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RESUMEN

INTRODUCCION

Las neoplasias sebaceas son tumores cutaneos anexiales que aparecen
predominantemente en areas de la cabeza y el cuello de pacientes mayores. El
adenoma sebaceo y el sebaceoma son neoplasias benignas que no recidivan tras su
extirpacion completa. El carcinoma sebaceo, por el contrario, puede presentar un
comportamiento agresivo, con tasas de recidiva del 4-28%, de metastasis ganglionar
del 1,3-12% y a distancia del 2-10%. Su mortalidad ha disminuido en los ultimos afios
gracias a un diagnéstico y tratamiento mas precoces, situandose en el 3-6,7%.

Se conocen poco las alteraciones moleculares de las neoplasias sebaceas. Se
pueden asociar al sindrome de Muir-Torre, una variante del sindrome de cancer
colorrectal hereditario no polipdsico o sindrome de Lynch. En este caso, los pacientes,
ademas de tumores sebaceos, pueden desarrollar neoplasias viscerales, siendo la
mas frecuente el carcinoma colorrectal.

La mutacion del promotor de TERT se ha detectado en un elevado porcentaje
de neoplasias y se ha asociado a diferentes variables clinico-histolégicas, pero hasta

la fecha esta mutacién no se ha identificado en tumores sebaceos.

OBJETIVOS

Nuestro estudio pretende determinar si existen mutaciones en el promotor de
TERT en neoplasias sebaceas y si es util para establecer el diagnostico de
malignidad, de forma que pueda constituir un criterio diagndstico adicional a los
criterios morfolégicos. Ademas, queremos valorar si la presencia de la mutacién se
correlaciona con la clinica de los pacientes y las caracteristicas histologicas de los
tumores. Por otra parte, en los carcinomas sebaceos se estudiard también la
presencia de otras mutaciones para profundizar en el conocimiento de sus

alteraciones genéticas.

MATERIALES Y METODOS

Se reunieron un total de 91 neoplasias sebaceas (17 adenomas sebaceos, 45
sebaceomas y 29 carcinomas sebaceos) diagnosticadas entre los afios 2006 y 2016.
Las muestras procedian de los Servicios de Anatomia Patologica del Hospital
Universitario 12 de Octubre, del Hospital Universitario Ramén y Cajal, de la Fundacion
Jiménez Diaz, del Hospital Universitario de Salamanca (IBSAL) y del Centro de

Dermatopatologia Friedichshafen (Alemania).



Tras la extraccion del ADN de las muestras seleccionadas, se realizd la
secuenciacion del promotor de TERT mediante pirosecuenciacion, secuenciacion
Sanger y secuenciacion masiva. También se realizaron técnicas inmunohistoquimicas
para evaluar la expresion de proteinas reparadoras de apareamientos incorrectos del
ADN o proteinas MMR.

RESULTADOS

En nuestra serie de pacientes, las lesiones benignas son mas frecuentes en
hombres, 60%, siendo la edad media en el momento del diagndstico de 71 afios. Los
carcinomas sebaceos son mas frecuentes en mujeres, 60,9%, y la edad media en el
momento del diagnéstico es de 75 anos. En conjunto, las lesiones se localizan
preferentemente en el area de cabeza y cuello, donde suponen el 90,9% de las
mismas. Tres pacientes con tumores benignos estaban inmunosuprimidos (dos
trasplantados renales y un paciente VIH). El 29,6% de los pacientes desarrollaron
neoplasias viscerales, siendo la mas frecuente el adenocarcinoma colorrectal. Un
paciente con un sebaceoma presentd recidiva local de la lesion. Respecto a los
pacientes con carcinoma sebaceo, ninguno desarrollé metastasis en ganglios linfaticos
ni a distancia y s6lo un paciente sufrié recidiva local del tumor. Cinco pacientes con
carcinoma fallecieron, pero ninguna muerte estuvo relacionada con el tumor. En
cuanto a los factores asociados a mal pronéstico, el 37,9% de los carcinomas tiene un
tamafio superior a 10 mm, el 27,6% presenta extensién pagetoide y en un 3,4% se
detecto invasion vascular. Ninguno de los pacientes con estos tumores present6 peor
evolucion clinica. En el conjunto de la serie, el 30,8% de los tumores no tiene
expresioén nuclear de proteinas MMR en el estudio inmunohistoquimico y la mayoria
de estas lesiones (68,8%) se sitia en areas extraoculares de cabeza y cuello. El
patrén de pérdida mas frecuente de nuestra serie es MSH2/MSH6. Dos pacientes
estaban diagnosticados de sindrome de Muir-Torre y desarrollaron un adenocarcinoma
colorrectal cada uno.

