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RESUMEN

INTRODUCCION Y OBJETIVO:

El melanoma corresponde a una de las variedades de cancer de piel més
agresivas. En la actualidad el uso de inmunoterapia dirigida al bloqueo de la via de
la proteina de muerte celular programada 1 y su ligando (PD-1/PD-L1)
corresponde a una de las piedras angulares de tratamiento por lo que resulta de
utilidad conocer su estatus en estos pacientes de manera que ayuda a seleccionar

a quienes responderian con mayor probabilidad a esta terapia.

El objetivo principal de este estudio fue evaluar la expresion por
inmunohistoquimica de PD-L1 en melanoma acral primario, utilizando distintas 4
diferentes clonas (SP142, SP263, 28-8,22-3) y valorando la concordancia que
presentan entre ellas. De manera secundaria se buscoé una relacién entre la

positividad de estas con caracteristicas clinicopatologicas.

MATERIAL Y METODOS:

Se realizé una busqueda retrospectiva de casos en un periodo que abarcé del afio
2010 a 2021 con diagnostico de melanoma acral primario en el Servicio de
Anatomia Patoldgica y Citopatologia del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio
Gonzalez”, obteniendo un total de 47 casos que cumplian con los criterios de
inclusiéon. Se elabor6 una base de datos con todas las caracteristicas
clinicopatologicas. Se selecciono un area representativa de cada caso para la
construccion de histoarreglos mediante equipo automatizado TMA Master |I.
Posteriormente se realizd la inmunotincion con cuatro diferentes anticuerpos
monoclonales para PD-L1, Ventana SP142, Ventana SP263, Abcam 28-8 y Dako
22C3. Se evaludé por un patélogo experto la expresion de cada uno de los
marcadores anti-PD-L1 Unicamente en células tumorales, considerando como

positivo cualquier expresion mayor al 1% en cualquier intensidad.



RESULTADOS:

La positividad para cada una de las clonas en los casos de melanoma acral fue
variable, alcanzando una positividad del 15% para la clona SP142, un 21% para la

clona SP263, un 26% para la clona 28-8 y un 19% para la clona 22C3.

Se observé un perfil de positividad entre clonas similar, encontrando una
concordancia entre ellas de moderada a buena (Coeficiente Phi 0.41 a 0.66);
siendo las clonas SP263 y SP142 las que presentaron mayor tasa de
concordancia, y las clonas 22C3 y SP263 las que presentaron la menor

concordancia.

Se realiz6 un andlisis con comparaciones multiples evaluando predictores
clinicopatologicos con relacion a la expresion (positividad) de las diversas clonas,

sin observar diferencias estadisticamente significativas en este aspecto

CONCLUSIONES:

Si bien sabemos que clinicamente las diferentes clonas de PD-L1 no se
intercambiables, al menos su positividad por inmunohistoquimica en melanoma
acral podria considerarse equivalente, ya que en este estudio mostraron un perfil

similar, mostrando no ser algiin marcador superior a otro.

No existid una relacion significativa entre caracteristicas clinicopatolégicas y la
positividad de las diferentes clonas de PD-L1 realizadas.

Palabras clave: Melanoma acral, inmunohistoquimica, PD-L1, 22C3, 28-8, SP142,
SP263



MARCO TEORICO

Introduccion.

El cdncer de piel es sin duda una de las neoplasias mas comunes a nivel mundial,
de los distintos tipos histolégicos que existen, el melanoma representa la menos

frecuente; sin embargo, resalta por ser la mas agresiva y letal de ellas.

En el afio 2020 a nivel mundial se reportaron segin el GLOBOCAN 324,635
nuevos casos, y 57,043 fallecimientos por el mismo (1); mientras que en México
se reportaron en el mismo afo 2,051 casos nuevos, y 773 muertes registradas por

este padecimiento, segun la misma institucion (2).

Clasificacion histolégica.

La clasificacion histologica de melanoma mas reciente esta dada por el libro azul
Clasificacion de los Tumores de la Piel de la Organizacion Mundial de la Salud de
2018 (WHO Classification of Skin Tumours, titulo original en idioma inglés), la cual
se trata de una clasificacion multidimensional basada en 3 aspectos principales: el
papel de la radiacion ultravioleta (UV), la célula (o tejido) de origen, y las

alteraciones gendmicas caracteristicas recurrentes (3).

Conforme a lo anterior se agruparon en Melanomas que surgen en piel expuesta
al sol, y Melanomas que surgen en sitio protegidos del sol o sin asociacion
etiolégica conocida con la exposicién a la radiacion ultravioleta. La clasificacion

actual se encuentra resumida en la Tabla 1.



Tabla 1.- Clasificacion histopatolégica de melanoma.

Extensién del dafio por radiaciéon UV

Subtipo

Melanomas con
Melanomas dafno solar

originados en piel acumulado bajo

Melanoma de extension superficial.

Melanoma nodular con danfo solar

acumulado bajo.

con exposicion Melanomas con

solar dafno solar

acumulado alto

Lentigo maligno melanoma.

Melanoma nodular con dafio solar

acumulado alto.

Melanoma desmoplasico.

Melanomas originados en piel protegida
de exposicién solar, o sin asociacion
etioldgica conocida con exposicion a

radiacion UV.

Melanoma Spitz.

Melanoma acral (incluyendo

melanoma nodular en piel acral).

Melanoma de mucosas

Melanoma originado en nevo congénito.

Melanoma originado en nevo azul.

Melanoma uveal.

El melanoma muestra diferencias en cuanto a su incidencia, mortalidad, perfil

genético, y sitio de la lesion, dependiendo de diferentes factores como la etnia o el

pais de residencia. Esta neoplasia muestra una mayor incidencia en paises con

poblacién caucasica, siendo el subtipo histolégico méas frecuente el Melanoma de

extension superficial. Por el otro lado presenta una menor incidencia en el sureste

asiatico, poblacion afroamericana e hispanos;

predominando en ellos los

melanomas no asociados a exposicion solar, siendo el subtipo mas comun el

Melanoma acral. (4).

