seleccionados de
pacientes inmunodeprimidos y compararlos con muestras de pacientes

control.

4. Depurar la técnica IHQ para validar los resultados obtenidos con la

expresion proteica.

5. Identificar biomarcadores especificos (niveles de PD-1/PD-L1 con IHQ
validada para CBC, expresion de genes inflamatorios, carga de
mutaciones del tumor, etc...) que permitan seleccionar aquellos pacientes

que pueden beneficiarse de farmacos inhibidores del eje PD-1/PD-L1.
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Listado de genes diferencialmente expresados entre

histolégicos de CBC (FDR<5%).

Gene ID

LST1
GPR141
VAV1
ADAMS
UPK1B
GRM1
ILA7RE
C10orf27
UST
ABI3
HGD
RELB
Cleorf74
PRPH
FHOD3
SBNO2
SLCO2B1
MYO1F
NOS1
LOC284798
PRTG
VATI1L
LOC283392
LOC339535
GKAP1
1L411
MMP9
JAK3
C100rf54
DDO
MAP7D2
ENPP5
RBP2
TNFAIP2
RAPH1
NTRK2
TNFRSF1B

Score
(d)
0,719
0,617
0,610
0,607
0,590
0,580
0,571
0,569
0,568
0,564
0,557
0,552
0,550
0,546
0,539
0,539
0,533
0,533
0,532
0,531
0,526
0,526
0,522
0,522
0,520
0,518
0,516
0,516
0,515
0,512
0,511
0,507
0,505
0,502
0,501
0,499
0,499

MORFEIFOR
MES
-1,309
2,284
-2,675
-2,097
3,332
-1,761
-0,944
-1,674
-1,185
-1,629
1,830
-1,093
-1,622
-0,418
-0,785
-1,358
-0,915
-1,706
1,363
-1,646
3,208
-0,127
2,122
0,771
-0,734
-2,049
-2,415
-1,758
-0,794
0,911
-0,254
-1,024
-0,976
-0,410
3,471
1,865
-1,117

NODULARES

-2,891
-2,359
-1,498
-1,965
-0,338
1,765
1,987
1,817
2,208
-1,662
-1,458
-2,047
2,076
-1,903
2,241
-1,935
-2,038
-1,721
-1,840
1,850
-0,978
1,862
-1,600
0,596
2,278
-1,100
-0,344
-1,257
-2,029
-0,597
2,011
1,969
1,368
-1,788
-1,999
-1,742
-1,660

143

INFILTRAN
TES
1,764
0,508
1,440
1,473
-1,194
-1,031
-1,727
-1,152
-1,368
1,751
0,355
1,769
-1,146
0,209
-0,813
1,687
1,409
1,435
0,288
-0,710
-0,225
-1,262
0,454
0,682
-0,938
1,594
1,449
1,532
0,848
0,630
-0,458
-1,102
-1,059
1,795
-0,542
0,503
1,282

SG

1,555
0,842
0,584
0,540
0,599
0,683
0,538
-0,044
0,005
-0,310
1,358
0,023
-0,126
1,020
-0,500
-0,193
0,201
0,272
1,228
-0,082
-0,108
0,033
0,524
-0,048
-0,143
0,079
-0,221
-0,072
0,729
1,047
-0,936
0,131
-0,251
-0,076
0,005
0,628
0,001

los distintos tipos

SUPERFICI
ALES
0,287

-0,116
1,003
1,268
-0,651
-0,375
0,078
0,600
-0,035
1,038
-1,505
0,765
0,266
1,528
-0,724
1,211
1,027
1,008
-0,301
-0,195
-0,409
-0,532
-0,640
-2,606
-1,047
0,297
0,069
0,613
1,243
-2,198
-0,854
-0,420
0,097
-0,058
1,337
-0,451
1,082

FDR (%)

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
2,000
2,000
2,000
2,000
2,000
2,000
2,000
2,000
2,000
2,000
2,000
2,000
2,000
2,000
2,000
2,000
2,000



C100rf50
DNAH6
TXNDC3
DCDC2
MYO1G
GXYLT2
TNFRSF6B
CYTH4
EPCAM
FAT4
MAP3K14
SDC2
CD300A
LCA5
ITGBL1
ARHGAP9
LTA
PLCE1
GIMAP1
TMEM27
DMRTC1B
PLAC8
LMCD1
THBS4
FGF14
CABLES1
TRHDE
KRT4
LRRC25
PIK3R5
DENND2A
GMFG
NFAM1
TNFRSF8
HCK
TSHR
LILRB1
LOC340074
HSPAG6
KIAA0040
FMNL1
GGTA1l
SDK1
HLA.DPB1