En el estudio de secuenciacion se encontraron mutaciones en el promotor de
TERT en el 27,6% de los carcinomas, mientras que en el grupo de los tumores
sebaceos benignos no se detectd ninguna. Las mutaciones mas frecuentes fueron
C228T y C250T (37,5% cada una). En el analisis mediante NGS realizado en los 29
carcinomas sebaceos se identificaron un total de 40 mutaciones somaticas que
afectaban a 8 de los 14 genes estudiados (TP53, promotor de TERT, EGFR, ATRX,
PDGFRA, CDKN2A, PTEN y ACVR1). No se observaron diferencias al comparar los
carcinomas segun su localizacidon en cuanto a mutaciones totales, mediana de

mutaciones por lesion y frecuencia en los genes mutados. Al comparar los carcinomas



con proteinas MMR conservadas en el estudio inmunohistoquimico con el grupo con
pérdida de expresion, se vieron diferencias significativas en el nimero de mutaciones
totales, que fueron mayores en el grupo de proteinas conservadas, y en la frecuencia

de mutacion en el gen TP53, que estaba mas frecuentemente mutado en este grupo.

DISCUSION

En nuestro estudio hemos detectado mutaciones en el promotor de TERT en
los carcinomas sebaceos en el 27,6% de los casos. Las mutaciones mas frecuentes
fueron la C228T y la C250T, ambas con igual frecuencia (37,5%). Estos resultados
son similares a los obtenidos en otro tipo de neoplasias cutaneas, en las que, en
general, ambas mutaciones tienen una frecuencia similar ola C250T supera a la
C228T. Otras mutaciones detectadas con menor frecuencia fueron la C242T, en un
12,5% de los casos y la CC242_243TT, en un 12,5%. Las tres técnicas de
secuenciacion empleadas no mostraron diferencias en cuanto a la deteccién de la
mutacion y el grado de acuerdo de las tres para las diferentes mutaciones fue casi
perfecto (indice kappa de Fleiss de 0,9).

En el grupo de tumores benignos (adenomas sebaceos y sebaceomas) no se
detectd ninguna mutacion, lo que esta en consonancia con lo descrito en la literatura,
ya que las mutaciones en el promotor de TERT estan ausentes o son infrecuentes en
neoplasias benignas. Encontramos que la diferencia fue estadisticamente significativa
entre los sebaceomas y los carcinomas sebdaceos, por lo que la presencia de la
mutacion podria ayudar a establecer el diagndstico diferencial entre ambos tumores.

Respecto a las variables clinicas, los pacientes con carcinomas con
mutaciones del promotor de TERT tenian una edad media en el momento del
diagnéstico superior a la de los pacientes del grupo no mutado, eran mas frecuentes
en mujeres (66,7%) y se localizaban predominantemente en areas extraoculares de
cabeza y cuello (66,7%). No se detectaron recidivas en los pacientes con carcinoma
mutado y la frecuencia de neoplasias viscerales fue ligeramente inferior (20%) que en
los pacientes con carcinoma no mutado (28,6%). La pérdida de expresién de proteinas
MMR en el estudio inmunohistoquimico fue menor en los carcinomas mutados (12,5%)
que en los carcinomas no mutados (31,6%). En cuanto a las caracteristicas
histolégicas, hemos observado que los carcinomas mutados presentan con mayor
frecuencia factores de mal pronéstico (tamafio tumoral mayor de 10 mm, extension
pagetoide e invasion vascular). Cabe destacar que, de manera estadisticamente
significativa, los carcinomas mutados muestran con mas frecuencia un patron de
crecimiento invasivo que los no mutados. Por otro lado, hemos observado que la