México no es la excepcién a lo anterior, puesto que segun estudios locales

representa el subtipo mas comun en nuestra poblacion. (5).
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Melanoma acral.

El melanoma acral se define como aquel melanoma que ocurre en la piel acral
glabra (desprovista de vello), tal como la piel de las palmas, plantas y aparato

ungueal.

En esta variedad histolégica no se conoce relacion etiologica con la exposicion a
radiacion UV, puesto que estas lesiones no suelen mostrar dafio solar en su
trasfondo; existe evidencia de que podria estar relacionado a traumas cronicos, sin
embargo, esto no ha sido esclarecido con certeza. Se considera una neoplasia

gendmicamente inestable.

En la clinica, estas lesiones se caracterizan por ser grandes parches, asimétricos
y con pigmentacion oscura, localizados en sitios acrales, los cuales suelen tener
una evolucion a lo largo de meses o afios, esto correspondiendo a la variedad
lentiginosa; por otro lado, puede presentarse como un noédulo grande, sin
presentar parche pigmentado periférico, correspondiente a la variedad nodular.
Finalmente, la presentacion subungueal suele presentarse como melanoniquia
longitudinal (3,6,7).

En cuanto a los hallazgos histopatoldgicos, el subtipo mas comiun de melanoma
acral es la forma lentiginosa, seguido de la forma nodular y de extensién
superficial. El primero consiste en una proliferacion de melanocitos malignos a lo
largo de la porcion basal de la epidermis (fase de crecimiento radial), los cuales a
lo largo del tiempo presentan un crecimiento invasivo y tumorogénico (fase de
crecimiento vertical) (Figura 1). La forma nodular es similar a la fase vertical de
crecimiento de la forma lentiginosa, sin embargo, suele carecer de un marcado
incremento en el nimero de melanocitos perilesional (Figura 2). La forma de
extension superficial es similar a la encontrada en otros sitios, y esta caracterizada
por una proliferacion dérmica de melanocitos malignos con caracteristicas

similares a su componente epidérmico in situ (Figura 3) (3).
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Figura 1. Melanoma acral subt|po acral Ient|g|noso muestra una prol|feraC|on de
melanocitos malignos a lo largo de la capa basal epidérmica.

Flgura2 Melanoma acral subtlpo nodular muestra una gran prollferacmn tumoral
predominantemente dérmica, mayor al componente epidérmico, con minimo
involucro perilesional.
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Figura 3. Melanoma acral, subtipo extension superficial, muestra un componente
dérmico invasor con apariencia citologica parecida al componente intraepidérmico
el cual presente una distribucion pagetoide.

Proteina de Muerte Celular Programada 1/ Ligando de Muerte Celular Programada
1 (Via PD-1/PD-L1).

PD-L1 es una proteina transmembrana de tipo 1, la cual es codificada por el gen
PDCDL1 en el cromosoma 9 la cual presenta un dominio extracelular, un dominio
transmembrana y una pequefia porcion citoplasmica. Su expresion puede ser
constituida, como en los linfocitos en reposo, cornea, placenta, entre otros, en
donde juega un papel en la regulacion de la respuesta proinflamatoria; o por otra
parte puede ser inducida, siendo sobre expresado en diversas neoplasias a través
de diferentes mecanismos (8).

La funcion de esta proteina depende de su unién al receptor transmembrana PD-
1, codificado por el gen PDCD1, el cual es expresado de manera normal en
linfocitos y células mieloides. La union de ambos resulta en una accioén co-

inhibitoria que regula la actividad de células T (9).
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De manera fisiologica esta interaccion PD-1/PD-1 juega un rol importante en el
desarrollo de la tolerancia inmune y agotamiento inmunoldgico; evitando asi la

destruccion de tejidos en una respuesta inflamatoria o la autoinmunidad.

En la oncogénesis, PD-L1 es clave en la atenuacion de la respuesta inmune del
huésped hacia las células neoplésicas. Bajo este concepto la via PD-1/PD-L1 es la
responsable de la evasidon de las células malignas a la respuesta inmune
(Figura.4). (10).

I Célula neoplasica

PD-L1/PD-L2 '

Disminuye activacion.

Disminuye proliferacion.

Disminuye secrecion citocinas.
Disminuye supervivencia de células T

Figura 4. La via PD-1/PD-L1 inhibe la activacion, proliferacion, supervivencia y
secrecion citotoxica de las células T dentro de la neoplasia.

PD-L1 en distintas neoplasias.

Diversos tipos de cancer han desarrollado mecanismos que les permiten expresar
altos niveles de PD-L1 en la superficie de células neoplasicas, lo que les permite
unirse a su receptor en células T activadas, desencadenando la via de
sefalizacion PD-L1/PD-1, logrando inactivarlas y llevandolas a un agotamiento
clonal. De esta manera las células neoplasicas logran escapar a la respuesta

inmune, lo que les permite proliferar sin cesar (9,11).

El bloqueo de esta via (PD-1/PDL1) con inmunoterapia ha ganado aceptacion

como estrategia terapéutica, en diversas neoplasias.
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La expresion de PD-L1 ha sido demostrada por inmunohistoquimica en diversas
neoplasias, tanto en las células tumorales, asi como en las células inmunes
infiltrantes. Entre estas neoplasias se encuentra el carcinoma de pulmén de

células no pequenas, cancer de mama, melanoma, entre otras.

PD-L1, clonas y medicamentos disponibles.

Actualmente existen 5 agentes terapéuticos en el mercado aprobados, los cuales
esta dirigidos al bloqueo de esta via; dos de estos (nivolumab y pembrolizumab)
son anticuerpos dirigidos contra el receptor PD-1, y tres anticuerpos dirigidos al
receptor de PD-L1 (atezolizumab, durvalumab y avelumab). Cada uno de ellos se
une a distintos epitopes en su respectivo blanco, y por tanto cada uno presenta un

distinto patrén inmunogénico (Figura 5) (11).