0,498
0,498
0,495
0,494
0,494
0,492
0,491
0,491
0,488
0,487
0,487
0,486
0,483
0,483
0,483
0,483
0,482
0,482
0,481
0,481
0,480
0,480
0,479
0,479
0,477
0,477
0,477
0,476
0,475
0,475
0,475
0,475
0,473
0,472
0,471
0,471
0,471
0,471
0,470
0,470
0,470
0,469
0,468
0,468

-0,847
0,859
2,170
2,389
-1,281
2,191
-1,782
-0,874
-1,138
1,678
-1,315
-0,739
-2,244
0,016
2,642
-1,602
-2,764
-0,538
-1,870
-0,288
-0,504
-2,522
0,661
1,789
2,800
-1,618
1,644
1,506
-0,565
-1,266
-1,492
-2,011
-2,801
-1,322
-1,355
-0,143
-0,866
-0,514
-0,417
-2,253
-1,963
-0,309
-1,913
-1,330

-1,674
1,687
-0,757
0,283
-1,574
-1,398
-1,391
-1,772
1,742
-1,936
-1,894
1,909
-0,878
1,894
-0,671
-1,418
-0,181
1,810
-1,219
1,923
1,819
-0,374
-1,602
-0,350
-0,642
1,758
-1,746
-1,536
-1,731
-1,434
1,915
-1,024
0,735
-1,265
-1,287
1,540
-0,984
1,723
-1,819
1,618
-1,216
-2,010
-0,965
-1,517

144

0,399
-1,162
0,494
0,137
1,327
0,586
1,210
1,362
-1,021
0,713
1,328
-1,254
1,326
-0,956
0,272
1,371
0,884
-1,057
0,849
-0,907
-0,057
1,116
1,416
0,697
-0,074
-0,819
0,432
0,408
1,279
1,304
-0,732
1,196
0,150
1,249
1,428
-1,409
1,634
-1,288
1,023
0,093
1,328
0,776
1,301
1,090

0,831
-0,109
0,222
-0,924
0,101
0,043
-0,025
0,048
-0,291
0,247
0,106
-0,217
-0,118
0,206
-0,234
0,189
0,594
-0,737
0,401
-0,333
-0,932
0,307
-1,009
-0,205
-0,160
-0,313
0,532
0,797
0,155
-0,157
-0,197
-0,019
-0,379
-0,303
-0,129
-0,048
-0,501
0,030
0,697
-0,636
0,200
1,055
0,302
0,345

1,409
-1,005
-1,635
-1,301
0,873
-0,624
1,338
0,870
0,392
0,090
1,370
0,156
0,827
-1,438
-1,159
0,692
0,055
0,459
1,243
-0,665
-1,086
0,115
0,691
-1,779
-0,807
0,401
-0,034
-0,535
0,587
1,016
-0,226
0,976
1,209
1,081
0,609
0,324
-0,108
0,017
0,380
-0,105
0,722
0,570
0,229
0,933

2,000
2,000
2,000
2,000
2,000
2,695
2,695
2,695
2,695
2,695
2,695
2,695
2,695
2,695
2,695
2,695
2,695
2,695
2,695
2,695
2,695
2,695
2,695
2,695
2,695
2,695
2,695
2,695
2,695
2,695
2,695
2,695
2,695
2,695
2,695
2,695
2,695
2,695
2,695
2,695
2,695
2,695
2,695
2,695



ACSS1
PLEKHO2
ILI5SRA
BIN1
FAM198B
LILRA1
PDE6A
WAS
GZMA
GFPT2
GPR143
KLK4
OR5P3
DOK2
PHOSPHO1
DPYSL3
ALOX5
VENTX
CSF2RB
MN1
CD209
KLKP1
HMGN3
CCIN
CADPS
KIAA1755
SLCO5A1
STAC2
L3MBTL4
LIMCH1
POU2F2
LILRB2
PIK3AP1
TMEM90B
NFKB2
ZNF883
AGBL2
ITGB2
TSPAN4
PGF
SPI1
RGS19
GPR64
PREPL

0,467
0,466
0,464
0,463
0,463
0,462
0,462
0,462
0,462
0,461
0,461
0,460
0,460
0,460
0,460
0,459
0,459
0,458
0,458
0,456
0,456
0,455
0,455
0,454
0,454
0,454
0,454
0,454
0,453
0,453
0,453
0,452
0,451
0,451
0,451
0,450
0,449
0,449
0,448
0,447
0,447
0,446
0,446
0,445

