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Introduccién: El receptor de la melanocortina-1 (MC1R) es un importante determinante del
riesgo de melanoma debido a su funcion en la produccion de melanina en respuesta a la
exposicion solar.

Objetivos: Analizar las caracteristicas fenotipicas e histologicas de los pacientes con melanoma
cutaneo portadores de mutaciones del MC1R asociadas a riesgo de melanoma y la influencia de
la exposicion solar en la aparicion del melanoma.

Material y métodos: Se incluyeron 224 pacientes diagnosticados de melanoma atendidos en el
Servicio de Dermatologia del Hospital General Universitario Gregorio Marafion (septiembre de
2004 -diciembre de 2009). Se realiz6 la secuenciacion gendmica del ADN del MC1R mediante
PCR.

Resultados: El 58% presentaba al menos una de las siguientes variantes de MC1R (V60L, V92 M,
1155T, R160W, D294H, R163Q). Estos pacientes presentaban antecedentes de quemaduras sola-
res (p=0,018), melanomas localizados en areas de exposicion solar intermitente (p=0,019),
con predominio del tipo histologico de extension superficial. Estas asociaciones fueron espe-
cialmente significativas en los portadores de las variantes R160W y D294H. Los portadores de
R160W presentaron ademas melanomas asociados a nevus melanociticos (p=0,028).
Conclusion: Los resultados obtenidos sugieren que puede existir una relacion entre la expresion
de determinadas variantes de MC1R y los habitos de exposicion solar, antecedentes de quema-
dura y tipo de piel del paciente, asi como una mayor frecuencia de melanomas de extension
superficial y melanomas asociados a nevus en portadores de ciertas mutaciones de MC1R.
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Background: The melanocortin-1 receptor (MC1R) is an important risk factor for melanoma due
to its role in the production of melanin in response to sun exposure.

Objectives: To analyze the phenotypic and histologic characteristics of cutaneous melanoma in
patients carrying mutations in MC7R and assess the influence of sun exposure on the occurrence
of melanoma.

Material and methods: A total of 224 patients with a diagnosis of melanoma seen in the Depart-
ment of Dermatology at Hospital General Universitario Gregorio Marandn in Madrid, Spain
between September 2004 and December 2009 were included in the study. The genomic sequence
of MC1R was analyzed by polymerase chain reaction.

Results: At least one of the following MC1R variants was present in 58% of the patients: V60L,
V92 M, 1155T, R160W, D294H, and R163Q. Carriers of those variants had a history of sunburn
(P=.018) and melanomas located on areas with intermittent sun exposure (P=.019), and the
majority had a diagnosis of superficial spreading melanoma. These associations were espe-
cially significant in patients with the R160W and D294H variants. Carriers of R160W also had
melanomas associated with melanocytic nevi (P=.028).

Conclusions: The results of our study suggest that there may be a relationship between the
expression of certain MC1R variants and sun exposure, history of sunburn, and skin type. They
also indicate a higher frequency of superficial spreading melanomas and melanomas associated
with melanocytic nevi in patients carrying certain mutations in MC1R.

© 2011 Elsevier Espafna, S.L. and AEDV. All rights reserved.

El melanoma cutaneo es la neoplasia cuya incidencia y tasa
de mortalidad han aumentado mas rapidamente en los paises
desarrollados en las Gltimas décadas'. En su desarrollo inter-
vienen factores genéticos y ambientales, como la radiacion
ultravioleta, responsable de al menos el 65% del melanoma
cutaneo en poblacion caucasica.

La predisposicion a tener un melanoma cutaneo es mayor
en sujetos de piel clara y dificultad para broncearse (foto-
tipos | y Il de Fitzpatrick). Ademas, la presencia de varios
melanomas en la misma familia (3-15%) sugiere una pre-
disposicion hereditaria. Sin embargo, esta predisposicion
genética es heterogénea*. Existen genes de alta penetran-
cia (CDKN2A, CDK4) cuyas mutaciones se han descrito en
el 30-40% de los casos de melanomas intrafamiliares®. Por
tanto, deben existir otros factores genéticos responsables
de esta predisposicién al melanoma, sobre todo dada la
complejidad de la pigmentacion humana y su consecuente
respuesta frente a la exposicion solar.

