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RESUMEN (en espaiiol)

Introduccidn: los melanomas mucosos nasosinusales (MMNS) son neoplasias agresivas que
representan el 5% de los tumores malignos nasosinusales y que se asocian, en general a un
mal pronéstico independientemente del estadio al diagndstico y de la modalidad terapéutica
empleada.

Hipotesis: el conocimiento del perfil de las alteraciones genéticas y moleculares podria ayudar
a identificar a aquellos pacientes que podrian beneficiarse del tratamiento con terapias
dirigidas.

Objetivos: describir los aspectos clinico-patolégicos de nuestra muestra, analizar con
tecnologia de secuenciacion de nueva generacion la existencia de mutaciones accionables y
tratar de establecer una posible correlacién entre la presencia de dichas mutaciones y la
supervivencia.

Material y métodos: se analizaron los datos clinicos de 26 pacientes con diagnostico de
MMNS, tratados en el departamento de otorrinolaringologia del Hospital Universitario Central
de Asturias, entre 1994 y 2022. Se realiz6 el estudio genético en 15 casos, no disponiendo de
muestra suficiente o de calidad en los restantes. Se analizaron 10 de ellos a partir de muestras
en fresco y 5 a partir de muestras parafinadas. Las 10 muestras en fresco se analizaron a
través de un panel de genes y las mutaciones identificadas se confirmaron con secuenciacion
Sanger. En las 5 muestras parafinadas se realizdé una secuenciacion Sanger de los hotspots de
los genes HRAS, NRAS y BRAF. Se realiz6 un analisis MLPA del gen NF1 en las 15 muestras
y una secuenciacion del exoma completo en 11 de ellas. Las 4 restantes no se analizaron
porque la muestra se habia consumido en los analisis previos.

Resultados: la muestra analizada presenté una edad media al diagnéstico de 74 anos, con
una distribucién similar en cuanto a los sexos. La localizacion de las lesiones mas frecuente fue
la fosa nasal y en un 65% de los casos se presenté como enfermedad avanzada, con un 15%
de metastasis ganglionares y menos del 5% de metéstasis a distancia. El 92% de los pacientes
fueron tratados con cirugia como primera modalidad terapéutica, el 63% de ellos mediante
abordaje endoscopico, demostrandose una mejor supervivencia global (SG) frente a abordajes
abiertos (p=0,045). La SG a los 3 afios fue del 32%, con una supervivencia especifica de
enfermedad del 43% y una supervivencia libre de enfermedad del 23%.

El analisis genético identific6 mutaciones en genes implicados en la ruta MAPK en el 47% de
las muestras y en la ruta PI3BK-AKT-mTOR en el 27%, existiendo estas ultimas en comutacion
con elementos de la ruta MAPK en el 75% de los casos. Se identificé una frecuencia de
mutaciones inactivadoras en NF1 del 33%, con un 13% deleciones parciales. No se pudo
demostrar que dichas mutaciones tuviesen un impacto en la supervivencia.

Discusién/Conclusiones: la serie analizada demostré ser representativa de la patologia a
estudio al compararla con series con un mayor numero de pacientes. El abordaje endoscdépico
demostrd, ademas de su beneficio cosmético y en términos de calidad de vida, la no
inferioridad (incluso superioridad en términos de SG) con respecto a abordajes abiertos. Se
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identificé una incidencia de mutaciones en elementos criticos de la ruta MAPK del 47%, con un
perfil mutacional diferenciado del melanoma cutaneo. El 33% de la muestra analizada
albergaba mutaciones inactivadoras en NF1, identificandose en 2 pacientes deleciones
intragénicas inactivadoras previamente no descritas y no identificables mediante las técnicas
de secuenciacion empleadas habitualmente. El 27% de los pacientes presentaban mutaciones
en elementos criticos de la ruta PI3BK-AKT-mTOR, con una alta tasa de comutacion por lo que,
en conjunto, el 53% de los pacientes analizados en nuestra serie, presentaban al menos una
mutacion que los convertia en potenciales candidatos a terapias dirigidas.

RESUMEN (en Inglés)

Introduction: sinonasal mucosal melanoma (SNMM) is and aggressive neoplasm that accounts
for 5% of sinonasal malignancies and is generally associated with a poor prognosis, regardless
of the stage at diagnosis and therapeutic approach.

Hypothesis: understanding the profile of genetic and molecular alterations could help identify
patients who could benefit from targeted therapies.

Objectives: to describe the clinical-pathological aspects of our sample, analyze the existence
of actionable mutations by next-generation sequencing technology and attempt to establish a
potential correlation between these mutations and survival.

Methods: clinical data from 26 patients diagnosed of SNMM and treated in the
otorhinolaryngology department of the Hospital Universitario Central de Asturias, between 1994
and 2022 were analyzed. The genetic study was performed in 15 cases, due to insufficient or
poor-quality samples in the remaining cases. 10 fresh tissue and 5 paraffin-embedded samples
were analyzed. The fresh samples were subject to gen-panel analysis, confirmed by Sanger
sequencing. In the five paraffin-embedded samples, Sanger sequencing targeting HRAS, NRAS
and BRAF hotspots was conducted. MLPA analysis of the NF1 gene was performed on all 15
samples, and whole exome sequencing was performed on 11 of them. The remaining four
samples were not analyzed due to sample depletion from previous analyses.

Results: the analyzed sample had an average age at diagnosis of 74 years, with a similar
distribution between sexes. The most frequent location of the lesions was the nasal cavity, with
65% of cases presenting as advanced disease, 15% with lymph node metastasis and less than
5% with distant metastases. Surgery was the primary therapeutic modality for 92% of patients,
of which 63% underwent endoscopic approaches, showing better overall survival (OS)
compared to open approaches (p=0,045). Three-year OS was 32%, with 43% of disease-
specific survival and 23% of disease-free survival.

Genetic analysis identified mutations in MAPK pathway genes in 47% of samples and in the
PIBK-AKT-mTOR pathway in 27%, the latter co-ocurring with MAPK pathway mutations in 75%
of cases. Inactivating mutations in NF1 were found in 33% of samples, 13% due to partial
deletions. These mutations could not be shown to have an impact on survival.

Discussion/ Conclusions: the analyzed sample was representative of the studied pathology in
comparison with larger series. Endoscopic approaches, besides cosmetic and quality of life
benefits, demonstrated non-inferiority (even superiority in terms of OS) compared to open
approaches. The incidence of mutations in critical elements of the MAPK pathway was 47%,
with a profile that differs from that of the cutaneous melanoma. Inactivating mutations in NF1
were present in 33% of cases, including previously undescribed intragenic inactivating deletions
non detectable by conventional sequencing techniques. In addition, 27% of patients had
mutations in critical elements of the PI3K-AKT-mTOR pathway, often co-ocurring with mutations
in the MAPK pathway. In total, 53% of our patients had at least one mutation that qualified them
as potential candidates for targeted therapies.

SR. PRESIDENTE DE LA COMI$ION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO
EN BIOMEDICINA Y ONCOLOGIA MOLECULAR.
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ABREVIATURAS
En orden alfabético

e ADN: Acido desoxirribonucleico.

e AKT: Proteina quinasa B.

e ARN: Acido ribonucleico.

e ARNm: Acido ribonucleico mensajero.

e AICC: American Joint Committee on Cancer.

e AMPc: Adenosina-monofosfato ciclico.

e ¢NO: Cuello con adenopatias clinicamente positivas.

e cN+: Cuello con adenopatias clinicamente negativas.

e CENS: Cirugia endoscopica nasosinusal.

e CNS: Carcinomas nasosinusales.

e CNV: Variantes de nimero de copias.

e CTLA-4: Antigeno 4 asociado a linfocitos T citotdxicos.

e EAIl: Efectos adversos inmunomediados.

e EEUU: Estados Unidos de América.

e EMA: Agencia europea del medicamento.

e ERK: Quinasas reguladas por sefiales extracelulares (extracelular-signal-
regulated kinases).

e FDA: Food and Drug Administration.

e GAP: Proteina aceleradora de la actividad GTPasa.

e GDP: Guanosina difosfato.

e GTP: Guanosina trifosfato.

e HR: Hazard Ratio.

e |HQ: Inmunohistoquimica.

e |MRT: Radioterapia de intensidad modulada.

e LCR: Tasa de control local (local control rate).

e LOH: Pérdida de heterocigosidad (loss of heterozigosity).

e M: Categoria TNM relativa a las metastasis a distancia.

e MAPK: Proteinas quinasa asociadas a mitégeno (mitogen-associated protein
kinase).

e MAP2K1: MAPK quinasa 1.

e MAP2K2: MAPK quinasa 2.

e MAPK1: Proteina quinasa asociada a mitogeno 1.

e MAPK3: Proteina quinasa asociada a mitogeno 3.

e MC: Melanoma cutaneo.



MLPA: Amplificacién de sondas dependiente de ligandos multiples (multiplex
ligation-dependent probe amplification).

MM: Melanoma mucoso.

MMAR: Melanoma mucoso ano-rectal.

MMCC: Melanoma mucoso de cabeza y cuello.

MMNS: Melanoma mucoso nasosinusal.

mTOR: Diana de la rapamicina en los mamiferos.

MMVV: Melanoma mucoso vulvo-vaginal.

N: Categoria TNM relativa a las metastasis ganglionares regionales.
NCCN: National comprehensive cancer network.

NF1: Neurofibromatosis tipo 1.

NGS: Secuenciacion de nueva generacion.

PAAF: Puncidn-aspiracion con aguja fina.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

PD-1: Proteina relacionada con la muerte celular programada 1.
PET: Tomografia por emisién de positrones.

PI3K: Fosfatidilinositol 3-quinasa.

QRT: Quimio-radioterapia.

QT: Quimioterapia.

RO: Reseccidon microscopicamente negativa para malignidad.
R1: Reseccidn macroscopicamente negativa para malignidad.
R2: Reseccidon macroscopicamente positiva para malignidad.
RM: Resonancia magnética.

RT: Radioterapia.

RT-PCR: PCR con transcripcion inversa.

SEE: Supervivencia especifica de enfermedad.

SG: Supervivencia global.

SLE: Supervivencia libre de enfermedad.

SLP: Supervivencia libre de progresion.

T: Categoria TNM relativa al tumor primario.

TC: Tomografia computarizada.

TCGA: The Cancer Genome Atlas Network.

TIL: Linfocitos infiltrantes tumorales.

UV: Ultravioleta.

VGF: Vaciamiento ganglionar funcional.

VGS: Vaciamiento ganglionar selectivo.

WES: Secuenciacion de exoma completo (whole exome sequencin



1. INTRODUCCION




Introduccion

1.1 ANATOMIA NASOSINUSAL

La cavidad nasal estd compuesta por dos fosas nasales que se extienden
anteroposteriormente, desde la narina hasta la coana, separadas por el septum. Esta
estructura la compone el cartilago cuadrangular anteriormente, y posteriormente el
hueso vémer (inferiormente) y la lamina perpendicular del hueso etmoides
(superiormente). Dicha porcidn del etmoides se continta superiormente con su ldmina
cribosa, conformando la porcién central del techo de la fosa nasal, que constituye el

area olfatoria.

La pared lateral de cada fosa nasal tiene una estructura anatémica compleja pero
de gran importancia clinica, con tres proyecciones bulbosas denominadas cornetes, que
dividen las cavidades nasales en meato inferior, medio y superior, lugares de drenaje de

los senos paranasales.

Los senos paranasales son un conjunto de cavidades neumaticas que rodean la
fosa nasal, configuradas en tres grupos de cavidades pares, distribuidas una a cada lado
de la linea media (senos maxilares, frontales y etmoidales) y una cavidad unica,

generalmente tabicada y localizada en la linea media: el seno esfenoidal.

Por su localizacién anatédmica, los senos paranasales se encuentran en estrecha
relacion con estructuras vitales y neurovasculares, tanto del macizo facial como de la
base del craneo: el seno maxilar se relaciona de forma critica con la drbita y su contenido
superiormente, configurando el suelo de esta. De forma similar, el seno etmoidal
constituye su pared medial y, el seno frontal, su techo; el seno etmoidal contribuye con
el seno frontal para formar el suelo de la fosa craneal anterior; y el seno esfenoidal
conforma la porcién central de la base de crdneo, la pared posterior de la nasofaringe y
lasilla turca, y se encuentra, en funcidn del grado de neumatizacién, en contacto directo
con los nervios olfatorios, el quiasma optico y la hipofisis, asi como las arterias carétidas

internas y el seno cavernoso®?.
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Desde el punto de vista histoldgico, las fosas nasales estan revestidas por epitelio
pseudoestratificado cilindrico ciliado, que se continda en los senos paranasales y la
nasofaringe!, exceptuando el epitelio olfatorio y ciertas areas de metaplasia escamosa

en los cornetes inferior y medio, secundarias al trauma aerodindmico?.

El aporte vascular arterial de la fosa nasal y los senos paranasales procede de tres
arterias principales: la arteria oftdlmica, derivada de la arteria carétida interna, y las
arterias maxilar interna y facial, derivadas de la arteria cardtida externa. Su drenaje
venoso sigue a los vasos arteriales y drena en la vena facial anteriormente, el plexo
pterigomaxilar posteriormente y, superiormente, en las venas oftalmicas superiores y el

seno sagital superior®3.

La inervacién de la fosa nasal y los senos paranasales depende de una compleja
red neural con diferentes funciones: sensitiva, autondmica y olfatoria. La inervacién
sensorial depende de las primeras dos ramas del nervio trigémino (V par craneal), la
rama oftalmica y la rama maxilar. La inervacién auténoma depende de los dos primeros
segmentos toracicos (inervacidn simpatica) y los nucleos salivares superior e inferior
(inervacién parasimpatica), mientras que las fibras del nervio olfatorio (I par craneal)

originadas en las células olfatorias, conforman el epitelio olfatorio’.

El drenaje linfatico de la porcidn anterior de la fosa nasal y el seno maxilar sigue
a los canales vasculares y drena en los ganglios linfaticos submandibulares. La porcion
posterior de la fosa nasal y el resto de senos paranasales presentan un drenaje irregular
a las cadenas ganglionares retrofaringeas o bien directamente a la cadena linfatica
cervical profunda. Adicionalmente existen conexiones a través de los nervios olfatorios

con los espacios subaracnoideo y subdural®.
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1.2 CARCINOMAS NASOSINUSALES

Los carcinomas nasosinusales (CNS) representan menos del 0,2% de todos los
tumores malignos diagnosticados anualmente en el mundo y, aproximadamente, un

3,6% de todos los diagnosticados en el territorio de cabeza y cuello.

Los CNS tienen una incidencia aproximada de 1/100.000 habitantes, son mas
frecuentes en hombres y presentan cierta variabilidad geografica, ostentando Asturias,
la incidencia estandarizada por la edad mas alta del mundo (1,7/100.000) junto con

Tasmania y Guayana Francesa®.

Comprenden una amplia gama de subtipos histoldgicos, siendo el mas frecuente
el carcinoma de células escamosas queratinizante, seguido del adenocarcinoma (el
subtipo mas frecuente en Asturias, en concreto su variante intestinal®, el carcinoma de
células cilindricas (no queratinizante), el carcinoma indiferenciado, el linfoma, el

melanoma y el estesioneuroblastoma®.

El prondstico de los pacientes con CNS es, en general, pobre y no ha cambiado
sustancialmente en las Ultimas 3 décadas, con una supervivencia global (SG) a los 5 afios
del 55%, sin diferencias entre sexos y con minimas diferencias entre los diferentes

subtipos histoldgicos*>.

1.3 MELANOMAS MUCOSOS NASOSINUSALES

Los melanomas mucosos (MM) son un tipo de neoplasia infrecuente originada a
partir de los melanocitos de cualquier membrana mucosa®, mas frecuentemente a partir
de aquellos localizados en la mucosa respiratoria del drea de cabeza y cuello (MMCC), la
mucosa gastrointestinal del drea ano-rectal (MMAR) y la mucosa genitourinaria del area

vulvo-vaginal (MMVV)’.

El melanoma mucoso nasosinusal (MMNS) se desarrolla a partir de la mucosa

respiratoria que recubre la fosa nasal y los senos paranasales.
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1.3.1 EPIDEMIOLOGIA

Con una incidencia estimada en los Estados Unidos de América (EEUU) de 0,05
casos por cada 100.000 habitantes®, el MMNS representa el 4-8% de todos los tumores
malignos de la fosa nasal y senos paranasales®*2, con una marcada predileccién por la

mucosa de la cavidad nasal (81%)*3 frente a otras localizaciones.

El MMNS presenta una distribucién similar entre sexos, con un ratio
hombre:mujer de 1,347 y una edad de debut entre la séptima y la octava década'®?,

en promedio 20 afios més tarde que el melanoma cutdneo (MC)%21,

Coincidiendo con el descenso en la incidencia de la mayoria de CNS, se ha
informado un llamativo incremento en la incidencia del MMNS'92223 en |os paises

occidentales, asi como de los MMCC en general®*.

1.3.2 ETIOPATOGENIA

El MMNS se origina a partir de los melanocitos de origen neuroectodérmico
localizados en membranas mucosas que recubren la fosa nasal y los senos paranasales??,

donde se les presupone una funcién inmunogénica?>2°,

La etiologia y patogenia de los MM sigue siendo desconocida y, hasta la fecha,
no existen factores de riesgo claramente relacionados con su desarrollo. Dada su
localizacidn, inicialmente se atribuyd a dichos melanocitos un papel en el metabolismo
de los hidrocarburos aromaticos, lo que motivd que los factores ambientales fueran
propuestos como posibles agentes causales?’2%. Esto podria explicar el aumento de su
incidencia, en paralelo con el incremento de las tasas de polucién ambiental. Sin

embargo, los resultados de estos estudios no han sido concluyentes?3,
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1.3.3 DIAGNOSTICO

1.3.3.1 MANIFESTACIONES CLINICAS

Las manifestaciones clinicas del MM son en general inespecificas, relacionadas
con el érgano o sistema afecto y, rara vez, se acompafian de sintomas metabdlicos?. Las
manifestaciones clinicas mas frecuentes del MMNS son la obstruccidn nasal y la epistaxis
unilateral, manifestadas de forma conjunta en hasta el 95% de los pacientes. Otras
manifestaciones frecuentes incluyen el dolor facial, la disosmia y el entumecimiento
facial®® mientras que la proptosis, la diplopia y los sintomas neuroldgicos corresponden

generalmente a estadios tumorales avanzados®'.

1.3.3.2 EXPLORACION FiSICA

La necesidad de establecer el diagndstico diferencial con lesiones pigmentadas
benignas y, sobre todo, con metdastasis de otros melanomas primarios?® hace
fundamental que, el examen fisico, se inicie con un examen dermatolégico de cuerpo

entero.

Los MMNS han demostrado manifestar especial predileccion por la fosa nasal
frente a los senos paranasales (20%)*1¢17 y, si bien la localizacién exacta de implantacién
del tumor primario es dificil de precisar en muchos casos'’, la pared lateral de la fosa
nasal y los cornetes inferiores son los emplazamientos mas frecuentemente descritos
(40% de los casos)*. En cuanto a los senos paranasales, el seno maxilar es el mas
frecuentemente afecto, seguido del etmoides y, en menor proporcion, el seno frontal y

el esfenoides’®32,

Macroscépicamente, se presentan como lesiones carnosas, polipoideas y con
una gran variabilidad en cuanto a su pigmentaciéon3%33, con un 30-70% de los casos

descritos como amelanéticos®. En la mayor parte de los casos la afectacién es unilateral
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aungue con frecuencia se pueden apreciar lesiones satélite, incluso a centimetros del

tumor primario y con extensién a través de los planos mucoso y submucoso>34,

1.3.3.3 ESTUDIOS DE IMAGEN

Esta indicada la realizacién de un estudio de imagen transversal de la localizacién
primaria del tumor, previo a la toma de biopsia con el fin de evitar artefactar dicho
estudio. Tanto la tomografia computarizada (TC) (Figura 1) como la resonancia
magnética (RM) son modalidades aceptadas para el estudio inicial del tumor primario®,

criticas en la determinacion de su resecabilidad.

Figura 1

Imagen correspondiente a una TC de un paciente con un MMNS.

Nota. Disponemos tanto de un corte axial (A) como de uno coronal (B) en los que se
aprecia una lesién expansiva en la fosa nasal derecha con destruccion de los cornetes y
de la pared medial del seno maxilar derecho, asi como una ocupacion por material de
densidad partes blandas del seno maxilar derecho y de las celdillas etmoidales

ipsilaterales. Esta imagen corresponde a un paciente de nuestra serie.

Las diferentes secuencias de la RM proporcionan un patrén de informacidon mas
preciso, tanto para la valoracién de tejidos blandos como para la delimitacién de la

extension tumoral en profundidad y la diferenciacion entre tumor y moco, lo que la
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convierte en el método diagndstico de imagen de eleccion para muchos autores'?3>36,
La disponibilidad real de la RM continuda siendo inferior a la de la TC por lo que, en la
practica clinica, ciertos centros la reservan para casos concretos en los que precisan de
una discriminacion tisular mas detallada. No obstante la tendencia en los centros de
tercer nivel se dirige hacia la utilizacién de estas técnicas en combinacidn, con el fin de

optimizar la estadificacidon y la planificacion terapéutica.

La tomografia por emisién de positrones (PET) combinada con TC (PET-TC) o RM
(PET-RM) estd adquiriendo una importancia creciente en la estadificacién inicial de la
patologia maligna de cabeza y cuello, permitiendo valorar tanto la localizacidn primaria
como las posibles metastasis regionales o a distancia. A pesar de que ha sido empleada
ampliamente en investigacion basica en MC, demostrando excelente correlacién con los
estudios anatomopatoldgicos, todavia existe poca evidencia acerca de su aplicacion

clinica en el MMCC1237:38,

1.3.3.4 ANATOMIA PATOLOGICA

El examen histopatoldgico es el gold standard para el diagndstico del MMNS.
Dado que la histologia es superponible a su equivalente cutdaneo*3%39, es obligado el
descartar la posibilidad de que nos encontremos ante una metdstasis mucosa de un
melanoma originado en otra localizacién anatémica, lo cual debe ser valorado por un
patdlogo experto y, generalmente, complementado con estudios de patologia

molecular.

La considerable variabilidad histoldgicas de los MM, como se muestra en la
Figura 2, con frecuencia impone la necesidad de emplear técnicas complementarias al

analisis anatomopatolégico para un diagndstico preciso.
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Figura 2

Imdgenes del andlisis histoldgico de los casos 2, 7, 10y 11 de nuestra serie.
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Nota. Pese a que en todos los casos la tincion empleada ha sido la hematoxilina-eosina

se hace evidente la gran variabilidad histologica observada.

En aquellos pacientes que presentan adenopatias clinicas, diagnosticadas tanto
en la exploracién como en las pruebas de imagen, seria recomendable contar con un
diagndstico anatomopatoldgico de confirmacién. Este se realiza mediante una puncién-
aspiracion con aguja fina (PAAF), recurriendo, de forma excepcional, a la biopsia

escisional.

1.3.3.5 BIOPSIA DE GANGLIO LINFATICO CENTINELA

En el MM en general y en el MMNS en particular, a diferencia de otras
enfermedades malignas, el valor clinico y pronéstico de la identificacidn de un ganglio
linfatico positivo para malignidad es incierto®. Esta ambigliedad asociada a la dificultad
técnica intrinseca para la inyeccion del trazador en la localizacidon del tumor primario y
el coste asociado>® hace que la indicacidn de la biopsia de ganglio linfatico centinela para

el MMNS sea cuestionable?®.
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1.3.3.6 INMUNOHISTOQUIMICA

La tincién inmunohistoquimica (IHQ) es una técnica anatomopatoldgica
complementaria, econdmica y no excesivamente complicada, empleada de forma

general para evaluar la expresion de las proteinas asociadas a los tumores.

Cuando la concentracién de pigmento meldnico es escaso o ausente, el
diagnostico anatomopatoloégico del MMNS se dificulta, haciendo necesarias las técnicas

IHQ, empleando un panel amplio de marcadores34°,

Los marcadores IHQ mas empleados en el MMNS son S-100, HMB-45, Vimentina
y Tirosinasa'®442 y pese a existir referencias en cuanto al valor prondstico de muchos

de ellos, ninguno ha alcanzado dicha aplicabilidad en la practica clinica.

Tanto Ki67 como pERK son marcadores IHQ que han sido estudiados para evaluar
el estado de actividad de diferentes neoformaciones malignas. Ki67 es un marcador
empleado de forma generalizada para la estimacién la tasa de proliferacién y progresion
tumoral®® cuyo valor prondstico en el MMNS ha sido demostrado®44. Las quinasas
reguladas por sefales extracelulares (ERK, procedente de extracelular-signal-regulated
kinases) son proteinas se activan en respuesta a factores de crecimiento y mitégenos
para inducir el crecimiento y diferenciacién celular. pERK es el producto de expresion de
la ruta de las proteinas quinasa asociadas a mitégeno (MAPK) y su sobreexpresion se
asocia a gran numero de neoplasias malignas humanas. Sin embargo en el caso de pERK,
si bien su expresion ha sido descrita en el MMNS* no existen, por el momento, datos

que respalden una implicacidon prondstica.

1.3.3.7 PRESENTACION ONCOLOGICA

La localizacion oculta y poco expresiva, caracteristica de esta enfermedad,

favorece que a su diagndstico se llegue, con frecuencia, en estadios avanzados?®.

10
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Si bien la evolucion de esta enfermedad esta marcada por su tendencia a la
diseminacion hematdgena por encima de la linfatical4, el 60-80% de los pacientes con
MMCC se presentan con la enfermedad confinada en su localizacién primaria®*’. El 10-
30% de estos pacientes se presentan con metastasis ganglionares regionales3248 y el 10-

15% presentan metdstasis a distancia al diagndstico’-°,

1.3.3.8 ESTADIFICACION

La busqueda de un método de estadificacion unitario y generalizado que
permitiese una estimacion prondstica en el MMNS dio como resultado el ensayo de
multiples sistemas. Entre ellos destaca el propuesto por Ballantyne* en 1970, como
extension de la estadificacion de los MC de cabeza y cuello, que se veria modificado en
2004 por Prasad et al.>®, quienes propusieron un sistema de estadificacion basado en el

nivel de invasidon microscdpica de la mucosa.

Sin embargo, actualmente, la clasificacién imperante por haber demostrado
correlacionarse de forma mas estrecha con el prondstico en numerosos estudios®!3 es
la propuesta por la American Joint Committee on Cancer (AJCC)**, empledndose

actualmente la 82 edicion.

Esta estadificacion, dada la agresividad propia de esta enfermedad, no
contempla la existencia de las categorias T1 o T2, es decir las relativas a la enfermedad
localizada. Definirda como T3 a aquellos tumores limitados a la mucosa y a los tejidos
subyacentes, independientemente del grosor o la extension superficial mayor. Reserva
la clasificacion T4 para aquellos casos con enfermedad avanzada, distinguiendo entre
T4a, que corresponde a enfermedad moderadamente avanzada en la que la extensién
de la enfermedad afecta a tejidos profundos incluyendo hueso y cartilago o bien a la piel
suprayacente; y T4b, que corresponde, por tanto, a enfermedad muy avanzada en la que
el tumor afecta al cerebro, duramadre, base de craneo, pares craneales bajos, espacio
masticador, carotideo, prevertebral o bien a estructuras mediastinicas. En lo relativo a
las caracteristicas de las metdstasis ganglionares regionales, la categoria NO

corresponde a la ausencia confirmada de metastasis ganglionares y la categoria N1 a su

11
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presencia; de forma paralela, en lo relativo a la categoria M, la categoria MO
representara la ausencia de metastasis a distancia frente a M1, que representara su

presencia.

1.3.4 ONCOLOGIA MOLECULAR

En todas sus localizaciones (tanto a nivel cutdneo como mucoso), la
transformacidon maligna de los melanocitos se produce como consecuencia de la
acumulacién secuencial de alteraciones genéticas y moleculares. Si bien, las rutas
concretas que conducen al desarrollo de los MM son desconocidas, se conocen ciertas

alteraciones en genes y rutas metabdlicas implicadas!®.

Las rutas de sefalizaciéon estudiadas y que se pormenorizan a continuacion,

guedan representadas de forma esquematica y simplificada en la Figura 3.

1.3.4.1 RUTA DE LAS MAP-QUINASAS

La ruta MAPK es una ruta de sefializacion intracelular implicada en el crecimiento
celular, la supervivencia y la invasidn y, por tanto, promotora de la tumorigénesis. En los

mamiferos, las MAPK se agrupan en tres familias principales®:

e Las quinasas tipo ERK que se relacionan con el receptor de tirosina quinasa, los

receptores asociados a proteinas G, las integrinas, asi como RAS y RAP.

e Las quinasas Jun amino terminal: esta familia se activa en respuesta a factores
de estrés ambiental tales como radiacidn ionizante, calor, estrés oxidativo y
dafios del 4cido desoxirribonucleico (ADN), y juega un papel importante en la

apoptosis e inflamacién.

e Las quinasas activadas por estrés (p38/SAPK): esta familia también reacciona a

estresores ambientales y citoquinas inflamatorias de forma que la activacién de

12
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p38 contribuye a la inflamacién y apoptosis, asi como a la diferenciacién y

regulacién celular.

La ruta MAPK se activa a nivel de la membrana plasmatica mediante la unidn
extracelular de un ligando con un receptor de superficie, que puede ser un receptor

asociado a una proteina G o bien un receptor de tirosina-quinasa®>.