-0,933
-0,312
-0,562
-2,101
2,062
-0,366
2,176
-1,585
-2,460
0,824
-0,730
1,863
0,459
-1,703
-0,333
1,507
-0,143
0,186
-0,741
1,829
-1,560
1,738
-0,990
1,707
2,002
1,956
-0,540
-1,662
-0,891
2,845
-1,024
-0,795
-0,737
1,309
-1,442
-0,433
1,063
-1,824
-2,001
-1,626
-1,175
0,100
2,245
1,397

2,007
-1,875
-1,752
1,607
-1,329
-1,437
-0,409
-1,118
-0,085
-1,724
1,511
-1,213
-1,453
-1,245
-1,444
-1,825
-1,664
-1,828
-1,562
-1,357
-1,055
-1,260
2,124
-1,535
-1,189
-1,252
-1,079
1,497
1,671
-0,567
-1,287
-1,093
-1,543
-1,014
-1,262
1,485
1,507
-1,000
1,433
1,675
-1,363
-1,737
-1,150
1,631

145

-0,488
1,540
1,106
-0,258
0,837
1,343
-0,294
1,334
0,802
1,074
-1,173
0,643
-0,283
1,219
1,385
0,398
1,358
0,873
1,304
0,561
1,180
0,663
-0,555
0,621
0,647
0,677
1,554
-0,739
-1,160
0,109
1,436
1,509
1,412
1,071
1,683
-0,787
-0,596
1,281
-0,664
-0,385
1,290
1,315
0,225
-1,274

-0,375
-0,380
0,503
-0,078
-0,347
-0,228
0,781
-0,126
-0,213
-0,069
-0,477
-0,064
0,730
0,306
-0,659
0,639
-0,126
0,225
-0,049
0,442
-0,312
0,016
-0,093
-0,071
-0,338
0,033
0,072
0,211
0,403
-0,569
-0,120
-0,552
0,095
-0,242
0,048
0,541
-0,508
0,141
0,288
-0,218
0,030
-0,205
0,437
0,392

-0,989
0,827
0,487
-0,286
-0,583
0,364
-1,480
0,687
0,836
0,173
0,930
-0,623
1,419
0,629
0,816
0,112
0,385
0,794
0,678
-0,872
1,077
-0,595
-1,356
0,025
-0,426
-0,814
-0,786
0,031
-0,312
-0,762
0,334
0,286
0,277
-1,032
-0,032
-1,201
-1,380
0,450
0,153
-0,347
0,630
0,484
-0,899
-1,755

2,695
2,695
2,695
2,695
2,695
2,695
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126



MFNG
ODF3B
DYDC2
Cl4orf73
CSF1R
LRRC15
CDS1
IRAK3
SLC3A2
PPIL6
NFKBIZ
CST7
CSF3R
TDRD12
RLTPR
SAMDS5
HPCAL4
CD7
GLRB
SELPLG
CCL19
OR5P2
COTL1
ACAP1
P2RY6
IL21R
TNF
MYO7B
DOK6
EPR1
SLC1A4
C20rf15
DYNC2LI1
C3orf51
TPD52L1
RND1
RHOF
PLK3
LAIR1
NMNAT2
OR51B5
SLC22A8
MMP25
VASH1

0,445
0,445
0,444
0,444
0,443
0,443
0,443
0,443
0,443
0,442
0,442
0,442
0,442
0,442
0,442
0,441
0,441
0,441
0,441
0,441
0,441
0,440
0,440
0,438
0,438
0,437
0,437
0,436
0,436
0,436
0,435
0,435
0,434
0,434
0,433
0,433
0,433
0,433
0,433
0,432
0,432
0,432
0,432
0,432

-0,901
-0,920
-0,922
-1,395
-0,740
1,604
1,936
1,507
2,123
0,303
0,403
-2,203
-1,191
0,160
-1,771
0,304
-1,553
-1,864
2,402
-1,866
-1,464
0,259
-1,301
-1,934
-1,406
-1,314
-0,924
0,641
2,671
-0,038
-0,608
-0,646
0,442
-1,553
1,652
-2,261
-2,163
1,038
-1,124
-1,513
1,159
-1,339
-1,912
-0,141