El gen receptor de la melanocortina-1 (MC1R) tiene un
papel crucial en la pigmentacion humana. Se localiza en el
segmento cromosomico MC1R 16g24.3 y codifica una pro-
teina G asociada a receptor con 7 dominios transmembrana.
Esta proteina interacciona con la pro-opiomelanocortina y
la adrenocorticotropina, estimulando la transduccion de la
tirosinasa y la sintesis fotoprotectora de eumelanina.

El MC1R se considera un importante determinante del
riesgo de melanoma, tanto esporadico como familiar, por
su importancia en la produccion de melanina en respuesta
a la exposicion solar. Es un gen muy polimorfico, habién-
dose descrito mas de 70 variantes en raza caucasica®.
Varios estudios han demostrado las consecuencias funcio-
nales de algunos de estos cambios respecto a la secuencia

de aminoacidos que constituyen la proteina original (wild
type) ¢, De esta forma, la sustitucion de un solo aminoa-
cido (por ejemplo, valina en lugar de leucina en el puesto 60
de la cadena proteica del MC1R, denominada variante V60L)
puede determinar que un sujeto sea incapaz de sintetizar
eumelanina, por lo que tendra una mayor predisposicion
para quemarse al exponerse a la radiacion ultravioleta y
para desarrollar tumores cutaneos. Algunas variantes del
MC1R como R151C, R160W y D294E se han asociado con el
fenotipo RHC (Red Hair Color), caracterizado por tener piel
clara, pelo rojo, multiples lentigos solares y dificultad para
broncearse.

La mayoria de los estudios sobre la asociacion entre
MC1R y melanoma se han realizado en poblacién caucasica
de Europa y Australia''-"7. Sin embargo, las caracteristicas
fenotipicas de los pacientes con melanomas de los paises
mediterraneos son diferentes a las de los pacientes anglosa-
jones. En un estudio de casos y controles previos realizado
con pacientes residentes en Madrid, ademas de describir
por primera vez algunas variantes del MC1R, pudimos con-
firmar la asociacion entre ciertas variantes (V60L, V92 M,
1155T, R160W, D294H, R163Q) y un riesgo estadisticamente
significativo para desarrollar un melanoma'®.

Ante los resultados obtenidos nos planteamos estudiar las
caracteristicas de los pacientes con melanoma portadores
de mutaciones en MC1R, basandonos en la hipdtesis de que
la exposicion solar intermitente tendria un mayor impacto
en la etiopatogénesis de estos melanomas.

El presente trabajo supone una continuacién del anterior,
cuyos objetivos principales son:

1. Analizar las caracteristicas fenotipicas de los pacientes
con melanoma cutaneo portadores de variantes del MC1R
en nuestro medio.
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2. Observar la posible relacion entre el tipo de exposicion
solar y el desarrollo de melanoma en portadores de muta-
ciones de MC1R.

3. Identificar las asociaciones significativas entre deter-
minadas variantes del MC1R y las caracteristicas
epidemiologicas, clinicas e histolégicas de los pacientes
incluidos en el estudio.

Un total de 224 pacientes diagnosticados de melanoma cuta-
neo primario, atendidos en la consulta de melanoma del
Servicio de Dermatologia del Hospital General Universita-
rio Gregorio Maranon entre el 1 de septiembre de 2004 y el
31 de diciembre de 2009, fueron incluidos en el estudio de
forma voluntaria y tras firmar un consentimiento informado.
El estudio fue aprobado por el Comité Etico del Hospital
General Universitario Gregorio Maranon. Los criterios de
inclusion fueron pacientes de raza caucasica, nacionalidad
espanola, diagnosticados de melanoma primario durante el
periodo de estudio (incidentales) o que acudieron a revision
a la consulta de melanoma durante el periodo de estudio
(prevalentes). Se excluyeron aquellos de raza no caucasica,
nacionalidad extranjera y aquellos pacientes diagnosticados
de melanoma metastasico sin primario conocido.