Para lo anterior se han desarrollado diversos ensayos del biomarcador PD-L1 que
encajan en estos cinco puntos de control inmune; desarrollados por distintas
compainiias, se ejecutan en diferentes plataformas de andlisis, y que requieren su

propio estudio de validacion con diferentes métodos de puntuacion. (11,12).

Existen diferentes ensayos de inmunohistoquimica disponibles para la valoracion
de PD-L1, que sirven para identificar aguellos pacientes que se beneficiarian
mayormente de inhibidores de esta via. Para cada agente farmacéutico, se utiliza

clonas especificas, plataformas de tincion y métodos distintos de evaluacion (12).

Clona 22C3 (Dako): Prueba diagndstica para tratamiento con pembrolizumab,
utiliza anticuerpo murino monoclonal anti-PD-L1. Se corre en la plataforma Dako
Autostainer Link 48. Se valoran todas las células tumorales viables.

Clona 28-8 (Dako): Prueba diagndstica complementaria para tratamiento con
nivolumba, utiliza anticuerpo de conejo monoclonal. Se corre con la plataforma
Dako Autostainer Link48.

15



Clona SP142 (Ventana): Prueba diagnostica para tratamiento con atezolizumab,

utiliza anticuerpo de conejo monoclonal. Se recomienda la plataforma Ventana
BenchMark Ultra.

Clona 263 (Ventana): Prueba diagndstica para tratamiento de distintos farmacos,

utiliza anticuerpo de conejo monoclonal. Se recomienda la plataforma de Ventana
BenchMark Ultra.

Clona 73-10 (Dako): Prueba diagnostica en ensayos para avelumab, usa la

plataforma de Dako Autostainer Link48.

Célula neoplasica

Pp. L;

Pp. 7y vD,\

a CDO »
- .
CélulaT SR
TCR
.

ot

Célula
presentadora
de antigeno

By K'(;f(?&

%{/"

|

N

107(.0“

Figura 5. Sitios de accion de los bloqueadores de PD-1/ PD-L1 (12).

Tabla 2. Resumen de cada una de las clonas disponibles

Anticuerpo Compainiia | Plataforma Sistema de | Medicamento de
deteccién la compaiiia

22C3 Dako Dako autostainer | Dako Linker Pembrolizumab
Link48

28-8 Dako Dako autostainer | Dako Linker Nivolumab
Link48

73-10 Dako Dako autostainer | Dako Linker Avelumab
Link48

SP142 Ventana Ventana BenchMark | OptiView Atezolizumab

SP263 Ventana Ventana BenchMark | OptiView Durvalumab

16




ANTECEDENTES

PD-L1 en melanoma y sus variedades histologicas.

El melanoma independiente de su variedad histolégica se considera una neoplasia
inmunogénica; uno de los primeros estudios en reconocer la asociacion entre la
expresion de PD-L1, la falta de respuesta del huésped para el control del
crecimiento tumoral y la presencia de linfocitos fue el de Taube et al (13).
Describié como a pesar de que el huésped mostraba una respuesta inmune al
tumor, muchas veces esté fallaba en controlar su crecimiento y progresaba la
enfermedad, ademas describié la relacibn que existia entre este hecho y la

expresion de PD-L1.

En la actualidad el uso de inmunoterapia en melanoma dirigida contra el bloqueo
de la via PD-1/PD-L1 representa la piedra angular de tratamiento en enfermedad
avanzada, sola o en combinacion con otros farmacos, por lo que resulta
importante conocer el estatus de PD-L1 en estos pacientes puesto es un factor

predictivo de respuesta a terapia (14).

En diversas cohortes la positividad para el marcador de PD-L1 en melanoma en
general, ronda aproximadamente entre el 30% y 35%, tal como es el estudio de
Kaunitz y colaboradores, quienes identificaron una variabilidad en la prevalencia
de positividad, asi como en los patrones y niveles de expresion en las diferentes
variedades de melanoma, utilizando la clona 5H1. Hablando en especifico, ellos
encontraron un mayor porcentaje de positividad en los melanomas de extension
superficial (dafio solar acumulado) con un 62%, y la menor proporcion de casos
positivos en melanomas uveales, tan solo con un 10%. Con respecto al melanoma
acral encontraron un 31% de casos positivos, y respecto al resto estos mostraron

menores niveles de expresion del marcador (15).
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PD-L1 y prondstico.

En cuanto al valor prondstico del marcador de PD-L1 es inconsistente y sigue sin
ser claro, existiendo hallazgos contradictorios. Por su parte existe literatura en
donde se ha asociado la expresion de PD-L1 en melanoma metastasico a un peor
prondstico como el estudio de Madore y colaboradores (16), mientras que otros
estudios han encontrado una mayor sobrevida asociado a la positividad del
marcador, de igual manera en enfermedad avanzada, como el estudio de Danilova

y colaboradores (17), o el estudio de Obeid y colaboradores. (18).

PD-L1 valorado con diferentes clonas de inmunohistoquimica en melanoma.

Como mencione de manera detallada anteriormente, existen diversas clonas para
el marcador de inmunohistoquimica para PD-L1, fabricadas por distintas
compafias, disefiadas para diferentes plataformas, con diferentes métodos de
valoracion, etc.; este paradigma de “Un anticuerpo — un farmaco”, ha planteado

numerosas dudas en el personal de salud sobre la intercambiabilidad de estos.

El estudio de Sunshine y colaboradores, comparo diferentes clonas disponibles del
marcador de inmunohistoquimica para PD-L1 (5H1, SP142, SP263, 28-8, 22-C3),
utilizando plataformas y metodologia estandarizada por su laboratorio, sin la
utilizaciéon de los kits comerciales, encontrando un desempefio similar entre todos
los diferentes anticuerpos utilizados, presentando una mayor concordancia las
clonas SP142 y SP263 (19).

PD-L1 en melanoma acral primario.