Esto conduce a la activacion de las proteinas tipo RAS®. Todas las proteinas RAS
existen en dos configuraciones: la mayoria se encuentran en un estado inactivo en forma
de RAS-GDP (guanosina difosfato) y una pequeia fraccion en un estado
metabdlicamente activo con conformacién RAS-GTP (guanosina trifosfato). Unicamente
en esta conformacion GTP, las proteinas RAS pueden regular la cascada de proteinas
efectoras que forma la ruta RAS-RAF-MAPK?>’. Esto genera la activacion de RAF que a su

vez fosforila y activa las MAPK quinasa 1 (MAP2K1) y 2 (MAP2K2).

En la vertiente ERK de la ruta, estas quinasas activas a su vez fosforilan y activan la

MAP quinasa 3 (MAPK3 o ERK1) y la MAP quinasa 1 (MAPK1 o ERK2)>°8,

Las proteinas aceleradoras de la actividad GTPasa (GAP) favorecen el paso de GTP a
GDP. La conversién del RAS-GTP en RAS-GDP inactiva a RAS, previniendo la activacion

de la ruta.

1.3.4.2 RUTA PI3K-AKT-mTOR

La cascada de sefializacién PI3K/AKT/mTOR es critica para el crecimiento,
desarrollo, diferenciacién y supervivencia celular y comparte con la ruta de las MAPK la

participacién de los elementos criticos NRAS, KRAS y NF1.
Es considerada una de las rutas metabdlicas mas frecuentemente mutadas en los

carcinomas de cabeza y cuello y todos sus elementos criticos se han identificado

alterados en diferentes tipos de tumores malignos®.

13
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La fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) es una quinasa que actua fosforilando al
intermediario PIP2 en PIP3, siendo este ultimo el que, a través de PDK1 se encarga de
fosforilar a la proteina quinasa B (AKT). Esta proteina, una vez fosforilada y convertida
en pAKT libera a la diana de la rapamicina en los mamiferos (mTOR) de sus reguladores
negativos TSC1y TSC2, e inactiva a pRAS40 que es un regulador negativo de mTOR. Este
complejo TSC1/2 se encuentra a su vez regulado por otras rutas como las de MAPK y

LKB1-AMPK®O,

mTOR es una proteina reguladores la sintesis proteica y la biogénesis de los
ribosomas, promoviendo la tumorigénesis y constituye un punto de convergencia de

multiples sefales de crecimiento y proliferacién celular.

PTEN es el segundo gen supresor de tumores mas frecuentemente mutado en
los carcinomas humanos, con una frecuencia global de mutaciones somaticas en los
carcinomas de cabeza y cuello del 2-3%°*. Este gen actia como regulador negativo de
PI3K defosforilando PIP3 en PIP2, de forma que su pérdida de funcién conduce a la

acumulacién del producto PIP3 que, por tanto, activa la cascada de sefializacion.

14



Introduccion

Figura 3
Ruta de sefializacion de las MAPK y la ruta PI3K-AKT-mTOR.
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Nota. Figura propia.
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1.3.4.3 NEUROFIBROMATOSIS TIPO 1Y GEN NF1

La neurofibromatosis tipo 1 (NF1) es una condicién genética relativamente
comun, con una incidencia de 1 de cada 2.000-5.000 nacidos vivos a nivel mundial®’. Se
trata de un trastorno genético con herencia autosdémica dominante, causado por una
mutacion que ocasiona una pérdida de funcion en el gen neurofibromina 1, localizado
en el brazo largo del cromosoma 17 (179q11.2)%2 y se caracteriza porque,
aproximadamente un tercio de los casos, se desarrollan de novo a través de mutaciones

esporadicas en el gen NF1°8,

Esta enfermedad tiene una penetrancia del 100% pero una expresividad variable,
incluso entre miembros de la misma familia con mutaciones idénticas®® por lo que, en
general, no existe una correlacién entre una alteracidon concreta del gen y un fenotipo
particular, exceptuando 3 situaciones especificas: la delecién completa del gen NF1, que
se asocia a una forma severa de la enfermedad; la delecién de 3 pares de bases en el
exon 17 (c.2970-2972 delAAT), que se asocia a las caracteristicas alteraciones
pigmentarias de NF1 sin neurofibromas cutaneos o de superficie; y la duplicacion del
gen que genera discapacidad intelectual y epilepsia sin otras caracteristicas. Esta
variabilidad tanto interfamiliar como intrafamiliar resalta la influencia de factores tanto
epigenéticos (secuencias codificantes de proteinas, micro acido ribonucleico (ARN),
regiones de ARN no codificantes) como ambientales y hormonales®®®3 en la expresividad

de esta enfermedad.

El gen NF1 es considerado un gen supresor de tumores clasico, precisando la
inactivacion de ambas copias del gen para el desarrollo de tumores. Esto se conoce
como la hipétesis del doble hit o de Knudson: el primer evento es heredado o adquirido
en forma de mutacién germinal, mientras que el segundo procede de un evento
somatico. La pérdida de heterocigosidad debida a reordenamientos somaticos,
deleciones o recombinaciones puede alterar el alelo NF1 nativo, lo que potencialmente
puede afectar a otros genes del cromosoma 17 como son: el gen supresor de tumores

p53 (17p13.2) el factor de crecimiento epidérmico humano tipo 2 (HER2) (17g21.1), la
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topoisomerasa 2 alfa (17g21.1), la sefial transductora y activadora de la transcripcion 3
(STAT3) (17921.2) y el gen del cdncer de mama tipo 1 (BRCA1) (17921.2)%’.

El gen NF1 se transcribe en un ARN mensajero (ARNm) que codifica para la proteina
multidominio neurofibromina, compuesta por 2818 aminoacidos y expresada de forma

ubicua en el organismo°%%3,

Su funcidén supresora de tumores es atribuida a una regién central compuesta
por 360 aminoacidos codificados por los exones 20-27, que presenta una marcada
similitud estructural y de secuencia con las GAP>’, actuando como como regulador
negativo de la ruta MAPK al facilitar la conversién de la forma activa RAS-GTP en la
inactiva RAS-GDP>%°8, Como forma de soporte de esta funcidn critica GTPasa de RAS,
ciertas mutaciones missense de NF1, suprimen selectivamente esta funcién sin afectar
a la estructura de la proteina®®. Las mutaciones inactivadoras en NF1 conducirdn, por
tanto, a la activacién constitutiva de la ruta MAPK, tanto en direccién a ERK como a PI3K-

AKT-mTOR, eventos frecuentes en numerosos tumores malignos®*.

La neurofibromina puede ejercer su funcidon supresora de tumores, de forma

independiente de su funcion GAP®3:

e Como regulador positivo de la enzima adenilato ciclasa actua regulando la
actividad RAS. Los niveles elevados de adenosina-monofosfato ciclico (AMPc)
activan Rap1l que es un antagonista de la via RAS. No obstante la regulacién de
la via MAPK por medio del AMPc varia en funcién de los tejidos y no se ha

demostrado claramente su funcién fuera del sistema nervioso central.
e La disminucidn de sus niveles ha demostrado activar la ruta Rho-ROCK-LIMK2-
Cofilina que conduce a la reorganizacién del citoesqueleto de actina,

promoviendo la movilidad celular, adhesién e invasion.

e Las quinasas de adhesién focal también interaccionan con la neurofibromina

regulando adhesidn, proliferacion, motilidad y supervivencia celular.
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El gen NF1 es uno de los genes mas largos del genoma humano, compuesto por 58
exones distribuidos por un gran locus de 350 kilobases de ADN gendmico, incluyendo 4
exones ensamblados de forma alternante. Se caracteriza por una tasa mutacional en
linea germinal 10 veces superior a la observada para la mayoria de las enfermedades
genéticas, con una muy alta proporcién de casos esporadicos atribuidos a mutaciones

de novo®.

El espectro mutacional de gen NF1 ha sido caracterizado de forma exhaustiva por
multiples autores®?%>® y estd compuesto por un 27% de mutaciones de cambio o
pérdida de sentido (missense/nonsense), 16% de mutaciones de empalme (splicing), un
27% de microdeleciones, 11% microinserciones, un 2% inserciones-deleciones, 13%
deleciones grandes (>20 pares de bases), 2% inserciones grandes (>20 pares de bases) y

un 0,6% de reordenamientos complejos®”’.

Un gran desafio, para los médicos y genetistas que trabajan con este gen, es la
identificacion y caracterizacion exitosa de las mutaciones causales en su paciente. El
problema radica en ciertas caracteristicas del gen, incluyendo su gran tamafio (350.000
pares de bases) y complejidad (58 exones), la ausencia de hotspots o mutaciones
recurrentes y el amplio espectro de mutaciones observadas, lo que obliga a un andlisis
del gen completo para identificar potenciales mutaciones patogénicas®’. De forma
adicional, a las mds de 1.200 mutaciones de la linea germinal diferentes publicadas por
The Human Gene Mutation Database, ha de afadirse la presencia de posibles
pseudogenes, que pueden dificultar mas el diagndstico molecular. En base a ello es
necesario un protocolo multifase que incluya andlisis de ADN gendmico y ARNm
mediante PCR (reaccion en cadena de la polimerasa), PCR con transcripcién inversa (RT-
PCR), secuenciacion directa, MLPA (amplificacion de sondas dependientes de ligandos

multiples), marcaje de microsatélites y FISH (hibridacidn fluorescente in situ)®.

Las mutaciones en los genes de una ruta concreta tienden a exhibir un
comportamiento mutuamente excluyente debido a que, en general, una sola mutacion
es suficiente para alterar una ruta de tal forma que otros dafios en la misma ruta no

confieran una ventaja selectiva. Los tumores esporadicos asociados a mutaciones en
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NF1, por tanto, tenderian a presentar un comportamiento mutuamente excluyente con
mutaciones en la ruta de las MAPK. Sin embargo, se ha demostrado una capacidad de
las mutaciones de NF1 de actuar tanto de forma cooperativa como exclusiva con BRAF

y NRASS”.

1.3.4.4 SUBTIPOS GENOMICOS DE MELANOMA

En el MC, la ruta MAPK se encuentra activada en mas del 90% de los casos por
mutaciones en sus componentes clave: BRAF, NRAS y NF1. Si bien la incidencia de dichas
mutaciones activadoras se ha identificado en menor proporcién en los MM (28%)%,
estas son potenciales candidatas a terapias dirigidas, lo que suscita un gran interés en

entender su papel en la tumorigénesis del MMNS.

El estudio dirigido por Akbani para el TCGA (The Cancer Genome Atlas) en 2015%°
se propuso una clasificacién gendmica para el MC definiendo cuatro subtipos, cada uno
definido por la presencia de mutaciones en uno de sus componentes clave (BRAF, RAS y
NF1), y estableciendo un cuarto subtipo denominado triple-negativo (triple-wildtype)
para definir a aquellos que carecian de mutaciones en dichos genes. Sin embargo, por
el momento, la aplicabilidad clinica de esta clasificacién molecular para el MM en

general, y el MMNS en particular, no estd completamente caracterizada ni aceptada.

1.3.4.4.1 SUBTIPO BRAF MUTADO

Es el subtipo gendmico mas frecuente, en el que se incluyen mas del 50% de los
MC>%®°. Mas del 85% de las mutaciones en BRAF se localizan en el locus V600%° vy la
mayoria tienen capacidad para promover la conformacion activa de BRAF y potenciar la

ruta en direccion a MEK independientemente de RAS®4,
Esta firma mutacional es tipica de los melanomas localizados en areas expuestas

a radiacién ultravioleta (UV), lo que hace que esta incidencia no se traduzca de forma

similar en el MM, donde es proxima al 10%142>29.70.71,
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Las mutaciones de BRAF, en términos generales, se definen como mutuamente
excluyentes con las mutaciones en RAS®*72 y en KIT. Sin embargo, en su estudio, Akbani
et al.%? demostraron que las mutaciones en BRAF no localizadas en hotspots si tienden a

correlacionarse con la presencia de mutaciones accionables en RAS y NF1.

1.3.4.4.2 SUBTIPO RAS MUTADO

El segundo subtipo mas frecuente es el definido por la presencia de mutaciones
activables en los tres miembros principales de la familia RAS (N-, K- y H-RAS), descritos

en un 28% de pacientes con MC®°,

Estas mutaciones en RAS (principalmente NRAS) se han identificado en entre un
10%%>737% y un 20%2%* de los casos de MM, una frecuencia discretamente inferior a la
identificada en MC®. En el MMNS se han descrito con una incidencia algo superior, con

una frecuencia mutacional del 14%%%4>7>77 3| 30%18.

Si bien estas mutaciones tienden a comportarse de forma mutuamente
excluyente con las identificadas en BRAF®®, numerosos estudios en MMNS han negado

esta naturaleza de forma estricta®’®.

1.3.4.4.3 SUBTIPO NF1 MUTADO

Constituye el tercer subtipo molecular mas frecuente de MC, comprendiendo
aproximadamente el 12-18% de todos los melanomas, particularmente aquellos
asociados a dafio solar crénico, pacientes mayores, melanomas con mayor carga

mutacional o aquellos con BRAF y NRAS nativos®®.

Estas mutaciones fueron identificadas en el trabajo de Akbani et al.®® para el
TCGA en un 14% de los MC, cerca del 50% de las cuales implicaban a una pérdida de
funcidny por tanto una activacion de la ruta MAPK. El estudio desarrollado por Cosgarea
et al.”® en MM demostrd una incidencia ligeramente superior de mutaciones en este gen

(18%) de las cuales hasta el 70% demostraron ser inactivadoras.
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1.3.4.4.4 SUBTIPO TRIPLE NEGATIVO

Este subtipo corresponde a aquellos tumores que no manifiestan mutaciones en
BRAF, RAS ni NF1 pero que suelen presentar multiples mutaciones en otras vias de
sefializacién. Este subtipo comprendid el 14% de los MC en el estudio de Akbani et al.°
caracterizados por un patron diferencial de mutaciones con respecto al resto de

subtipos.

Recientemente se ha descrito una mayor incidencia en este grupo de genes de
fusidn, infrecuentes en el melanoma, pero que pueden comportarse como mutaciones

conductoras o driver’®.

1.3.5 TRATAMIENTO

El desarrollo y establecimiento de guias de practica clinica para el manejo del
MM ha sido un verdadero desafio, debido principalmente a lo infrecuente de la
patologia, lo que condiciona que ningun centro posea, de forma independiente, una
cantidad suficiente de pacientes para realizar un ensayo clinico aleatorizado que

proporcione comparaciones de calidad entre las diversas modalidades de tratamiento.

Esto motiva que, las asunciones relativas a su historia natural y su manejo,
provengan de datos retrospectivos, procedentes de series pequenas, acumuladas
durante largos periodos de tiempo y manejadas con regimenes de tratamiento

inconstantes.

1.3.5.1 CIRUGIA

Independientemente del subtipo y la localizacion, el tratamiento que ha

demostrado proporcionar las mejores opciones de supervivencia y curacion a largo plazo

es la cirugia, lo que hace que continue siendo la intervencion terapéutica primaria para

el manejo del MM y MMCC en general®*3%y el MMNS en particular?92°,
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Historicamente, el manejo quirdrgico de estos tumores implicaba
procedimientos radicales, basados en el principio oncoldgico de la reseccion en-blog

para tratar de obtener mdrgenes quirdrgicos microscépicamente sanos (RO).

Desde su concepcion, a mediados del siglo XX, hasta su perfeccionamiento
durante las décadas de 1970y 1980, el abordaje craneofacial se convirtid en el estandar
de cuidado para los tumores con afectacién de la base de craneo anterior con un
impacto demostrado en la supervivencia. Como alternativa, la rinotomia lateral asociada
a maxilectomia medial posibilita el lograr resecciones radicales, especialmente cuando

la pared nasal lateral y el seno maxilar se encuentran afectos®’.

Sin embargo, las particularidades anatdmicas de las fosas nasales (un marco
delimitado por los senos paranasales, la proximidad anatdmica con estructuras vitales y
la tendencia a la invasion de la dérbita asi como la duramadre) imposibilitan el lograr
resecciones en-blog con margenes de seguridad en una gran proporcidn de pacientes,

incluso mediante dichos abordajes®%83,

El desarrollo de las técnicas minimamente invasivas y su popularizacién permitid
demostrar que la cirugia endoscépica nasosinusal (CENS) es un método efectivo para el
tratamiento de los MMNS®* asociada a una menor morbilidad funcional y cosmética.
Asimismo, pese a violar frontalmente el principio de la reseccion en-blog en favor de la
reseccion tipo piecemeal®>#, numerosos autores han demostraron buenos resultados y
no-inferioridad para alcanzar resecciones RO con respecto a los abordajes abiertos®’°,

e incluso en algunas series mejores tasas de supervivencia y control local®*%2,

El manejo adecuado de los ganglios linfaticos regionales continla siendo materia
de debate cuando se analiza el tratamiento del MM. A diferencia del MC, en el que el
estadio de los ganglios linfaticos es un factor prondstico fundamental, su impacto en el
MM es menos aparente. Consecuentemente no existe un estandar de tratamiento

generalmente aceptado#3°,
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Hasta la fecha, no existe evidencia suficiente de que el tratamiento quirurgico
del cuello en el MMCC confiera una ventaja en términos de SG ni supervivencia libre de
enfermedad (SLE) en ningln contexto, ni en cuellos sin evidencia de enfermedad
ganglionar clinica (cNO) ni en aquellos que si la presentan (cN+), por lo que segun las
guias britanicas no se recomienda de rutina3® y la tendencia actual es a un manejo

individualizado.

1.3.5.2 RADIOTERAPIA

Pese a que histéricamente, el MM ha sido considerado un tumor
radiorresistente, la heterogeneidad intratumoral e intertumoral demostrada, ha
conducido a que la radioterapia (RT) haya encontrado su lugar en el algoritmo
terapéutico de estos tumores?®. Sin embargo, en la region nasosinusal, su papel alun es

poco claro.

La RT puede desempefiar 3 papeles diferenciados en el tratamiento del MM: como
tratamiento radical en aquellos pacientes no candidatos a cirugia; como tratamiento
adyuvante para mejorar el control local; y como tratamiento paliativo para el control
sintomatico. Concretamente dentro del algoritmo terapéutico del MMNS la RT juega un

papel similar, pero con particularidades:

e RT radical: se considera que, pese a que puede alcanzar cierto grado de control
local, no es suficiente para controlar la enfermedad en su totalidad®?, sobre todo
teniendo en cuenta su naturaleza sistémica® y en el metaanilisis publicado en
2015 por Li et al.” el tratamiento radical con RT se asocid, de igual manera que

no recibir tratamiento, a un incremento del riesgo de muerte.

e RT adyuvante: en general, la mayor parte de los estudios coinciden en la
indicacion de la RT adyuvante cuando existe enfermedad extracapsular, dos o
mas adenopatias, adenopatias mayores de 3 cm, margenes quirldrgicos positivos
o proximos, enfermedad residual o recurrencia tras tratamiento

quirurgicol?49>98 con dosis y regimenes no consolidados®¥-101,
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Pese a que numerosos estudios han logrado demostrar una mejora significativa
de la tasa de control local (LCR) con la RT adyuvante®® 2, esto no se ha traducido
como se esperaba en mejoras en la SG ni supervivencia especifica de enfermedad

(SEE) de una forma consistentel”,21,103,104

e RT paliativa: existe una completa falta de datos publicados sobre el uso de RT
para tratar recurrencias locales o metdstasis a distancia en el MM. No obstante
es posible recomendar la RT paliativa de forma individualizada como
recomendacion tipo R de rescate, extrapoldandolo de su aplicacién en las mismas

circunstancias en el MC®>.

Las nuevas técnicas de radiacién como la RT de intensidad modulada (IMRT), la
arcoterapia volumétrica de intensidad modulada (VMAT), la tomoterapia y la terapia de
transferencia lineal de energia (LET) con iones carbdn, neutrones y protones, permiten
obtener una isodosis superior y gradientes de dosis nitidos cerca de los volimenes
objetivo, disminuyendo la toxicidad inducida por RT y aumentando la eficiencia

terapéutica®®1%.

En general, para el tratamiento RT en el MMNS, tanto la técnica como los valores
Optimos en cuanto a dosis o a fraccionamiento no han sido adecuadamente definidos y
varian en funcién de los estudios, con resultados equivocos®106107 |3 |MRT estd
considerada el gold standard de RT para el tratamiento de MMNS?%, tanto de forma

adyuvante como radical.

1.3.5.3 TERAPIAS SISTEMICAS

El hecho de que mas del 40% de los pacientes con MMNS desarrollen metastasis
a distancia en su evolucién, implica que la limitacién del tratamiento local para mejorar
la supervivencia no se puede corregir aumentando la intensidad del mismo'%, habiendo
autores que sugieren incluso que el propio traumatismo tumoral secundario a dicho
tratamiento local podria ser responsable de la liberacién a la circulacion de células

tumorales y estar implicado en la enfermedad a distancia'®. Bajo esta premisa, surge la
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necesidad de incorporar una terapia sistémica efectiva para los pacientes con tumores

avanzados y/o incurables.

1.3.5.3.1 TERAPIAS DIRIGIDAS

Dado que, independientemente del estado de los margenes postquirurgicos vy el
tratamiento adyuvante aplicado, la tasa de recurrencia local del MM se encuentra entre
un 50-90% y la SG no varia, la necesidad de una caracterizacion molecular para
identificar las mutaciones driver que constituyan dianas terapéuticas accionables, es

imperiosa para alcanzar mejores resultados®>*2.

La ruta de las MAPK puede ser farmacoldgicamente inhibida con terapias
dirigidas contra BRAF (vemurafenib, dabrafenib y encorafenib) y MEK (trametinib,
binimetinib y cobimetinib), con moléculas aprobadas por la Food and Drug
Administration (FDA) de EEUU. La inhibicion dual mediante la combinacién de
inhibidores de BRAF y MEK ya ha sido aprobada para el tratamiento del MC®9112-114,
Asimismo, ensayos clinicos con tumores con mutaciones en KIT, como los tumores del
estroma gastrointestinal o el MC, han demostrado que los pacientes con mutaciones en
los exones 11 o 13 de este gen presenta mejor respuesta a la terapia dirigida contra el
mismo (imatinib, nilotinib, desatinib o sorafenib), con resultados prometedores en los

ensayos con MM metastdsico.

Los inhibidores de mTOR, pese a haber demostrado resultados prometedores en
el tratamiento de diversos tipos de neoplasias malignas humanas, no tiene un uso

aprobado, por el momento, para el tratamiento del melanoma.

1.3.5.3.2 INMUNOTERAPIA

A pesar de su diferente biologia, los MM se tratan, en lineas generales, de la
misma forma que el MC. Sin embargo, en la mayor parte de los ensayos clinicos
recientes, los pacientes con MM son excluidos de forma sistematica, lo que genera una

necesaria falta de datos y de evidencia®®.
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Los anticuerpos inmunomoduladores que afectan directamente a la funcién de
los linfocitos T han alcanzado resultados prometedores en muchos tipos de tumores
malignos, especialmente en el MC. Su denominacidon como inhibidores del check point
proviene de su accion, bloqueando negativamente dianas implicadas en la inmunidad
celular tipo T, principalmente el antigeno 4 asociado a linfocitos T citotdxicos (CTLA-4) y
la proteina relacionada con la muerte celular programada 1 (PD-1). Existen 3 inhibidores
del check point actualmente aprobados para el tratamiento del MC metastasico, bien
dirigidos contra CTLA-4, el ipilimumab; o bien dirigidos contra PD-1, que son el

nivolumab y el pembrolizumab?®.

Mientras que estudios previos no reflejaban mejoras en la supervivencia de los
pacientes con MMNS con la inmunoterapial?!®, la evidencia creciente defiende un
beneficio independiente de otros tratamientos administrados?#!**> reclamando para la

inmunoterapia un papel mas protagdnico en el algoritmo terapéutico.

1.3.5.3.3 BIOQUIMIOTERAPIA

La combinacién de agentes citotoxicos quimioterapéuticos con agentes
bioldgicos inmunomoduladores (principalmente interferédn o interleucina 2) constituye
la base de la bioquimioterapia. La quimioterapia (QT) puede ser considerada una opcién
de tratamiento para aquellos pacientes en los que la inmunoterapia o la terapia dirigida
no sea una opcion, como en casos de enfermedades autoinmunes, tumores que
carezcan de mutaciones driver o en aquellos casos en los que dichas terapias ya se hayan

agotado3°,

Sin embargo, no existen para el MMNS terapias sistémicas con una eficacia clara,
habiéndose testado numerosas combinaciones de agentes sin lograr demostrar

beneficios en la supervivenciall®-118,
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1.3.6 PRONOSTICO

Los MM son neoplasias agresivas que, fruto de su localizacion particular en la
proximidad de las redes vasculares y linfaticas, tienden a la extensidn regional y a
distancia precoz. Es por ello por lo que se asocian, en general, a un mal prondstico,

independiente del estadio al diagndstico!?®.

El MMNS mantiene el mal prondstico de sus equivalentes en otras localizaciones
de la anatomia corporal, con una SG estimada del 40% a los 5 afios'1321.120.121 Esta baja
supervivencia se ve favorecida, en estos tumores, por el retraso diagndstico asociado a

su escasa visibilidad y la naturaleza asintomatica de sus estadios iniciales.

En cuanto al fracaso terapéutico, la tasa de recurrencia local en MMCC es
ligeramente superior al 50%'7, cercana al 52% en el MMNS, con una tasa de recurrencia
regional del 31%. Cerca del 25% de los pacientes presentan metdstasis a distancia al

diagndsticol” y un 40% las desarrollaran durante el seguimiento®122,
y

Los factores relacionados con el tumor que se han asociado con un peor
pronostico en el MMNS son el estadio clinico y la invasidn linfovascular o perineural,
considerados factores predictores independientes de un deterioro de la SG11.°59%123 E|
aumento del tamafio del tumort?4126 |3 ulceracién?>'?7, la multifocalidad y la ausencia
de pigmentacion melanical®>128129 constituyen otros factores macroscdopicos que se han

asociado de forma independiente con un peor prondstico.

En lo relativo a la localizacién del tumor primario, los MMNS, y dentro de ellos
los originados en los senos paranasales, comprenden los tumores de peor prondstico

dentro de los MM(C(C?4124,130-132
El sexo masculino y la edad avanzada han sido identificados también como
y

factores no modificables de mal prondstico, asociados de forma independiente con una

peor SG6/133.134
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Hipotesis

El MMNS mantiene el mal prondstico que caracteriza tanto a los MM como a los
CNS en general, independientemente de los avances diagndsticos y en las diferentes

modalidades terapéuticas.

La baja incidencia de estos tumores hace el que el conocimiento del que
disponemos con respecto a esta patologia sea de baja calidad, procedentes de estudios
retrospectivos realizados sobre series pequefas. Esto, unido al conocimiento de su
naturaleza diferencial con respecto al MC, hace que hayan sido sistematicamente
excluidos de los ensayos clinicos y, por tanto, no se hayan beneficiado de las terapias
dirigidas que tan importante impacto han tenido en el tratamiento del su equivalente

cutaneo.

Una profundizacion en el conocimiento de los aspectos clinicos y patoldgicos y
su relacidn con la supervivencia, unido al esclarecimiento del perfil de sus alteraciones
genéticas y moleculares permitiria identificar a aquellos pacientes que podrian

beneficiarse del empleo de terapias dirigidas.

29



3. OB]

ETIVOS

30



Objetivos

Describir los aspectos clinico-patolégicos mas relevantes de nuestra muestra de
MMNS.

Identificar la existencia o no de factores de riesgo y prondsticos implicados en la
supervivencia de dichos pacientes.

Estudiar mediante la tecnologia de secuenciacién de nueva generacion (NGS) la
existencia de mutaciones accionables en la muestra de MMNS y, mas
concretamente en las rutas MAPK y mTOR.

Determinar mediante IHQ la posibilidad de predecir el estatus mutacional de la
via en base a la expresion de los efectores de las rutas MAPK y mTOR asi como

su impacto en el prondstico.

Relacionar las alteraciones genéticas identificadas con las variables clinico-
patologicas, especialmente con el prondstico y la supervivencia de los pacientes.
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4.1 PACIENTES Y MUESTRAS

Se incluyeron en este estudio los datos de 26 pacientes con diagnodstico
confirmado de MMNS, tratados en el departamento de Otorrinolaringologia del Hospital

Universitario Central de Asturias (Oviedo, Espaiia) entre 1994 y 2022.

Los criterios de inclusion empleados fueron el diagndstico anatomopatolégico
confirmado de MM primario localizado en la fosa nasal y senos paranasales, excluyendo
todos aquellos pacientes con antecedentes personales de melanomas primarios en
otras localizaciones de la economia corporal, considerando que impediria descartar con

certeza que se tratase de una metdstasis mucosa de un MC.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Investigacién, con el numero

de aprobacién 07/16 para el proyecto CICPF16008HERM.

Todos los pacientes firmaron el consentimiento informado para obtencidn,

analisis y almacenamiento del material bioldgico.

En todos los casos se obtuvieron muestras para estudio anatomopatolégico y
biobanco. Las muestras tumorales fueron recopiladas de los archivos del biobanco del

Hospital Universitario Central de Asturias.