La secuenciacion genémica del ADN del MC1R se obtuvo a
partir de linfocitos de muestras de sangre periférica obteni-
das de los pacientes (2 tubos de 10 cc con EDTA). La region
codificante del MC1R (16q24.3) fue amplificada mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando dos
pares de iniciadores o primers descritos en una publica-
cion previa'. El analisis secuencial fue realizado mediante
el sistema ABI Prism (Applied Biosystems, Foster city, CA)
utilizando el kit secuenciador BigDye Terminator Cycle y
el secuenciador automatizado de ADN ABI 3700 segln las
instrucciones el fabricante. Todos los resultados obtenidos
fueron confirmados manualmente.

La informacion relativa a estos pacientes se obtuvo
mediante un cuestionario estandarizado completado por un
dermatdlogo en presencia directa del paciente. En este
cuestionario se anotaron las siguientes variables: a) epi-
demioldgicas: edad, sexo, lugar y fecha de nacimiento,
quemaduras solares (referidas por el paciente como ampo-
llas o dolor cutaneo de al menos 48 horas tras la exposicion
solar y/o la presencia de lentigos solares en zonas de
fotoexposicion intermitente en la exploracion fisica), ante-
cedentes personales y familiares de tumores cutaneos o
extracutaneos (considerandose como antecedente familiar
de melanoma la presencia de al menos un melanoma en un
familiar de primer o segundo grado); b) clinicas: fototipo
segun la clasificacion de Fitzpatrick, color de pelo, color
de ojos, nimero de nevus, lentigos solares; y c) relativas
al melanoma: localizacion, fecha de diagnostico, tipo his-
toldgico, indice de Breslow, nivel de Clark, presencia de
ulceracion histologica, presencia de nevus melanocitico aso-
ciado a melanoma.

Respecto a la influencia de la exposicion solar, los pacien-
tes se clasificaron en tres grupos segun la localizacion del
melanoma primario:

1. Localizacion no fotoexpuesta.

2. Localizacion expuesta de forma intermitente.
3. Localizacidon expuesta de forma crénica'®.

En cuanto a los resultados de las mutaciones del MC1R
obtenidas se tuvieron en cuenta solamente aquellas que
previamente habian demostrado una asociacién significa-
tiva con el riesgo de melanoma (V60L, V92 M, 1155T, R160W,
D294H, R163Q)".

El analisis estadistico realizado consistio en un estudio
descriptivo transversal y observacional, mediante la inclu-
sion consecutiva de pacientes durante el periodo de estudio.
Tanto el estudio descriptivo como analitico de las variables
obtenidas fue realizado mediante el programa estadistico
SPSS version 14 (SPSS Inc, Chicago, IL). El test estadistico
utilizado para el analisis univariante de las variables cua-
litativas fue el de Chi-cuadrado de Pearson. El analisis de
variables cualitativas y cuantitativas se realizé con la «t» de
Student, aplicando el test de homogeneidad de varianza o
test de Bonferroni en los casos necesarios.

Aunque nuestro trabajo original sobre la mutaciones de
MC1R en pacientes con melanoma era un estudio casos-
control'®, la dificultad para obtener un grupo control de
tamano similar al del grupo de pacientes con melanoma
nos impidid el calculo de medidas de asociacion tipo riesgo
relativo u odds ratio.

Los posibles factores de confusion derivados del anali-
sis de tantas variables podrian resolverse con un analisis
multivariante. Sin embargo, el tamano muestral y las pro-
porciones encontradas nos impidieron obtener resultados
significativos mediante dicho analisis.

Otra dificultad fue la determinacion del fototipo de
los pacientes, ya que la clasificacion de Fitzpatrick es un
método bastante subjetivo basado en la exploracion fisica
del sujeto y en preguntas del tipo: «;se ha quemado alguna
vez con el sol?, ;se broncea siempre, casi siempre o nunca?»

Las caracteristicas epidemiologicas de los pacientes del
estudio aparecen en la tabla 1. EL 70% de los sujetos eran de
mediana edad (entre 40 y 65 anos). Un 58% presentaba un
fototipo Il. Mas del 60% referia antecedentes de quemadu-
ras solares. Solamente el 11,7% presentaba mas de 50 nevus
melanociticos. Nueve pacientes (4%) habian tenido mas de
un melanoma primario. En 30 casos (13%) referian ante-
cedentes familiares de melanoma. Entre los participantes
habia dos parejas de padres e hijos y dos hermanas. Curio-
samente, las variantes de MC1R obtenidas en estos casos
intrafamiliares no coincidieron, y uno de ellos no presentd
ninguna variante de MC1R.