Existen pocos estudios que se centren en valorar la prevalencia y patrones de
expresion de PD-L1 en melanoma acral primario, uno de ellos es el estudio de
Ren y colaboradores, cuyo objetivo era valorar la relevancia clinica de la
positividad de PD-L1, utilizando la clona 3F2.1, dividiendo los casos en bajos

(62.8%) y altos expresores (37.2%), encontrando Unicamente una asociacion

18



significativa entre la expresion de PD-L1 en linfocitos infiltrando al tumor (TIL), y

una peor sobrevida libre de enfermedad (20).
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JUSTIFICACION

Gran parte de la literatura con la que se cuenta actualmente sobre la expresion de
PD-L1 en melanoma, esta basada primordialmente en pacientes de raza
caucasica, en donde la variedad histolégica mas comun corresponde al Melanoma
con dafio solar acumulado bajo (Melanoma de extension superficial), mientras que
en nuestra poblacién la variedad histolégica predominante es el Melanoma acral.
A su vez la mayor parte de ella esta enfocada a enfermedad avanzada
metastasica puesto que es cuando cobra mayor relevancia valorar el estatus del
PD-L1.

Existe poca literatura que estudie a detalle y compare el perfil de expresion de PD-

L1 utilizando diferentes clonas.

No existen articulos actualmente que estudien la expresion de las diferentes

clonas de inmunohistoquimica para PD-L1 en melanoma acral primario.

Poca literatura correlaciona la expresion de PD-L1 con parametros
clinicopatologicos, encontrando 1 solo articulo, el cual se limito a un solo

anticuerpo anti-PD-L1.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

Describir el perfil de expresion del marcador de inmunohistoquimica de PD-L1 en
casos de melanoma acral primario utilizando las distintas clonas (SP142, SP263,
28-8, 22C3) con las que se cuentan actualmente en el servicio de Anatomia
Patoldégica y Citopatologia del Hospital Universitario de la UANL y realizar una

comparacion entre ellas.

Objetivos secundarios:

e Definir si existe una relacidén entre el patréon de expresion de PD-L1 de las
diferentes clonas, y los distintos pardmetros clinicopatoldgicos (sexo, edad,
medida de Breslow, nivel de Clark, presencia de ulceracion, presencia de
datos de regresion, invasion perineural, invasion angiolinfatica, presencia

de linfocitos infiltrando el tumor, estadio patoldgico).

e Establecer una base de datos con todos los parametros diagnosticos
necesarios en melanoma acral de los casos que se encuentran en el
archivo del servicio, segun las ultimas recomendaciones del College of

American Pathologists.
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HIPOTESIS.

Existe un patron de expresion especifico para el marcador de PD-L1 por
inmunohistoquimica para el melanoma acral utilizado las diferentes clonas
(SP142, SP263, 28-8, 22C3) con las que se cuentan en el servicio de Anatomia
Patoldgica y Citopatologia del Hospital Universitario de la UANL.

Hipotesis nula:

No existe un patron de expresion especifico para el marcador de PD-L1 por
inmunohistoquimica para el melanoma acral utilizado las distintas clonas (SP142,
SP263, 28-8, 22C3) con las que se cuentan en el servicio de Anatomia Patolégica

y Citopatologia del Hospital Universitario de la UANL.
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MATERIAL Y METODOS.

Tipo de estudio:

e Observacional
e Transversal.
e Descriptivo.

e Retrospectivo.

Poblacion de estudio:

Todos los casos diagnosticados como melanoma acral que se encontraran en la
base de datos del servicio de Anatomia Patolégica y Citopatologia del Hospital
Universitario, ya sea con material de pacientes de nuestra institucién o casos que

hayan sido enviados para revision.

A.- Criterios de inclusion: Todos los casos con diagnostico de melanoma acral ya
sean biopsias o resecciones, que se encontraran en el archivo y que contaran con

material disponible y suficiente para realizar los estudios de inmunohistoquimica.
B.- Criterios de exclusiéon: Cualquier variedad de melanoma distinta a melanoma
acral, asi como aquellos casos que no contaran con ningun material para realizar

los estudios de inmunohistoquimica.

C.- Criterios de eliminaciéon: Casos con diagnostico de melanoma acral cuyo

material fuera escaso o inadecuado para realizar estudios especiales adicionales.

El tamafio de la muestra fue a conveniencia del investigador, obteniendo

inicialmente 58 casos (N). Posteriormente y de acuerdo con los criterios de
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inclusion, exclusion y eliminacion se alcanzaron 47 casos (n) que cumplian con los

mismos.

Descripcion de la metodologia del estudio:

Posterior a la aprobacion por parte de la Coordinacion de Control de Calidad en
Investigacion de nuestra institucion, se realizé una busqueda retrospectiva de
casos en el sistema Pathox (TesiUpDate®) del servicio de Anatomia y
Citopatologia del Hospital Universitario José Eleuterio Gonzéles, en un periodo de
tiempo comprendido del afio 2010 al 2021 de casos con diagnostico de melanoma

acral, ya sea en biopsias incisionales, excisionales y amputaciones.

Se realiz6 una base de datos de todos los casos, y posteriormente se procedio a
la busqueda y obtencion del material, tanto de los bloques de tejido fijados en
formalina y embebidos en parafina, asi como de las laminillas tefiidas con

hematoxilina y eosina.

Se valoré la cantidad de tejido disponible en cada caso, y el estado de este, para
excluir aquellos casos con material insuficiente o no apto para estudios adicionales
(defectos de fijacion, defectos de decalcificacién, entre otros), dichos casos fueron

devueltos para su almacenamiento en el archivo.

Se identificaron 47 casos que cumplian con las caracteristicas adecuadas para
incluirse en el estudio, segun los lineamientos antes descritos. Dichos casos
fueron valorados nuevamente para verificar el diagnostico, asi como para
complementar la base de datos con los parametros clinicopatoldgicos faltantes,
segun las recomendaciones actuales del Colegio de Patélogos Americanos

(College of American Pathologist, en idioma original).

Posteriormente se selecciond un area tumoral representativa y viable de cada
caso, para la realizacion automatizada de histoarreglos de tejido a través del
equipo TMA Master Il de 3 mm de diametro. En total se distribuyeron los 47 casos
en 3 histoarreglos, en un orden previamente establecido, usado tejido renal como

guia (Figura6y 7).
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Figura 6. Ejemplo del
resultado  final de la
construccion de uno de los
bloques de parafina.