Tras el procesamiento, se comprobd que Unicamente 10 muestras en fresco eran
aptas para el analisis oncolégico-molecular. En 8 casos, también se obtuvieron muestras
de sangre periférica permitiendo un estudio en paralelo del ADN tumoral y germinal. Se
afiadieron, en un segundo tiempo, 5 muestras procedentes de piezas tumorales
incluidas en parafina, en las que la calidad de conservacidn tisular fue suficiente para el

analisis, con el fin de ampliar la muestra y confirmar los hallazgos.
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4.2 DATOS CLINICOS

Los datos clinicos de los 26 casos fueron recogidos de forma retrospectiva de la

historia clinica hospitalaria.

Se incluyeron las variables demograficas relativas a la edad y sexo de los

pacientes, asi como su pais de origen.

En cuanto a los antecedentes, se recogieron los principales antecedentes
personales médico-quirurgicos, asi como los habitos de consumo y/o exposicién laboral

a toxicos.

En lo relativo al diagndstico clinico, se estudiaron tanto el sintoma principal que
motivd la consulta como las principales manifestaciones clinicas referidas por los

pacientes.

En todos los casos se realizé una exploracidn nasofibroscdpica sin sedacion en
consulta con toma de muestra para biopsia. En dicha exploracion se obtuvieron datos
subjetivos de la localizacidn, la lateralidad, la extensidn y la pigmentacidn. El diagndstico
se complementd con una técnica de imagen seccional que fue, en todos los casos de
nuestra muestra, una TC. En determinados casos, en los que se sospeché la afectacién
orbitaria o de la base del craneo, se complementé el diagndstico con una RM. En
aquellos en los que se sospechd la existencia de enfermedad a distancia la prueba

complementaria empleada fue un PET-TC.

En todos los casos se obtuvo un diagndstico anatomopatoldgico de confirmacion

y un analisis IHQ que incluyd los marcadores: Vimentina, S-100, HMB-45 y Melan-A.
Se realizd un seguimiento periddico de todos los pacientes hasta su

fallecimiento. Se perdid el seguimiento de 3 pacientes que decidieron completar el

tratamiento en su lugar de origen. Durante este seguimiento se valord, clasifico y
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cuantificd el fracaso del tratamiento, considerando como tal tanto la persistencia

tumoral como la recidiva, ya fuera a nivel local, regional y/o a distancia.

En el punto final del seguimiento establecido para la realizacion del estudio, los
pacientes fueron clasificados en base de su estado en cuatro categorias: vivo, muerto

por tumor, muerto por otras causas y desconocido.

La supervivencia se valoré en base a tres mediciones: SLE, entendida como el
tiempo desde la intervencidon hasta la recidiva local, regional o a distancia; la SG,
entendida como el tiempo desde la intervencidn al fallecimiento del paciente; y la SEE,
entendida como el tiempo desde la intervencién hasta el fallecimiento, pero Unicamente
en aquellos pacientes fallecidos por la patologia de estudio. Las tres mediciones fueron

calculadas en meses.

4.3 EXTRACCION Y CUANTIFICACION DEL ADN

En 10 casos, el ADN tumoral se extrajo de muestras de tejidos frescos congelados
empleando el Qiagen Tissue Extraction Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Alemania). En 8 de
esos casos, pudo analizarse de forma conjunta con ADN germinal procedente de
muestras de sangre periférica, procesandolo mediante el kit de preparacion de plantillas
de PCR de alta pureza (Roche Diagnostics GmbH, Manheim, Alemania), siguiendo las

guias del proveedor.

En 5 casos adicionales, el ADN tumoral fue extraido de muestras de tejidos
incluidas en parafina, mediante el QIAmp ADN Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Alemania)

empleando el protocolo de deparafinizacion y lisis publicado previamente por Lépez et

al.’,

Todas las muestras de ADN aisladas se cuantificaron por fluorimetria, usando el
kit Qubit ds ADN HS y por espectrofotometria (NanoDrop). Se empleé el indice Q/N
(concentracion Qubit / concentracion NanoDrop) como control de calidad del ADN,

debiendo ser mayor de 0,29.
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4.4 ANALISIS MUTACIONAL

En la Figura 4 se representa de forma grafica y simplificada la metodologia y

proceso del andlisis mutacional.

Material y métodos

Figura 4
Protocolo de andlisis genético.
MMNS
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material
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Nota. Los elementos de la figura marcados con (*) representan que, si bien la
secuenciacion Sanger se empled inicialmente en las muestras parafinadas, también se
utilizé para validar las mutaciones en NF1 encontradas mediante el panel de genes de

NGS.

4.4.1 NGS Y SECUENCIACION DE HOTSPOTS POR PCR

En los 10 casos inicialmente analizados a partir de muestras en fresco se
obtuvieron los datos de secuenciacién, tanto de ADN del tumor como de la linea
germinal correspondiente en 8 casos, y Unicamente del ADN tumoral en los 2 casos

restantes.
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En las muestras procedentes de estos 10 casos (casos 1-10) se realizé analisis
mediante panel de genes, utilizando el SureSelect QXT Target Enrichment Kit for lllumina
Multiplexed Sequencing (Agilent Technologies, Santa Clara CA, EEUU) por el método
descrito previamente por Sanchez-Fernandez et al.’3®. Se seleccionaron los genes que
conformaron el panel en base al criterio de que su mutacion fuese diana directa de un
farmaco aprobado por la FDA o por la Agencia Europea de Medicamentos (EMA), que su
mutacion pudiese ser diana directa o indirecta de un farmaco en investigaciéon en
ensayos clinicos o preclinicos para el tratamiento del cancer y/o que su mutacion
pudiese predecir la sensibilidad o resistencia a farmacos especificos aprobados, bajo

investigacion o en estudios preclinicos para el tratamiento del cancer.

En base a dichos criterios, y tras una exhaustiva revisién de la literatura, se
disefiaron las sondas para cubrir todos los exones de los siguientes 120 genes
relacionados con tumores malignos: AKT1, AKT2, AKT3, ALK, APC, AR, ARAF, ATM, ATR,
AURKA, BAP1, BCL2L1, BCR-ABL1, BCR-JAK2, BRAF, BRCA1, BRCA2, BRD4, CBL, CCND1,
CCNE1, CDK4, CDK6, CDKN1A, CDKN1B, CDKN2A, CDKN2B, CDKN2C, COL1A1-PDGFRB,
CRLF2, CSF1R, CSF3R, CTNNB1, DDR2, DNMT3A, EGFR, EPHA2, ERBB2, ERBB3, ERBB4,
ERCC1, ERS1, ETV4, EWSR1, EZH2, FBW7, FBXW7, FGFR1, FGFR2, FGFR3, FLT3, FOXA1,
FOXL2, FOXP1, GNA11, GNAQ, HGF, HRAS, IDH1, IDH2, IGF1, IGF1R, IGF2, IL10, IL7R,
INPP4B, JAK1, JAK2, JAK3, KIT, KRAS, LRP1B, MAP2K1, MAP2K2, MAP2K4, MCL1, MDM2,
MET, MGMT, MITF, MLL, MPL, MTOR, MYCC, MYCN, MYD88, NF1, NF2, NFKB1, NFKB2,
NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3, NPM1, NRAS, NTRK1, PALB2, PDGFRA, PIK3CA, RET-PTC1,
PIK3R1, PIK3R2, PML-RARA, PTCH1, PTEN, RAC1, RAF1, RB1, RET, RET-PTC1, ROS1,
SH2B3, SMO, SOCS1, STAG2, STK11, TMPRSS2-ERG, TMPRSS2-ETV1, TSC1, TSC2.

Las bibliotecas fueron secuenciadas en un sistema MiSeq (lllumina Inc.) en el
servicio de secuenciacion del Instituto de Medicina Oncoldgica y Molecular de Asturias
(Oviedo, Espaia) en grupos de 16-plex. La cobertura de la secuenciacion fue de entre

212 y 420X.

Todas las mutaciones identificadas mediante esta NGS fueron confirmadas

ulteriormente mediante secuenciacion Sanger.
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En los 5 casos adicionales procedentes de muestras parafinadas (casos 11-15), se

realizd una secuenciacion Sanger de los hotspots de los genes HRAS, NRAS y BRAF. La

amplificacién se desarrollé en un Termociclador Simpliamp VXA24811 en condiciones

estandar y empleando los siguientes primers:

e KRAS exon 2 Forward: TACTGGTGGAGTATTTGATAGTG
CTGTATCAAAGAATGGTCCTG,

e KRAS exon 3  Forward: TGCACTGTAATAATCCAGACTGTG
CTCCTTAATGTCAGCTTATTATATTCA,

e NRAS exon 2 Forward: GATGTGGCTCGCCAATTAAC
CCGACAAGTGAGAGACAGGA,

e NRAS exon 3 Forward: GGCAGAAATGGGCTTGAATA
TCGCCTGTCCTCATGTATTG,

e HRAS exon 2 Forward: TGGCTGAGCAGGGCCCTCCT
CTGCTGGCACCTGGACGGCGGC,

e HRAS exon 3 Forward: AGAGGCTGGCTGTGTGAACT
TGGTGTTGTTGATGGCAAAC,

e BRAF exon 11 Forward: TCCCTCTCAGGCATAAGGTAA
CGAACAGTGAATATTTCCTTTGAT,

e BRAF exon 15 Forward: CTTCATAATGCTTGCTCTGATAGG
GCATCTCAGGGCCAAAAAT,

Reverse:

Reverse:

Reverse:

Reverse:

Reverse:

Reverse:

Reverse:

Reverse:

e NF1exon 2 Forward: TGTGGTTGATGCAGTTTTCC / Reverse: GTGAGGCCGCTTATAACCAA,

e NF1 exon 36 Forward: TCAAAACTGGTCAAATCAATGG
CAAGGTGGCAGCAGGTAGTT,

e NF1 exon 37 Forward: TCCTAGGGCAATCAGTCTTTC
CCTACCGTAAACTCGGGTCA,

e NF1 intron 49 Forward: TGTTCAGCATTTGGTGAGTACC
GTGTTGGCCTGAGAAGGTTG.

Reverse:

Reverse:

Reverse:

Las condiciones de la PCR fueron 5min/95°C + 32 ciclos (30" 95°C /45" 58°C / 1min

72°C) + 7min/72°C + 4°C. Los productos de la PCR fueron purificados mediante la mezcla

Exo-BAP Mix (EURx Ltd, Gdansk, Polonia) de acuerdo con las especificaciones del
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fabricante, y analizadas mediante secuenciacién Sanger empleando el ABI PRISM 3100

y 3730 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City CA).

4.4.2 MLPA

Se realiz6 una MLPA del gen NF1 (inicialmente en las muestras parafinadas, pero
aplicdndose finalmente a toda la muestra en base a los resultados) de la forma recogida

previamente por Garcia-Inclan et al.?¥’,

Se emplearon las mezclas probemix P081-D1 NF1 mix 1 (a la que denominaremos
MLPA NF1-1) y P082-C2 NF1 mix 2 (a la que denominaremos MPLA NF1-2) (MRC-
Holland, Amsterdam, Paises Bajos) que de forma conjunta contiene sondas para los 58
exones de NF1 asi como una sonda upstream (8.000 bases anterior al exdn 1) y otra
downstream (5.000 bases después del exdn 58). Esta mezcla permite la deteccién de

alteraciones en el numero de copias de los exones especificos de NF1.
Los ratios de ADN tumoral frente a ADN normal menores de 0,75 en dos o mas
sondas consecutivas fueron interpretados como deleciones, mientras que los ratios

mayores de 1,25 en 2 o mds sondas consecutivas fueron interpretados como ganancias.

Los locus del gen NF1 analizados en los dos ensayos MLPA empleados se detallan

enla Tabla 1:
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Tabla 1: Resumen de los locus del gen NF1 estudiados en los dos ensayos MLPA.

ENSAYO MLPA 1 (NF1-1)

ENSAYO MLPA 2 (NF1-2)

N.2 | Tamaiio | Gen Nombre N.2 | Tamaio | Gen Nombre

2 136 NF1-D Downstream 18363-L23328 2 138 NF1 EX 01 EX1 18382-L19008

12 | 196 NF1-U Upstream 18368-L23333 15 | 227 NF1 EX 01 EX1 19362-L26201

3 142 NF1 EX 01 EX1 02491-L29974 5 160 NF1 EX 03 EX3 02494-L01925

6 160 NF1 EX 02 EX2 02493-L01924 7 172 NF1 EX 05 EX5 18173-L22738

9 178 NF1 EX 04 EX4 02865-L02617 12 | 205 NF1 EX 08 EX8 02498-L22716

13 | 202 NF1 EX 06 EX6 02497-L03706 42 | 463 NF1 EX 09 EX9 18037-SP0602-1.22403
16 | 220 NF1 EX 07 EX7 18032-L22398 16 | 233 NF1EX 10 EX10 02500-L26202

18 | 232 NF1EX 11 EX11 13221-L26128 19 | 257 NF1EX 12 EX12 03778-L26198

27 | 298 NF1EX 13 EX13 02503-L22647 23 | 292 NF1EX 14 EX14 02504-L26817

29 | 312 NF1 EX 15 EX15 04076-L22649 22 | 281 NF1EX 15 EX15 19364-SP0809-L25738
34 | 353 NF1EX 17 EX17 02507-L22658 26 | 317 NF1EX 16 EX16 18369-SP0646-1.23334
42 | 427 NF1EX 18 EX18 12024-L26426 38 | 427 NF1EX 19 EX19 12025-L23157

20 | 244 NF1EX 21 EX2121185-L29794 28 | 337 NF1 EX 20 EX20 18370-L23335

37 | 382 NF1EX 21 EX2121186-L29799 39 | 436 NF1EX 22 EX22 18036-L22765

32 | 337 NF1EX 23 EX23 21000-L29222 31 | 362 NF1 EX 25 EX25 18174-SP0619-L22739
41 | 418 NF1EX 23 EX23 18408-SP0653-L23405 36 | 409 NF1EX 27 EX27 18170-L26175

22 | 256 NF1EX 24 EX24 18033-SP0601-L29798 3 147 NF1 EX 30 EX30 02512-L01943

21 | 250 NF1EX 26 EX26 03849-L18072 43 | 472 NF1EX 31 EX31 18038-L26174

4 148 NF1EX 28 EX28 18364-L23329 34 | 391 NF1EX 33 EX33 18365-L23330

39 | 400 NF1EX 29 EX29 04072-L03709 6 166 NF1EX 34 EX34 02514-L01945

7 166 NF1EX 32 EX32 02513-L01944 11 | 197 NF1EX 36 EX36 18374-L26502

10 | 184 NF1 EX 35 EX35 18367-L23332 40 | 444 OMG INT 36 IN36 NF1 04069-L03311

45 | 454 OMG INT 36 | Intrén 36 NF1 04075-L03310 13 | 211 NF1 EX 38 EX38 02518-L01949

15 | 214 NF1 EX 37 EX37 02517-L26127 17 | 241 NF1 EX 40 EX40 02520-L26200

19 | 238 NF1 EX 39 EX39 02519-L01950 37 | 419 NF1EX 43 EX43 03854-L23156
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Continuacion de la Tabla 1.

ENSAYO MLPA 1 (NF1-1)

ENSAYO MLPA 2 (NF1-2)

N.2 | Tamaiio | Gen Nombre N.2 | Tamaio | Gen Nombre

24 | 272 NF1EX 41 EX41 02521-L22646 18 | 249 NF1EX 44 EX44 12021-L26199
43 | 436 NF1EX 42 EX42 03853-L29796 41 | 454 NF1 EX 45 EX45 03856-L03307
26 | 289 NF1EX 47 EX47 04071-L01954 20 | 265 NF1 EX 46 EX46 02522-L01953
30 | 319 NF1 EX 49 EX49 02525-L22650 24 | 300 NF1 EX 48 EX48 02524-L22720
33 | 346 NF1 EX 50 EX50 02526-L01957 27 | 328 NF1 EX 51 EX51 13217-L22725
17 | 226 NF1 EX 51 EX51 19363-L25737 4 154 NF1 EX 53 EX53 12018-L12866
36 | 373 NF1 EX 52 EX52 02528-L01959 25 | 307 NF1 EX 54 EX54 18034-L22721
5 154 NF1 EX 57 EX57 05220-L03309 29 | 345 NF1 EX 55 EX55 02529-L01960
14 | 208 NF1 EX 58 EX58 19361-L26126 33 | 382 NF1 EX 56 EX56 18035-L22401
38 | 391 NF1 EX 58 EX58 02530-L01961 10 | 190 NF1INO1 IN112019-L12867

1 130 Ref. 00797-100463 5g31 1 130 Ref. 00797-100463 5g31
8 172 Ref. 09940-L29795 8qg13 8 178 Ref. 11571-L12318 1621
11 | 190 Ref. 09836-L10246 11g24 9 184 Ref. 17862-122121 19913
23 | 264 Ref. 09265-L10877 10921 14 | 220 Ref. 12427-113428 22q12
25 | 279 Ref. 12437-1L13438 14924 21 | 271 Ref. 15957-L26197 6915
28 | 304 Ref. 16436-L18889 18q21 30 | 353 Ref. 06708-L26176 10p11
31 | 328 Ref. 05388-L04785 12p11 32 | 372 Ref. 08893-L23475 14qg24
35 | 364 Ref. 05953-L05397 2p22 35 | 400 Ref. 07808-L23525 3p22
40 | 409 Ref. 08725-L08736 9921 44 | 483 Ref. 06676-L06254 11p15
44 | 445 Ref. 05026-L29797 2932

46 | 463 Ref. 09908-L10321 16p13
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4.4.3 SECUENCIACION DE EXOMA COMPLETO

Se realizd un analisis mediante secuenciacién de exoma completo (WES) de 11
muestras de MMNS, haciendo un analisis pareado de tumor y muestra de sangre

periférica en 8 de ellos.

En los 3 casos en los que no se disponia de muestra de sangre periférica se
empled mucosa sana adyacente, asumiendo que la ausencia de afectacidén permitiria
catalogar, con suficiente grado de seguridad, a las mutaciones encontradas en la

muestra tumoral como somaticas.

4.4.4 INMUNOHISTOQUIMICA.

La IHQ de todas las muestras tisulares fue realizada en una estacién de trabajo
de tincion automatica Dako Autostainer Plus (DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca)
con recuperacion de antigenos mediante EnVision FLEX+Mouse. Los anticuerpos

empleados en la IHQ fueron:

e pERK (MAPK) rabbit anti-phospho-p44/42 clone D13.14.4E, (Cell Signaling

Technology, Cambridge, Reino Unido) a una dilucién 1:500.

e pAKT (mTOR) rabbit Akt-pS473 clone 14-5 (DAKO, Glostrup, Dinamarca) a una
dilucién 1:20.

e Ki67 mouse anti-Ki-67 clone MIB-1 (DAKO, Glostrup, Dinamarca).

Las tinciones de pERK nuclear y/o citoplasmatico y de Ki-67 nuclear fueron evaluadas

por dos investigadores (CR y VBL) y cuantificadas en funcidn del porcentaje de células

tumorales positivas (0-100%).
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4.5 ANALISIS BIOINFORMATICO

Para el analisis bioinformatico se empled el software bioinformatico HD Genome
One (DREAMgenics, Oviedo, Espafia), certificado con el marcaje CE-IVD de la forma

descrita por Sdnchez-Fernandez et al.13°,

Durante el andlisis bioinformatico de los resultados de NGS mediante panel de
genes se filtraron las variantes de secuencia con una frecuencia alélica en la poblacidn
normal menor del 1%, considerandose Unicamente los cambios no sindnimos con un

impacto en la secuencia de la proteina.

Los 8 analisis pareados de tumor/linea germinal dieron resultados inequivocos
sobre el estado somatico de las variantes, y solo se consideraron relevantes aquellos con
una frecuencia alélica mayor del 10% del total de lecturas en la muestra tumoral. En
cuanto a los 2 casos de andlisis Unicamente del tumor, solo se tomaron en consideracion
variantes con mas de 50 lecturas con el fin de evitar artefactos. Esto es debido a que en
los MMNS, a diferencia de otros CNS como los adenocarcinomas de etmoides, la
secuenciacion tiene menos cobertura y aparecen muchos artefactos de secuenciacion.
Dado que el panel estd disefiado para exones, aunque cubra ciertas regiones intrénicas,

Unicamente valoramos las variantes exonicas.

Se utilizé la informacidn relativa a las variantes de nimero de copia (CNV) del
panel de 120 genes secuenciados mediante NGS Unicamente cuando indicaba

deleciones de 0 copias o ganancias de 4 0 mas copias.

Tras la identificacion de las variantes, estas fueron comparadas con bases de
datos poblacionales, funcionales y relacionadas con enfermedades, que se detallan mas
adelante. Esta comparacion permitié conocer su frecuencia alélica en la poblacidn, asi
como establecer relaciones genotipo-fenotipo y predecir la funcién de la variante,

pudiendo asi priorizar las mismas.
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Se eliminaron las variantes silenciosas o sindnimas, manteniendo las mutaciones
sin sentido (missense, nonsense, frameshift, inserciones y deleciones inframe y splicing).
Se eliminaron las variantes con frecuencia alélica poblacional >0,01 en todas las bases

de datos poblacionales evaluadas (dBSNP, EXAC, ESP y 1000 Genomas).

Para el andlisis bioinformatico de los resultados de NGS mediante WES se
filtraron las variantes de secuencia eliminando aquellas que se presentaron con una
frecuencia de lectura inferior al 10% en las muestras tumorales y superior al 1% en las
muestras de sangre/mucosa sana adyacente, considerandose Unicamente los cambios

no sindnimos con un impacto en la secuencia de la proteina.

Se analizaron, inicialmente, las mutaciones identificadas en los exones. Sin
embargo, dado que el splicing se codifica por secuencias adyacentes al exdn, ciertos
intrones fueron valorados. Las mutaciones consistentes en una pérdida de
heterocigosidad (LOH) fueron descartadas, con el objetivo de identificar las mutaciones

somaticas.

Las variantes descritas con una frecuencia superior al 1% en la poblacion sana, y
que traducirian un polimorfismo, fueron descartadas, de la misma forma que aquellas

descritas como benignas, probablemente benignas o intranscendentes.

Por ultimo, aquellas variantes que se identificaron en menos de 5 lecturas en la
muestra tumoral fueron descartadas por la posibilidad de traducir una lectura

insuficiente como para ser representativa.

Se describid tanto el nimero de variantes en cada caso como la distribucion en

funcidn del tipo de variante.

Se consultaron las siguientes bases de datos para la anotacion de variantes:
COSMIC e ICGC para las relacionadas con la enfermedad; Clinvar, para las correlaciones
genotipo-fenotipo; Esembl, CCDS, RefSeq y Pfam para el estudio de las variantes

funcionales; y el score GERP++ para calcular la conservacion del nucleétido afecto.
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Finalmente, en base a la metodologia publicada por Dienstmann et al.!%%, se
seleccionarony priorizaron las variantes que cumplian uno de las siguientes condiciones:
o bien que estuviesen presentes como mutaciones somaticas en las bases de datos
COSMIC, ICGC y/o Clinvar; o bien que tuvieran un impacto probable en la secuencia de

las proteinas codificadas por los genes afectos.

Las variantes se anotaron segun las directrices de la Human Genome Variation
Society version 20.539, autorizada por la Human Genome Variation Society, el Human

Variome Project y la Human Genome Organization.

4.6 ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis bioestadistico se realizd con el apoyo y asesoria de la Unidad de

Consultoria Estadistica de los Servicios Cientifico-Técnicos de la Universidad de Oviedo.

Se realizd un analisis descriptivo proporcionando distribuciones de frecuencias
relativas y absolutas para variables cualitativas, y medidas de posicidn y dispersién para

las cuantitativas.

Las relaciones entre variables cualitativas se analizaron con el test Chi Cuadrado
de Pearson y el test de Fisher, en funcién de que verificase o no la hipotesis sobre

frecuencias esperadas.

Se estimaron tasas de supervivencia a través del estimador Kaplan-Meier. Las
diferencias en SG y SLE entre las diferentes vias se evaluaron mediante el test de Log-

Rank.
Se construyeron, por ultimo, modelos de regresiéon de Cox univariantes y

multivariantes en cada caso para estimar los Hazard Ratio (HR) y sus intervalos de

confianza al 95%.
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El analisis estadistico se efectué mediante el programa R (R Development Core Team),

141

version 3.6.0 y se emplearon las librerias pROC, OptimalCutpoints!*! y survivall#?,

El nivel de significacién empleado en todo el andlisis fue 0,05.
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5.1 MUESTRA COMPLETA

5.1.1 DESCRIPCION MUESTRAL

La muestra la conformaron 26 pacientes con un diagndstico anatomopatoldgico
e IHQ confirmado de MMNS, distribuidos de forma similar en cuanto al sexo (12
hombres (46%) y 14 mujeres (54%)) y con una edad media al diagndstico de 74 afios,
dentro de un rango de edades que abarcaba desde los 49 hasta los 96 afos. En todos los
casos se trataba de individuos de origen europeo y nacionalidad espafiola, excepto en

un caso con origen sudamericano y nacionalidad colombiana.

En el andlisis, tanto en lo relativo a los habitos toxicos como a los antecedentes
ocupacionales, la tasa de datos perdidos fue demasiado alta como para arrojar
resultados interpretables. En el anadlisis de los antecedentes personales médico-
quirdrgicos, se tuvieron en cuenta los antecedentes de melanoma en cualquier

localizacion corporal.

La manifestacidon clinica que mas frecuentemente motivd la asistencia a la
consulta fue la epistaxis, en un 54% de los casos, seguido de la insuficiencia respiratoria
nasal en un 19%. En el resto de los pacientes, el sintoma de debut fue Unico para cada
caso. El analisis pormenorizado de la distribucién muestral en base al motivo de consulta

se detalla en la Tabla 2.
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Tabla 2: Resumen de los principales motivos
de consulta.

N.2 (%)
Epistaxis 14 (54)
Insuficiencia respiratoria nasal 5(19)
Diplopia 1(4)
Lesidn costrosa en fosa nasal 1(4)
Tumoracién columelar 1(4)
Tumoracién en paladar 1(4)
Molestias oculares 1(4)
Decoloracién cutanea malar 1(4)
Desconocido 1(4)

Respecto a la localizacidn, se disponen de 23 casos registrados, con un 11% de
casos perdidos en esta magnitud. La fosa nasal fue el emplazamiento de la patologia el
74% de los casos, seguido de los senos maxilar y etmoides, presentando dos casos una
afectacion conjunta de mas de un seno. El andlisis pormenorizado de la distribucion

muestral por frecuencias en base a la localizacién del tumor primario se detalla en la

Tabla 3.

Tabla 3: Resumen del emplazamiento
del tumor primario.

N.2 (%)
Fosa nasal 17 (74)
Seno maxilar 2 (8)
Etmoides 2(8)
Seno maxilar y etmoides 1(4)
Seno esfenoidal y etmoides 1(4)

Se obtuvieron datos relativos a la pigmentacion subjetiva del tumor primario
Unicamente en 11/26 casos (42%). De estos 11 pacientes, 9 presentaban datos
macroscopicos de pigmentacién descritos como coloracién marronacea, violdcea o
negra. Unicamente 2 pacientes presentaban lesiones descritas como amelanéticas (8%

del total).
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Los marcadores IHQ mas frecuentemente empleados en el andlisis de nuestra
muestra fueron la vimentina, S100, HMB45 y Melan-A. El marcador IHQ mas
frecuentemente positivo fue el S100 (85%) seguido de HMB45 y Melan-A (73% cada

uno).

Al analizar el estadio clinico en el momento del diagndstico, pormenorizamos en
las categorias relativas al tumor primario (T), a los ganglios regionales (N) y a la existencia
o no de metastasis a distancia (M). Se identificd que el 35% de los pacientes presentaban
tumores primarios que se correspondian con la categoria clinica cT3, el 42% con la
categoria T4a y el 23% con T4b. El 85% de los pacientes no presentaban metastasis
ganglionares al diagndstico y el 96% no presentaban metdstasis a distancia. El analisis
conjunto de estas categorias reflejo que el 31% de los pacientes presentaban un estadio
[l al diagndstico, el 46% un estadio IVa y el 23% un estadio IVb. El analisis detallado de

la distribucidén por frecuencias en base a la categoria TNM y el estadio se detalla en la

Tabla 4.
Tabla 4: Resumen de la categoria TNM y
estadio al diagnéstico.
N.2 (%)
T T3 9 (35)
T4a 11 (42)
Tab 6 (23)
N NO 22 (85)
N1 4 (15)
M MO 25 (96)
M1 1(4)
Estadio I 8 (31)
IVa 12 (46)
IVb 6 (23)
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En lo relativo al tratamiento, 2 pacientes no recibieron ningun tratamiento con
intencion curativa por lo avanzado del estadio de su enfermedad y su deterioro fisico:
uno de los pacientes no recibié ningun tipo de tratamiento activo (si medidas

sintomaticas), mientras que el otro recibié QT con intencion paliativa.

El 92% de los pacientes recibieron tratamiento quirdrgico como primera
modalidad terapéutica, el 63% de ellos por via endoscépica mediante CENS. Entre
aquellos que recibieron tratamiento quirdrgico abierto se realizé un abordaje
paralateronasal en el 78%, mientras que en casos puntuales se realizaron otros
abordajes, a demanda del tumor primario. Cabe destacar que a partir de 2014, todos los

pacientes, independientemente de estadio tumoral, fueron tratados mediante CENS.