-1,528
-1,595
1,531
-0,982
-1,570
-1,127
0,612
-1,740
1,785
1,637
-1,860
-0,548
-0,994
1,514
-0,987
1,499
1,275
-0,528
-0,992
-1,052
-1,089
-1,381
-1,315
-0,958
-1,174
-1,078
-1,194
-1,813
-0,934
0,625
1,759
1,737
1,688
1,252
-1,599
0,160
-0,679
-1,812
-1,157
1,570
1,130
1,364
-0,718
-1,300

146

0,765
0,915
-1,113
1,070
1,243
0,895
-1,957
0,747
-0,476
-1,307
0,884
0,894
1,126
-0,330
0,981
-1,217
-0,207
1,149
-0,191
0,960
1,145
-0,318
1,283
0,982
1,180
1,363
1,476
0,511
-0,145
0,671
-0,028
-1,161
-1,472
-0,485
0,222
0,629
0,933
0,614
1,433
-0,292
-1,384
0,362
0,922
1,665

0,399
0,565
0,069
0,916
0,208
-0,314
0,664
0,074
-0,349
-0,101
0,077
0,065
-0,485
-0,434
0,301
-0,458
0,584
-0,428
0,212
0,378
0,304
0,989
0,026
0,380
-0,118
0,066
-0,077
0,502
-0,127
-1,815
-1,262
0,391
-0,134
-0,450
0,727
-0,504
0,168
-0,330
-0,182
-0,353
0,079
-0,954
-0,202
-0,087

1,131
0,775
0,257
-0,498
0,475
-0,687
0,224
0,079
0,185
-0,270
0,845
0,828
1,020
-1,270
0,717
0,226
-1,116
0,715
-0,245
0,826
0,347
1,198
0,672
0,693
0,898
0,136
-0,003
0,718
-0,188
0,187
-0,556
-0,578
-0,121
0,699
-0,137
0,984
0,798
1,276
0,299
-0,268
-0,240
-0,484
1,150
-0,750

3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,126
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310



INPP5D
LOC10013087
2
LOC10012678
4
Clorf88
CORO1A
SOX17
TNFAIP3
CARD16
NCKAP1L
CYP4F3
ACBD6
FERMT3
DUSP10
NEDDA4L
FCGR2A
CEACAM21
SDF2L1
HGF
NFIB
PYHIN1
TAP1
HCST
COL4A5
AOAH
BAI3
C100rf79
HCLS1
ALCAM
IFI30
AMPH
ME3
PTGFR
GDNF
CPN2
MYBPC2
CD53
GIMAP6
PTPN1
C50rf27
HRH2
FXR1
TMEM232

0,431
0,431

0,431

0,431
0,430
0,430
0,430
0,430
0,429
0,429
0,429
0,428
0,428
0,428
0,428
0,427
0,427
0,427
0,427
0,427
0,427
0,427
0,426
0,426
0,426
0,425
0,425
0,425
0,425
0,424
0,424
0,424
0,424
0,424
0,423
0,423
0,423
0,423
0,422
0,421
0,421
0,421

-1,285
-1,048

-1,538

-0,819
-1,439
0,040
-0,894
-2,380
-1,370
1,402
-2,741
-1,269
-1,798
-0,694
-0,510
-1,494
-1,645
0,597
-0,872
-1,899
-2,152
-2,266
-0,632
-1,690
1,396
-0,136
-1,275
-0,458
-1,704
1,930
1,414
0,770
0,468
1,748
0,388
-1,315
-1,513
-0,715
1,561
-0,778
-1,015
0,652

-1,445
1,509

1,585

1,735
-1,251
-1,626
-1,486
1,335
-1,276
-1,521
2,081
-1,348
1,460
1,512
-1,249
-1,158
-0,637
-1,581
1,731
-0,822
-0,738
-0,452
1,874
-0,954
-1,575
1,340
-1,195
1,697
-0,764
-1,240
-1,371
-1,624
-1,614
-1,067
-1,207
-1,283
-1,224
-1,472
-1,297
-1,351
2,430
1,463

147

0,960
-0,990

-0,606

-0,484
1,013
0,066
1,376
-0,127
1,135
0,224
0,072
1,184
-0,565
-1,256
1,412
0,601
1,449
0,943
-0,860
1,009
0,917
0,535
-0,832
1,355
0,416
-0,880
1,154
-1,114
1,232
0,312
0,888
0,954
0,884
0,650
1,264
1,000
1,013
2,027
0,269
1,225
-0,379
-0,493