elastosis solar en los carcinomas mutados es mas frecuente (62,5%) que en los no



mutados (23,8%). Aunque esta diferencia no alcanza la significacién estadistica, su
presencia, junto con las transiciones C>T y CC>TT en las mutaciones, caracteristicas
de etiologia por luz UV, hace suponer que este agente participa en el desarrollo de
estas neoplasias. Por ultimo, no encontramos asociacion entre la mutacion del
promotor de TERT y estadios patolégicos TNM mas altos en los tumores estudiados.
En el analisis mediante secuenciacion masiva se detectaron mutaciones en el
69% de los carcinomas y se identificé un total de 40 mutaciones somaticas que
afectaban a 8 de los 14 genes estudiados. El gen mas frecuentemente mutado fue
TP53 en un 55,2% de casos, seguido de la mutacion en el promotor de TERT, en un
24,1% de casos. Con menos frecuencia se detectaron mutaciones en EGFR, ATRX,
PDGFRA, CDKN2A, PTEN y ACVR1, de éstos, todos, excepto ATRX, se consideran
genes susceptibles de tratamiento. Al comparar los carcinomas con proteinas MMR
conservadas por inmunohistoquimica con los que no expresaban alguna de ellas, se
observaba que los primeros mostraban, de forma significativa, mas mutaciones totales
y una frecuencia de mutacion en el gen TP53 mayor. Cabria esperar que los
carcinomas con proteinas alteradas, al tener mayor probabilidad de alteraciones en los
estudios moleculares, tuviesen mas mutaciones que el grupo con proteinas
conservadas. Este resultado podria explicarse por las diferencias en el tamano
muestral (20 carcinomas con proteinas conservadas y 7 carcinomas con proteinas
alteradas). Por otro lado, la mayor frecuencia de mutaciones en TP53 en el grupo de
proteinas conservadas (70%) frente al de proteinas alteradas (14,3%) sugiere una
mayor participacion de las vias relacionadas con TP53 en el desarrollo de los

primeros.

CONCLUSIONES

1.- La mutacion del promotor de TERT se ha detectado en el 27,6% de los
carcinomas sebaceos de nuestra serie. La mutacién no se ha identificado en tumores
sebaceos benignos.

2.- La diferencia en la mutacion del promotor de TERT entre carcinomas
sebaceos y sebaceomas ha resultado significativa, por lo que su presencia apoyaria
un diagnostico de malignidad.

3.- El perfil histopatolégico de los carcinomas sebaceos mutados se
caracteriza, de manera significativa, por una mayor frecuencia de patron de
crecimiento invasivo, respecto a los carcinomas no mutados.

4.- Se han detectado mutaciones en otros genes en los carcinomas sebaceos.
El gen mas frecuentemente mutado fue TP53, seguido del promotor de TERT. Otros
genes afectados con menor frecuencia han sido EGFR, ATRX, PDGFRA, CDKN2A,



PTEN y ACVR1. Los carcinomas sebaceos que conservan la expresion nuclear de
proteinas MMR en el estudio inmunohistoquimico han mostrado, de forma significativa,
un mayor porcentaje de mutaciones en el gen TPS&3, respecto a los carcinomas

sebaceos con proteinas alteradas.






SUMMARY

INTRODUCTION

Sebaceous neoplasms are adnexal skin tumors predominantly located in head
and neck areas of elderly patients. Sebaceous adenoma and sebaceoma are benign
neoplasms that do not recur after complete excision. Sebaceous carcinoma may
behave aggressively, with rates of recurrence, nodal metastases and distant
metastases of 4-28%, 1.3-12% and 2-10%, respectively. Cancer-specific mortality has
much lower rates in recent years, between 3% and 6.7%, thanks to earlier diagnosis
and treatment.

Little is known about molecular alterations of sebaceous neoplasms. They may
be related to Muir-Torre syndrome, a subset of the hereditary non-polyposis colorectal
carcinoma syndrome or Lynch syndrome. In addition to sebaceous tumors, these
patients may develop visceral neoplasms, being colorectal carcinoma the most
frequent.

TERT promoter mutation widely occurs in human neoplasms and they have
been related to different clinicopathological features. To date this mutation has not

been identified in sebaceous tumors.

OBJETIVES

This project aims to determine the presence of TERT promoter mutations in
sebaceous neoplasms and its usefulness in establishing a diagnosis of malignancy, so
that it can become an additional diagnostic tool besides morphological criteria. In
addition, we intend to assess whether this mutation correlates with clinicopathological
features of the tumors. Furthermore, by studying the presence of other mutations, we

expect to deep in the understanding of genetic alterations of sebaceous carcinomas.

MATERIALS AND METHODS

A total of 91 sebaceous neoplasms (17 sebaceous adenomas, 45 sebaceomas
and 29 sebaceous carcinomas) diagnosed between 2006 and 2016 were collected. All
samples came from Departments of Pathology, Hospital Universitario 12 de Octubre,
Hospital Universitario Ramoén y Cajal, Fundacion Jiménez Diaz, Hospital Universitario
de Salamanca (IBSAL) and Dermatopathology Center Friedichshafen (Germany).