Unicamente dos pacientes (8%) recibieron un vaciamiento ganglionar
complementando el tratamiento quirurgico en el mismo tiempo. En los dos casos se
realiz6 un vaciamiento ganglionar funcional (VGF) bilateral por la presencia de
metastasis ganglionares clinicas. Otros dos pacientes recibieron, de forma adicional, un
vaciamiento ganglionar selectivo (VGS) unilateral diferido en el curso de la evolucién de

la patologia, como forma de rescate quirurgico ante el fracaso regional.

En el estudio anatomopatélogo de los bordes de reseccion tumoral,
identificamos un 50% de casos perdidos en esta magnitud. En lo relativo al 50% de la
muestra en la que si que se analizaron de forma pormenorizada los limites de reseccidn,
el 61% de los casos demostraron estar libres de enfermedad residual, frente a un 38%
gue se encontraban afectos. De los 5 pacientes con afectacidn tumoral de los limites de
reseccion, 3 habian sido intervenidos mediante CENS y 2 mediante abordajes abiertos
por lo que, independientemente de la técnica quirdrgica, se logré una reseccién RO en
un 23% de los pacientes y una reseccion macroscopicamente negativa pero
microscopicamente afecta (R1) en menos del 20%. Unicamente en 2 casos no se logré
realizar una reseccion macroscopica del tumor (R2). Los datos relativos al estudio
anatomopatoldgico de la pieza quirdrgica y los limites de reseccion se detallan en la

Tabla 5.
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Tabla 5: Distribucion muestral por frecuencias

en base a los resultados quirurgicos.

Bordes
Libres
Afectos

N/A

Reseccién RO
R1
R2
N/A*

N.2 (%)
8 (62)
5(38)
CENS 3 (60)
Abierta 2 (40)
13 (50)

6 (23)
5(19)
2(8)

13 (50)

Nota. N/A corresponde a datos perdidos.

frecuencias en base al tratamiento recibido se detalla en la Tabla 6.

Tabla 6: Distribucion muestral por frecuencias

en base al tratamiento recibido.

N.2 (%)
Cirugia 24 (92)
Abierta 9(37)
CENS 15 (63)
Vaciamiento 2(8)
RT 9 (35)
Radical 1(4)
Adyuvante 4 (15)
Paliativa 4 (15)
Bioquimioterapia 1(4)
Inmunoterapia 0(0)
Terapias dirigidas 0(0)

Resultados

El 35% de los pacientes recibieron tratamiento RT, 4 de ellos con intencionalidad
adyuvante y otros 4 con intencién paliativa (44% del total de pacientes radiados en cada
caso). Solamente un paciente recibié tratamiento con RT con intenciéon radical. Como
tratamiento sistémico, un paciente adicional recibid bioquimioterapia basada en el
interferén, de forma paliativa. Ningun paciente recibid otro tipo de terapia sistémica

como parte de su tratamiento. El analisis detallado de la distribucion muestral por
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Respecto a la evolucidon de la enfermedad considerada como fracaso terapéutico,
se disponen de 23 casos registrados, con un 11% de casos perdidos en esta magnitud.
En el 74% de los pacientes la enfermedad recidivd, frente a un 26% en los que se logré
el control de la enfermedad con el primer tratamiento. En esos 17 pacientes en los que
se produjo el fracaso terapéutico, se cuantificaron un total de 34 recidivas, con una
media de 2 recidivas por paciente y un rango de 1 a 7. Se identifico persistencia tumoral
en un 15% de los casos y recidiva a nivel local en el 42%. El 26% recidivaron
regionalmente y el 26% desarrollaron metastasis a distancia. El 30% de los casos
presentaron fracasos terapéuticos a mas de un nivel. El analisis de la distribucién

muestral en base al fracaso terapéutico se detalla en la Tabla 7.

Tabla 7: Resumen de la distribucion muestral del
fracaso terapéutico.
N.2 (%)
No 6 (26)
Si 17 (74)
Persistencia 4 (15)
Local 11 (42)
Regional 6 (26)
A distancia 6 (26)
Local + Regional 2(8)
Local + A distancia 3(12)
Local + Regional + A distancia 2(8)
Persistencia + A distancia 1(4)
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5.1.2 RESULTADOS DEL SEGUIMIENTO

Al finalizar el seguimiento, se conocia el estado de 23 pacientes, con un 11,5%
de casos perdidos. El 19% de los pacientes estaban vivos al final del seguimiento frente
a 69% que fallecieron durante el mismo. EI 50% de los pacientes fallecieron por el tumor
y el 19% lo hicieron por causas intercurrentes. Los datos relativos al estado final tras el

seguimiento se detallan en la Tabla 8.

Tabla 8: Distribucidn de frecuencias del
estado al finalizar el seguimiento.

N.2 (%)
Vivo 5(19)
Muerto por tumor 13 (50)
Muerto por otras causas 5(19)
Perdido 3(12)

5.1.3 ANALISIS DE SUPERVIVENCIA

Tras finalizar el seguimiento, se disponia de datos de registro de 23 de los 26
casos, el 88% del total. El andlisis de supervivencia se encuentra representado

graficamente en la Figura 5.

Se cuantificaron 18 exitus, siendo la mediana del tiempo de supervivencia de 29
meses (rango 4 — 158 meses) tras la cirugia, con una tasa de SG del 77% al afio, del 58%
alos 2 afos y del 32% a los 3 afios. Al analizar las causas especificas de fallecimiento de
los pacientes que componian la muestra, se identificaron 13 exitus secundarios al tumor.
La mediana del tiempo de SEE fue 34 meses tras la cirugia y la tasa de SEE al afio fue del

86%, a los 2 anos del 69% y del 43% a los 3 afios.

Se identificé una recidiva de la enfermedad en 14 casos, con una mediana del

tiempo libre de enfermedad de 13 meses (rango 0 — 85 meses) y una tasa de SLE del 62%

al ano, del 31% a los 2 anos y del 23% a los 3 afos.
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Figura 5

Representacion grdfica del andlisis de supervivencia.
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Nota. Representacion del Kaplan-Meier relativo a la SG (1), SEE (2) y SLE (3).
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Se realizd un estudio de las posibles diferencias en las curvas de supervivencia

en base a los distintos grupos de variables clinicas cualitativas, empleando el test de

Fisher. Los resultados de dicho analisis se detallan en la Tabla 9.

Tabla 9: Relacién entre las variables clinicas cualitativas y la

supervivencia.

Variable p-valor

SG SLE SEE

Sexo Hombre 0.64 1 0.68
Mujer

Motivo de Epistaxis

consulta IRN* 0,539 0,539 0,534
Otras

Localizacion Fosa nasal 0,53 0,249 1
Senos paranasales

Estadio T3
T4da 0,292 0,823 0,848
T4b
NO 1 1 0,604
N1
MO 1 1 0,435
M1
1]
IVa 0,27 1 0,601
IVb

Cirugia Abierta 0,045 1 0,08
CENS
Bordes libres 0,491 1 1
Bordes afectos
Reseccidn RO
Resecciéon R1 0,253 0,79 0,656
Reseccion R2

RT Si 0,274 1 1
No

Recidiva Si - - 0,052
No

Nota: IRN corresponde a insuficiencia respiratoria nasal. En negrita se sefiala el p-valor

gue determina significacion estadistica.
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Este andlisis unicamente identificd el abordaje quirurgico como variable que
influia de forma significativas en la aparicién del suceso “exitus de cualquier causa” (SG),
determinando una mayor incidencia de exitus en el grupo tratado mediante abordajes
abiertos frente a los abordajes endoscépicos (p=0,045). Estos hallazgos no pudieron ser

replicados para la SLE ni la SEE.

Se construyeron modelos de regresion de Cox que, empleando como predictoras
ciertas variables clinicas, buscaban predecir el exitus por cualquier causa (SG), el exitus
secundario al tumor (SEE) y la aparicién de recidivas (SLE). Estos modelos de regresion
muestran los HR junto con el intervalo de confianza al 95% asociado para cada modelo
univariante construido, asi como para el modelo multivariante final estimado, en el que
ninguna variable alcanzé la significacion estadistica. Fue precisé eliminar algunas de las
variables clinicas por el reducido nimero de casos de los que se disponia. Los resultados
pormenorizados de dichos modelos de regresidon pueden consultarse en el apartado

Material Suplementario 1.
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5.2 MUESTRA CON ESTUDIO GENETICO

Por la cantidad y calidad de las muestras, Unicamente se pudo realizar la técnica
de secuenciacion detallada en el apartado de Material y Métodos, en el 58% de los casos

(Figura 4).

5.2.1 DESCRIPCION MUESTRAL

La muestra analizada en este apartado la compusieron los 15 pacientes con un
diagnodstico anatomopatolégico e IHQ confirmado de MMNS, en los que la obtencién y
conservacion de la muestra permitié que los tejidos preservaran las propiedades

suficientes para realizar sobre ellos el analisis genético y molecular con garantias.

Estuvo conformada por 7 hombres (46,7%) y 8 mujeres (53,3%), con una edad
media al diagnéstico de 71,3 anos, dentro de un rango de edades que abarcaba desde

los 49 hasta los 88 afios, todos de raza caucasica europea.

Los datos relativos a la distribucion de la muestra en cuanto a las diferentes

variables clinicas analizadas, se detalla de forma conjunta en la Tabla 10

La fosa nasal fue el emplazamiento primario del tumor en el 80% de los casos,
seguido de los senos maxilar y etmoides. En ningun paciente la patologia se localizé en
los senos esfenoidal ni frontal. Tampoco se describieron combinaciones de senos

afectos en esta muestra.

Analizando el estadio clinico en el momento del diagndstico, de nuevo
pormenorizamos en las categorias T, N y M, identificando que un tercio de los pacientes
presentaban tumores primarios cuya extension local se correspondia con la categoria
clinica ¢T3, aproximadamente el 50% con la categoria T4a y el 20% con T4b. Solamente
dos pacientes presentaban metdstasis ganglionares al diagndstico y ninguno metastasis
a distancia. El analisis conjunto de estas categorias reflejé6 que mas de la mitad de la

muestra se diagnosticd en un estadio clinico IVa.
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En lo relativo al tratamiento, la cirugia fue el tratamiento primario de eleccion en
todos los casos, en mas del 90% de ellos con intencion curativa. La proporcién de la
muestra que se sometid a un abordaje abierto (47%) fue similar a la sometida a un
abordaje endoscépico (53%). Conviene destacar que a partir de 2014, todos los

pacientes, independientemente de estadio tumoral, fueron tratados mediante CENS.

En 4 pacientes, el tratamiento quirurgico del tumor local fue complementado
con tratamiento sobre los ganglios linfaticos regionales. En 2 casos, en los que se
demostraron metastasis ganglionares clinicamente positivas se realizé un VGF bilateral
en el mismo tiempo quirurgico. En los otros 2 casos se realizé un VGS unilateral en un

segundo tiempo, como rescate quirurgico tras el fracaso regional.

Respecto a la evolucidon de la enfermedad considerada como fracaso terapéutico,
se disponen de 15 casos registrados, sin casos perdidos en esta magnitud. EI 60% de los
pacientes desarrolld una recidiva locorregional o a distancia, frente a un 40% en el que
se logré el control de la enfermedad con el primer tratamiento. En esos 9 pacientes en
los que se confirmé el fracaso terapéutico, se cuantificaron un total de 25 recidivas, con
una media de 2,7 recidivas por paciente y un rango de 1 a 7. El patrén de fracaso
terapéutico mas frecuente fue la recidiva local (préoxima al 50%), seguida del desarrollo

de metdastasis a distancia (33%) y la recidiva regional (27%).

El 75% de los pacientes que desarrollaron metastasis ganglionares, lo hicieron a
nivel cervical mientras que un caso lo hizo a nivel mediastinico. En cuanto a las
metdstasis a distancia, el emplazamiento mas frecuente de estas fue el pulmén (80%),

seguido de hueso (60%) e higado (40%).

El 40% de los casos presentaron fracasos terapéuticos en mas de un nivel y el

80% de los pacientes que desarrollaron metastasis a distancia, lo hicieron en multiples

localizaciones.
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5.2.2 RESULTADOS DEL SEGUIMIENTO
Al finalizar el seguimiento, se conocia el estado de 14 pacientes, con un 6,7% de datos

perdidos en esta magnitud. El 13% de los pacientes estaban vivos al final del seguimiento

frente a 80% que fallecieron durante el mismo, el 60% consecuencia directa del tumor.
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Tabla 10: Distribucion de las variables analizadas en la muestra con estudio

genético.
Variable N.2 (%)
Localizacién Fosa nasal 12 (80)
Seno maxilar 2 (13)
Etmoides 1(7)
Esfenoides 0(0)
Frontal 0(0)
Combinaciones 0(0)
Estadio T3 5(33)
T4a 7 (47)
T4b 3(20)
NO 13 (87)
N1 2 (13)
MO 15 (100)
M1 0(0)
" 4 (27)
IVa 8 (53)
IVb 3(20)
Cirugia Abierta 7 (47)
CENS 8 (53)
Vaciamiento 4 (27)
RT Radical 0 (0)
Adyuvante 5(33)
Paliativa 0(0)
Bioquimioterapia 1(7)
Inmunoterapia 0(0)
Terapias dirigidas 0(0)
Fracaso terapéutico No 6 (40)
Persistencia 1(7)
Local 7 (47)
Regional 4 (27)
A distancia 5(33)
Local + Regional 1(7)
Local + A distancia 3(20)
Local + Regional + A distancia 2 (13)
Estado final Vivo 2 (13)
Muerto por tumor 9 (60)
Muerto por otras causas 3(20)
Perdido 1(7)
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5.2.3 RESULTADOS DE LA SECUENCIACION

5.2.3.1 ANALISIS DESCRIPTIVO

La NGS mostré una o mas variantes de frecuencia no sindnimas, con efecto sobre
la secuencia de aminoacidos, en 5 de los 8 pares tumor-linea germinal, con un promedio
de 2 variantes por tumor (rango 1-4), mientras que 3 tumores no albergaban ninguna

mutacion somatica en ninguno de los 120 genes analizados.

El gen mas frecuentemente alterado fue NF1, en 3/8 casos, 2 de ellos con
mutaciones sin sentido o de empalme (truncating or splice mutations) que dieron lugar
a proteinas truncadas y uno con una pérdida parcial en el nimero de copias del gen. Se
identificaron otras mutaciones patogénicas afectando a NRAS en 2 casos asi como en

CDKN2A, APCy ATM, cada una afectando a un caso.

La secuenciacion de los casos que Unicamente presentaban muestra tumoral
(casos 7 y 10) demostré la existencia de 9 y 15 mutaciones respectivamente, sin poder
valorar si se trataba de mutaciones somaticas. De acuerdo con el algoritmo predictor de
Varsome, las variantes en NF1, KRAS, MITF, FGFR1 y FGFR2 identificadas en el caso 10,
fueron consideradas patogénicas o probablemente patogénicas. Varsome no indicé la

existencia de variantes probablemente patogénicas en el caso 7.

El analisis de las CNV demostrd la existencia de 4 alteraciones del tipo CNV
distribuidas en 3 casos. Este andlisis permitié identificar la pérdida del numero de copias
a nivel del gen NF1 en el caso 4. Adicionalmente identificamos 3 variaciones del tipo
ganancia distribuidas en dos casos, afectando a los genes OTX1, MYC y PRDM14. El
analisis pormenorizado de las CNV puede consultarse, de forma adicional, en el

apartado Material Suplementario 2.

Los resultados de la NGS tras aplicar los filtros descritos en la seccion de Material
y Métodos dirigidos a aumentar la potencia restrictiva y la robustez del analisis se

detallan en la Tabla 11 y se encuentran representados de forma grafica en la Figura 6.
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Tabla 11: Resultado de la NGS mediante panel de genes de las 10 muestras de MMNS tras aplicar el filtro descrito.

Caso Gen c.Hgys p.Hgys Frecuencia SP* Frecuencia T** Lecturas T** Lecturas Tipo de mutacién
1 BAP1 c.505C>T p.His169Tyr 0 0,869976359 368 397 Somitica
NF1 c.4923G>A p.Trpl6e41* 0 0,32731377 145 Somitica
2 NRAS c.183A>T p.GIn61His 0 0,435294118 111 324 Somitica
2 met | NRAS C.183A>T p.GIn61His 0 0,380392157 97 348 Somitica
3 - - - - - - 301 -
4 CDKN2A | c.143C>T p.Pro48Leu 0,053977273 0,413294798 286 (38 MS) 408 Probable somatica
APC c.1186dupG p.Asp396Glyfs*2 | 0,052050473 0,726190476 305 (33 MS) Probable somatica
APC €.6821C>T p.Ala2274Val 0,519094767 0,916184971 317 Germinal
ATM €.332G>A p.Argllllys 0,041958042 0,779411765 53 (6 MS) Probable somatica
- - - - - - 409 -
- - - - - - 420 -
PRDM2 | c.3070T>A p.Ser1024Thr NA 0,612903226 76 314 NA
NOTCH2 | c.3980A>G p.Asp1327Gly NA 0,55049505 278 NA
PDGFRA | c.2365G>C p.Gly789Arg NA 0,456221198 198 NA
APC c.1019C>T p.Ser340Phe NA 0,166666667 73 NA
RET €.2944C>T p.Arg982Cys NA 0,162280702 37 NA
KMT2D | c.13649C>T p.Ala4550Val NA 0,131313131 52 NA
KMT2D | c.12028T>C p.Ser4010Pro NA 0,604989605 291 NA
KMT2D | c.248G>A p.Arg83GIn NA 0,533742331 174 NA
SETD1A | c.1165C>T p.Arg389Trp NA 0,821086262 257 NA
8 NRAS c.181C>A p.GIn61Lys 0 0,313609467 53 212 Somitica
NOTCH3 | c.3399C>A p.His1133GIn 0,48156682 0,785714286 165 Germinal
9 - - - - - - 388 -
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Continuacion de la Tabla 11.

10 NOTCH2 c.4238T>A p.Leul413His NA 0,266106443 95 279 | NA
ALK c.14277>C p.Val476Ala NA 0,281632653 69 NA
LRP1B c.13114A>T p.Asn4372Tyr NA 0,70661157 171 NA
LRP1B c.11227G>A p.Gly3743Ser NA 0,677419355 147 NA
MITF €.1255G>A p.Glu419Lys NA 0,561170213 211 NA
KMT2C €.2294A>G p.Glu765Gly NA 0,143564356 87 NA
FGFR1 c.1375G>T p.Gly459Trp NA 0,110320285 62 NA
MYC c.77A>G p.Asn26Ser NA 0,765957447 288 NA
RET c.166C>A p.LeuS6Met NA 0,122516556 37 NA
FGFR2 c.301A>G p.lle101Val NA 0,876373626 319 NA
CBL €.1289T>C p.Val430Ala NA 0,739247312 275 NA
KRAS c.38G>A p.Gly13Asp NA 0,369565217 85 NA
MAP2K4 c.770C>T p.Ser257Phe NA 0,603030303 199 NA
NF1 c.73dupA p.Thr25Asnfs*13 | NA 0,470967742 73 NA
NF1 c.5371_5373del | p.Phel791del NA 0,203910615 73 NA

Nota. SP* corresponde con muestra en sangre periférica y T** corresponde con muestra tumoral.
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Figura 6

Mutaciones identificadas mediante el panel de genes en los casos 1-10.
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Las mutaciones en la ruta MAPK, en los genes NF1, NRAS y KRAS, identificadas a través
del panel de genes fueron confirmadas mediante secuenciacidon con PCR tipo Sanger.

Estos hallazgos se muestran graficamente representados en la Figura 7.

Figura 7

Mutaciones identificadas en genes de la ruta MAPK
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Nota. Se pueden apreciar las mutaciones missense activadoras en NRAS (A y B) y KRAS
(C), y mutaciones tipo nonsense, splice, frameshift y delecién inframe en el gen NF1 (D,

E, Fy G respectivamente).
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En las 5 muestras tumorales adicionales procedentes de bloques parafinados
(casos 11-15) no se pudieron identificar mutaciones en las regiones hotspot de NRAS,

KRAS, HRAS o BRAF.

Se realizd un analisis MLPA del gen NF1 en el caso en que se detectd la delecion
en dicho gen (caso 10), que confirmd la existencia de una pérdida parcial en el gen NF1
con un ratio tumor/normal de 1,03 para los exones de 1-30 y un ratio de 0,08 para los
exones de 31-58, indicando una delecidn homogénea. Los resultados de dicho analisis

se representan graficamente en la Figura 8.

Dicho hallazgo suscito el anadlisis de las 14 muestras tumorales restantes, lo que
reveld en un caso adicional (caso 13) la existencia de una pérdida parcial de NF1, con un
ratio tumor/normal de 0,67 para los exones de 1-14 y de 41-58, y un ratio de 0,25 para

los exones de 15-40. Dichos resultados se representan graficamente en la Figura 9.

En ambas representaciones graficas, cada pico proporciona una medida de la
cantidad de ADN que se une a la sonda de ese exdn. Esta cantidad esta normalizada, por
una parte, con las muestras de genes referencia que incluye el kit en cada muestray a
su vez con una media obtenida de varias muestras de ADN no tumoral para cada sonda.
En los casos en los que se pierde parte del gen se aprecia como, a partir de un punto, los

picos descienden notablemente respecto al resto de sondas.
Los datos adicionales con respecto al andlisis MLPA de las restantes muestras

tumorales, pueden ser consultados complementariamente, en el apartado Material

Suplementario 3.
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Figura 9

Andlisis MLPA del caso 13.

Caso 13 NF1-1 Ratio
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Nota. Se aprecia la pérdida de informacidon en los exones 15 a 40, indicativo de una delecién homogénea.
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El analisis mediante WES permitié identificar un total de 1.667 variantes
distribuidas entre los 11 casos. Pese a que las variantes se distribuyeron con una media
de 151 variantes por caso, el 55% de las mismas las acumulaban 2 casos (el caso 2
presentd 664 variantes y el caso 11 presenté 259), por lo que, excluyendo estos dos

casos, la media en los restantes 9 casos fue de 83 variantes por caso.

Unicamente 32 variantes (2%) se encontraban presentes en mas de un caso y
fueron analizadas, lo cual se encuentra representados de forma grafica en la Figura 10y
se detalla en la Tabla 12. Se afadieron al analisis 3 variantes que, por la implicacion
conocida del gen alterado en la carcinogénesis humana, fueron considerados
merecedores del mismo, pese a identificarse en un solo caso cada una. Estas variantes

afectaban a los genes KRAS, MEN1 y APC.

No se identificaron mutaciones en los elementos criticos de la ruta MAPK que no
se hubiesen identificado en el analisis previo. Si identificamos alteraciones
probablemente patogénicas en 4 casos (36% de la serie analizada) en 2 componentes de

la ruta PI3K-AKT-mTOR: PTEN y EIF4G3.

De forma interesante, en 3 de estos casos (caso 2, 8 y 11) la mutacién en PI3K-
AKT-mTOR existia en comutacién con NRAS. Dicho caracter no exclusivo también se
aprecio entre elementos de la ruta MAPK en la que el caso 10 demostrd albergar

mutaciones en NF1 y KRAS.
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Figura 10

Mutaciones identificadas mediante WES en los casos 1-12.

CASOS
GEN 1 2 3 4+ 5 6 8 9 10 11 12
MUC19
NF1
NRAS
AXIN1
BRWD3
CHL1
CNGB1
CRYBG2
DACH2
DNAH17
EIF4G3
FLNA
GRIN2A
IFT140
LMTK2
MGAM
MUC16
NXPE4
OBSCN
PNPLAG6
POTEE
PTEN
RGS7
STAB1
TENM3
TMEM156
TNFAIP2
TTBK1
TXNDC2
USH2A
ZFHX4
ZNF318
APC
KRAS
MEN1

(*) Corresponde al caso en el que se identificé una delecién intragénica en NF1.

Nota. Pese a que la Figura 10 se numere de 1 a 12, solo se analizaron 11 casos por la

ausencia del caso 7.

LEYENDA
No sinébnima
Splicing
Inframe
Frameshift
Stop
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Tabla 12: Resultado de la WES de los 11 MMMINS.

Caso | Gen c.Hgys p.Hgys Frecuencia Frecuencia Lecturas Tipo de mutacidn
variante SP* variante T** variante T**

1 NF1 c.4923G>A p.Trpl641* 0 0,460176991 52 Somatica
NXPE4 c.955C>T p.His319Tyr 0 0,333333333 21 Somatica

2 AXIN1 c.2146G>T p.Glu716* 0 0,275862069 8 Somatica
CNGB1 c.1306G>A p.Glu436Lys 0 0,646551724 75 Somatica
CRYBG2 €.2201C>T p.Thr734Met 0 0,480314961 61 Somatica
DACH2 c.199G>T p.Glue7* 0 0,798319328 95 Somatica
DNAH17 €.6670-8C>T 0 0,432432432 16 Somatica
EIF5G3 €.1486C>G p.Pro496Ala 0 0,509615385 53 Somatica
IFT140 c.685G>A p.Ala229Thr 0 0,517857143 87 Somatica
LMTK2 c.3176C>T p.Thr1059Met 0 0,539936102 169 Somatica
MGAM c.1911A>C p.Arg637Ser 0 0,495049505 50 Somatica
MUC16 €.38273C>T p.Ser12758Phe 0 0,27027027 10 Somatica
MUC19 €.12815T>C p.lled272Thr 0 0,203036053 169 Somatica
NRAS c.183A>T p.GIn61His 0 0,425287356 37 Somatica
NXPE4 C.686T>A p.Leu229* 0 0,551401869 59 Somatica
OBSCN €.233447>G p.Phe7782Val 0 0,523255814 135 Somatica
PNPLA6 €.2245G>A p.Val749Met 0 0,121621622 18 Somatica
POTEE c.13G>A p.Val5lle 0 0,43902439 36 Somatica
STAB1 c.584-5C>T 0 0,791666667 19 Somatica
TMEM156 | c.814G>A p.Val272lle 0 0,514018692 55 Somatica
TTBK1 €.1946C>G p.Pro649Arg 0 0,467391304 129 Somatica
TXNDC2 ¢.490C>G p.Prol64Ala 0 0,458515284 210 Somatica
ZNF318 €.1220G>T p.Ser407lle 0 0,566037736 90 Somatica

3 BRWD3 ¢.1087-12_1087-11del 0 0,37037037 30 Somatica

4 CHL1 c.1747G>A p.Gly583Ser 0 0,125 8 Somatica
NF1 €.7395-1G>A 0 0,179487179 7 Somatica
TENM3 €.3235+3A>T 0 0,119402985 8 Somatica
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Continuacion Tabla 12.

5 - -

6 - -

8 APC €.5903_5912dup. p.Leu1972Serfs*6 0 0,242424 16 Somatica
NRAS c.181C>A p.GIn61Lys 0 0,469027 53 Somatica
PTEN c.802-1G>A 0 1 8 Somatica
ZFHX4 €.1456G>C p.Glu486GlIn 0 0,173835 97 Somatica
ZNF318 €.5699C>A p.Ser1900* 0 0,320261 49 Somatica

9 FLNA €.2565+5G>T 0,004166667 0,108280255 34 Somatica

10 AXIN1 c.437G>A p.Argld6Glin 0 0,557894737 106 Somatica
DACH2 c.166G>T p.Gly56* 0 0,483965015 166 Somatica
FLNA c.7944A>T p.*2648Cys 0 0,479651163 165 Somatica
GRIN2A c.3958C>A p.Leul320Met 0 0,605633803 86 Somatica
KRAS c.38G>A p.Gly13Asp 0 0,52 13 Somatica
MUC19 c.13387G>T p.Gly4463* 0 0,402209945 364 Somatica
NF1 ¢.5371 5373del p.Phel791del 0 0,197478992 47 Somatica
OBSCN €.12025G>A p.Asp4009Asn 0 0,301401869 129 Somatica
PNPLA6 €.2512dupC p.Leu838Profs*17 0 0,192727273 53 Somatica
RGS7 c.46G>A p.Aspl6Asn 0 0,308219178 45 Somatica
TENM3 c.5777C>T p.Thr1926Met 0 0,717514124 127 Somatica
TNFAIP2 c.809G>A p.Cys270Tyr 0 0,16744186 36 Somatica
TTBK1 c.1430G>A p.Argd77GlIn 0 0,230414747 50 Somatica
USH2A c.4241C>T p.Alal414Val 0 0,302325581 26 Somatica

11 BRWD3 c.1645G>A p.Glu549Lys 0 0,695652174 32 Somatica
CHL1 c.2473C>T p.Pro825Ser 0 0,592592593 32 Somatica
CNGB1 €.604G>A p.Glu202Lys 0 0,142857143 7 Somatica
CRYBG2 €.2186G>A p.Gly729Glu 0 0,348484848 46 Somatica
DNAH17 €.2862G>A p.Met954lle 0 0,2 21 Somatica
EIFAG3 €.2276G>A p.Arg759GIn 0 0,393939394 13 Somatica
GRIN2A ¢.3544G>A p.Aspl1182Asn 0 0,529411765 171 Somatica
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Continuacion Tabla 12.