0,690
0,178

-0,063

-0,664
0,498
0,958
0,533
-0,176
0,225
0,703
-0,401
0,229
-0,007
-0,055
-0,301
0,825
0,077
-0,226
-0,436
0,298
1,057
0,425
-0,315
0,006
0,466
0,588
-0,009
-0,285
-0,192
0,364
-0,040
0,074
0,091
-0,192
-0,295
0,472
0,209
-0,403
0,686
0,202
-0,767
-0,342

0,588
0,034

-0,084

-0,312
0,561
1,096
-0,175
0,225
0,674
-0,041
-0,690
0,616
0,155
0,518
0,160
0,775
-0,442
0,556
0,109
0,520
-0,205
0,911
-0,488
0,320
0,006
-1,104
0,741
0,105
0,506
-0,588
-0,508
0,095
0,409
-0,609
-0,323
0,570
0,937
-0,299
-0,554
0,213
-1,263
-1,394

3,310
3,310

3,310

3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310



AGAP2
KIAA1826
TBXAS1
PRRX1
C170rf60
NLRP3
TMTC1
SASH3
ANKRD58
ICAM1
ARHGAP4
GPR65
COL29A1
SLC7A5
MS4A4A
FMOD
STARDS8
C70rf31
NEURL2
LGALS9
TMEFF2
WFIKKN2
UGT3A2
ARHGEF1
MSRB2
RASSF4
ITGAX
PLEK
HLA.DMA
HMHA1
TUBBP5
MAPK10
TRPM2
CD74
RSPH3
PFN4
HAUS7?7
IL2RA
C200rf26
RPS3
ZFP37
RNASE6
TDO2
ARRB2

0,421
0,421
0,421
0,420
0,420
0,420
0,420
0,420
0,420
0,419
0,418
0,418
0,418
0,418
0,418
0,417
0,417
0,417
0,417
0,417
0,416
0,416
0,416
0,416
0,416
0,416
0,416
0,415
0,415
0,414
0,414
0,413
0,413
0,413
0,413
0,413
0,413
0,412
0,412
0,412
0,412
0,411
0,411
0,411

-0,918
-0,746
-0,165
1,793
-0,578
-0,490
-0,166
-1,521
0,398
-0,901
-1,718
-1,306
-1,988
-1,635
-0,891
1,064
-0,246
-1,298
-1,594
-1,714
1,738
-0,820
-0,509
-1,506
0,126
0,042
-0,962
-1,370
-1,123
-1,109
-1,638
0,819
-1,040
-1,542
-1,172
0,353
-0,698
-1,394
-1,798
-1,716
0,088
-1,219
-0,554
-1,500

-1,425
1,773
-1,430
-0,922
-1,333
-1,596
1,280
-1,097
-1,532
-1,019
-0,977
-1,234
0,317
1,419
-1,344
-1,650
-1,476
1,564
-0,685
-0,563
1,171
1,222
1,172
-1,312
1,899
-1,536
-1,337
-1,094
-1,401
-1,366
1,366
1,052
-1,201
-0,978
1,624
1,184
1,670
-0,737
0,706
1,627
1,410
-1,282
-0,672
-0,519

148

1,193
-0,829
1,135
0,674
1,163
0,954
-1,343
1,120
0,925
1,474
1,142
0,948
-0,335
-0,402
1,153
0,792
1,331
0,358
1,138
1,354
-0,214
-1,098
-1,162
1,129
-0,909
1,216
1,175
1,195
1,103
0,859
-0,466
-0,412
1,316
1,201
-0,361
-0,220
-0,584
1,316
-0,211
-0,684
-0,715
0,833
1,037
1,359

0,117
0,054
-0,527
0,037
-0,255
0,229
0,293
0,226
0,441
-0,480
0,088
0,108
0,266
-0,528
-0,025
-0,234
-0,043
-0,974
-0,465
-0,110
0,739
0,106
0,009
0,135
-0,826
0,016
0,087
0,091
0,456
0,464
-0,032
0,187
0,228
0,089
0,229
0,078
-0,265
-0,212
-0,499
-0,290
0,587
0,261
-0,992
-0,993

0,592
-0,716
0,941
-1,188
0,716
0,807
0,189
0,544
-0,171
0,225
0,645
1,037
1,269
0,461
0,698
0,584
0,123
-0,782
0,812
-0,103
-0,096
0,572
0,647
0,954
-0,319
0,125
0,561
0,465
0,442
0,797
0,035
-1,705
-0,006
0,411
-1,212
-1,753
-0,627
0,113
1,281
0,405
-1,664
1,054
0,849
0,766