After DNA extraction, TERT promoter was analyzed by pyrosequencing, Sanger
sequencing and next generation sequencing (NGS). In addition, expression of

mismatch repair proteins were assessed by immunohistochemical techniques.



RESULTS

In our series, benign lesions are more frequent in men, 60%, with a mean age
of 71 years at diagnosis. Sebaceous carcinomas are more common in women, 60.9%,
and the mean age is 75 years. Overall, the most common location is the head and
neck area, where they account for 90.9%. Three patients with benign tumors were
immunosuppressed (two renal transplant patients and one HIV patient). 29.6% of the
patients developed visceral neoplasms, the most frequent being colorectal
adenocarcinoma. A patient with a sebaceoma presented a recurrence. No patient with
sebaceous carcinoma had nodal or distant metastases and only one suffered from
local tumor recurrence. Five patients with carcinoma died, but deaths were not
carcinoma-related. Regarding factors predictive of poor prognosis, size greater than 10
mm, pagetoid extension and vascular invasion were observed in 37.9%, 27.6% and
3.4% of carcinomas, respectively. None of these patients presented poor clinical
evolution. Loss of MMR protein expression by immunohistochemistry was detected in
30.8% of cases and most of these lesions (68.8%) were located in extraocular areas of
head and neck. The most frequent loss pattern was MSH2/MSH6. Two patients were
diagnosed with Muir-Torre syndrome, and each one developed a colorectal
adenocarcinoma.

In the sebaceous carcinoma group, 27.6% were found to have TERT promoter
mutations by sequencing techniques, while benign sebaceous tumors showed none.
The most frequent mutations were C228T and C250T (37.5% each). We identified 40
somatic mutations in the carcinoma group by NGS. They were found in 8 of the 14
genes analyzed (TP53, TERT promoter, EGFR, ATRX, PDGFRA, CDKN2A, PTEN and
ACVR1). No differences were observed in the total number of mutations, median
mutations per lesion and frequency of mutated genes between periocular and
extraocular carcinomas. Total mutations and TP53 mutations were significantly higher
in carcinomas with MMR protein expression by immunohistochemistry than in those

with negative staining.

DISCUSSION

In the present study, TERT promoter mutations were detected in 27.6% of
sebaceous carcinomas, being C228T and C250T the most frequent (37.5% each).
These results are quite similar to those obtained in other cutaneous neoplasms, in
which both mutations have similar frequencies or C250T exceeds C228T. Other
mutations detected were C242T (12.5%) and CC242_243TT (12.5%). The sequencing

techniques employed show no differences in detecting the mutation. The agreement



among the methods for the different mutations was almost perfect (Fleiss kappa index
of 0.9).

In the group of benign tumors no mutation was detected. This is consistent with
the literature, since TERT promoter mutations are absent or rarely found in benign
neoplasms. The difference was statistically significant between sebaceomas and
sebaceous carcinomas, so the mutation may help to set the differential diagnosis
between both tumors.

Regarding clinical features, patients with TERT promoter mutations had a
higher mean age at diagnosis than the wild-type group, were more frequent in women
(66.7%) and were preferentially located in extraocular areas of head and neck (66.7%).
No recurrence was detected in patients with mutated carcinoma and development of
visceral neoplasms was slightly lower (20%) than in the non-mutated group (28.6%).
Loss of expression of MMR proteins by immunohistochemistry was lower in mutated
carcinomas (12.5%) than in wild-type carcinomas (31.6%). Features predictive of poor
prognosis (tumor size greater than 10 mm, pagetoid extension and vascular invasion)
were more common in mutated carcinomas. Significantly, invasive growth pattern was
found more frequently in mutated tumors than in non-mutated ones. Solar elastosis
was seen more often in mutated carcinomas (62.5%) than in wild-type tumors (23.8%).
Although this difference does not reach statistical significance, its presence along with
UV-signature mutations (C>T and CC>TT transitions), suggest that this agent has a
crucial role in the development of these neoplasms. Finally, no association was found
between TERT promoter mutations and advanced TNM stages.