LMTK2 c.2785C>T p.Pro929Ser 0 0,320895522 43 Somatica
MEN1 c.69dupT p.Ala24Cysfs*93 0 0,722627737 99 Somatica
MGAM ¢.5005-8C>T 0 0,8 44 Somatica
MUC16 c.557C>T p.Serl86Leu 0 0,256097561 21 Somatica
MUC19 c.7729G>A p.Glu2577Lys 0 0,467811159 109 Somatica
NRAS c.182A>G p.GIn61Arg 0,007352941 0,423076923 44 Somatica
POTEE c.487G>A p.Aspl63Asn 0 0,513157895 39 Somatica
RGS7 €.610-4C>G 0 0,205298013 31 Somatica
TMEM156 | c.319G>A p.Glyl07Arg 0 0,378378378 14 Somatica
TNFAIP2 ¢.1797_1805del p.Tyr600_Thre02del | O 0,382022472 34 Somatica
TXNDC2 c.832C>T p.Pro278Ser 0,003460208 0,710280374 152 Somatica
USH2A €.2729G>A p.Gly910Glu 0 0,4 106 Somatica
ZFHX4 c.523G>A p.Glul75Lys 0,005319149 0,609195402 106 Somatica
12 IFT140 c.167C>T p.Thr56lle 0 0,379310345 33 Somatica
PTEN c.302delT p.lle101Thrfs*12 0 0,830985915 59 Somatica
STAB1 c.5779C>T p.Argl1927Cys 0 0,436734694 107 Somatica

Nota. SP corresponde con muestra en sangre periféricay T** corresponde con muestra tumoral. Nuevamente se analizaron los casos de 1 a 12,

exceptuando el caso 7, por lo que son 11 muestras en total.

74



Resultados

En resumen, se identificaron mutaciones en genes implicados en la ruta MAPK
en 7 de los 15 pacientes estudiados (47%) y en la ruta PI3K-AKT-mTOR en 4 de los
mismos, lo que constituye un 27% del total de casos analizados molecularmente.
Pormenorizando en los genes de la familia RAS, se identificaron mutaciones en KRAS en
un 7% de los casos y en NRAS en el 13%, no identificandose ninglin caso con mutaciones
en HRAS; tampoco se identificaron mutaciones en BRAF. Al analizar el gen NF1 se
identifico una frecuencia de mutaciones del 33,3%, de las cuales 2 (13%) eran deleciones
parciales del mismo. La discrepancia existente entre el numero de pacientes con
mutaciones y el nUmero de mutaciones se explica por la existencia de una comutacién
KRAS-NF1 en uno de los pacientes. Las mutaciones identificadas en elementos de la ruta
PI3K-AKT-mTOR se distribuyeron en los genes PTEN y EIF4G3 de forma simétricay en 3

de los 4 casos (75%) en coexistencia con mutaciones en elementos de la ruta MAPK.

Los datos relativos a la distribucion muestral en base al nimero de mutaciones

en la ruta MAPK y PI3K-AKT-mTOR se detallan en la Tabla 13.

Tabla 13: Resumen de la frecuencia de
mutaciones en la ruta MAPK y PI3K-
AKT-mTOR.
N.2 (%)
RAS 3 (20)
NRAS 2 (13)
KRAS 1(7)
HRAS 0(0)
BRAF 0(0)
NF1 5(33)
Mutacién 3(20)
Delecién 2 (13)
PTEN 2 (13)
EIF4G3 2 (13)

Se analizaron los niveles de expresion proteica de Ki67, pERK como marcador de
actividad de la ruta MAPK y p-AKT como marcador de activacién de la ruta PI3K-AKT-
mTOR, datos que se detallan en la Tabla 14. La positividad de Ki67, pERK y p-AKT
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abarcaba un rango de 5% a 40%, 0% a 90% y 0% al 60% respectivamente. La tincion IHQ

de estos marcadores no se pudo correlacionar con las mutaciones en la ruta MAPK.
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Tabla 14: Resumen de las variantes analizadas en cada caso y los niveles de expresidn proteica en los efectores de la ruta.

Caso Gen

1 NF1

2 NRAS

3 -

4 CDKN2A
APC
ATM
NF1

5 -

6 -

7 -

8 NRAS

9 NF1

10 MITF
FGFR1
FGFR2
KRAS
NF1
NF1

11* -

12* -

13* NF1

14* -

15*% -

c.Hgvs

c.4923G>A
c.183A>T
c.143C>T
¢.1186dupG
c.332G>A

c.181C>A
c.7395-1 G>A
c.1255G>A
c.1375G>T
c.301A>G
c.38G>A
c.73dupA

¢.5371_5373del

p.Hgvs

p.
p.

' O O T T T T !

Trpl6e41*
GIn61His

p. Pro48Leu
p.
p

Asp396Glyfs*2

.Arglililys

. GIn61Lys

. Glu419Lys

. Gly459Trp

. lle101Val

. Gly13Asp

. Thr25Asnfs*13
. Phel791del

Frecuencia en
ADN germinal
0

0

0,053977273
0,052050473
0,041958042

No disponible
No disponible
No disponible
No disponible
No disponible
No disponible

Frecuencia en
ADN tumoral
0,32731377

0,435294118
0,413294798
0,726190476
0,779411765

0,313609467
0,303468208
0,561170213
0,110320285
0,876373626
0,369565217
0,470967742
0,203910615

MLPA NF1

Wild-type
Wild-type
Wild-type
Delecién exones
31-58

Wild-type
Wild-type
Wild-type
Wild-type
Wild-type
Wild-type

Wild-type
Wild-type
Delecién exones
15-40

Wild-type
Wild-type

p-ERK Ki-67
20% 40%
40% 30%
0% 15%
50% 20%
NV NV
50% 5%
10% 25%
1% 25%
60% 35%
90% 10%
70% 40%
0% 20%
20% 20%
0% 20%
30% 40%

p-AKT

10%
30%
NV

50%

50%
50%
25%
60%
10%
25%

20%
0%
50%

60%
10%

Nota. * Identifica mutaciones descritas como patogénicas o probablemente patogénicas por Vasome; NV corresonde a no valorable.
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5.2.3.2 ANALISIS DE SUPERVIVENCIA

La SG media fue de 48 meses, con el 50% de los pacientes vivos a los 32 meses,
con una SLE de 29 meses y medio (mediana de 12 meses) y una SEE media de 57 meses,

con una mediana de 32 meses.

Se realiz6 un analisis bivariado para estudiar la posible relacion de las diferentes
variables cualitativas con la muerte por cualquier causa, la muerte especifica por el
tumor y la aparicion de recidivas empleando el test de Fisher. Como se puede apreciar
en la Tabla 15, la Unica variable estudiada que reflejé un impacto en la supervivencia de
cualquier tipo fue la aparicion o no de recidivas. No se identific6 un impacto en la
supervivencia de nuestra muestra del sexo, el estadio clinico al diagndstico ni de la

modalidad terapéutica empleada.

Al estudiar la posibilidad de que el comportamiento de la variable “nimero de
recidivas” influyese en la variable “exitus de cualquier causa” se evidencié que, una vez
rechazada la hipdtesis de normalidad (test de Shapiro-Wilk (p=0,001 y p=0,028) vy
tamafo muestral reducido), no se pudo rechazar la hipdtesis de que los promedios
fueran iguales (test de Wilcoxon, p=0,088). Sin embargo, esta relaciéon se torna
estadisticamente significativa al analizar la influencia de la variable “numero de

recidivas” sobre la variable “exitus secundario al tumor” (test de Wilcoxon, p=0,023).

De forma similar se valoré la posibilidad de que el comportamiento de la variable
“numero de mutaciones” influyese en las diferentes curvas de supervivencia. Una vez
rechazada la hipotesis de normalidad mediante el Test de Shapiro-Wilk, mediante el test
de Wilcoxon no se pudo rechazar la hipdtesis de que los promedios fueran iguales
(SG: p=0,659; SLE: p=0,690; SEE: p=0,938) no pudiendo demostrar la existencia de
diferencias en la supervivencia en funcion del nimero de mutaciones. Los datos
relativos al andlisis bivariado del impacto de las mutaciones en los diferentes elementos

de la ruta de las MAPK en la supervivencias se detallan en la Tabla 16.
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Tabla 15: Tabla de contingencia de la relacion entre la SG, SEE y SLE con las diferentes variables cualitativas.

SG SEE SLE
Variable Exitus Si Exitus No p Muerte por tumor Si Muerte por tumor No p RecidivaSi RecidivaNo p
N.2 (%) N.2 (%) N.2 (%) N.2 (%) N.2 (%) N.2 (%)
Hombre 5(33) 2 (13) 1 4(29) 3(21) 1 4(27) 3(20) 1
Mujer 6 (40) 2 (13) 5(36) 2 (14) 5(33) 3(20)
T3 4(27) 1(67) 4(29) 1(7) 3(20) 2 (13)
T4a 6 (40) 1(7) 0,332 5(36) 2 (14) 0,180 5(33) 2 (13) 0,790
T4b 1(7) 2 (13) 0 (0) 2 (14) 1(7) 2 (13)
NO 10 (67) 3 (20) 0,476 8 (57) 4(29) 1 8 (53) 5(33) 1
N1 1(7) 1(7) 1(7) 1(7) 1(7) 1(7)
Estadio Ill 3 (20) 1(7) 3(21) 1(7) 3(20) 1(7)
Estadio IVa 7 (47) 1(7) 0,238 6 (43) 2 (14) 0,232 5(33) 3(20) 0,630
Estadio IVb 1(7) 2 (13) 0 (0) 2 (14) 1(7) 2 (13)
Abierta 7 (47) 0(0) 0,077 5 (36) 2(14) 1 4(27) 3(20) 1
CENS 4 (27) 4(27) 4(29) 3(21) 5(33) 3(20)
RT 2 (13) 3 (20) 0,077 2 (14) 2 (14) 0,580 3(20) 2 (13) 1
No RT 9 (60) 1(7) 7 (50) 3(21) 6 (40) 4(27)
Recidiva si 8 (53) 1(7) 0,235 8(57) 1(7) 0,023
Recidiva no 3 (20) 3 (20) 1(7) 4 (29)
N+ 3 (20) 1(7) 1 3(21) 1(7) 1
NO 8 (53) 3 (20) 6 (43) 4(29)
M1 6 (40) 4(27) 0,231 5(36) 0 (0) 0,086
MO 5(33) 0 (0) 4(29) 5(36)
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Tabla 16: Tabla de contingencia de la relacién entre la SG, SEE y SLE con las diferentes mutaciones en los elementos de la ruta MAPK.

Variable

KRAS M
KRAS N

NRAS M
NRAS N

NF1 M
NF1 N

NF1 D
NF1 N

Exitus Si
N.2 (%)

0(0)

11 (73)

2(13)
9 (60)

2(13)
9 (60)

2(13)
9 (60)

SG
Exitus No
N.2 (%)

1(7)
3(20)

0(0)
4(27)

1(7)
3(20)

0(0)
4(27)

p

0,267

1

1

Muerte por tumor Si
N.2 (%)

0 (0)
9 (60)

2 (13)
7 (47)

1(7)
8(53)

1(7)
8(53)

SEE

Muerte por tumor No

N.2 (%)

1(7)
5(33)

0 (0)
6 (40)

2 (13)
4(27)

1(7)
5(33)

p

0,400

0,486

0,525

Recidiva Si
N.2 (%)

0(0)
7 (50)

2 (14)
7 (50)

1(7)
8(57)

1(7)
8(57)

SLE
RecidivaNo p
N.2 (%)

1(7) 0,302
6 (43)

0 (0) 0,505
5(36)

1(7) 1

4 (29)

1(7) 1

4 (29)

Nota: M corresponde a Mutado; N a Nativo; y D a Delecionado.
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Pese a ser conscientes de que la serie de 15 casos estudiada en este proyecto
hacia imposible realizar un analisis de supervivencia que aportase conclusiones sélidas,
se realizd un analisis preliminar, que se puede apreciar en la Figura 11, y que reflejé una
tendencia hacia una peor SG en los 5 pacientes con alteraciones en NF1, mientras que

los pacientes con mutaciones en NRAS mostraron una SG muy favorable.

Figura 11

Andlisis Kaplan Meier de la SG en funcion del status mutacional de NRAS y NF1.
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Por ultimo, se valord la posibilidad de que el grado de tincidon IHQ de pERK y Ki67
tuviese un impacto en la supervivencia. La Figura 12 pretende ejemplificar los resultados
del andlisis IHQ empleado en 4 muestras con diferente estado mutacional de la ruta

MAPK.

En el analisis de la relacion de pERK con las variables “exitus por cualquier causa”,

“exitus secundario al tumor” y “recidiva”, se rechazé la hipdtesis de normalidad en todos

los casos, tanto mediante el Test de Shapiro-Wilk como teniendo en cuenta el reducido
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tamafio muestral. Tras analizar la hipdtesis de que los promedios fueran iguales,
mediante el test de Wilcoxon, se rechazé dicha hipdtesis para la SG (p=0,042)
demostrando la existencia de diferencias significativas en la SG en funcién del grado de
tincion de pERK. Esta relacidn no se pudo demostrar, no obstante, ni para la SEE (test de
Wilcoxon, p=0,312) ni para la SLE, en la que no se rechazd la hipdtesis de igualdad de las
dos varianzas poblacionales (test F de varianzas, p= 0,242), no pudiendo, por tanto,
rechazar la hipétesis de igualdad de las dos medias poblacionales (test T de Student,

p=0,381).

Al analizar la relacién entre los resultados de la tincidn de Ki67 con las variables
estudiadas relativas a la supervivencia y una vez rechazada la hipdtesis de normalidad,
no se pudo demostrar que existiese una relacidn significativa con la SG (test de
Wilcoxon, p=0,303) pero si con la SEE (test de Wilcoxon, p=0,027) indicando una peor
SEE cuanto mayor fuera el porcentaje de tincidon IHQ para Ki67. En el estudio de la SLE,
no se rechazo la hipdtesis de igualdad de las dos varianzas poblacionales (test F de
varianzas, p=0,779), no pudiendo, por tanto, rechazar la hipdtesis de igualdad de las dos
medias poblacionales (test T de Student, p=0,374) no pudiendo demostrar la existencia

de diferencias en la SLE en funcién de los valores de Ki67.
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Figura 12

Relacion entre el grado de tincidn histoldgica e IHQ y el estatus mutacional de la ruta MAPK.

T

HxE p-ERK Ki-67

Case 10

KRAS ¢.38G>A p.G13D

NF1 c.73dupA p.Thr25Asnfs*13
NF1 ¢.5371_5373del p.Phe1791del

Case 2
NRAS c.183A>T p.Q61H

Case 7
KRAS / NRAS / HRAS / BRAF /
NF1 wt

Case 11

KRAS / NRAS / HRAS / BRAF wt
NF1 mutational status unknown /
NF1 normal copy number

Nota. Se aprecia la heterogeneidad existente entre cuatro muestras sometidas a tincion con hematoxilina-eosina (HxE) e IHQ.

Resultados
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6.1 JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Los CNS, entre los que se encuentra el MMNS, son tumores que, pese a
presentarse con una incidencia mayor en determinadas regiones geograficas, entre las

que destaca Asturias, son muy infrecuentes.

Esta baja incidencia favorece que su estudio se limite, generalmente, al analisis
retrospectivo de series pequefias en centros especializados, en los que las guias de
tratamiento se establecen ad hoc, en base a la experiencia de profesionales expertos
mas que en la evidencia cientifica disponible. Esta evidencia, por otra parte, es
necesariamente limitada y carente del peso estadistico que permita obtener

conclusiones robustas.

Esta ausencia de conocimiento y de guias de tratamiento generalmente
aceptadas, han motivado que el MMNS se haya visto excluido, de forma practicamente
sistematica, de los ensayos clinicos con terapias dirigidas, de los que si que se ha

beneficiado el MC.

El reconocimiento y aceptacion general de la naturaleza sistémica de esta
enfermedad, unido a la ausencia de mejoria en su prondstico a pesar de los avances en
las diferentes modalidades de tratamiento, hacen que el perfil genético y molecular de

estas lesiones sea la frontera que se debe franquear en el estudio de esta patologia.

Consecuentemente, consideramos de importancia el conocimiento generado y

aportado por este trabajo, tanto en esencia como sirviendo de punto de partida para

proyectos venideros en la misma direccion.
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6.2 ANALISIS CLINICO

Al analizar nuestra muestra desde un punto de vista epidemioldgico, cabe
destacar que esta se componia, de forma practicamente exclusiva, por poblacion
occidental europea. Consecuentemente, consideraciones con respecto a raza y etnia,
que han sido reconocidas como factores de riesgo en MMCC>®127.143 'no pudieron ser

evaluadas.

En cuanto a su distribucion demografica, el MMNS no tiende a manifestar una
predileccion en cuanto al sexo, si bien en nuestra muestra, la proporcidn de pacientes
mujeres, fue ligeramente superior (54%). Este hallazgo puede ser anecddtico dado que
corresponde a variaciones en un pequefio numero de pacientes. Sin embargo, la
predileccion por el sexo femenino es un hallazgo frecuentemente descrito en los
MM127.144145 - grincipalmente a consecuencia de la mayor incidencia de MMVV, sin
haberse podido precisar el porqué de esta distribucidn diferencial’. Asimismo, se ha
objetivado un incremento en la incidencia del MMNS que si ha manifestado un impacto
diferencial entre ambos sexos, dobldandose o incluso triplicdandose en mujeres con
respecto a hombres’>14® sin que se hayan podido clarificar tampoco las causas de dicho

incremento.

La edad media al diagndstico en nuestra muestra fue de 74 afios, comparable
con lo descrito en la literatura médica'®2° con un rango que abarcaba de los 49 a los 96

afios, habiéndose descrito en practicamente todos los grupos etarios'?’.

En nuestra muestra, los factores demograficos analizados no demostraron tener
un impacto en la supervivencia de ningun tipo. Esto contrasta con ciertos estudios en
los que se aprecié un impacto de la edad, de forma independiente, en la SG, tanto en

MMCC® 124 como en MMNS24132,

Desde un punto de vista etiopatogénico, no se han descrito lesiones precursoras
para el MMNS, aun habiéndose descrito cierta asociacion con la melanosis nasosinusal®.

Se considera que estas neoplasias pueden desarrollarse tanto a partir de cualquier lesiéon
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melanocitica benigna?® como a partir de melanocitos de novo*. No existe evidencia
definitiva de que los carcindgenos comunes como el tabaco o el alcohol, ni los virus
carcinogénicos como el virus del papiloma humano o los virus herpes, desempefien rol
alguno en su patogenia'® asi como tampoco se ha logrado relacionar con exposiciones
ocupacionales tales como el polvo de madera o residuos de la industria textil, tan

consistentemente relacionados con otros tipos de CNS.

El diagndstico de esta enfermedad se basa en los cuatro pilares fundamentales
del diagndstico moderno: la historia clinica, la exploracion fisica, las pruebas de imagen

y los estudios anatomopatoldgicos.

La epistaxis y la insuficiencia respiratoria nasal fueron las manifestaciones
clinicas que motivaron el acudir a consulta para una primera valoracion al 73% de
nuestra muestra. Al realizar la exploracion rinoscdpica y nasofibroscopica, la localizacién
mas frecuente de dichas lesiones fue la fosa nasal (74% de los casos). Entre aquellos
tumores que se presentaron en los senos paranasales, el seno maxilar y el etmoides

fueron el lugar de asiento para el 83% de los casos.

Esta similitud clinica con la patologia nasosinusal benigna, conjugada con su
localizacion oculta son, en gran medida, responsables del retraso diagndstico

caracteristicamente asociado a esta patologia®16:17:32,33,120,

Las manifestaciones mads distintivas de la patologia nasosinusal maligna
(proptosis, diplopia, dolor...) suelen traducir una enfermedad localmente avanzada con
afectacion de estructuras vitales circundantes. Si bien es cierto que los 2 pacientes que
manifestaron clinica oftalmoldgica en el debut (diplopia y parestesias oculares)
presentaban estadios Vb al diagndstico, otros 4 pacientes que se diagnosticaron en
estadio Vb presentaban epistaxis e insuficiencia respiratoria nasal como motivo de
consulta. Se aprecidé que, si bien el estadio no se relaciona con un perfil de
manifestaciones clinicas concretas, la presencia de ciertas manifestaciones como las
oftalmoldgicas y las neurolégicas si sugeriria un estadio localmente avanzado. Sin

embargo, al analizar el impacto de la clinica de presentacién en el devenir de la
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enfermedad, no pudimos demostrar la existencia de diferencias significativas en

términos de supervivencia.

En nuestra muestra no pudimos esclarecer el impacto prondstico de la
localizacién primaria del tumor ni de su aspecto macroscdpico, que si se ha establecido

en ciertas series.

En este sentido, se ha descrito que la localizacién primaria de estos tumores tiene
una implicacién prondstica reconocida superior al propio tamafio tumoral>1:124148149 y
que, la localizacidon en el territorio de cabeza y cuello implica un riesgo independiente
de progresidn frente al conjunto de los MM'?’, Dentro de este subgrupo, los MMNS y
particularmente aquellos originados en los senos paranasales, comprenden los tumores
de peor prondstico, con menores SG y SLE en comparacion con los de origen en la

cavidad nasal u oral?4124130-132

Al examen macroscépico, Unicamente el 8% de los melanomas de nuestra
muestra fueron descritos como amelandticos, frente a series que describen esta
caracteristica en hasta un 70% de los casos®. Dicha ausencia de pigmentacion melanica,
si bien constituye otro factor macroscdépico que dificulta el diagnédstico clinico, también
se ha relacionado con una biologia mas agresiva’®102128129 Sin embargo, el porcentaje
tan elevado de casos perdidos en esta magnitud no nos permitid replicar ni negar de

una forma consistente los hallazgos de otras series mayores.

Siendo preceptiva la realizacion de una prueba de imagen seccional, en nuestra
muestra se realizé en todos los casos un TC facial con contraste intravenoso, tanto por
su disponibilidad como por su excelente correlacidn anatdomica para la planificacion del

tratamiento quirurgico.

No obstante, la mayor parte de las series consideran la RM como el método
diagndstico por imagen de eleccion'?3>3% en base a que el andlisis de sefial en las
diferentes secuencias proporciona un patrén de informacion muy sofisticado que,

combinado con la gran resolucidn espacial y contraste, permite una mejor delimitacion
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de la extension en profundidad del tumor. En nuestra muestra, dicho estudio, fue
reservado para aquellos casos en los que se considerd necesaria una valoracién mas
precisa de la afectacion de estructuras criticas, como en casos de afectacién orbitaria o

intracraneal.

La tecnologia PET, tanto en combinacién con TC como con RM, todavia se
encuentra en fase de consolidacién en el diagndstico y estadificacion del MMNS, con
resultados muy favorables, lo que lo convierte en una prometedora perspectiva futura.
Si bien, la combinacion con TC ya ha demostrado una excelente correlaciéon
anatomopatoldgica®® su combinacién con RM no ha demostrado inferioridad en la
estadificacién inicial de los tumores de cabeza y cuello®® proporcionando una mejor
diferenciacidn tisular y valoracion de la extensidn perineural, con una valoracion similar

de las estructuras dseas®°.

La confirmacion diagndstica la proporciona el andlisis anatomopatoldgico, tanto
histolégico como IHQ, constituyendo el principal criterio de inclusidn en la seleccion de
nuestra muestra. Sin embargo, la histologia del MM es, en general, superponible a la de
su equivalente cutdaneo®3%39 lo cual puede suponer un desafio diagndstico y obliga a
descartar la posibilidad de que nos encontremos ante una metdstasis mucosa de un
melanoma originado en otra localizacion anatédmica, tratandose este ultimo de un
evento mucho mas frecuente. Si bien existen ciertos patrones, tanto histoldgicos
(células fusiformes) como IHQ (elevada expresién de PNL2 y Ki67)3°, que sugieren que
nos hallamos ante una MM frente a una metastasis de MC, estos distan de ser
suficientemente conclusivos como para establecer el diagndstico con seguridad. Esta
dificultad intrinseca para establecer el diagndstico diferencial motivé que todos aquellos

pacientes con antecedentes de MC fueran excluidos de nuestro estudio.
La inmunotincion de los MM se caracteriza por la ausencia de respuestas

consistentes a la tincion con un marcador concreto, de forma diferencial con el MC*° y

establece la necesidad de un panel amplio con multiples marcadores®.
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El marcador mas frecuentemente positivo en nuestra muestra, el S-100, se
caracteriza por una buena sensibilidad para el MMNS*>! con inferior especificidad®. El
segundo marcador mas utilizado en nuestra muestra, los anticuerpos anti HMB45, se
unen de forma dispersa en las células melanicas pero no han demostrado capacidad
para distinguir entre lesiones benignas y malignas3>1°2, Este es el marcador mas sensible
para el melanoma?3, con buena especificidad diagnéstica’®11>3 y resulta especialmente

atil en el diagndstico de melanomas amelanéticos.

Si bien en el MC, la afectacidn de los ganglios linfaticos regionales constituye el
principal factor prondstico, en el MMCC el significado clinico de la deteccion de un
ganglio linfatico positivo para malignidad es incierto!*. Consecuentemente, una biopsia
de ganglio linfatico centinela positiva no necesariamente implicaria una diseccion
ganglionar cervical, ya que no existe evidencia que sugiera que confiere un beneficio en
la supervivencia3’. En consecuencia este procedimiento no se plantea de forma rutinaria

en los MMNS y no se realizé en nuestros pacientes.

En nuestra muestra, cerca del 70% de los pacientes se presentaron con un
estadio IV al diagndstico, el 46% del total como estadios IVa y el 23% como estadios Vb,
similar a los resultados publicados por Koivunen et al.>! y Shuman et al.>2. Los estadios
avanzados de nuestra serie fueron debidos en mayor medida a la extension local del
tumor primario, mas que a la presencia de metastasis ganglionares (15%) o a distancia
(4%). El 35% de los pacientes se presentaron con un tumor delimitado a su localizacion
primaria (T3), frente a un 65% con tumores localmente avanzados, de los cuales el 23%
eran categorizados como T4b. Este patron de presentacién como enfermedad localizada

es consistente con series mas amplias de MMNS publicadas®.

En el 100% de nuestros pacientes con tumores localizados (T3), este se
encontraba en la fosa nasal, mientras que en el 33% de los T4b lo hacian en los senos
paranasales. Dichos hallazgos sugieren que, el perjuicio ocasionado por la localizacién
oculta, podria tener un mayor impacto en el prondstico que el ocasionado por la

proximidad a estructuras vitales o criticas.
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Las metdstasis ganglionares locorregionales, presentes en el 15% de nuestra muestra al
diagnodstico, son un hallazgo relativamente frecuente en todos los tipos de MM, con
ciertas variaciones en funcién de la localizacidn concreta del tumor primario (20% para

el MMCC frente a menos del 10% en el MMNS*8).

Solamente uno de nuestros pacientes debutd con metastasis a distancia, pese a
ser un evento descrito con relativa frecuencia (5-10%) en los MMCC*. No obstante,
cerca del 25% de nuestra muestra, las desarrollaria durante el seguimiento. El patrén de
distribucién de dichas metdstasis siguié el descrito en la literatura médica, siendo las
principales dianas el pulmén y el higado. Llamativamente el 83% de los pacientes
manifestaron una afectacién metastdsica multiple, muy superior al 33% publicado por
Bartell et al.*%, pero en ninglin caso se demostré la existencia de tumores metacrdénicos,
hallazgo que, en la serie sin precedentes publicada por Penel et al. ®, se identificé hasta

en un 15%.

Este comportamiento evolutivo, contrastado en diferentes series de pacientes,
sostienen el cambio de paradigma que busca considerar esta enfermedad, desde su

diagnodstico, como una condicion sistémica.

Sin embargo, este paradigma no se ha podido reflejar, por el momento, en las
guias terapéuticas empleadas en el manejo de esta enfermedad. La ultima actualizacion
(Versién 1.2021) de las guias de la National Comprenhensive Cancer Network (NCCN)*>*
para el MMNS recomienda: para el tratamiento de las categorias T3 y T4a con metastasis
cervicales clinicamente negativas, la reseccidn quirdrgica asociada a RT adyuvante
(sugieren considerarlo en T3 y aplicarlo en T4a) asociado o no a la adicién de un
tratamiento sistémico (recomendacidon categoria 2B); para el tratamiento de los
pacientes con tumores incluidos en las categorias T3 y T4a con metastasis ganglionares
clinicas, el tratamiento de eleccidn es la reseccion quirdrgica del tumor primario y el
vaciamiento ganglionar ipsilateral asociado a RT adyuvante, tanto del lecho quirurgico
como del cuello, valorando la adicién de un tratamiento sistémico (recomendacion
categoria 2B); para el manejo de los pacientes con tumores incluidos en las categorias

T4b se recomienda, como primera modalidad de tratamiento, la RT radical o las terapias
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sistémicas, poniendo al mismo nivel en los pacientes con metastasis ganglionares
clinicas, el tratamiento de soporte; por ultimo para el manejo de la enfermedad
recurrente o persistente, la recomendacién proporcionada consiste en atenerse a las

guias NCCN para el MC.

Esta guia es un reflejo de la controversia que existe entre el conocimiento de la
naturaleza sistémica de esta enfermedad y la consecuente necesidad de una terapia
sistémica efectiva frente a la ausencia de resultados favorables en términos de

supervivencia con las terapias ensayadas hasta la fecha.

En nuestra serie el 92% de los pacientes recibieron tratamiento quirdrgico como
primera modalidad terapéutica, el 63% de ellos por via endoscdépica mediante CENS.
Este es el modo de actuacion general de las diferentes series publicadas ya que se
considera que, siempre que sea técnicamente factible, la reseccidn quirurgica completa

es el tratamiento que proporciona los mejores resultados en términos de SLE y SG11.