Figura 7. A)
Corte
histologico
de uno de
los
histoarreglo
S tefidos
con
hematoxilin
a y eosina.
B) Mayor
acercamient
0 a uno de
los casos.

Inmunohisto

guimica.

A La

inmunotinci
on se realiz6 con plataforma y metodologia estandarizada previamente por nuestro
laboratorio. Se utilizo el sistema de tincion de inmunohistoquimica automatizado
Ventana BenchMark XT.
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Se utilizaron los siguientes 4 anticuerpos monoclonales anti-PD-L1 y su dilucion

optimizada:

e Ventana SP142 (Dilucion 1:3).
e Ventana SP263 (Dilucion 1:50)
e Abcam 28-8 (Dilucién 1:150).
e Dako 22C3 (Dilucién 1:300)

Para todos los anticuerpos se utilizé la misma plataforma, y el sistema de
deteccidon OptiView; si bien estos no son los sugeridos por los fabricantes, dichos
anticuerpos se encuentran estandarizados y armonizados para la plataforma con

la que cuenta el servicio.

Interpretacion

Se evaluo la expresion de cada uno de los marcadores anti-PD-L1 solo en células
tumorales, considerando como positivo cualquier expresion (membranosa,

citoplasmica o mixta) mayor o igual al 1%.

En todos los casos se utiliz6 como control externo positivo tejido de amigdala y

placenta.

La interpretacion de la tincion se realizdé por un patélogo experto y se evalué la

intensidad y proporcion para los casos que se consideraron positivos.

La intensidad se gradudé en una escala visual en 1+ (intensidad leve), 2+

(intensidad moderada), 3+ (intensidad fuerte).

Se consideré como proporcién el porcentaje de células tumorales que expresaron

el marcador.

Analisis estadistico:
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La estadistica descriptiva se reporté con medidas de tendencia central, dispersion.
Para variables cuantitativas, los valores normalmente y no normalmente
distribuidos se reportaron en medias y medianas respectivamente. Para variables

cualitativas, las proporciones se reportaron en porcentajes.

Para la hipotesis de trabajo de correlacion de clonas, para valorar diferencia de
proporciones se uso prueba McNemar, considerando significativo un valor de p <
0.05. En caso de observar frecuencias menores a 5 en la tabla de valores
esperados para la hipotesis diferencia de proporciones, se utilizé prueba exacta de

Fisher.

El analisis estadistico fue realizado utilizando el entorno de programacion R
v.4.1.0

RESULTADOS.
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En total se incluyeron en el estudio 47 pacientes con diagnéstico de melanoma

acral primario, cuyas caracteristicas clinicopatolégicas se resumen en la Tabla. 3,

y se describen detalladamente a continuacion.

Tabla 3. Caracteristicas clinicopatoldgicas (continGa en la siguiente pagina).

Variable

Género

Masculino

Femenino

Edad

31-40

41-50

51-60

61-70

>70

Localizacion

Aparato ungueal

Mano (Palma)

Pie (Planta)

Medida de Breslow
Menor o iguala 1 mm
Mayor de 1 mm a2 mm
Mayor de 2 mm a4 mm
Mayor de 4 mm

n, Proporcion 1C95%

19, 0.4 [0.2725,0.5426]
28, 0.6 [0.4574,0.7275]

3,0.06 [0.0133,0.1732]
6,0.13[0.0577,0.2582]
15, 0.32 [0.204,0.4632]
11,0.23 [0.1313,0.3695]
12, 0.26 [0.155,0.4013]

3,0.06 [0.0133,0.1732]
2,0.04 [0.0025,0.147]
42,0.89 [0.7653,0.9558]

5,0.11 [0.0442,0.2347]
9, 0.19 [0.1008,0.326]
12,0.26 [0.155,0.4013]
21, 0.45 [0.3169,0.5906]

Nivel de Clark
|
Il
1
\Y)

\Y

Ulceracién

Presente

Ausente

Invasion angiolinfatica
Presente

Ausente

Invasion perineural
Presente

Ausente

1, 0.02 [-0.0071,0.1196]
10, 0.21 [0.1159,0.3479]
6,0.13 [0.0577,0.2582]

17,0.36 [0.2378,0.5033]

13, 0.28 [0.1711,0.4222]

31, 0.66 [0.5166,0.7792]
16, 0.34 [0.2208,0.4834]

27,0.57 [0.4284,0.701]
20, 0.43 [0.299,0.5716]

35,0.74[0.5987,0.845]
12,0.26[0.155,0.4013]
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Datos Regresion
Presente
Ausente
Microsatélites
Presente
Ausente

Linfocitos Infiltrando el Tumor

Ausentes

Presentes no enérgicos
Presentes enérgicos
pT

la

1b

2a

2b

2,0.04 [0.0025,0.147]
45, 0.96 [0.853,0.9975]

5,0.11 [0.0442,0.2347]
42,0.89 [0.7653,0.9558]

22,0.47 [0.335,0.6095]
19, 0.4 [0.2725,0.5426]
6,0.13 [0.0577,0.2582]

4,0.09 [0.0313,0.2106]
1, 0.02 [-0.0071,0.1196]
5,0.11 [0.0442,0.2347]
5,0.11 [0.0442,0.2347]
5,0.11 [0.0442,0.2347]
6,0.13 [0.0577,0.2582]
1, 0.02 [-0.0071,0.1196]
20, 0.43 [0.299,0.5716]

6,0.13[0.0577,0.2582]
2,0.04 [0.0025,0.147]

7,0.15[0.0717,0.2812]
3,0.06 [0.0133,0.1732]
29, 0.62 [0.4769,0.745]

2,0.04 [0.0025,0.147]

1, 0.02 [-0.0071,0.1196]
1, 0.02 [-0.0071,0.1196]
1, 0.02 [-0.0071,0.1196]
42,0.89 [0.7653,0.9558]

Caracteristicas clinicas:

Del total de pacientes el 40% (19 casos) fueron hombres, y 60% (28 casos)

mujeres.
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20-

Proporcidn

o-

) )
Femenino Masculino
Género

La edad vario desde 32 afios el paciente menor, hasta 86 afios, se dividio en
intervalos para mejor apreciacién, encontrando en el intervalo de edad 31-40 afios
un total de 3 casos (6%), en el intervalo 41-50 afios se encontraron 6 casos (13%),
en el intervalo 51-60 afios, se encontraron 15 casos (32%), en el intervalo de 61-
70 afos se encontraron 11 casos (23%), y en el intervalo de méas de 70 afios, se

encontraron 12 casos (26%). El promedio de edad fue 60.5 afios.