El tipo histologico predominante fue el melanoma de
extension superficial. En 28 casos (12,5%) el informe his-
topatoldgico describia un nevus melanocitico asociado al
melanoma, aunque en la mayoria de los casos no se especi-
ficaba si eran nevus melanociticos adquiridos o congénitos.

Un 75,5% de los melanomas de nuestra serie se localiza-
ban en zonas de exposicion solar intermitente.
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Caracteristicas epidemiologicas de los pacientes
del estudio

N.° de pacientes 224 (%)
Edad al diagnostico (anos)

< 40 20 (0,9)

40-65 157 (70)

> 65 47 (21)

Media + desviacion tipica 52+£15

Mediana 51

Rango 21-83
Sexo

Masculino 96 (43)

Femenino 127 (57)
Fototipo

I 4 (1,8)

Il 131 (58,5)

]} 88 (39,3)

v 1(0,4)
Numero de nevus melanociticos

<25 130 (58)

25-50 68 (30,4)

50-100 15 (6,7)

> 100 11 (4,9)
Quemaduras solares

Si 137 (61,2)

No 87 (38,8)
Antecedentes familiares de melanoma

Si 30 (13,4)

No 194 (86,6)
Localizacion melanoma

Cabeza 17 (7,6)

Tronco 118 (52,7)

Extremidades 89 (39,7)
Exposicion solar en la localizacion del melanoma

No exposicion solar 37 (16,5)

Exposicion intermitente 169 (75,4)

Exposicion cronica 18 (8)
Tipo histoldgico de melanoma

Extension superficial 179 (79,9)

Nodular 28 (12,5)

Lentigo maligno 12 (5,4)

Lentiginoso acral 5(2,2)
Espesor medio en mm (Breslow)

0 (in situ) 15 (6.7)

<oigual a1 mm 139 (62)

Mayor de 1 mm 70 (31)

Media + desviacion tipica 0,99+1,18

Mediana 0,67
Nevus asociado al melanoma

No 196 (87,5)

Si 28 (12,5)

NUmero de variantes de MC1R asociadas a riesgo
de melanoma aisladas en nuestra serie

N.° Frecuencia (%)
0 94 (42)

1 85 (37,9)

2 39 (17,4)

3 6 (2,7)
Total 224 (100)

Un 73% de los pacientes presento alguna variante del
MC1R, aunque solamente un 58% tenia alguna de las 6 muta-
ciones consideradas como factor de riesgo de melanoma
segun nuestro estudio previo'®. Hasta un 20% tenia dos o
mas de estas mutaciones. El niUmero de variantes del MC1R
asociadas a riesgo significativo de melanoma por paciente
aisladas en nuestra serie se muestra en la tabla 2.

Los resultados obtenidos del analisis entre las caracteris-
ticas fenotipicas e histologicas mas relevantes y la presencia
de variantes del MC1R asociadas a melanoma se muestran en
la tabla 3. Estos resultados confirmaron que la presencia de
estas variantes del MC1R se asocian a piel clara (fototipo Il),
antecedentes de quemaduras solares (p =0,018) y exposicion
solar intermitente en la zona de aparicion del melanoma
(p=0,019). Estas asociaciones fueron especialmente signi-
ficativas en los portadores de las variantes R160W y D294H
(tabla 4). Otro resultado significativo fue la presencia de
melanomas asociados a nevus melanociticos en los porta-
dores de R160W (p=0,028). No se encontraron asociaciones
significativas entre la presencia de mutaciones de MC1R y
factores como el sexo, la edad o el espesor tumoral.

El analisis de estas variables con el nimero de variantes
del MC1R presente en cada paciente tampoco mostro resul-
tados estadisticamente significativos. Sin embargo, todos los
melanomas de los 6 pacientes con 3 variantes de MC1R se
localizaron en zonas de exposicion intermitente. Ademas, el
30% de los melanomas de extension superficial pertenecian a
pacientes portadores de dos o mas variantes de MC1R, frente
al 6% de los melanomas nodulares y el 8% de los melanomas
tipo lentigo maligno.