El abordaje mediante CENS se asocid, en nuestra serie, a una mayor SG frente a
los abordajes abiertos (p=0,045), de forma similar a lo identificado por otros autores®®
92155 pese a que no pudimos identificar estas diferencia significativas en lo relativo a la
SEE ni ala SLE, numerosos estudios han demostrado la no inferioridad en estos términos

frente a abordajes abiertos?1:82-8492,156,157

Esto se ha demostrado como estable una vez eliminado el sesgo de seleccidn,
gue es defecto natural de este tipo de comparaciones. Si bien histéricamente existia una
tendencia a emplear el abordaje endoscdpico Unicamente en el tratamiento de tumores
seleccionados de pequefo tamafio y realizado por cirujanos expertos con intencion
curativa, progresivamente dicho abordaje se ha ido estableciendo como el tratamiento
de eleccidn en todos los casos. Esta situacidon es la que caracteriza nuestra serie, en la
cual a partir de 2014 todos los casos fueron tratados con abordajes endoscdpicos, sin
perjuicio de los resultados oncoldgicos. Esto refleja la curva de aprendizaje de la técnica,
gue ha permitido a los cirujanos expertos alcanzar resecciones satisfactorias por via

endoscdpica.
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Este abordaje es muy superior en términos de calidad de vida, habiéndose
demostrado un menor nivel de dolor postoperatorio, una hospitalizacién mas breve y
un beneficio cosmético incomparable!® frente a los abordajes abiertos, con una

incidencia similar de complicaciones®’.

Asimismo, el abordaje endoscépico mantiene los buenos resultados en el

34158 vy permite, con minima

tratamiento de rescate tras recidivas o recurrencias
morbilidad, el control de ciertos sintomas refractarios en situaciones de manejo

paliativo°.

Unicamente en un 35% de nuestra serie, se empled la RT en alguna de sus formas
y en alguna de las fases del tratamiento: solamente un paciente recibié tratamiento con
RT con intencidn radical, frente a 4 pacientes que recibieron RT adyuvante y otros 4 que

la recibieron con intencionalidad paliativa, para el control de sintomas refractarios.

La RT con intencionalidad radical, actualmente se limita a pacientes con
enfermedad locorregional irresecable y/o inoperable. La radiorresistencia intrinseca del
MMNS y su naturaleza sistémica hace que, pese a que la RT convencional pueda alcanzar
cierto control local, no se considere suficiente para controlar la enfermedad en su
totalidad®®*°* y que, de forma general, se equipare a no recibir tratamiento en cuanto al

riesgo de muerte®.

Pese a que existen resultados consistentes en cuanto a que la RT adyuvante
mejora el control local349810L15% g| impacto de dicho control local en la SG continda en
entredicho. La evidencia cientifica se encuentra dividida, existiendo numeroso autores
que defienden una relacion significativa entre la RT y la LCR con la $SG3498101,159,160y, qe
se ven respaldados en ultimo término por los metaanalisis realizados por Hu et al.1®! en
2018 y por Grant-Freemantle et al.!®2 en 2021. Por oposicidn, existen numerosos
estudios que niegan dicha correlacion99124163 y que se encuentran respaldados en
ultimo término por las revisiones realizadas por Crippen et al.®3 en 2018 y Ganti et al.11®

en 2019.
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Esta ausencia de correlacién entre el LCR y la SG podria explicarse por los
patrones de recurrencia del MMNS. Como se aprecia en el analisis de nuestra serie, la
tasa de recurrencia o recidiva local es inferior a la tasa de desarrollo de metastasis a
distancia, que fue del 25% en nuestra serie independientemente de haber alcanzado un
satisfactorio control local tras la cirugia. Este hecho se ha descrito hasta en el 50% de los
casos en determinadas series’®3* y se presenta de forma independiente a la
administracion de RT adyuvante. Esto plantea una duda sobre del impacto del
tratamiento local y, sobre todo, de su intensificacion®° en el control de esta

enfermedad.

En la misma linea y de forma consecuente, una intensificacion del tratamiento
sobre el cuello no necesariamente asociara un impacto real en la supervivencia de estos

pacientes.

En nuestra muestra Unicamente en 2 pacientes (algo inferior al 8% del total) se
realizd un vaciamiento ganglionar en el primer tiempo quirdrgico, en ambos casos por
la existencia de metdstasis clinicas y optando en ambos casos por un VGF bilateral. En

ningun caso se realizé un vaciamiento ganglionar electivo en cuellos cNO.

En el MMNS, no se han demostrado diferencias en términos de supervivencia al
incluir un vaciamiento ganglionar en el plan de tratamiento primario'*>1%* por lo que la

mayor parte de los autores no lo indican en el manejo del cuello cNQ1/100.128,165

Dos pacientes fueron tratados con un VGF bilateral como rescate tras el fracaso
regional. Sin embargo, pese a que el vaciamiento ganglionar terapéutico esta indicado
con el objetivo del control local y tratamiento sintomatico, tampoco existe evidencia
clara que demuestre que esta medida se traduzca en un beneficio en la SG3%115, Nuestros
2 pacientes sufrieron una recaida a nivel local y uno de ellos desarrollé6 metastasis a
distancia, falleciendo ambos como consecuencia del tumor tras una SG media de 99

meses.
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La tendencia actual, en definitiva, se inclina hacia un enfoque conservador en el

121

manejo del cuello, tanto en la indicacién de tratar o no*“* como a la hora de limitar la

extension de dicho tratamiento®®*.

Pese a la imperiosa y demostrada necesidad de ellas, no existen guias de
consenso sobre el tratamiento sistémico optimo para el MM. La mayor parte de los
datos a este respecto provienen de informes de casos y estudios con un numero muy
limitado de pacientes y, en consecuencia, los regimenes empleados dependen de la
extrapolacion de las terapias utilizadas en el MC avanzado®®. En nuestra serie, el empleo
de terapias sistémicas fue marginal, administrandose bioquimioterapia Unicamente a un
9% de los pacientes, mientras que en ningun caso se realizé tratamiento con terapias

dirigidas ni inmunoterapia.

Los beneficios de la QT adyuvante en el MM son poco claros y ninguna terapia
ha demostrado un beneficio en la supervivencia en general'11% nj en el MMCC en
particular3®. Al comparar los efectos de la QT frente a la bioquimioterapia, el impacto
real es dudoso, con autores que otorgan superioridad a la Ultima®’-16% frente otros que

no aprecian diferencias!®-118,

Se ha hipotetizado, que la neoadyuvancia con QT o quimiorradioterapia (QRT) en
el MMNS podria reducir la presencia de células tumorales circulantes y micrometastasis,
dada la gran vascularizacion de estas areas y la fragmentacién tumoral asociada a las
técnicas piecemeal empleadas con frecuencia en la CENS*’°. Por desgracia, la literatura
existente sobre los beneficios de la bioquimioterapia neoadyuvante en el MMNS es muy
escasa. Si bien los resultados publicados por Hafstrém et al.11° en 2019 identificaron una
SG a los 5 afos del 70% y una SLE del 90%, lo cual resultaba muy prometedor, Amit et
al.13% en 2017 analizaron 152 pacientes con MMNS en cuatro grupos en funcidén del si el
tratamiento se habia realizado con cirugia solo, cirugia con RT adyuvante, cirugia con
QRT adyuvante y cirugia con bioquimioterapia neoadyuvante sin poder identificar
beneficios significativos del tratamiento con bioquimioterapia. Estos resultados son

similares a los reflejados por Yao et al.1% en su estudio fase Il.
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En adyuvancia al tratamiento RT, tanto Takayasu et al.1’! como Koto et al.}’2 en
el estudio J-CROS, evaluaron la eficacia de la terapia con iones de carbono combinada
con QT, obteniendo una LCR mayor del 90% a los 3 afios con una SG cercana al 50% y

una mas que aceptable tasas de efectos secundarios.

Tras finalizar el seguimiento, la SG de nuestra muestra fue del 77% al afio, pero
del 31% a los 3 afos con una mediana de supervivencia de 29 meses tras el primer
tratamiento. Este mal prondstico con SG a los 5 afios inferiores al 25% se mantiene para
todas las variantes del MM®®2> independientemente de la radicalidad del tratamiento
aplicado y la adyuvancia administrada®®. La SEE identificada en nuestra muestra fue del
86% al afio y del 43% a los 3 afios con una mediana de 34 meses desde el primer

tratamiento.

La SLE de nuestra muestra fue del 62% al afio y del 23% a los 3 afios con una
mediana de tiempo libre de enfermedad de 13 meses y una tasa de recidiva del 74%,
algo superior a las descritas para MMNS?, La afectacion ganglionar metastasica, que se
ha identificado como factor de riesgo independiente tanto en MM en general!?’/144,
como en MMCC!?* y MMNS en particular!’, no demostré asociarse a un impacto en la
supervivencia en nuestra serie. La tasa de metastasis a distancia en nuestra muestra fue
del 26%, ligeramente inferior a los resultados publicados en determinadas series!’82:122
en las que correlacionan este evento con peores SG y SEE!’3, lo cual no se pudo replicar

en nuestra serie.

Estos resultados de supervivencia, se encuentran en la linea de los resultados del
proyecto RARECAREnet (red de informacion de cdnceres raros) que evidencié una SG
estimada a los 5 afios del 20%, estable desde hace mas de 20 afios”*>, con una media de
supervivencia de 49 meses!! y una SLE a los 5 afios del 44%'7 con una tiempo medio a

la recidiva de 22 meses!31.

Los resultados descritos y analizados permiten considerar la serie estudiada
como representativa de la poblacion general de pacientes con MMNS, descrita en series

de mayor tamafo.
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6.3 ANALISIS GENETICO Y MOLECULAR

6.3.1 RUTA DE LAS MAPK

En los 15 MMNS que componen nuestra serie y fueron sometidos a un estudio
genético no se identificd ninguna mutacion en KIT ni BRAF mientras que en RAS y NF1

se detectaron en un 20% y un 33% de los casos, respectivamente.

Las mutaciones en NF1, de acuerdo con la clasificacion propuesta por el TCGA®®
para el MC, definen el subtipo genético NF1 mutado. En nuestra serie, 5 de los 15
pacientes que se sometieron al estudio genético (33%) demostraron albergar alguna
mutacion en este gen. Este porcentaje es muy superior al descrito en la literatura
médica, tanto para el MC como para el MM en sus diferentes localizaciones’® y en

particular en el MMNS’4, que es de en torno a un 15%.

Un hallazgo destacable de nuestro estudio fue que, ademads de los 3 casos con
mutaciones inactivadoras, identificamos 2 tumores que albergaban pérdidas
intragénicas de varios exones de NF1, ocasionando la inactivacion del gen. En uno de los
dos casos pudimos realizar la cosecuenciacion con la linea germinal pudiendo demostrar

que la alteracidn era somatica y con un genotipo homocigoto.

Hasta la fecha, no existen registros en la literatura médica con respecto a la
existencia de deleciones intragénicas, parciales o exdnicas como causa de melanoma,

estando bien descrito para los casos de deleciones groseras que incluyen todo el gen

N F118,32,45,57,58,75,76,78,175—183

Esto probablemente es debido a las técnicas genéticas empleadas
habitualmente: la secuenciacidén Sanger proporciona informacién sobre las mutaciones,
pero no sobre el nimero de copias del gen, mientras que la secuenciacion mediante
panel de genes, que se aplica sobre un niumero reducido de genes y sin cosecuenciacién

de la linea germinal, no genera informacion sobre el nimero de copias.
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Las deleciones intragénicas y duplicaciones del gen NF1 si que han sido descritas
en la linea germinal de pacientes con neurofibromatosis tipo 1, afectando a diferentes
exones del gen>"68184187 'En cuanto al mecanismo mediante el cual se desarrollan estas
deleciones, Hsiao et al.?® identificaron que las alteraciones intragénicas en la linea
germinal de NF1 variaban en tamafio, localizacién y mecanismo de reordenamiento,
sugiriendo un mecanismo que implicaba un bloqueo de la hélice y cambio de plantilla
(FoSTeS, procedente de fork stalling and template switching) y la replicacién mediada
por la microhomologia (MMBIR, procedente de microhomology-mediated break-
induced replication). Sin embargo, no estd claro que las deleciones somaticas
intragénicas identificadas en nuestro estudio se desarrollen de la misma forma o bien

reflejen reordenamientos cromosémicos.

El analisis exhaustivo de mutaciones en el gen NF1 entrafia una gran
complejidad: si bien aproximadamente un 5-10% de las mutaciones en NF1 heredables
implican alteraciones groseras del ADN (principalmente deleciones gendmicas que
abarcan todo el gen y la region que lo flanquea asi como reordenamientos intragénicos
de varios exones®’), la mayoria de las mutaciones (85-90%) son alteraciones pequefias,
como la sustitucién de una sola base, inserciones o deleciones®®. Cerca del 30% de estas
mutaciones ocasionan una alteracidon en el reordenamiento. Esto unido a que las
mutaciones de empalme (splicing), que pueden identificarse en mas del 20% de los
individuos con NF1, pueden estar localizadas profundamente en los intrones y no
identificarse cuando se estudian Unicamente los exones® hace necesario un andlisis
tanto del ADN como del ARN. A esto debe sumarsele un problema para establecer la
significacidn clinica de las mutaciones missense y una amplia distribucion espacial de las
microdeleciones de NF1 influidas por las repeticiones de pocas copias alrededor de la

region 17q11.2%7.

En cuanto al impacto clinico de la presencia de dichas mutaciones inactivadoras
en NF1, nuestros resultados reflejan una tendencia hacia una SG desfavorable (Figura
11) en este subgrupo de pacientes. Si bien Cirenajwis et al.}’® defienden esta tendencia
prondstica, la generalidad de la literatura médica no ha podido corroborar el impacto

de estas mutaciones en la supervivencia ni en la tendencia al fracaso terapéutico®®’>.
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En el MC, el subtipo NF1 mutado, se considera una entidad bioldgicamente
diferente, con una correlacion mas fuerte con la mutagénesis inducida por radiacién UV
y una carga mutacional superior. En general, se considera que la radiacion UV no juega
un papel en la patogénesis del MM, pero en el estudio publicado por Newell et al.*®2 se
defiende que esto puede ser considerado cierto para los MM de la mitad inferior del
cuerpo pero no para todos los que se originan en el area de cabeza y cuello. No obstante,
se considera improbable que la radiacion UV esté implicada en las deleciones parciales

somaticas de NF1.

El status NF1 tiene asimismo potencial para comportarse como un marcador de

respuesta para inmunoterapia, por su asociacion con una alta carga mutacional!76182/183,

En cuanto al subtipo molecular RAS mutado, el 20% de los casos analizados en
nuestra muestra demostraron albergar una mutacion activadora en un miembro de la
familia RAS (13% en NRAS, 7% en KRAS y 0% en HRAS), de forma similar a los resultados
publicados por Cosgarea et al.”®. Las mutaciones en NRAS identificadas se localizaban en
los locus Q61H y Q61K mientras que la Unica mutacion en KRAS se hallaba en el locus
G13D. Tanto la frecuencia de dichas mutaciones como su localizaciédn concuerdan con la

literatura médica existente.

Las mutaciones en NRAS han sido descritas en el 30% de los MC® y en un
porcentaje ligeramente inferior en el MM (10-20%)2>:294573,74174 No obstante, el MMNS
presenta una incidencia de mutaciones algo superior (14-30%)842457577,188 que |o

equipara al MC.

El 98% de dichas mutaciones son activables y dirigidas, principalmente, al locus
Q61: Q61R (40%), Q61K (32%), Q61L (13%) y Q61H (5%) como refleja nuestra serie. Esta
alta frecuencia de mutaciones en el coddn 61 de NRAS se ha relacionado con la presencia
de fotoproductos de ADN inducidos por radiacion UV, que tienden a acumularse
alrededor del coddn 61 en las células humanas irradiadas®2. Si bien no se considera que
la radiacion UV juegue un papel en la patogénesis del MMNS, esta fue la firma genética

identificada en nuestra muestra.
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En la literatura médica, para la localizacién nasosinusal, la distribucién de las
mutaciones en NRAS se reparte de forma simétrica entre el exén 2 (codéon 12y 13) y el
exon 3 (codon 61)1>4245567374185 Gin embargo, nosotros no identificamos ninguna

mutacion en NRAS que afectase al exdn 2.

Pese a que numerosos estudios 187>77 han defendido que los elementos criticos
de la ruta MAPK se regian por el principio candnico de las mutaciones con
comportamiento mutuamente exclusivo, considerando que mutaciones adicionales no
conferirian una ventaja selectiva, la mutacion KRAS se identificd en comutacidon con NF1,
siendo este el Unico caso en el que se aprecid esta afectacion de la ruta en mas de un
nivel critico (7%). Nuestros resultados son superponibles a los obtenidos por

Wroblewska et al.”® en su serie.

El hecho de que la comutacion se haya producido con NF1 entrafa un interés
adicional: el descubrimiento de ciertas mutaciones no candnicas con capacidad para
activar o inactivar respectivamente a oncogenes o genes supresores de tumores de
manera parcial motivd el andlisis de los datos gendmicos de la Cancer Cell Line
Encyclopedia y el TCGA. Este analisis reveld que el 9,6% de los melanomas con
mutaciones en NF1 la presentan en comutacidon con BRAF, RAS o RAF1. Sin embargo,
mientras que las mutaciones candnicas en KRAS no ocurren con una frecuencia
aumentada en el contexto de mutaciones en NF1, las mutaciones no candnicas de KRAS
si que lo hacen, sugiriendo que estos pares de mutaciones pueden actuar de forma
conjunta para conferir una ventaja selectiva®’ consiguiendo una activacién mas intensa

de la ruta MAPK.

En cuanto al impacto pronéstico de la mutacién de un miembro de la familia RAS,
en nuestra muestra no se pudieron demostrar diferencias estadisticamente
significativas, ni en la SG ni en la SEE o SLE, asi como tampoco se demostraron al valorar
el numero total de mutaciones que albergaba cada muestra. Apreciamos que, sin
alcanzar la significacion estadistica, los pacientes con mutaciones en NRAS presentaron

una tendencia a una mayor SG (Figura 11). No obstante dicho hallazgo no ha sido
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corroborado por el estudio publicado por Amit et al.'® en el que describen una ausencia

de impacto en la supervivencia de las mutaciones en NRAS, BRAF y KIT.

El subtipo BRAF mutado es en el que se encuentra el principal punto de
discrepancia con el analisis genético del MC, tanto en la incidencia como en el impacto

terapéutico y prondstico.

La incidencia de dichas mutaciones en nuestra serie fue del 0%. Si bien los
resultados publicados en MMNS varian en su incidencia desde un 3-36%4>75180 en |
MC estas mutaciones se han descrito en un 50-70% de los casos>®®® frente al 10%

descrito para el conjunto de los MM*422.174,

En el MC, dichas mutaciones se distribuyen un 90% en el locus V600, entre el
V600E, V600K y V600R?>%, definiendo la firma mutacional tipica ocasionada por la

fotoexposicidon a radiaciéon UV.

Estas mutaciones han demostrado una gran capacidad para activar de forma
intensa la ruta MAPK tanto en MC como en MM. No obstante, el impacto prondstico de
este tipo de mutaciones en el MMNS no estd bien establecido. Si bien ciertos estudios
han correlacionado su presencia con una peor supervivencia libre de progresion (SLP)%,
la existencia de moléculas terapéuticas aprobadas dirigidas a dicha mutacidn, convierte
a estos pacientes en potenciales candidatos a una terapia dirigida que ya ha demostrado

mejorias en la SG en MC?>1%0,

El porcentaje de MMNS triple-negativos descritos en nuestra serie fue del 53%,
muy superior al descrito para los MC que es de en torno al 15%!75179, En nuestra serie,
el perfil mutacional caracteristico de dicho subtipo no demostrd ejercer un impacto

significativo en la supervivencia.

En conjunto, nuestros resultados son concordantes con la literatura médica
disponible sobre series de pacientes, en las que la secuenciacidn de genoma completo

y la WES han permitido profundizar en el conocimiento de las rutas moleculares y las
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posibles dianas terapéuticas. En ellas se demuestra la existencia de mutaciones en la
ruta MAPK en el 50-90% de los MM pero con una distribucion diferencial con respecto
al MC en cuanto a los genes afectos: en el 6% de los casos se han descrito mutaciones
en BRAF (rango 0-32%), en el 20% en NRAS (rango 5-41%) y en el 15% en NF1 (rango 4-
37%), mientras que las mutaciones en KIT, SF3B1 y SPRED se observaron en un 15%
aproximadamente (rango 3-47%)1832457576,78175176,178,180,181 Fsta tasa de mutaciones,
inferior a la observada en el MC, es comparable con la identificada en otros tumores no
asociados a la exposicion a mutdagenos conocidos, que se caracterizan por una gran
inestabilidad gendmica manifestada en forma de variantes estructurales,

amplificaciones y deleciones?>.

El estudio IHQ, dirigido a valorar la relacion entre los marcadores y el estado de
activaciéon de la ruta MAPK, no permitié demostrar la existencia de diferencias
estadisticamente significativas entre la expresion del efector de la ruta (pERK) o el indice
de proliferacion celular (Ki67) y el estatus mutacional de la misma. Si bien estos datos
ya habian sido apreciados en estudios sobre el MC'®! no habian sido refrendados en
estudios sobre el MMNS. Estos resultados implicarian que el estudio genético de estos
tumores no puede ser sustituido por el analisis IHQ a la hora de identificar sus posibles

dianas terapéuticas.

Sin embargo, nuestros resultados sugieren una potencial implicacién prondstica
de estos marcadores: si bien su grado de tincién no se correlaciond de forma consistente
con la supervivencia, si pudimos poner de manifiesto una relacidon estadisticamente
significativa entre el grado de tincidn de pERK, (directamente proporcional al grado de
expresion de la ruta MAPK), con la SG (p=0,042). Esta relacidn, si bien habia sido
estudiada en el MMNS*, habia sido descartada como marcador prondstico'®; por otra
parte, pudimos establecer una relacidn significativa entre la tasa de expresién de Ki67 y
la SEE de nuestra muestra (p=0,027). Este marcador se ha empleado como indice
prondstico en gran nimero de neoplasias malignas humanas, fundamentalmente en

192

cancer de mama de cérvix!?31* v de forma reciente, en el MMCC*>1% y en el
y y

MMNS*3:44,
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Nuestros resultados, por tanto sugieren que, si bien estos marcadores IHQ no
permiten por si mismos predecir el estatus mutacional de la via, si podrian traducir una
implicacion prondstica que permitiera una estimacién y asesoramiento mas preciso del

riesgo y de la necesidad de intensificar o no el tratamiento.

6.3.2 RUTA PI3K-AKT-mTOR

En nuestra serie, el andlisis genético, identificd la presencia de mutaciones
probablemente patogénicas que afectaban a elementos criticos de la ruta PI3K-AKT-
MTOR en el 27% de los casos. Estas 4 mutaciones se distribuyeron en 2 genes: PTEN y
EIF4G3. Llamativamente, en 3 de los 4 casos, se detectaron en comutacién con la ruta

MAPK (concretamente con NRAS).

Llama la atencién, comparativamente, que series como la publicada por Turri-
Zanoni et al.** identificaran un déficit en la expresion de PTEN en un 50% de los MMNS
analizados, frente al 18% de alteraciones identificada en nuestra muestra. Los estudios
como el nuestro, que buscan identificar las mutaciones en PTEN, tienden a infraestimar
el grado de afectacidén de la ruta debido a que Unicamente una pequefia proporcién de
los tumores con una expresion reducida de PTEN la presentan secundaria a mutaciones
inactivadoras identificables. En la mayor parte de los casos, la pérdida de expresioén es
secundaria a deleciones gendmicas y a procesos de silenciamiento transcripcional o

epigenético®®19’,

Identificamos adicionalmente una mutacién potencialmente patogénica en el
gen EIFAG3 (eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 3) en 2 casos. Este gen, que
codifica para un componente accesorio de la ruta PI3K-AKT-mTOR, no se habia descrito
previamente como implicado en la patogénesis del MMNS vy, solo recientemente, se ha

asociado a un caso de MM genitourinario®®®.

La ruta PI3K-AKT-mTOR es una ruta muy frecuentemente alterada en gran
proporcién de los tumores malignos humanos. Esto unido a la relacidn existente entre

su activacién y la resistencia a ciertos tratamientos antineoplasicos®® y la tendencia
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comentada a la infraestimacion de su afectacion, sugiere que el papel en la patogénesis

del MM podria ser mayor del supuesto hasta la fecha

6.3.3 OTROS GENES

El subtipo genético triple negativo, definido por la ausencia de mutaciones en los
elementos criticos de la ruta MAPK, se caracteriza por un patrén diferencial de
mutaciones: mientras que la frecuencia de mutaciones en TERT en los MC de subtipo
BRAF, RAS o NF1 es superior al 90%, su frecuencia en el subtipo triple-negativo es del
6,7%, sugiriendo una via alternativa de activacién de TERT en estos tumores. Por el
contrario, los tumores triple-negativos tienen una mayor frecuencia de amplificaciones

en MDM2 y una menor incidencia de mutaciones en TP53,

Este subtipo presenta, asimismo, una mayor incidencia de genes de fusién: estas
alteraciones previamente desconocidas, se han podido identificar mediante las
tecnologias de secuenciacién profunda y se conoce que pueden funcionar como
mutaciones driver. Esto implica un impacto en la estratificacion del riesgo ya que
constituyen una posible diana terapéutica y una via de resistencia a los inhibidores de

MEK">7,

En nuestra serie identificamos otras mutaciones presentes de forma aislada en
uno de los casos estudiados, y que afectaban a los genes CDKN2A, APC, ATM, MITF,
FGFR1y FGFR2. Con la excepcidn de FGFR1, todas ellas han sido notificadas previamente

en estudios mediante NGS en MC y MM?77-179,182,

FGFR1 es un receptor de tirosina-quinasa capaz de activar tanto la ruta MAPK
como PI3K-AKT-mTOR para generar una activacion constitutiva de ERK. Las mutaciones
en dicho gen se han demostrado como patogénicas en gran numero de neoplasias

199 asi como en el MC?® y en

malignas humanas, incluido el pulmon, préstata y mama
ciertos tipos de MM como el uveal®®’. En el territorio nasosinusal, se han descrito
mutaciones en dicho gen en la mayoria de los CNS?92203 pero, hasta la fecha, ningun

estudio las habia descrito en MMNS.
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6.4 PERSPECTIVAS TERAPEUTICAS

En el tratamiento del MMNS, las limitaciones ya comentadas de los tratamientos
locales (cirugia y RT) y la bioquimioterapia cldsica, han enfocado la atencion hacia las
terapias dirigidas y lainmunoterapia, en la busqueda de una terapia sistémica que pueda

tener un impacto en el prondstico de estos pacientes.

6.4.1 TERAPIAS DIRIGIDAS

Entre los inhibidores selectivos de la ruta MAPK, las moléculas de pequefio
tamano dirigidas contra BRAF mutado (vemurafenib, dabrafenib y encorafenib) han
alcanzado respuestas muy significativas en el tratamiento de MC, en pacientes
portadores de la mutacion BRAF-V600, aumentando la SG en comparacién con la

QT?>1%0 efectividad que se presupone superponible para el MM?%,

Sin embargo, pese a ser la mutacion mas frecuentemente identificable y
activable en los MC, la tasa de mutaciones en BRAF en nuestra serie fue del 0%,
consistente con la literatura médica. Esto implica que, si bien los resultados del
tratamiento con estas moléculas son prometedores, no es esperable que una alta
proporcidn de pacientes con MMNS se puedan beneficiar de ellos. Asimismo, la alta
incidencia de mutaciones en NF1 (33% en nuestra serie) en el MMNS se ha relacionado

en estudios preclinicos con una mayor resistencia a los inhibidores de BRAF?>,

Progresando en la ruta metabdlica (Figura 3), existen actualmente 3 inhibidores
no competitivos con ATP de MEK aprobados por la FDA, dirigidos a MEK 1 (cobimetinib)
y tanto a MEK 1 como a MEK 2 (trametinib y binimetinib) cuya eficacia no se veria

necesariamente afectada por la existencia de mutaciones en NF12%,
Las combinaciones de inhibidores de BRAF y MEK en MC han demostrado

beneficios clinicos superiores al compararlos con la monoterapia con inhibidores de

BRAF, lo que los hace muy atractivos para el tratamiento del MM71176,
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Los datos relativos a la eficacia de las terapias moleculares en los tumores con NF1
mutado estan limitados al resultado de estudios preclinicos. Estos estudios, arrojan
informacién que sostiene la actividad de inhibidores de MEK, de RAS y de la via PI3K-

AKT-mTOR®3,

e STAT3, un intermediario en la ruta metabdlica PI3K-AKT-mTOR, es una diana
potencial para el tratamiento de los tumores con NF1 mutado o deficiente. Su
producto natural, cucurbitacin-1, (potente inhibidor de STAT3) ha demostrado
inhibir el crecimiento de tumores malignos de la vaina de los nervios periféricos

tanto in vitro como in vivo.

e Los inhibidores de PAK1 (un efector de la ruta RAS) también han demostrado
inhibir el crecimiento de los tumores malignos de la vaina de los nervios
periféricos con NF1 inactivo, asi como los tumores malignos de mama con NF1

inactivo en estudios en ratones.

e Los inhibidores de MEK han demostrado efectividad en el tratamiento de lineas
celulares con alteraciones en NF1, tanto de glioblastoma como de leucemia
aguda mieloide y sarcomas de tejidos blandos. Esta deficiencia de NF1 se asocia
con frecuencia a una resistencia adquirida a los inhibidores del receptor del
factor de crecimiento epidérmico. Sin embargo, administrados junto con

inhibidores de MEK se ha apreciado una restauracion de la sensibilidad.