3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,310
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607



FAT3
RAX
APP
ACSM1
ENPP2
RTL1
PLIN5S
TLR7
ADAMTS18
CBWD6
ADAMDEC1
IFITM1
THBS2
SLC39A8
CEBPD
CD4
SAMD12
KCTD12
GIMAP5
LUZP2
LTA4H
DSCAM
S1PR4
CDK20
CXCR3
TERT
GIPR
PARVG
CYBA
ST6GAL2
ZNF483
HAPLN3
ALPK2
LOC151162
IQCD
NCRNA00188
Clorf38
PSMBS8
MS4A6A
FCGR2C
CEACAM4
TNFSF13B
CIITA
SYPL2

0,411
0,411
0,411
0,411
0,410
0,410
0,410
0,410
0,409
0,409
0,408
0,408
0,408
0,408
0,407
0,407
0,407
0,407
0,407
0,407
0,406
0,406
0,406
0,406
0,406
0,406
0,406
0,405
0,405
0,404
0,404
0,403
0,403
0,403
0,402
0,402
0,402
0,401
0,401
0,401
0,401
0,401
0,401
0,400

-0,513
-0,448
-1,573
1,516
-1,525
1,678
1,311
0,269
-0,930
-1,279
-1,481
-1,844
1,095
0,286
0,413
-1,275
-0,133
1,500
-1,456
1,767
-2,447
1,977
-1,860
-1,403
-2,017
-1,146
-1,098
-0,637
-1,023
1,746
-0,059
-0,904
1,137
-0,807
-0,584
-0,953
-1,107
-2,365
-0,615
-0,339
-0,297
-1,823
-0,588
1,623

1,520
-1,040
1,717
-1,337
-1,002
-1,446
-1,255
-1,576
1,235
1,018
0,056
-0,693
-1,565
-1,480
-1,709
-1,228
1,391
-1,695
-1,082
-0,977
1,581
-0,594
-0,734
1,480
-0,629
0,418
-1,303
-1,519
-1,369
-1,022
1,567
-1,274
-0,640
1,717
1,503
1,709
-1,168
-0,486
-1,185
-1,533
-0,971
-0,493
-1,516
-1,289

149

-0,902
-0,058
-0,668
-0,275
0,574
0,361
0,457
1,138
-1,054
-0,133
0,606
1,212
0,765
1,134
0,674
1,203
-0,018
0,388
1,086
0,441
-0,635
0,411
0,750
-0,184
0,761
0,775
0,756
0,774
1,246
0,328
-0,878
1,233
1,041
-0,896
0,270
-0,956
1,290
1,039
1,405
0,734
1,321
0,891
0,910
0,145

-0,079
0,171
-0,242
0,688
0,099
-0,053
0,571
0,142
0,174
-1,302
-0,979
-0,037
0,028
-0,124
0,281
0,266
-0,282
0,176
0,055
0,220
0,347
-0,090
0,292
0,025
0,446
0,328
0,269
0,629
-0,002
0,334
-0,179
0,298
-0,712
-0,207
-0,613
-0,334
0,077
0,657
-0,339
0,786
-0,452
0,891
0,637
0,474

-0,219
1,783
0,077
0,488
1,518
0,345
-0,613
-0,008
0,473
1,293
1,191
0,348
0,153
0,177
0,723
0,362
-1,603
0,519
0,745
-0,906
0,143
-1,197
0,818
-0,877
0,568
-1,533
1,118
0,615
0,643
-0,767
-0,547
0,059
-0,825
-0,143
-1,523
0,241
0,228
-0,136
0,204
0,288
-0,066
-0,567
0,325
-0,130

3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
3,607
4,387
4,387



SOCS1
BMP5
KLK2
SECTM1
FGR
NAV2
FGD2
PLD6
SERPINE2
LCE1D
KRT17
FCGR2B
DENND3
LOC440173
IL32
CCR7
ASS1
NOD2
Cleorf7
SIGLEC5
GDF7
TMEM61
MUC1
CHST2
TLR8
JUNB
BCL3
POU3F3
FAM126A
RASAL3
DNAH17
XYLT1
C100rf96
PNPLA3
GGT5
GLRX
KRT7
VSIG1
DLX4
NDFIP1
Cc3
ZBTB33
C21o0rf34
CXorfl