15-

10- III

3140 -50 51 60 61 70 >?{J
EDAD

Proporcién

30



En cuanto a localizacién la mayor parte de las lesiones se localizaron en pies
(plantas) con un 89.3% (42 casos), en aparato ungueal (manos y pies) 6.38% (3

casos), y en manos (palmas) un 4.25% (2 casos).

42
40 -

Proporcién
[y
=

2

Aparato ungueal Mano Pie
Localizacién.espécifica

Caracteristicas histopatologicas:

La medida de Breslow se dividié en 4 grupos para un andlisis mas sencillo, en el
primer grupo con una medida menor o igual a 1 mm con un total de 5 casos (11%),
en el siguiente grupo una medida mayor a 1 mm hasta 2 mm, con un total de 9
casos (19%), en el tercer grupo con una medida mayor a 2 mm hasta 4 mm con un
total de 12 casos (26%), y en el dltimo grupo con una medida mayor a 4 mm,
fueron un total de 21 casos (45%). El promedio de medida de Breslow fue de 5.2

mm.
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20-

19-

10-
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Proporcidn

En cuanto al nivel de Clark, se encontraba en nivel | el 2% (1 caso), en nivel Il el

21% (10 casos), en el nivel Il un 13% (6 casos), en el nivel IV 36% (17 casos), y
en el nivel V 28% (13 casos).
15-

10-
| I
.. N

Il IIII v vV
Clark

Proporcion
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La ulceracion estuvo presente en el 66% (31 casos) y ausente en 34% (16 casos).
La invasion angiolinfatica estuvo presente en el 57% (27 casos) y ausente en 43%
(20 casos). La invasion perineural estuvo presente en el 74% (35 casos), y

ausente en 26% (12 casos).

30-
20-
20-
| I
0- 0-
' ' ' '

| |
Ausente Presente No Si No Si
Ulceracion Invasién.angiolinfatica Invasién.Perineural

2

Proporcién
Proporcién
Proporcién

=

Los datos de regresion unicamente estuvieron presentes en 2 casos (4%) y los

microsatélites en 5 casos (11%).
40
30

- 40-
] 30-
1 | 20-
10- 10-
o o I

No Si Ausente Presente
Microsatelites Regresion

nN
o
Proporcién

Proporcion
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La presencia de linfocitos infiltrando el tumor (TIL"S), estuvieron ausentes en 47%
(22 casos), presentes de manera no enérgica en 40% (19 casos), y presentes de
manera enérgica solo en el 13% (6 casos).

20-

Proporcidn

! ! |
Ausents Presente no enérgico Presents enérgico

En cuanto al estadio patolégico, el parametro evaluable mas constante fue la pT,
puesto que en la mayor parte de los casos no se contaba con un muestreo de
ganglios (pN), o no se tenia documentada alguna metéstasis con estudio
histopatoldgico (pM). En el parametro pT en la se tuvieron 4 casos (9%), en 1b se
tuvo un caso (2%), en 2a fueron 5 casos (11%), en 2b un total de 5 casos (11%),
en 3a resultaron 5 casos (11%), en 3b con 6 casos (13%), en 4a solo un caso

(2%), y por ultimo en 4b con 20 casos (43%).
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Inmunohistoquimica.

La positividad para cada una de las clonas en los casos de melanoma acral fue
variable (Tabla 4), alcanzando una positividad del 15% para la clona SP142, un
21% para la clona SP263, un 26% para la clona 28-8 y un 19% para la clona
22C3.

La clona SP142 resulté positiva en 7 casos (15%), siendo la clona con menor
porcentaje de positividad. La intensidad de positividad fue 1+ en 3 de los casos
positivos; la positividad 2+ fue vista en 2 casos, y una intensidad 3+ en 2 casos

igualmente.

La clona SP263 resulté positiva en 10 casos (21%), con una intensidad 1+ en 4
casos; una positividad 2+ se presento en 5 casos; y solamente un caso presento

una intensidad 3+.

La clona 28-8 resulté positiva en 12 casos (26%), siendo la clona que mostro
mayor proporcion de casos positivos. Presentd una intensidad 1+ en 9 casos;
mostré una intensidad 2+ en 3 casos; y ningun caso mostré una intensidad 3+

cuando fueron comparados contra el tejido control.
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Por dltimo, la clona 22C3 resulté positiva en 10 casos (21%), presentando una

intensidad 1+ en 6 casos; una intensidad 2+ en un total de 4 casos; ningun caso

mostrd una intensidad 3+ cuando se comparo el problema contra el tejido control.

Tabla 4. Frecuencia e intensidad de positividad para las diferentes clonas de PD-

L1.

Variable n, Proporcién IC95% Variable n, Proporcién IC95% Variable n, Proporcién IC95% Variable n, Proporcién IC95%
Positividad | 7,0.15[0.0717,0.2812] | Positividad | 10,0.21[0.1159,0.3479] | Positividad | 12,0.26[0.155,0.4013] | Positividad | 10,0.21[0.1159,0.3479]
Intensidad

n, Proporcién 1C95% n, Proporcién 1C95% n, Proporcion IC95% n, Proporcion IC95%
0 40,0.85[0.7188,0.9283] 0 37,0.79[0.6521,0.8841] 0 35,0.74[0.5987,0.845] 0 37,0.79[0.6521,0.8841]
1+ 3,0.06[0.0133,0.1732] 1+ 4,0.09[0.0313,0.2106] 1+ 9,0.19[0.1008,0.326] 1+ 6,0.1510.0717,0.2812]
2+ 2,0.04[0.0025,0.147] 2+ 5,0.11]0.0442,0.2347] 2+ 3,0.06[0.0133,0.1732] 2+ 4,0.06]0.0133,0.1732]

3+ 2,0.04[0.0025,0.147] 3+ 1,0.02[-0.0071,0.1196] 3+ 0 3+ 0

A continuacion de muestra una serie de casos seleccionados, para ejemplificar

algunas de las situaciones observadas durante la valoracion de cada una de las

clonas en los diferentes casos.