Al considerar los inhibidores de la ruta PI3K-AKT-mTOR distinguimos entre los
andlogos de la rapamicina (sirolimus, temsirolimus, everolimus y deforolimus) que
actuan aislando a mTOR e inhibiendo la sefializacion a partir de mTORC1 y los inhibidores
de mTOR de nueva generacidn, que actuan anclandose al lugar de unién de ATP de

mTOR inhibiendo la actividad catalitica de mTORC1 y mTORC22%,
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Las evaluaciones preclinicas de estos inhibidores de nueva generacion han
demostrado resultados oncoldgicos superiores a los andlogos de rapamicina en el
tratamiento de los MM pero, si bien han tenido resultados prometedores en numerosos

tumores, no han sido aprobados para el tratamiento del melanoma??’,

Los inhibidores selectivos, tanto de la ruta MAPK como de PI3K-AKT-mTOR ven sus
efectos limitados por los mecanismos de compensacién y los bucles de feedback que
operan entre dichas rutas y que subyacen a los mecanismos de resistencia intrinseca y
adquirida®”’. Esto determina que, en muchas ocasiones, la inhibicion aislada de
cualquiera de estas vias provoque la activacion compensatoria de la otra,
contrarrestando la supresion deseada del crecimiento, la proliferacidn y la supervivencia
del tumor. En este sentido cabe destacar que, en 3 de nuestros 4 casos en los que se
detectd una mutaciones en la ruta PI3K-AKT-mTOR, se identific6 una comutacion
patogénica en un elemento critico de la ruta MAPK, que no solo descarta el caracter
mutuamente excluyente de estas mutaciones, sino que apoya que las terapias
combinadas dirigidas a mdas de un checkpoint de las rutas de proliferacion celular

podrian ser superiores a la monoterapia.

Los inhibidores selectivos, tanto de la ruta MAPK como de PI3K-AKT-mTOR han
demostrado, adicionalmente a su efecto antitumoral directo, aumentar la

inmunogenicidad y por tanto facilitar la sensibilidad a la inmunoterapia.

Pese a que, en nuestra serie, no identificamos ningln paciente con mutaciones en
KIT, existe un reducido nimero de inhibidores de KIT, con una eficacia variable en el

tratamiento del MM y que consideramos que merecen una mencion:

El nilotinib es un inhibidor de KIT de segunda generacién, derivado de imatinib, con

208

similar perfil pero mayor potencia“”® que ha demostrado respuestas duraderas en MM

209

previamente tratados y con resistencia adquirida“®”, con una tasa de respuesta global

en torno al 20% y una LCR mayor del 50%210211,
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El desatinib es otro inhibidor de segunda generacién que en estudios preclinicos ha
demostrado una actividad superior. Sin embargo, esta superioridad no se ha confirmado
en el ensayo fase 2 conducido por Nassar et al.?>. De forma puntual, Quintas-Cardama
et al.?'2 publicaron un caso de un varén de 79 afios con un MMAR metastdsico tratado

con sorafenib y temozolamida que presentd una respuesta completa durante 5 meses

La existencia de determinadas mutaciones en KIT, con mejor respuesta a la inhibicion
gue otras, sugiere que Unicamente ciertas variaciones en este gen son realmente
oncogénicas y por tanto dianas terapéuticas?>208210.213214  pesafortunadamente, la
mayoria de pacientes que presenta una respuesta inicial a los inhibidores de KIT, lo
hacen por breves periodos de tiempo, alcanzando la resistencia y finalmente la

progresion?®,

Las principales terapias dirigidas hacia elementos de la ruta de las MAPK y PI3K-AKT-

mTOR se resumen graficamente en la Figura 13.
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Figura 13

Punto de actuacion de las diferentes terapias dirigidas aprobadas contra las mutaciones en la ruta de las MAPK y PI3K-AKT-mTOR.
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6.4.2 INMUNOTERAPIA

Pese a que en nuestra serie ningun paciente se beneficié del tratamiento con
inmunoterapia, consideramos que merece una mencion. Esto viene motivado por la
revisién de 1.910 MMCC realizada por Abiri et al.?4, en la que demostraron que la adicion
adyuvante de la inmunoterapia al tratamiento quirurgico asociaba un incremento
significativo de la SG, demostrandose estable en el subgrupo de MMNS

independientemente de recibir o no RT.

Estos farmacos se conocen como inhibidores del punto de control inmunitario o
inhibidores del checkpoint. Estos puntos de control o checkpoints son elementos del
sistema inmune que buscan frenar la respuesta mediada por células T.
Consecuentemente estos inhibidores, al bloquearlos, impiden que se envie la sefial
inactivadora y permiten a las células T destruir las células tumorales. Dentro de este
grupo de farmacos consideremos dos familias: los inhibidores dirigidos contra CTLA-4 y

los inhibidores de PD-1y PD-L1.

Ipilimumab es un anticuerpo humano tipo IgG dirigido a CTLA-4, un receptor
inhibidor de los linfocitos T. Al bloquear este receptor, potencia la activacién y
proliferacién de los linfocitos T y por tanto incrementa la inmunidad antitumoral. Este
tratamiento ha demostrado un tasa de respuesta superior al 10% en el MM y una tasa

de control objetivo de la enfermedad mayor al 30%?21°

, siendo la primera terapia que ha
demostrado una ventaja en términos de supervivencia en los ensayos fase 11127218 Dicha
tasa de respuesta es la observada también en los primeros analisis retrospectivos en

MM N5216'219.

Los inhibidores de PD-1 constituyen otra modalidad de inmunoterapia aprobada
como tratamiento adyuvante para el MC metastasico, pudiendo alcanzar supervivencias
a los 5 afios del 40-50%. Son farmacos, en general, bien tolerado y con una toxicidad

manejable??°

que han demostrado un beneficio significativo en supervivencia en
melanomas operados estadio I11112221222 |ogrando rescatar al 30% de los pacientes que

recaen con la cirugia y logrando una SLP del 30% en ensayos clinicos?23224,
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En los estudios que han analizado los resultados del tratamiento con inhibidores
de PD1, dos ensayos randomizados fase 322>226, han demostrado la superioridad en el
tratamiento del MC metastasico de nivolumab frente a ipilimumab en términos de SG,
SLP, tasa de respuesta y tolerabilidad. Consecuentemente se ha postulado al nivolumab

por delante del ipilimumab en el tratamiento, no solo del MC, sino también del MM.

La activacién inmune del huésped desencadenada por los inhibidores del
checkpoint, genera una gama unica de efectos adversos conocidos como efectos
adversos inmunomediados (EAI). La aparicion e intensidad de estos EAl esta en relacion
con el grado de activacién inmune del huésped, que a su vez se ha relacionado con una

respuesta antitumoral més potente?27.228,

Otsuka et al.!*® analizaron a 27 pacientes con MM tratados con nivolumab y
observaron una incidencia de EAI cercana al 60%, la mayoria grado 1 o 2 (89%) siendo
los mas frecuentes los dermatoldgicos. Evidenciaron una tasa de respuesta objetiva 4
veces superior en los pacientes que presentaron algun EAI, con una tasa de control de
la enfermedad superior al 80% (frente a cifras inferiores al 20% en los que no los
manifestaron). Dichos hallazgos se tradujeron en una SG y SLP significativamente

superior en el grupo que padecio algun EAL.

Consecuencia de su alta tasa de respuesta, la duracion de la misma, la mejora en
la SG y la baja incidencia de efectos adversos, autores como Ascierto et al.® sugieren el

uso de inhibidores de PD-1 como primera linea de inmunoterapia.

Los inhibidores de PDL1 (atezolizumab, avelumab y durvalumab) han sido
aprobados recientemente como otra forma de inmunoterapia para el cancer por la FDA,

pero aun estan en fase de estudio y evaluaciéon en MM?>,

En el estudio realizado por Amit et al.82 en 2018 comparando el tratamiento de
MM metastdsico con inhibidores de CTLA-4 y PD-1 apreciaron una respuesta global
cercana al 40% en los pacientes tratados con combinacidon de estos inhibidores

(ipilimumab y nivolumab), préxima al 25% en los tratados con nivolumab y menor del
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10% en aquellos tratados con ipilimumab en monoterapia. Este interés en la
combinacidn de ambos inhibidores del checkpoint ya habia sido sugerido por D’Angelo

et al.?2° aunque demostré menor respuesta en el MM que en el MC.

Mignard et al.?3° compararon la respuesta al tratamiento con inmunoterapia
frente a bioquimioterapia en el MM y observaron una SG estadisticamente superior en
aquellos tratados con inmunoterapia, y dentro de esta, a los tratados con inhibidores de
PD-1 frente a los inhibidores de CTLA-4. Esta apreciacion fue comprobada para el MMNS
por Ganti et al.!*> que en 2020 tras analizar los datos procedentes de la National Cancer
Data Base comprobaron que, el haber recibido inmunoterapia, actuaba como factor

predictor de mejor supervivencia en los pacientes con metastasis a distancia.

Estos hallazgos sugieren que, a los pacientes con MM, se les debe ofrecer la
inmunoterapia como estandar de tratamiento. En el MMCC, actualmente, las guias
britdnicas®® recomiendan que, en la enfermedad avanzada o metastaésica, los inhibidores
del checkpoint (combinacidn de anti CTLA-4 con anti PD-1 o bien monoterapia anti PD-1
si el paciente no tolera la combinacion) pueden ser ofertados. Asimismo, cuando el
tumor presente la mutacién correspondiente, las terapias dirigidas contra BRAF o KIT

puede ser consideradas, tanto en primera linea como ante el fracaso del tratamiento.

6.5 LIMITACIONES Y FORTALEZAS DEL ESTUDIO

Este estudio adolece de las limitaciones propias de la mayoria de los estudios
centrados en los MMNS (y, en general, de aquellos centrados en patologias infrecuentes
y de mal prondstico): se trata de un estudio retrospectivo, realizado sobre un nimero
limitado de pacientes, tratados con regimenes terapéuticos inconstantes basados en la

experiencia de profesionales expertos.
Los estudios retrospectivos constituyen una herramienta importante para el

estudio de enfermedades infrecuentes, y sus hallazgos pueden establecer la base sobre

la cual se planifiquen y desarrollen los estudios prospectivos subsiguientes. Se trata, sin
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embargo, de estudios con un peso estadistico relativo, que no permiten hacer

afirmaciones causales, Unicamente correlaciones.

Fruto de su naturaleza retrospectiva nos encontramos ante una limitacién en
cuanto a la informacion obtenida. Esto se manifestd, por ejemplo, en el tratamiento de
los antecedentes de exposicion y consumo téxicos de nuestros pacientes, dado que la
informacién se obtuvo de historias clinicas no disefiadas para recoger los datos que
pretendimos valorar. No obstante, la no realizacion de entrevistas clinicas con los
pacientes sujetos a estudio elimind el posible sesgo de memoria asociado a este tipo de

estudios.

El limitado tamafo muestral del que partiamos inicialmente se vio reducido
practicamente a la mitad para el andlisis genético y molecular. Incluso dentro de dicho
analisis se perdieron casos por consumo de la muestra durante el mismo. Esto limito la
posibilidad de hacer un andlisis de supervivencia en base a los resultados genéticos que

pudiese arrojar conclusiones mas sdlidas.

Se identificaron ciertas caracteristicas, que limitaron la viabilidad de las muestras
sometidas al analisis genético y molecular: la tincidén melanica intensa, si bien favorece
el diagndstico clinico e IHQ, demostré artefactar en gran medida los estudios
moleculares; las muestras incluidas en parafina demostraron ser de menor calidad al
encontrarse muy fragmentadas; por ultimo el no tener en cuenta los analisis que se iban
a realizar a priori limité la recoleccién de muestras de sangre periférica pareada con el

tumor en ciertos casos, una circunstancia potencialmente evitable.

Es por ello por lo que merece una mencidn especial el destacar que, en todo
momento, durante el estudio y tratamiento de este tipo de tumores tan infrecuentes,
debemos tener presente la necesidad de obtener una muestra histologica de calidad y

del mayor tamafo posible, sin perjuicio del manejo clinico del paciente.

Si bien la exigencia de los criterios de inclusidn y exclusién aplicados implicd una

reduccion considerable de nuestro tamafio muestral, no podemos dejar de valorarlo
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como una fortaleza de nuestro estudio, que lo destaca frente a otras series con mayor
numero de casos. Consideramos que nuestra serie estd compuesta por muestras de gran
calidad, en las que se hicieron multiples analisis, algunos de ellos redundantes, con el fin
de aportar consistencia y seguridad a los resultados obtenidos. En ellas, asimismo, se
llevd a cabo un analisis pareado de ADN tumoral y germinal que permitié discernir de

forma inequivoca el caracter somatico o germinal de las mutaciones.

Todos los pacientes de nuestra muestra, a quienes se les planted un tratamiento
con intencidén curativa, fueron tratados quirdrgicamente como primera modalidad
terapéutica. Sin embargo, la tasa de uso de la RT adyuvante fue marginal y la de las
terapias sistémicas fue anecddtica. Si bien, el impacto real de utilizar estas terapias esta
en tela de juicio, el no utilizarlas implicd necesariamente que no pudiéramos obtener

conclusiones a este respecto.

6.6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Las particularidades inmunes locales asociadas a los procesos oncoldgicos, han
suscitado un gran interés en el estudio de la patologia oncoldgica desde el mismo
momento en el que se identificd la habilidad para evadir la respuesta inmune como una
sefia de identidad del cancer?3!. Esta habilidad se basa en la capacidad de las células
tumorales para modificar el microambiente circundante y las sefales del sistema

inmune y de esa forma evitar la actividad inmunitaria.

El progreso en los estudios de inmunoterapia, ha conducido al reconocimiento
del valor prondstico de esta capacidad del tumor para evadir la respuesta inmune’,
habiéndose demostrado tanto en tumores de cabeza y cuello?3>233 como en otros CNS

por nuestro grupo en trabajos previos?**23>,

Esto ha suscitado un gran interés en analizar el posible impacto prondstico de
diferentes factores inmunes en el MMNS. Consecuentemente diferentes estudios han
iniciado la caracterizacion del valor prondstico de diferentes marcadores inmunitarios

en el melanoma:
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e Los linfocitos infiltrantes tumorales (TIL) son un reflejo de la respuesta inmune
antitumoral y, dada su habilidad para el reconocimiento y destruccién de las
células tumorales, una alta infiltracidn del TIL se asocia con un mejor prondstico.
Esta determinacidn ha sido demostrada por dos metaandlisis recientes en

M(C?36237 y ha sido corroborado para los MM?238,

e El antigeno especifico de tumor Nueva York de carcinoma escamoso de eséfago
1 (NY-ESO-1) es un antigeno con multiples epitopos, lo que lo convierte en uno
de los antigenos mas inmundgenos capaces de activar la respuesta inmune
celular y humoral. Es expresado por una amplia variedad de tumores malignos y
a diferentes niveles, identificandose en el suero del 50% de los pacientes con

MC, confiriéndoles un mejor prondstico?3,

e Elpapel de los macréfagos asociados al tumor ha sido estudiado particularmente
en el MMNS por Shi et al.?*® demostrando que su activacién y reclutamiento
desempefia unrol en la progresidn tumoral y neoangiogénesis, y que su recuento

se asocia con la progresion tumoral y el prondstico.

Sin embargo, no existen hasta la fecha estudios centrados en estas particularidades
en los MMCC ni en el MMNS. Dado el mal pronéstico inherente a esta patologia,

consideramos que resultaria de gran interés profundizar en su caracterizacién inmune.

Si bien consideramos que el método de analisis molecular empleado en nuestro
estudio puede emplearse para ayudar a definir estrategias de tratamiento dirigido, la
gran heterogeneidad molecular dificulta la identificacidon de patrones comunes y, en fin
ultimo, la alteracién genética primigenia. Con este objetivo final en mente, se postulan
otros abordajes de diagndstico molecular, como los estudios single cell o los estudios en
células madre, que aun se encuentran en fase de desarrollo y lejos de la aplicabilidad

clinica.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

Conclusiones

La serie estudiada refleja adecuadamente los principales aspectos clinicos
descritos y analizados en las diferentes series publicadas, pudiendo considerarla

como representativa de esta patologia.

El abordaje endoscdpico ha demostrado ser una modalidad terapéutica
aceptable, que aporta a su incuestionable beneficio cosmético y en términos de
calidad de vida, la no inferioridad (e incluso superioridad) en términos de

supervivencia, habiéndose eliminado el sesgo de seleccion.

La ruta de las MAPK se encontré mutada, en uno o mas de sus elementos criticos,
en una alta proporcién de melanomas nasosinusales analizados (47%). Si bien es
cierto que la frecuencia de dichas mutaciones, asi como los elementos afectos,
difieren con respecto al melanoma cutaneo, su presencia los hace potenciales

candidatos a terapias sistémicas dirigidas.

Identificamos, de forma diferencial con el resto de series, una incidencia de
mutaciones inactivadoras en NF1 del 33%. Identificamos 2 tumores que
albergaban deleciones intragénicas inactivadoras, previamente no descritas en
la literatura y no identificables mediante las técnicas de NGS empleadas

habitualmente.

No se pudo establecer una relacion estadisticamente significativa entre el
estatus mutacional de la ruta MAPKy la supervivencia en ninguna de sus formas,
tanto al estudiar cada mutacion por separado como al analizar el sumatorio de

mutaciones en cada caso.

No existen, hasta la fecha, marcadores inmunohistoquimicos que permitan
predecir el estatus mutacional de la ruta de las MAPK, por lo que el estudio
genético de estos tumores sigue siendo necesario para identificar potenciales
dianas terapéuticas. Pese a que no existen marcadores inmunohistoquimicos
con valor prondstico probado, tanto pERK como Ki67 han demostrado resultados

favorables que deberan ser confirmados en estudios ulteriores.
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7) ElI 27% de la muestra analizada, presenté mutaciones potencialmente
patogénicas en elementos criticos de la ruta PI3K-AKT-mTOR, lo que los
convertiria en potenciales candidatos para terapias dirigidas a esta ruta

metabdlica. El 75% de dichas mutaciones se presentd en comutacion con NRAS.

8) Considerando en conjunto las mutaciones identificadas en la ruta MAPK y la ruta
PI3K, el 53% de los casos analizados en nuestra serie presentaron, al menos, una
mutacion que los posicionaba como potenciales candidatos al tratamiento con

terapias sistémicas dirigidas.
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144



Material suplementario

9.1 MATERIAL SUPLEMENTARIO 1: MODELOS DE REGRESION DE COX

1-. MODELOS DE REGRESION EN BASE A LA SG

Variable

Sexo

Edad

Motivo
consulta

Estadio

RT

Recidiva

Epistaxis
Otras

1l

IVa

IVb

No
Si

No
Distancia

Otras

Descriptivo HR univariante

12 (46,2)
14 (53,8)

74,4 (10,6)
14 (56,0)
11 (44,0)
8 (30,8)

12 (46,2)

6(23,1)

16 (64,0)
9 (36,0)

6 (26,1)
6 (26,1)

11 (47,8)

0,70 (0,25-1,94,
p=0,094)

1,01 (0,96-1,06, p=
0,618)

0,91 (0,31-2,63,
p=0,860)

1,31 (0,44-3,87,
p=0,631)
0,59 (0,11-3,18,
p=0,541)
0,69 (0,21-2,21,
p=0,530)
1,44 (0,35-5,92,
p=0,616)
1,61 (0,42-6,14,
p=0,487)

HR multivariante

0,67 (0,09-5,15,
p=0,696)
1,02 (0,95-1,09,
p=0,608)
0,93 (0,20-4,43,
p=0,931)

1,41 (0,30-6,57,
p=0,938)

0,91 (0,07-10,95,
p=0,938)

0,61 (0,14-2,66,
p=0,513)

1,94 (0,16-24,03,
p=0,605)

1,53 (0,23-10,37,
p=0,661)
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2-. MODELOS DE REGRESION EN BASE A LA SLE

Material suplementario

Variable

Sexo

Edad

Motivo

consulta

Localizacion

Abordaje

Estadio

RT

Epistaxis

Otras
FN

Otro
Abierto
CENS

1
v

No
Si

Descriptivo HR univariante

12 (46,2)
14 (53,8)

74,4 (10,6)

14 (56,0)

11 (44,0)
17 (73,9)

6 (26,1)
10 (41,7)
14 (58,3)

8(30,8)
18 (69,2)

16 (64,0)
9 (36,0)

0,51 (0,17-1,56,
p=0,238)
0,98 (0,92-1,05,
p=0,642)
1,77 (0,54-5,81,
p=0,346)
1,95 (0,43-8,88,
p=0,390)

1,92 (0,62-5,96,
p=0,259)
0,78 (0,24-2,46,
p=0,667)
1,47 (0,45-4,81,
p=0,529)

HR multivariante

0,37 (0,09-1,48,
p=0,161)

0,98 (0,89-1,07,
p=0,628)

1,10 (0,31-3,88,
p=0,879)

1,39 (0,22-8,68,
p=0,722)

3,80 (0,44-32,97,
p=0,226)

1,16 (0,27-5,07,
p=0,840)

0,43 (0,06-2,86,
p=0,382)
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3-. MODELOS DE REGRESION EN BASE A LA SEE.

Material suplementario

Variable

Sexo

Edad

Motivo

consulta

Localizacion

Abordaje

Estadio

RT

Epistaxis

Otras
FN

Otro
Abierto
CENS

1
v

No
Si

Descriptivo HR univariante

12 (46,2)
14 (53,8)

74,4 (10,6)

14 (56,0)

11 (44,0)
17 (73,9)

6 (26,1)
10 (41,7)
14 (58,3)

8 (30,8)
18 (69,2)

16 (64,0)
9 (36,0)

0,46 (0,13-1,56,
p=0,211)

1,00 (0,94-1,06, p=

0,978)

1,07 (0,30-3,82,
p=0,911)

0,76 (0,16-3,75,
p=0,739)

0,79 (0,21-2,97,
p=0,732)

0,99 (00,30-3,30,
p=0,990)

1,10 (0,31-3,95,
p=0,881)

HR multivariante

0,04 (0,00-2,90,
p=0,141)
0,98 (0,85-1,13,
p=0,783)
0,42 (0,02-7,66,
p=0,556)
0,50 (0,05-4,76,
p=0,544)

15,39 (0,15-1607,17,
p=0,249)

0,66 (0,06-7,74,
p=0,741)

0,03 (0,00-3,79,
p=0,152)
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9.2 MATERIAL SUPLEMENTARIO 2: ANALISIS DE LAS CNV

1. CASO 1 (A412-T)

Material suplementario

Cr | Inicio Final Gen .2 Tipo | Regidén Origen
copias afecta

11 | 532575 534386 HRAS 1 LOSS | Gen (c) Somatico
11 | 2132972 2130359 IGF2 1 LOSS | Gen (c) Somatico
11 | 69641292 | 69651343 | CCND1 1 LOSS | Gen (c) Somatico
11 | 108227564 | 108365572 | ATM 1 LOSS | Gen (c) Somatico
12 | 56099838 | 56102067 | ERBB3 3 GAIN | Gen (p) | Germinal
17 | 7669541 7676653 TP53 1 LOSS | Gen (c) Somatico
19 | 1206902 1226706 STK11 1 LOSS | Gen (c) Somatico
19 | 3094587 3121239 GNA11 1 LOSS | Gen (c) Somatico
19 | 4090532 4123937 MAP2K2 1 LOSS | Gen (c) Somatico
2 | 25234217 | 15314044 | DNMT3A 3 GAIN | Gen (c) Somdtico
3 12584453 | 12618737 | RAF1 2 LOH | Gen(c) Somdtico
3 38138640 | 38141352 | MYD88 2 LOH Gen (c) Somatico
3 | 41224002 | 31239357 | CTNNB1 2 LOH | Gen(c) Somdtico
3 | 47017029 | 47163984 | SETD2 2 LOH | Gen(c) Somatico
3 | 52402222 | 52409943 | BAP1 2 LOH | Gen(c) Somdtico
3 | 69739529 | 69965263 | MITF 2 LOH | Gen(c) Somdtico
3 | 70958197 | 7119844 FOXP1 2 LOH | Gen(c) Somdtico
3 138945580 | 138946732 | FOXL2 2 LOH | Gen(c) Somatico
3 142449359 | 142578770 | ATR 2 LOH | Gen(c) Somatico
3 179198810 | 179234384 | PIK3CA 2 LOH | Gen(c) Somdtico
3 186080095 | 186081055 | ETV5 2 LOH | Gen(c) Somdtico
4 |1793861 1807700 FGFR3 1 LOSS | Gen (c) Somatico
7 | 55019213 | 55205628 | EFGR 1 LOSS | Gen (c) Somatico
7 | 81702512 | 81770035 | HGF 1 LOSS | Gen (c) Somatico
7 192615080 | 92833338 | CDK6 1 LOSS | Gen (c) Somatico
8 | 38413559 | 28461172 | FGFR1 1 LOSS | Gen (c) Somatico
8 | 70052058 | 70069870 | PRDM14 4 GAIN | Gen (c) Somdtico
8 | 127736404 | 127738317 | MYC 4 GAIN | Gen (c) Somdtico
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2. CASO A241-T

Material suplementario

Cr | Inicio Final Gen 2 Tipo Region | Origen
copias afecta

19 | 1206902 1226706 STK11 2 LOH Gen (c) | Somatico
19 | 3094587 3121239 GNA11 2 LOH Gen (c) | Somatico
19 | 4090532 4123937 MAP2K2 2 LOH Gen (c) | Somatico
19 | 15160647 15200980 | NOTCH3 2 LOH Gen (c) | Somatico
19 | 15238314 15273112 | BRD4 2 LOH Gen (c) | Somatico
19 | 17826682 17844481 | JAK3 2 LOH Gen (c) | Somatico
19 | 18155860 18169310 | PIK3R2 2 LOH Gen (c) | Somatico
19 | 29812494 29823835 | CCNE1 2 LOH Gen (c) | Somatico
19 | 35718007 35738575 | KMT2B 2 LOH Gen (c) | Somatico
19 | 45409615 45423441 | ERCC1 2 LOH Gen (c) | Somatico
2 | 211383597 | 212438597 | ERBB4 1 LOSS | Gen (c) | Somatico
3 |47017029 47163984 | SETD2 1 LOSS | Gen (c) | Somatico
6 | 117288478 | 117425714 | ROS1 1 LOSS | Gen (c) | Somatico
6 | 151807898 | 152125414 | ESR1 1 LOSS | Gen (c) | Somatico
8 | 70052058 70069870 | PRDM14 3 GAIN | Gen (c) | Somatico
9 | 95446314 95462058 | PTCH1 3 GAIN | Gen (c) | Somatico
9 | 1328996218 | 132928939 | TSC1 3 GAIN | Gen (c) | Somatico
9 | 136496058 | 136545851 | NOTCH1 3 GAIN | Gen (c) | Somatico
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3. CASO 7 (A460 T)

Material suplementario

Cr | Inicio Final Gen 2 Tipo | Region | Origen
copias afecta

12 | 68808412 | 68839861 | MDM2 3 GAIN | Gen (c) | Desconocido
12 | 102402440 | 102480445 | IGF1 1 LOSS | Gen (c) | Desconocido
15 | 90084201 | 90102342 | IDH2 3 GAIN | Gen (c) | Desconocido
19 | 1206902 1226706 STK11 3 GAIN | Gen (c) | Desconocido
19 | 3094587 3121239 GNA11 3 GAIN | Gen (c) | Desconocido
19 | 4090532 4123937 MAP2K2 | 3 GAIN | Gen (c) | Desconocido
19 | 15160647 | 15200980 | NOTCH3 |3 GAIN | Gen (c) | Desconocido
19 | 15238314 | 15273112 | BRD4 3 GAIN | Gen (c) | Desconocido
19 | 17826682 | 17844481 | JAK3 3 GAIN | Gen (c) | Desconocido
19 | 18155860 | 18169310 | PIK3R2 3 GAIN | Gen (c) | Desconocido
19 | 29812494 | 29823835 | CCN31 3 GAIN | Gen (c) | Desconocido
3 | 179198810 | 179234384 | PIK3CA 1 LOSS | Gen (c) | Desconocido
6 | 117288478 | 117425714 | ROS1 1 LOSS | Gen (c) | Desconocido
9 |95446314 | 95516841 | PTCH1 3 GAIN | Gen (c) | Desconocido
9 | 132896218 | 132928939 | TSC1 1 LOSS | Gen (c) | Desconocido
9 | 136496058 | 136545851 | NOTCH1 | 1 LOSS | Gen (c) | Desconocido
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4. CASO 8 (A629 T)

Material suplementario

Cr | Inicio Final Gen .2 Tipo Region Origen
copias afecta
10 | 43077198 | 43128334 | RET 1 LOSS | Gen (c) Somatico
10 | 87864400 | 87965535 | PTEN 1 LOSS | Gen (c) Somatico
10 | 102395897 | 102402445 | NFKB2 1 LOSS | Gen (c) Somatico
10 | 121379517 | 121593882 | FGFR2 1 LOSS | Gen (c) Somatico
10 | 129467147 | 129767012 | MGMT 1 LOSS | Gen (c) Somatico
12 | 57748462 | 57751728 | CDK4 3 GAIN | Gen (c) Somatico
19 | 1206902 1226706 STK11 1 LOSS | Gen (c) Somatico
19 | 3094587 3121239 GNA11 1 LOSS | Gen (c) Somatico
19 | 4090532 4123937 MAP2K2 |1 LOSS | Gen (c) Somatico
19 | 15160647 | 15200980 | NOTCH3 |1 LOSS | Gen (c) Somatico
19 | 15238314 | 15273112 | BRD4 1 LOSS | Gen (c) Somatico
4 | 54657951 | 54738624 | KIT 3 GAIN | Gen (c) Somatico
6 117288478 | 117425714 | ROS1 1 LOSS | Gen (c) Somatico
6 151807898 | 152125414 | ESR1 1 LOSS | Gen (c) Somatico
7 116695693 | 116796137 | MET 3 GAIN | Gen (c) Somatico
8 70052058 | 70069870 | PRDM14 |3 GAIN | Gen (c) Somatico
5. CASO 9 (A362)
Cr | Inicio Final Gen N.2 Tipo Region Origen
copias afecta
2 63053146 | 63056328 | OTX1 4 GAIN | Gen © Somatico
CASO 10 (A278-T)
Cr | Inicio Final Gen 2 Tipo | Region Origen
copias afecta

6 | 117288478 | 117425714 | ROS1 1 LOSS | Gen(c) | Desconocido
6 | 151807898 | 152125414 | ESR1 1 LOSS | Gen(c) | Desconocido
7 | 81702512 | 81770035 | HGF 1 LOSS | Gen(c) | Desconocido
7 192615080 | 92833338 | CDK6 1 LOSS | Gen (c) Desconocido
7 | 116695693 | 116796137 | MET 1 LOSS | Gen(c) | Desconocido
7 | 129189136 | 129212465 | SMO 1 LOSS | Gen(c) | Desconocido
7 | 140726432 | 140924766 | BRAF 1 LOSS | Gen(c) | Desconocido
8 | 38413559 | 38461172 | FGFR1 3 GAIN | Gen (c) | Desconocido
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9.3 MATERIAL SUPLEMENTARIO 3: ANALISIS MLPA.