0,400
0,400
0,400
0,399
0,399
0,399
0,399
0,399
0,399
0,398
0,398
0,398
0,398
0,398
0,397
0,397
0,397
0,397
0,397
0,397
0,396
0,396
0,396
0,396
0,396
0,395
0,395
0,395
0,395
0,395
0,395
0,394
0,394
0,394
0,394
0,394
0,393
0,393
0,393
0,392
0,392
0,392
0,392
0,392

-1,803
1,658
1,875

-2,406

-0,726

-1,232

-0,785
0,384
1,391

-0,494

-1,908

-0,621
0,097

-0,745

-1,563

-1,419

-0,852
0,560
0,490

-0,617

-0,365
0,256
1,527

-0,800

-1,781

-0,223

-0,306
1,119
2,324

-1,315
1,340
1,025
1,757
1,774
0,586
1,225
0,379

-1,510

-0,263
0,715

-1,289

-0,393
0,232

-0,700

1,333
-1,004
-1,065
-0,197
-1,228
1,585
-1,481
1,389
-0,755
-1,232
1,142
-1,442
-1,563
1,449
-0,857
-0,662
1,241
-1,650
-1,608
-1,371
-1,398
-1,334
-1,192
1,553
-0,738
-1,584
-1,250
-1,146
-1,199
-1,107
-1,244
-1,673
-0,936
-0,997
-1,380
-1,683
-0,858
1,309
1,337
2,133
-0,997
2,032
1,060
1,384

150

0,108
0,410
0,284
0,613
1,198
-0,472
0,820
-1,205
0,897
0,014
-0,552
0,648
0,987
-0,786
0,972
1,251
-1,142
0,350
1,124
0,917
0,232
0,489
0,609
-0,426
0,977
0,872
1,127
0,859
0,083
0,845
0,746
0,576
0,060
0,210
1,046
0,413
1,212
0,341
0,098
-1,423
0,955
-0,921
-1,274
-0,872

-0,238
0,225
-0,016
0,089
-0,137
-0,233
0,718
-0,276
-0,355
0,975
0,215
0,676
0,114
0,275
0,015
-0,203
0,351
0,680
-0,871
0,081
0,869
1,149
0,040
-0,562
0,211
0,338
-0,305
-0,015
0,232
0,305
0,349
0,435
0,520
0,505
-0,302
0,485
-0,495
-0,582
-1,238
-0,036
0,232
-0,156
0,123
0,095

-0,540
-0,737
-0,284
0,915
0,461
-0,335
0,478
0,082
-1,037
0,976
0,415
0,649
0,402
-0,584
0,740
0,123
0,336
0,592
1,167
0,812
0,877
-0,482
-0,472
-0,281
0,471
0,596
0,513
-0,606
-0,379
0,786
-0,879
0,189
-0,669
-0,835
0,176
0,277
-0,499
-0,701
-0,433
-1,201
0,501
-0,946
0,312
-0,143

4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387



IL2RB
OR13J1
NNMT
ICAM3
ADAMTS3
AOX1
C150rf60
LYN
SRGN
LCP2
OLFML2B
DNM3
PTPRE
SIGLEC14
GIMAP7
OR5E1P
NLRP6
CILP
SPAG16
TNFRSF10C
FLI1
LEFTY2
LHFPL1
GK5
GJAS
SPATS2L
ZNF648
NECAB2
THY1
GPSM3
TNFRSF18
HS3ST3B1
SPIB
FBN1
RMND1
ADAP1
KCND3
PRKX
PPIF
SNAI1
UGT3A1
ARHGEF37
AMACR
SHC1

0,391
0,391
0,391
0,391
0,391
0,391
0,391
0,391
0,390
0,390
0,390
0,390
0,390
0,390
0,390
0,390
0,390
0,390
0,389
0,389
0,389
0,389
0,389
0,389
0,389
0,389
0,389
0,388
0,388
0,388
0,388
0,388
0,388
0,388
0,387
0,387
0,387
0,387
0,387
0,387
0,386
0,386
0,386
0,386

-2,228
-0,624
-0,068
-1,822
-1,226
-0,694
1,288
-0,553
-1,436
-1,181
0,599
2,790
0,485
-0,677
-1,556
0,234
-0,535
1,260
-0,465
0,009
-0,103
2,059
0,362
2,058
0,031
1,843
-1,913
1,269
0,411
-1,681
-1,484
-0,880
-1,421
1,206
-0,863
-1,518
-0,310
-1,514
0,896
-0,076
-0,327
-0,774
1,176
0,282