El primer ejemplo corresponde al escenario mas comun en este estudio, el cual

fue la completa negatividad para todas las clonas evaluadas (22C3, 28-8, SP142,
y SP263).
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22C3 : 28-8

SP142 SP263

Ejemplo 1. El caso muestra negatividad para todas las clonas

Algunos casos llegaron a mostrar positividad para una o dos clonas, como en este
segundo ejemplo en donde el componente tumoral epidérmico resultd positivo
Gnicamente para una clona (SP263) y negativo para el resto de los anticuerpos
(22C3, 28-8, SP142). Cabe resaltar que no hubo ningin caso que resultara

positivo para 3 clonas.

Ejemplo 2. El caso result6 positivo para una sola clona.
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Por ultimo, otro escenario comun fue la positividad de las células tumorales para
todas las clonas realizada (22C3, 28-8, SP142, SP263). Tal como en este ultimo

ejemplo.

5 SP142
S

Ejemplo 3. El caso result6 positivo para todas las clonas evaluadas.
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Se realiz6 una comparativa multiple de concordancia diagndstica de las diferentes
clonas de PD-L1, observando un perfil de positividad similar con el coeficiente Phi,
siendo este moderado a bueno entre ellas. Se obtuvo una mayor concordancia

entre las clonas SP263 y SP142, y la menor concordancia entre las clonas 22c3 y
SP263.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas respecto a la
positividad de las clonas, puesto que se uso la prueba de McNemar. Ninguna
prueba es inferior a otra comparativamente. Por lo que en este contexto podrian

considerarse pruebas equivalentes.

Tabla 5. Concordancia de las diferentes clonas anti- PD-L1 respecto a positividad.

SP142 SP263 28.8 22¢3 grado de acuerdo de Phi
SP142 0.6620 p=0.3711 0.582> p=0.1386 0.562P p=0.6831 <0 sin acuerdo
0 - 0.2 insignificante

SP263 0.662° p=0.3711 0.652P p=0.6821 0.413b p=1 021 - 0.4 bajo

041 - 0.6 moderado

28.8 0.58°0 p=0.1386 0.652> p=0.6821 0.582> p=0.1386 061 - 0.8 bueno

0.81 - 1.0 muybueno

22c¢3 0.562° p=0.6831 04120 p=1 0.582P p=0.1386

2 |ndica Coeficiente de Phi.. P Indica prueba de McNemar

Para cumplir con el objetivo secundario del estudio, se realiz6 un analisis
exploratorio con comparaciones multiples evaluando predictores clinicopatol6gicos
(medida de Breslow, nivel de Clark, presencia de ulceracion, presencia de invasion
angiolinfatica, presencia de invasion perineural, presencia de infiltrado linfocitico,
datos de regresion, estadio patolégico pTNM), con relacion a la expresion
(positividad) de las diversas clonas, sin observar diferencias estadisticamente
significativas en este aspecto (Tablas 6,7,8 y 9).
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Tabla 6.- Asociacion entre positividad de clona 22C3 y caracteristicas clinicopatologicas.

Caracteristica clinicopatolégica Valor de P

Sexo 1

Edad 0.2774

Medida Breslow 0.3736

Nivel de Clark 0.2693

Presencia de ulceracion 0.6591

Invasion perineural 0.8636

Invasion angiolinfatica 0.6153

TILs 0.5148

Microsatélites 0.5142

Datos de regresion 0.8298

pT 0.4921

pN 0.2983

pM 0.0535

Tabla 7.- Asociacion entre positividad de clona 28-8 y caracteristicas clinicopatoldgicas.

Caracteristica clinicopatolégica Valor de P
Sexo 0.4366
Edad 0.7623
Medida Breslow 0.0722
Nivel de Clark 0.9556
Presencia de ulceracion 0.4416
Invasion perineural 0.7899
Invasion angiolinfatica 0.4943
TILs 0.9228
Microsatélites 0.3726
Datos de regresion 0.0075
pT 0.0251
pN 0.9463
pM 0.9999
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Tabla 8.- Asociacion entre positividad de clona SP142 y caracteristicas clinicopatologicas

Caracteristica clinicopatolégica Valor de P
Sexo 0.7831
Edad 0.2795
Medida Breslow 0.826
Nivel de Clark 0.6901
Presencia de ulceracion 0.4452
Invasion perineural 0.503
Invasion angiolinfatica 0.2075
TILs 0.2908
Microsatélites 0.7451
Datos de regresion 0.6816
pT 0.6693
pN 0.907
pM 0.1695

Tabla 9.- Asociacion entre positividad de clona SP263 y caracteristicas clinicopatologicas

Caracteristica clinicopatolégica Valor de P
Sexo 0.6145
Edad 0.0044
Medida Breslow 0.0303
Nivel de Clark 0.6901
Presencia de ulceracion 0.6144
Invasion perineural 0.4731
Invasion angiolinfatica 0.3104
TILs 0.4334
Microsatélites 0.9971
Datos de regresion 0.0059
pT 0.0251
pN 0.9135
pM 0.3104
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DISCUSION

El cancer de piel corresponde a una de las neoplasias mas comunes a nivel
mundial, de todas las variedades el melanoma corresponde al tipo histolégico mas

agresivo.

El melanoma presenta mayor prevalencia en poblacion caucasica, siendo el
subtipo histolégico mas comun en ellos el Melanoma de extension superficial el
cual presenta una fuerte asociacion a la exposicion a la radiacién ultravioleta de la
luz solar. En la poblacion mexicana, como sucede con la poblacion asiética o
afroamericana, el melanoma presenta una menor incidencia, siendo la variedad
acral la predominante en ellos, la cual no presenta una relacion etiolégica
conocida. (3,21,22).