1. CASO 1 (MUESTRA A412T)

Material suplementario

MLPA 1 (NF1-1)

MLPA 2 (NF1-2)

Gen Ratio Gen Ratio
NF1-D 0,63705057 NF1 EX 01 0,346072312
NF1-U 0,457772879 NF1 EX 01 0,56953877
NF1EX 01 0,510073643 NF1 EX 03 0,881139825
NF1 EX 02 1,175743177 NF1 EX 05 0,831227567
NF1 EX 04 0,441277322 NF1 EX 08 0,454036759
NF1 EX 06 0,457961283 NF1 EX 09 1,758301791
NF1 EX 07 0,348284616 NF1EX 10 0,858074486
NF1EX 11 0,705997762 NF1EX 12 1,152316486
NF1EX 13 0,899544706 NF1EX 14 1,216178061
NF1EX 15 0,845064648 NF1EX 15 1,348026917
NF1EX 17 0,852439286 NF1EX 16 1,418245861
NF1EX 18 1,033971509 NF1EX 19 1,48417592
NF1EX 21 0,504416125 NF1 EX 20 1,018415744
NF1EX 21 0,906086115 NF1EX 22 1,503431085
NF1EX 23 1,069746912 NF1EX 25 1,447879047
NF1EX 23 1,192231922 NF1EX 27 0,721660913
NF1EX 24 1,172315929 NF1 EX 30 0,821724517
NF1 EX 26 0,573735991 NF1EX 31 1,344223509
NF1EX 28 0,515768723 NF1EX 33 0,469782523
NF1EX 29 1,087264773 NF1EX 34 0,766997797
NF1EX 32 0,832482234 NF1 EX 36 0,638473691
NF1EX 35 0,671887582 OMG INT 36 1,63148697
OMG INT 36 1,346176383 NF1EX 38 0,928248174
NF1EX 37 0,745157159 NF1 EX 40 0,742021218
NF1EX 39 1,179825468 NF1EX 43 0,872963391
NF1EX 41 0,76077762 NF1 EX 44 1,085512963
NF1EX 42 0,924479127 NF1 EX 45 1,482633896
NF1EX 47 0,690390186 NF1 EX 46 1,239078428
NF1EX 49 1,175908993 NF1EX 48 1,06262918
NF1 EX 50 0,632029483 NF1EX 51 1,237521647
NF1EX 51 0,400556733 NF1 EX 53 0,411551467
NF1 EX 52 1,223116493 NF1 EX 54 0,994532591
NF1 EX 57 1,114778885 NF1 EX 55 1,349998393
NF1 EX 58 0,964724451 NF1 EX 56 0,405191999
NF1 EX 58 0,830610179 NF1IN 01 0,740638992
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Material suplementario
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2. CASO 2 (MUESTRA A241T)

Material suplementario

MLPA 1 (NF1-1) MLPA 2 (NF1-2)

Gen Ratio Gen Ratio

NF1-D 0,958017513 NF1 EX 01 0,497606631
NF1-U 0,600363312 NF1 EX 01 0,573532938
NF1 EX 01 0,774100647 NF1 EX 03 1,487301901
NF1 EX 02 2,062977452 NF1 EX 05 1,471835023
NF1 EX 04 0,764310652 NF1 EX 08 0,654353443
NF1 EX 06 0,720637673 NF1 EX 09 1,322740698
NF1 EX 07 0,591842178 NF1 EX 10 1,215001131
NF1 EX 11 1,064944726 NF1EX 12 1,441814602
NF1EX 13 1,242815269 NF1 EX 14 1,281114455
NF1EX 15 1,119015567 NF1 EX 15 1,876579068
NF1 EX 17 0,876163472 NF1 EX 16 1,975867255
NF1 EX 18 0,818846887 NF1 EX 19 1,258537691
NF1 EX 21 0,744025083 NF1 EX 20 1,298077042
NF1 EX 21 0,878600807 NF1EX 22 1,359396096
NF1EX 23 1,147041392 NF1 EX 25 1,562369209
NF1EX 23 1,156011399 NF1 EX 27 0,65334991
NF1 EX 24 2,144152906 NF1 EX 30 1,382683272
NF1 EX 26 0,79048446 NF1 EX 31 0,905094694
NF1 EX 28 1,010773586 NF1EX 33 0,423016163
NF1 EX 29 0,983890849 NF1 EX 34 1,396602648
NF1EX 32 1,523771557 NF1 EX 36 1,127070001
NF1EX 35 1,165440174 OMG INT 36 1,017379526
OMG INT 36 1,01796872 NF1 EX 38 1,125262843
NF1 EX 37 0,853904858 NF1 EX 40 0,898451928
NF1 EX 39 1,421459229 NF1EX 43 0,608341649
NF1 EX 41 0,862423682 NF1 EX 44 1,298378355
NF1EX 42 0,696328635 NF1 EX 45 0,924580282
NF1 EX 47 0,774321415 NF1 EX 46 1,553131183
NF1 EX 49 1,157252975 NF1 EX 48 1,048167954
NF1 EX 50 0,50442823 NF1 EX 51 1,201553374
NF1 EX 51 0,510636788 NF1 EX 53 0,646892297
NF1 EX 52 0,821648653 NF1 EX 54 1,093973026
NF1 EX 57 1,792961093 NF1 EX 55 1,295619919
NF1 EX 58 1,304434713 NF1 EX 56 0,362881482
NF1 EX 58 0,530020652 NF1IN 01 0,897544561
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Material suplementario
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3. CASO 2-MET (MUESTRA A241-MET)

Material suplementario

MLPA 1 (NF1-1) MLPA 2 (NF1-2)

Gen Ratio Gen Ratio

NF1-D 1,278185372 NF1 EX 01 0,890891704
NF1-U 0,690387514 NF1 EX 01 0,565886185
NF1 EX 01 1,027157738 NF1 EX 03 2,184383123
NF1 EX 02 2,572438621 NF1 EX 05 2,027158564
NF1 EX 04 0,962806487 NF1 EX 08 0,733229379
NF1 EX 06 0,795327182 NF1 EX 09 0,229530619
NF1 EX 07 0,694237602 NF1 EX 10 1,241476487
NF1 EX 11 1,136366721 NF1EX 12 1,118183745
NF1EX 13 1,004447367 NF1 EX 14 0,887442186
NF1EX 15 0,919482972 NF1 EX 15 1,436781386
NF1 EX 17 0,592695852 NF1 EX 16 1,416856536
NF1 EX 18 0,394730553 NF1 EX 19 0,266085741
NF1 EX 21 0,707600933 NF1 EX 20 0,667595428
NF1 EX 21 0,444950426 NF1EX 22 0,236037978
NF1EX 23 0,845574634 NF1 EX 25 0,612572033
NF1EX 23 0,569099814 NF1 EX 27 0,190063667
NF1 EX 24 2,342299155 NF1 EX 30 2,401637252
NF1 EX 26 0,736873422 NF1 EX 31 0,125033295
NF1 EX 28 1,317437326 NF1EX 33 0,130971671
NF1 EX 29 0,571381157 NF1 EX 34 2,183101561
NF1EX 32 1,864808863 NF1 EX 36 1,390887885
NF1EX 35 1,474438148 OMG INT 36 0,186604848
OMG INT 36 0,505109824 NF1 EX 38 1,115547569
NF1 EX 37 0,827023669 NF1 EX 40 0,923840206
NF1 EX 39 1,481645898 NF1EX 43 0,142191506
NF1 EX 41 0,760107166 NF1 EX 44 1,024365498
NF1EX 42 0,391305982 NF1 EX 45 0,168590051
NF1 EX 47 0,673991661 NF1 EX 46 1,386730116
NF1 EX 49 0,9066611 NF1 EX 48 0,661735528
NF1 EX 50 0,346408402 NF1 EX 51 0,624002845
NF1 EX 51 0,536292102 NF1 EX 53 1,019619678
NF1 EX 52 0,44844716 NF1 EX 54 0,852962223
NF1 EX 57 2,257004562 NF1 EX 55 0,702110959
NF1 EX 58 1,503270072 NF1 EX 56 0,142674794
NF1 EX 58 0,271891004 NF1IN 01 0,910033567

156



Material suplementario

A241 MET NF1-1 Ratio
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4. CASO 3 (MUESTRA A461 MET)

Material suplementario

MLPA 1 (NF1-1) MLPA 2 (NF1-2)

Gen Ratio Gen Ratio

NF1-D 0,715933331 NF1 EX 01 0,300600015
NF1-U 0,564887396 NF1 EX 01 0,570147446
NF1 EX 01 0,58228031 NF1 EX 03 0,886534195
NF1 EX 02 1,51521446 NF1 EX 05 0,763813955
NF1 EX 04 0,589243037 NF1 EX 08 0,477021614
NF1 EX 06 0,621982519 NF1 EX 09 2,125776615
NF1 EX 07 0,423205537 NF1 EX 10 0,967275739
NF1 EX 11 0,869741775 NF1EX 12 1,258264944
NF1EX 13 1,234667657 NF1 EX 14 1,447692755
NF1EX 15 1,048014723 NF1 EX 15 1,554732177
NF1 EX 17 1,304173772 NF1 EX 16 1,633272631
NF1 EX 18 1,865953777 NF1 EX 19 2,134501208
NF1 EX 21 0,811893736 NF1 EX 20 1,240447537
NF1 EX 21 1,697905796 NF1EX 22 1,995285466
NF1EX 23 1,657348699 NF1 EX 25 1,736231484
NF1EX 23 2,186176179 NF1 EX 27 0,955460959
NF1 EX 24 1,633812447 NF1 EX 30 0,844458129
NF1 EX 26 0,81410221 NF1 EX 31 1,658802798
NF1 EX 28 0,670469794 NF1EX 33 0,61761183
NF1 EX 29 1,738925532 NF1 EX 34 0,799914002
NF1EX 32 1,220609469 NF1 EX 36 0,713339602
NF1EX 35 0,868004639 OMG INT 36 1,791723635
OMG INT 36 1,962907826 NF1 EX 38 0,941181351
NF1 EX 37 0,902367571 NF1 EX 40 0,747764574
NF1 EX 39 1,358530623 NF1EX 43 0,992285092
NF1 EX 41 0,991410769 NF1 EX 44 1,176008945
NF1EX 42 1,252658889 NF1 EX 45 1,73170522
NF1 EX 47 0,849725177 NF1 EX 46 1,306504702
NF1 EX 49 1,547088477 NF1 EX 48 1,091542966
NF1 EX 50 0,844874733 NF1 EX 51 1,246007823
NF1 EX 51 0,474590662 NF1 EX 53 0,389957292
NF1 EX 52 1,689237423 NF1 EX 54 1,042522897
NF1 EX 57 1,309778016 NF1 EX 55 1,557429283
NF1 EX 58 1,143692732 NF1 EX 56 0,429556797
NF1 EX 58 1,329976656 NF1IN 01 0,698494055
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Material suplementario

A501 T NF1-1 Ratio
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7. CASO 6 (MUESTRA A411T)

Material suplementario

MLPA 1 (NF1-1) MLPA 2 (NF1-2)
Gen Ratio Gen Ratio
NF1-D 0,960383912 NF1 EX 01 0,459007838
NF1-U 0,691563921 NF1 EX 01 0,642645613
NF1 EX 01 0,855194953 NF1 EX 03 1,146032221
NF1 EX 02 2,054622281 NF1 EX 05 1,044662722
NF1 EX 04 0,807201911 NF1 EX 08 0,543952189
NF1 EX 06 0,785853448 NF1 EX 09 1,22615398
NF1 EX 07 0,586702354 NF1 EX 10 1,007700723
NF1 EX 11 1,049384591 NF1EX 12 1,197104427
NF1EX 13 1,138771101 NF1 EX 14 1,280146126
NF1EX 15 1,112975551 NF1 EX 15 1,393498584
NF1 EX 17 0,97614424 NF1 EX 16 1,416263308
NF1 EX 18 1,006844304 NF1 EX 19 1,201107891
NF1 EX 21 0,774434807 NF1 EX 20 0,986092555
NF1 EX 21 0,966197186 NF1EX 22 0,962462695
NF1EX 23 1,346639698 NF1 EX 25 1,323957101
NF1EX 23 1,152677728 NF1 EX 27 0,633799688
NF1 EX 24 1,821586794 NF1 EX 30 1,081696172
NF1 EX 26 0,88574038 NF1 EX 31 0,852652768
NF1 EX 28 0,911108546 NF1EX 33 0,389578462
NF1 EX 29 1,115024113 NF1 EX 34 1,04297583
NF1EX 32 1,510114994 NF1 EX 36 0,776332123
NF1EX 35 1,144268881 OMG INT 36 1,014169016
OMG INT 36 1,13436305 NF1 EX 38 1,000573247
NF1 EX 37 1,017771643 NF1 EX 40 0,772903264
NF1 EX 39 1,583017962 NF1 EX 43 0,585455986
NF1 EX 41 0,946210473 NF1 EX 44 1,105801929
NF1EX 42 0,789291696 NF1 EX 45 0,9045983
NF1 EX 47 0,795187384 NF1 EX 46 1,220865026
NF1 EX 49 1,370618963 NF1 EX 48 0,949120706
NF1 EX 50 0,653944211 NF1 EX 51 1,052452969
NF1 EX 51 0,553275067 NF1 EX 53 0,500939578
NF1 EX 52 1,123706249 NF1 EX 54 0,959518714
NF1 EX 57 1,716884948 NF1 EX 55 1,164527235
NF1 EX 58 1,431618175 NF1 EX 56 0,303403911
NF1 EX 58 0,735826156 NF1IN 01 0,832381673
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Material suplementario

A411 T NF1-1 Ratio

— T Z£0T1-80660 ——7579071-9£990
wm— 7£D7 £6/6771-92050 —S7SE 18080
mmm— T7b6 9€/8071-52/80 E—'G /€ 716880
w7707 £6€501-€5650 m—9/T971-80£90
m— 58/ 701-88€50 —/ 6197 1L 65T
—688811-9EV91 —STVETT-L TV
w—QEVETT-LEVTT S—T7T7771-798LT
E— /801159760 —8TECT1-TLSTT
S—— 0¥ C0T1-9£860 e— TEDS £9v001-£6£00
et £108 56162101660 s /987T1-6107T TN
— 1£DS £91001-£6£00 .
=" -GE08T 95X3
mem T96T01-0£520 85X3

mmmmmm /T9¢01-998¢0 X3

— 9719771-T9E6T 85X3 T eeeosed
— G0££01-07S0 £5X3 F—rE08T vaXd
— 6S6T01-82520 75X3 S| | " 8TOcT Esxd
| e /£/ST1-E9E6T TSX3 T LT
" /S6101-92570 05X3 S——-vesc0 8rX3
m— 059771-S7S20 6vX3 m——-CCST0 v
| e 7S6T01-T/0V0 LVX3 - E—-9S8E0 SYX3
| mmmm—06/671€S8E0THXA | E—-TZ0ZT Y7X3
I 9%92¢1-125¢0 X3 .w m—-7S8E0 EVXT
— 0S6T01-61S20 66X3 € " —-07570 OVX3
— /719711520 LEX3 o E—-3T 70 8EX3
m— T 4N OF U0 o E—-69070 T4N 9ENI
S— ZEEE71-L9EBT SEX3 W " — -y /€8T 9EX3
m— 7V6TOT-ETST0 ZEXT |y s— -y TS0 YEX3
I 60L€01-¢L0170 6CX3 M._ mw -S9EQ]T £€X3
| mm— GrEE71-v9E8T 80X | <  —-SE08T TEX3
| mm— 7/08T1-6V8€0 97X3 N
FE——-££08T v2X3 © | —-0LTST LTX3
e *-80V8T €23 I —
| ¢Te6C1-000TC €2X3 -9£08T 7ZX3
| — 66719811 12X3 ” 0787 02X3
| — 6/671-581T7 12X3 :
— 07797152071 STX3 nannnnitiies
- m— 8597771-£0S20 £TX3 T | oeerana
P— 67927 1-9/0V0 STX3 ST e
— /797771-€0520 £TX3 IR —r05c0 v1X3
— 87T971-TZTET T1X3 [ ———8LLe01X
| mmm 865271-7£08T £X3 ——-00520 01X3
| mm— 90/£07-L6¥70 9X3 S— -/ £08] 6X3
: © | mm— OT/ZT1-86V20 8X3
— 776T01-€6v20 7X3 e—— 8E/TT1-ELTST SX3
| ommmm ©/6621-16v20 TX3 s S76T01-76v20 €X3
" -89€8T WeaJlsdn mmmmm T0¢97¢1-¢9€6T TX3
* —WEDIISUMOQ | mmmm 800677-78€ST IX3
NNOOSNHOINO © < NHOY T NO
AN A OO000 o [ololoNe)

165



8. CASO 7 (MUESTRA A460T)

Material suplementario

MLPA 1 (NF1-1) MLPA 2 (NF1-2)
Gen Ratio Gen Ratio
NF1-D 1,792618804 NF1 EX 01 0,6048661
NF1-U 2,144614055 NF1 EX 01 1,006097654
NF1 EX 01 1,351693234 NF1 EX 03 0,800177409
NF1 EX 02 3,401968361 NF1 EX 05 0,899653053
NF1 EX 04 1,190595583 NF1 EX 08 0,568017928
NF1 EX 06 0,93551816 NF1 EX 09 0,936522695
NF1 EX 07 0,566026408 NF1 EX 10 0,951848403
NF1 EX 11 0,925816275 NF1EX 12 0,963964135
NF1EX 13 1,159938864 NF1 EX 14 1,761197113
NF1EX 15 0,985625107 NF1 EX 15 0,607927504
NF1 EX 17 1,211329653 NF1 EX 16 0,545958328
NF1 EX 18 1,471890428 NF1 EX 19 1,783219314
NF1 EX 21 1,198210156 NF1 EX 20 0,920897353
NF1 EX 21 1,275792063 NF1EX 22 0,953506247
NF1EX 23 1,683172177 NF1 EX 25 1,390110112
NF1EX 23 0,993311905 NF1 EX 27 0,848296555
NF1EX 24 1,229339077 NF1 EX 30 1,408836603
NF1 EX 26 1,433581372 NF1 EX 31 1,04731656
NF1 EX 28 1,406488794 NF1EX 33 0,38844835
NF1 EX 29 1,546953916 NF1 EX 34 0,73964591
NF1EX 32 1,60221972 NF1 EX 36 0,488193563
NF1EX 35 1,517646896 OMG INT 36 1,073329757
OMG INT 36 1,511423144 NF1 EX 38 1,145634674
NF1 EX 37 1,706120056 NF1 EX 40 0,719176394
NF1 EX 39 1,71867852 NF1EX 43 0,561229268
NF1 EX 41 1,369961702 NF1 EX 44 1,076493738
NF1EX 42 0,961796625 NF1 EX 45 0,803596673
NF1 EX 47 1,144019271 NF1 EX 46 1,036624193
NF1 EX 49 1,698706746 NF1 EX 48 1,217898385
NF1 EX 50 0,959663811 NF1 EX 51 1,160992985
NF1 EX 51 0,945157004 NF1 EX 53 0,439312086
NF1 EX 52 1,980102966 NF1 EX 54 0,845002587
NF1 EX 57 2,667639308 NF1 EX 55 1,41007526
NF1 EX 58 2,024490591 NF1 EX 56 0,267159775
NF1 EX 58 1,378422932 NF1IN 01 1,011834064
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Material suplementario

A460 T NF1-1 Ratio
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9. CASO 8 (MUESTRA A629 T)

Material suplementario

MLPA 1 (NF1-1) MLPA 2 (NF1-2)
Gen Ratio Gen Ratio
NF1-D 0,930576092 NF1 EX 01 0,446197614
NF1-U 0,620277137 NF1 EX 01 0,568086195
NF1 EX 01 0,7285129 NF1 EX 03 1,300642259
NF1 EX 02 1,95903491 NF1 EX 05 1,235365825
NF1 EX 04 0,76312424 NF1 EX 08 0,609224863
NF1 EX 06 0,740304647 NF1 EX 09 1,376974262
NF1 EX 07 0,588385433 NF1 EX 10 1,194137976
NF1 EX 11 1,02396591 NF1EX 12 1,442743643
NF1EX 13 1,157959733 NF1 EX 14 1,382706233
NF1EX 15 1,18352062 NF1 EX 15 1,792222752
NF1 EX 17 1,005321919 NF1 EX 16 1,890887279
NF1 EX 18 0,968241428 NF1 EX 19 1,368408444
NF1 EX 21 0,86865139 NF1 EX 20 1,197151651
NF1 EX 21 1,047105651 NF1EX 22 1,24824502
NF1EX 23 1,281070967 NF1 EX 25 1,519469148
NF1EX 23 1,308848499 NF1 EX 27 0,685611543
NF1 EX 24 2,205742758 NF1 EX 30 1,248635072
NF1 EX 26 0,853777378 NF1 EX 31 0,932522284
NF1 EX 28 0,959314694 NF1EX 33 0,422574005
NF1 EX 29 1,032583694 NF1 EX 34 1,261019093
NF1EX 32 1,490281334 NF1 EX 36 0,995800164
NF1EX 35 1,145148342 OMG INT 36 1,0647863
OMG INT 36 1,108187641 NF1 EX 38 1,084850466
NF1 EX 37 0,923629058 NF1 EX 40 0,84176441
NF1 EX 39 1,492814265 NF1EX 43 0,642919803
NF1 EX 41 0,902191831 NF1 EX 44 1,251772015
NF1EX 42 0,763733636 NF1 EX 45 1,002674905
NF1 EX 47 0,807063695 NF1 EX 46 1,496127064
NF1 EX 49 1,231780767 NF1 EX 48 1,019887939
NF1 EX 50 0,567819454 NF1 EX 51 1,137723612
NF1 EX 51 0,510503372 NF1 EX 53 0,577527364
NF1 EX 52 0,975777866 NF1 EX 54 1,056896394
NF1 EX 57 1,756013747 NF1 EX 55 1,272715679
NF1 EX 58 1,325988857 NF1 EX 56 0,328467403
NF1 EX 58 0,618853719 NF1IN 01 0,81859
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Material suplementario

A629 T NF1-1 Ratio
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10. CASO 9 CASO 9 (MUESTRA A362 T)

Material suplementario

MLPA 1 (NF1-1) MLPA 2 (NF1-2)
Gen Ratio Gen Ratio
NF1-D 0,762187262 NF1 EX 01 0,517062028
NF1-U 0,503201832 NF1 EX 01 0,742871738
NF1 EX 01 0,716101936 NF1 EX 03 1,582596401
NF1 EX 02 2,128270257 NF1 EX 05 1,391308078
NF1 EX 04 0,798494205 NF1 EX 08 0,74698309
NF1 EX 06 0,791080911 NF1 EX 09 1,434813152
NF1 EX 07 0,61595494 NF1 EX 10 1,357286107
NF1 EX 11 1,152815078 NF1EX 12 1,798067721
NF1EX 13 1,350320413 NF1 EX 14 1,755747435
NF1EX 15 1,309798529 NF1 EX 15 2,043130975
NF1 EX 17 1,177738787 NF1 EX 16 2,116623486
NF1 EX 18 1,225662674 NF1 EX 19 1,698569686
NF1 EX 21 0,897835575 NF1 EX 20 1,415999
NF1 EX 21 1,256485048 NF1EX 22 1,456219108
NF1EX 23 1,529677614 NF1 EX 25 1,638440054
NF1EX 23 1,522030639 NF1 EX 27 0,83278792
NF1EX 24 2,236927161 NF1 EX 30 1,525953718
NF1 EX 26 0,92994209 NF1 EX 31 1,011186713
NF1 EX 28 0,985311088 NF1 EX 33 0,535094689
NF1 EX 29 1,202107846 NF1 EX 34 1,48631756
NF1EX 32 1,621556588 NF1 EX 36 1,179182316
NF1EX 35 1,207042981 OMG INT 36 1,034698322
OMG INT 36 1,302636157 NF1 EX 38 1,351117744
NF1 EX 37 0,989760147 NF1 EX 40 0,781632774
NF1 EX 39 1,688099061 NF1EX 43 0,543899391
NF1 EX 41 0,762706452 NF1 EX 44 1,236435963
NF1EX 42 0,707504732 NF1 EX 45 0,813157504
NF1 EX 47 0,658533589 NF1 EX 46 1,281024123
NF1 EX 49 1,120485938 NF1 EX 48 0,934748781
NF1 EX 50 0,504232536 NF1 EX 51 1,017914896
NF1 EX 51 0,427887195 NF1 EX 53 0,553377464
NF1 EX 52 0,933250345 NF1 EX 54 1,018472051
NF1 EX 57 1,354271028 NF1 EX 55 1,148085354
NF1 EX 58 1,091885376 NF1 EX 56 0,296329755
NF1 EX 58 0,632932594 NF1IN 01 0,868834239
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9.4 MATERIAL SUPLEMENTARIO 4: ANALISIS WES.

GEN
ABCA1
ABCA2
ABCAS8
ABCC1
ABCD2
ACAAl
ACOT11
ACOT4
ACTL9
ADAM12
ADAMS
ADAM29
ADAMTS12
ADAMTS15
ADAMTSL4
ADAR
ADAT1
ADCY8
ADGRA2
ADGRB2
ADGRB3
ADGRE3
ADGRF3
ADGRF5
ADGRG1
ADGRG4
ADGRG7
ADGRL3
ADGRV1
ADH6
ADIPOQ
AGBL4
AGPATS
AGXT2
AHCTF1
AKAP11
AKAP9
AKNAD1
AKR7L
AMBN
AMHR2
AMPD1
ANK2
ANK3

CASOS
1 23 45 6 8 9 10 11 12

Material suplementario

Leyenda

No sinénima
Splicing
Inframe
Frameshift
Stop
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Material suplementario

BNIP5
BOC
BOP1
BPNT1

BRD3
BRD8
BRINP2
BRPF1
BRPF3
BRSK2
BRWD3
BSN
BUB1
C2orf69
C120rf43
Cl6orf54
Cl60rf86
Clorfo4
Clorfl67
C210rf58
C3
C4orf50
C50rf22
Céorf132
C6orf58
Ceorf89
CABIN1
CABLES2
CACNA2D2
CACNA2D3
CAD
CALCRL
CAPNS8
CARHSP1
CARMIL2
CARMIL3
CASKIN2
CASP4
CAVIN2
CBX4
CC2D1B
CCDC69
CCDC103
CCDC168
CCDC178
CCDC68
CCER1
CCL17
CCT3
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Material suplementario

NXPE4
NYAP1
OBP2A
OBSCN
OCM
0OO0SP2
OPLAH
OPN3
OR10G9
OR10H5
OR10S1
OR11G2
OR13C3
OR13G1
OR14A2
OR1D2
OR1J1
OR2C1
OR2F1
OR2J3
OR2T2
OR2T35
OR4D9
OR4K13
OR452
OR51S1

OR51T1
OR52N1
OR5T1
OR6B3
OR6S1
OR8D1
ORS8K3
OSBPL6
OSGIN1
OTOF
oTOG
OVCH2
P2RY2
PABPN1L
PADI6
PAK4
PALM2AKAP2
PAN3
PANK3
PANK4
PAPPA
PARP4
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