-0,022
1,266
-1,091
-0,758
1,268
-1,267
-1,269
-1,300
-1,007
-1,019
-0,814
-0,585
-1,763
-1,200
-0,733
-1,207
-1,214
-1,086
1,628
-0,971
-1,613
-0,655
1,415
-1,010
-0,550
-1,367
0,352
0,286
-1,016
-0,786
-0,833
-1,299
-0,909
-1,162
1,426
1,356
-1,449
1,337
-1,593
-1,362
1,253
1,086
-0,139
-1,441

151

0,833
-0,741
1,255
0,913
-0,750
0,942
-0,259
1,264
0,823
1,181
1,210
-0,099
0,716
0,877
1,084
-0,247
0,554
0,747
-0,965
1,054
0,848
-0,520
-0,814
-0,181
1,309
0,284
-0,420
-1,209
1,221
1,267
0,291
0,831
0,783
0,921
-1,164
-0,337
0,799
-0,548
0,917
0,977
-0,819
-1,219
0,013
1,344

-0,063
0,598
-0,441
0,469
0,281
-0,011
0,520
-0,105
0,200
-0,083
-0,541
-0,018
0,286
-0,110
-0,082
0,676
-0,028
0,054
0,018
-0,805
0,319
0,147
-0,273
0,714
-0,899
-0,014
0,815
-0,192
-0,676
0,075
0,929
0,241
0,702
-0,330
0,875
-0,061
0,542
0,337
0,002
-0,270
-0,504
0,647
1,065
-0,662

0,325
-0,881
0,043
0,319
-0,021
0,786
0,742
0,284
0,899
0,450
-0,669
-1,019
0,672
0,909
0,471
1,223
1,286
-0,691
-0,428
0,613
0,615
0,164
-0,628
-0,606
-0,366
0,188
0,623
0,976
-0,077
0,129
0,693
0,853
0,182
-0,361
-0,549
-0,229
0,330
-0,332
0,110
0,728
0,430
0,277
-2,028
0,426

4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387



VASP
BST2
PLA2R1
Cl7orf91
MKX
FAM161A
PODNL1
NUDT11
RNF166
ERC2
CHD7
NRN1
MMP16
CA6
HLA.DPA1
CNPY3
IGSF21
BTNL2
MFSD7
CCL22
PTPRO
LAPTM5
SLITRK2
HAVCR2
LONRF3
HTR2A
EPB41L3
SLC35E4
ROBO3
BIN2
MLF1

0,386
0,385
0,385
0,385
0,385
0,385
0,384
0,384
0,384
0,384
0,384
0,384
0,384
0,384
0,384
0,384
0,384
0,384
0,384
0,384
0,383
0,383
0,383
0,383
0,383
0,383
0,382
0,382
0,382
0,382
0,382

-2,312
-2,300
1,832
1,608
1,333
-0,704
1,526
-0,802
-1,047
-1,276
1,000
-0,477
2,195
0,887
-1,185
-2,425
-0,409
-1,270
0,133
-0,697
-0,159
-1,012
-0,790
-1,016
1,575
1,820
-0,016
0,676
1,066
-1,303
-0,554

-0,431
0,476
-1,119
-1,239
0,331
1,554
-1,468
1,573
-1,224
1,211
-1,557
0,770
-0,478
-1,029
-1,156
0,510
-1,114
-0,578
-1,475
-1,138
-1,465
-1,176
1,389
-1,247
-1,104
-0,837
-1,287
-1,599
-1,399
-1,011
1,594

152

0,774
0,375
0,160
0,621
0,373
-0,818
0,367
-0,461
1,265
-0,565
0,469
-1,198
-0,116
0,461
0,964
0,876
1,170
-0,309
0,194
1,038
0,803
1,105
-0,793
1,064
0,384
0,533
1,097
0,324
0,619
1,080
-0,566

-0,033
0,243
0,456
-0,394
-0,410
-0,100
0,194
-0,117
-0,411
-0,198
0,483
0,213
0,035
0,815
0,267
-0,141
-0,271
1,289
0,663
-0,178
0,896
0,049
-0,026
0,192
0,397
-0,206
-0,544
0,503
0,376
0,116
-0,100

1,067
0,049
-0,545
0,058
-1,636
-0,247
0,173
-0,804
0,920
0,376
0,161
1,034
-0,771
-0,948
0,602
-0,303
0,269
0,750
0,944
0,636
-0,210
0,529
-0,072
0,530
-0,693
-0,785
0,701
0,695
-0,254
0,458
-0,862

4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
4,387
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