En la actualidad, el uso de inmunoterapia con bloqueadores de la via PD-L1
corresponde a una las piedras angulares de tratamiento, sola o en combinacién
con otro medicamento; presentando una mayor utilidad en enfermedad avanzada

0 metastasica. (14, 23).

Diversos estudios han mostrado que la positividad del marcador de
inmunohistoquimica para PD-L1, puede predecir la respuesta a la inmunoterapia
con blogueadores de PD-L1, lo que permite de cierta manera seleccionar a los

pacientes que se beneficiaria de esta terapia con mayor probabilidad (24,25).

En la actualidad se encuentran disponibles diferentes clonas comerciales para
valorar la expresion del marcador PD-L1, las cuales son producidas por diferentes
laboratorios, disefiadas para diferentes plataformas, y las cuales cuentan con
diferentes métodos de puntaje. En nuestro estudio pudimos utilizar 4 clonas con
las que contdbamos en nuestro laboratorio, siendo estas la SP142 y SP263 de
Ventana, la 28-8 de Abcam y la 22C3 de Dako.

Utilizando Unicamente casos de melanoma acral primario (n=47 casos),

encontramos una expresion del marcador de PD-L1 variable entre las diferentes
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clonas, presentando una positividad para la clona SP142 del 15%, para la clona
SP263 del 21%, para la clona 28-8 del 26% y para la cona 22C3 del 19%. De
todas ellas, la que presento menor porcentaje de positividad fue la clona SP142,
ya que es bien sabido que esta presenta mayor afinidad por células inmunes que
por células tumorales. Estos porcentajes de positividad son menores a los
reportados en la literatura, puesto que existen estudios como el de Kaunitz et al
(15), en la que ellos encontraron una positividad para el melanoma en general
independiente de la variedad del 30%, y del melanoma acral en particular del 31%;
ademas cabe resaltar que solo se utilizé una unica clona (5H1), la cual no fue

valorada en nuestro estudio.

Estas diferencias de valores puedes ser explicadas a la ya bien documentada
heterogeneidad de la expresion intratumoral del marcador por inmunohistoquimica
en diversas neoplasias como cancer de pulmén de células no pequefias,
carcinoma de mama, e incluso melanoma (26, 27). Siendo una limitante de
nuestro estudio el uso de histoarreglos en lugar de secciones histolégicas

completas, dejando una limitada cantidad de tejido para valorar.

Encontramos, al realizar un analisis comparativo de la concordancia diagndstica
entre las diferentes clonas, un perfil de positividad muy similar entre ellas con el
coeficiente Phi, siendo este de moderado a bueno. Presentando una mayor
concordancia entre las clonas SP263 y SP142, y una menor concordancia las
clonas SP263 y 22C3. Utilizando la prueba de McNemar se concluy6 que ninguna
clona fue inferior a otra comparativamente, por lo que se podrian considerar
equiparables. Estos hallazgos son similares a los encontrados en el estudio de
Sunshine et al (19), quienes valoraron casos de melanoma sin especificar subtipo
histoldgico, utilizando 5 clonas distintas (5H1, SP142, SP263, 28-8 y 22C3),
encontrando una fuerte correlacion de positividad para todas las clonas, siendo en
su estudio las mas concordantes las clonas SP263 y SP142, y las menos

concordantes las clonas 28-8 y 5H1.

Al buscar comparar la positividad de cada una de las clonas en particular con

relacion a las caracteristicas clinicopatolégicas, incluyendo sexo, edad, medida de

43



Breslow, nivel de Clark, presencia de invasion perinerual, angiolinfatica,
microsatélites, infiltrado inflamatorio intratumoral, datos de regresion y estadio
pTNM, no se encontrd una relacion significativa entre estos. Dichos hallazgos han
sido previamente documentados en la literatura, como en el estudio de Ren et al
(20), quienes valoraron casos de melanoma acral en poblacion asiatica, y que de
manera secundaria buscaron esta asociacion, sin encontrar una relacion
significativa; o de igual manera estudios basados en casos de melanoma sin

especificar subtipo histologico han encontrado hallazgos similares (26).

Entre las limitantes del estudio, podria encontrarse el tamafio de la muestra, ya
que solo fue posible valorar 47 casos; también como mencione anteriormente, otra
limitante podria ser el muestreo, puesto que solo se selecciono un &area
representativa del tumor en cada caso en particular en lugar de secciones

completas del tumor, aunado a la heterogeneidad del marcador.
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CONCLUSIONES

Este es el primer estudio que evalla la expresion de PD-L1 en melanoma acral en
poblacion mexicana, y que ademds utiliza cuatro clonas distintas para su
valoracion (SP142, SP263, 28-8 y 22C3).

Encontramos una expresion variable del marcador de PD-L1 con los diferentes
anticuerpos, mostrando una positividad la clona SP142 del 15%, para la clona
SP263 del 21%, para la clona 28-8 del 26% y para la cona 22C3 del 19%.

Se observéo un perfil de positividad entre clonas similar, encontrando una
concordancia entre ellas de moderada a buena; siendo las clonas SP263 y SP142
las que presentaron mayor tasa de concordancia, y las clonas 22C3 y SP263 las
gue presentaron la menor concordancia. Por lo que en un contexto de laboratorio
podrian considerarse equiparable, no siendo ninguna superior a otra

comparativamente.

No se encontrd asociacion estadisticamente significativa entre la expresion de PD-
L1, valorado con las diferentes clonas, con diferentes parametros

clinicopatologicos.

Si bien sabemos que clinicamente las diferentes clonas de PD-L1 no se
intercambiables, puesto que cada una de ellas cuenta con un farmaco y estudio
clinico asociado, al menos su positividad por inmunohistoquimica en melanoma
acral podria considerarse equivalente. Por lo que futuros estudios son necesarios

para comprobar de manera mas precisa esta correlacion.
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