El presente trabajo supone uno de los mayores estudios
sobre la presencia de variantes de MC1R en pacientes con
melanoma realizado en Espana. Los resultados obtenidos
sugieren que puede existir una relacion entre la expresion
de determinadas variantes de MC1R y los habitos de expo-
sicion solar, antecedentes de quemadura y tipo de piel del
paciente, asi como una mayor frecuencia de melanomas de
extension superficial y melanomas asociados a nevus mela-
nociticos en portadores de ciertas mutaciones de MC1R.
Sin embargo, la ausencia de un grupo control y un tamano
muestral no excesivamente amplio impiden cuantificar estas
asociaciones.

A pesar de los constantes avances respecto a la pre-
disposicion genética y la etiopatogenia del melanoma
cutaneo, esta sigue siendo desconocida. Incluso la clasi-
ficacion clinico-histoldgica clasica del melanoma ha sido
puesta en duda por algunos autores?°. Se han propuesto otras
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Asociacion entre las caracteristicas fenotipicas e histologicas y la presencia de variantes de MC1R asociadas a melanoma

Variable No MC1R asociado MC1R asociado a Significacion
a melanoma (%) melanoma (%) estadistica
Edad al diagnostico (anos) p=0,101
< 40 8 (40) 12 (60)
40-65 75 (47,7) 82 (52,3)
>65 27 (57,4) 20 (42,5)
Media + desviacion tipica 54 + 21 51+18
Sexo p=0,458
Masculino 43 (44,8) 53 (55,2)
Femenino 51 (39,8) 77 (60,2)
Fototipo p=0,081
| 0 (0) 4 (100)
Il 50 (38.2) 81 (61,8)
[} 44 (50) 44 (50)
[\ 0 (0) 1 (100)
Numero de nevus melanociticos p=0,334
<25 58 (44,6) 72 (55,4)
25-50 29 (42,6) 39 (57,4)
50-100 5 (33,3) 10 (66,7)
> 100 2 (18,2) 9 (81,8)
Quemaduras solares p=0,018
Si 49 (35,8) 88 (64,2)
No 45 (51,7) 42 (48,3)
Antecedentes familiares de melanoma p=0,575
Si 14 (46,7) 16 (53,3)
No 80 (41,2) 114 (58,8)
Localizacion melanoma p=0.434
Cabeza 10 (58,8) 7 (41,1)
Tronco 58 (49,1) 60 (50,9)
Extremidades 40 (45) 49 (55)
Exposicion solar en la localizacion del melanoma p=0,019
No exposicion solar 21 (56,8) 16 (43,2)
Exposicion intermitente 62 (36,7) 107 (63,3)
Exposicion cronica 11 (61,1) 7 (38,9)
Tipo histolégico de melanoma p=0,261
Extension superficial 71(39,6) 108 (60,4)
Nodular 12 (42,8) 16 (57,2)
Lentigo maligno 8 (66,7) 4 (33,3)
Lentiginoso acral 3 (60) 2 (40)
Espesor medio en mm (Breslow) p=0,589
0 (in situ) 8 (53,3) 7 (47,7)
<oigual a 1 mm 69 (49,6) 70 (50,4)
Mayor de 1 mm 36 (51,4) 34 (49,6)
Media + desviacion tipica 0,98+1,2 0,96+0,9
Mediana 0,65 0,68
Nevus asociado al melanoma p=0,052
No 87 (44,4) 109 (55,6)
Si 7 (25) 21 (75)

En negrita los resultados estadisticamente significativos.

clasificaciones basadas en su comportamiento bioldgico?'-2?,
y otros trabajos sefialan la importancia de la influencia de la
inmunidad del paciente y la relacion de las células del mela-
noma con el microambiente que le rodea en el desarrollo

de metastasis®. El futuro del tratamiento del melanoma
metastasico parece basarse en el estudio de la interaccion
entre estos factores biomoleculares, tanto del tumor como
de los pacientes. Para ello se deberia establecer una nueva
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Asociacion entre las caracteristicas fenotipicas y las diferentes variantes de MC1R asociadas a melanoma

Variantes de MC1R V60L VI2M

N (% del total)

Fototipo

| 1 0

Il 41 17

|} 24 9

v 1 0
Numero de nevus melanociticos

<25 35 15

25-50 25 7

50-100 3 2

> 100 4 2
Quemaduras solares

Si 43 15

No 24 11
Antecedentes familiares de melanoma

Si 8 1

No 59 25
Exposicion solar en melanoma

No exposicion 11 1

Intermitente 52 24

Cronica 4 1
Nevus asociado al melanoma

No 57 22

Si 10 4

clasificacion del melanoma que tenga en consideracion fac-
tores de predisposicion genética (CDKN2A, MC1R), factores
externos (exposicion solar) y biomoleculares (c-Kit, N-Ras,
BRAF,NRas), junto a los factores histoldgicos clasicos®?2.

Aunque la mayoria de los trabajos sobre predisposicion
genética al melanoma han sido realizados sobre poblacion
caucasica del norte de Europa y Australia, afortunadamente
cada vez son mas los estudios de este tipo realizados en pai-
ses mediterraneos'+1>18.19.2425  No debemos extrapolar los
resultados obtenidos en Suecia o Australia a nuestra pobla-
cion, puesto que el perfil epidemioldgico de los pacientes
anglosajones con melanoma cutaneo no es el mismo que el
de los pacientes espanoles. En el estudio realizado por Sche-
rer et al se comparaban precisamente las diferencias entre
las mutaciones de MC1R aisladas en pacientes espanoles
y alemanes, con una mayor presencia de mutaciones no
asociadas al fenotipo RHC en la poblacion espanola, espe-
cialmente V60L?. En un reciente metaanalisis, Kanetsky
et al observaron como ciertas mutaciones de MC1R otorgan
un mayor riesgo de melanoma en personas con ausencia de
quemaduras solares, facilidad para broncearse, color de piel
y pelo oscuros'. Los resultados obtenidos por estos auto-
res confirman la influencia variable que pueden tener las
distintas mutaciones de MC1R en distintas poblaciones.

En nuestro medio el prototipo de paciente con melanoma
seria un hombre o mujer de 40-65 afos, con dificultad para
broncearse y antecedentes de quemaduras solares, pelo

67 (29,9)26 (11,6) 12(5,3)

1155T R160W D294H T314T Significacion
estadistica
17 (7,5) 19 (8,5) 38(16,9)
D294H (p=0,019)
1 0 2 1
7 13 12 22
4 4 5 15
0 0 0 0
7 10 10 23
2 3 6 9
1 3 1 3
2 1 2 3
R160W (p=0,05)
D294H (p =0,008)
8 14 17 24
4 3 2 14
0 2 5 1
12 15 14 37
1 1 2 3
10 16 16 33
1 0 1 2
R160W (p=0,028)
11 5 15 33
1 12 4 5

castafio o moreno, y segln nuestra experiencia, presentan
pocos nevus melanociticos?’.

El tipo histologico de melanoma también parece con-
dicionado por estos factores, con un mayor nimero de
melanomas de extension superficial entre los portadores
de varias mutaciones del MC1R. Por otro lado, los pacien-
tes con melanomas localizados en zonas no fotoexpuestas
o expuestas de forma cronica (lentigo maligno melanoma)
presentaron variantes de MC1R con menor frecuencia, lo que
apoya el que no todos los melanomas sean secundarios a la
exposicion solar intermitente.

En conclusion, los pacientes con melanoma cutaneo
portadores de ciertas variantes del MC1R presentan unas
caracteristicas fenotipicas (piel clara, dificultad para bron-
cearse, antecedentes de quemaduras solares, pocos o
ninglin nevus melanocitico, melanoma localizado en areas
de exposicion solar intermitente) e histoldgicas (melano-
mas de extension superficial, melanomas asociados a nevus)
distintivas. La presencia de estas variantes, junto a la expo-
sicion solar intermitente, probablemente sean algunos de
los factores fundamentales en la aparicién de melanomas en
nuestro medio. Los resultados obtenidos en nuestro trabajo
deberian ser confirmados mediante estudios casos-control.
Dada la complejidad de este tumor, todas las aportaciones
que nos ayuden a conocer mejor su etiopatogenia tendran
un valor muy importante para la comunidad cientifica y la
poblacion general.
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