By NGS we detected mutations in 69% of the carcinomas. A total of 40 somatic
mutations were identified. They were found in 8 of the 14 genes analyzed. The most
frequently encountered mutations occurred in TP53 (55.2%), followed by promoter of
TERT (24.1%). Less often, mutations were detected in EGFR, ATRX, PDGFRA,
CDKN2A, PTEN and ACVR1. All of them, except ATRX, are potentially clinically
actionable genes. Carcinomas which express MMR proteins had significantly more
total mutations and greater TP53 mutations than those that lost any protein. However
the latter was expected to have more mutations due to its greater likelihood of
molecular alterations. Differences in sample size may explain this result (20 tumors
with normal proteins and 7 with altered proteins). In addition, the higher frequency of
TP53 mutations in the group with normal proteins (70%) compared to the group of
altered proteins (14.3%) suggests that TP53-dependent pathways are more frequently

related to the development of the former.



CONCLUSIONS

1.- Promoter TERT mutation has been detected in 27.6% of the sebaceous
carcinomas of our series. No mutation was identified in benign sebaceous tumors.

2.- The difference in TERT promoter mutation between sebaceous carcinomas
and sebaceomas was statistically significant, therefore the mutation may support a
diagnosis of malignancy.

3.- The histopathological profile of mutated sebaceous carcinomas is
characterized, significantly, by a higher frequency of invasive growth pattern than in
wild-type carcinomas.

4.- Mutations in other genes have been detected in sebaceous carcinomas.
TP53 was the most frequently mutated gene, followed by promoter of TERT. EGFR,
ATRX, PDGFRA, CDKN2A, PTEN and ACVR1 were less often mutated. Significantly,
sebaceous carcinomas with nuclear expression of MMR proteins by
immunohistochemistry show a higher frequence of TP53 mutations than carcinomas

with altered proteins.
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INTRODUCCION

1. LA GLANDULA SEBACEA NORMAL

La glandula sebacea es un anejo cutaneo presente en toda la superficie
cutanea, excepto en las palmas y las plantas. Su tamafio es variable, incluso en el
mismo individuo y en la misma regién anatémica. Su densidad cambia segun la zona
corporal, siendo maxima en la cara y el cuero cabelludo (hasta 400-900 glandulas por
cm?) y minima en el dorso de las manos (10-20 glandulas por cm?). De ahi que las
neoplasias sebaceas se localicen con mayor frecuencia en el area de cabeza y cuello,
como se vera mas adelante."?

Las glandulas sebaceas se encuentran habitualmente asociadas con un
foliculo piloso de tipo terminal o velloso, formando la unidad pilosebacea o pilo-
sebacea-apocrina si asocia, ademas, una glandula apocrina.?®> Hay glandulas
sebaceas no relacionadas con foliculos pilosos en la mucosa oral (puntos de Fordyce)

y en otras localizaciones ectépicas, como eséfago y region genital.™

El area periocular
contiene abundantes glandulas sebaceas, entre las que destacan las glandulas de
Meibomio, las glandulas de Zeiss, las glandulas sebaceas de las cejas, las de la
cartincula y las de los foliculos pilosos de la piel del parpado.®®

Las glandulas sebaceas son estructuras uni o multilobuladas cuyos lobulilos
confluyen en un conducto excretor comun que se abre hacia el canal folicular. Una
membrana basal rodea cada Iébulo, separandolo de la dermis. En la periferia de los
lobulillos se identifica una capa de células germinativas, de morfologia basaloide, con
nucleo relativamente grande, hipercromatico, nucléolo prominente y citoplasma escaso
basoéfilo, sin vacuolizacidon. Las células van madurando a partir de esta capa, siendo
considerablemente mas grandes que las germinativas y con pequefias vacuolas
lipidicas en su citoplasma. Se trata de los sebocitos inmaduros, que ocupan una o dos
capas en la periferia del l6bulo. El resto esta formado por sebocitos maduros, que
muestran un citoplasma lleno de vacuolas y un nucleo festoneado por la impronta de
dichas vacuolas sobre la membrana nuclear (Figura 1.1). Hacia el centro del lobulillo
los nucleos se vuelven cada vez mas picnéticos hasta que la célula muere y descarga
una mezcla de lipidos y restos celulares en el conducto excretor, denominada sebo.”™
Se trata de una secrecion de tipo holocrina, es decir, producida por la propia
desintegracién de la célula. Los lipidos presentes en el sebo son diglicéridos,
triglicéridos, colesterol, acidos grasos libres, ésteres de cera y escualeno (estos dos

ultimos son especificos de la glandula sebacea)."®"" Con frecuencia el sebo contiene
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bacterias (Propionibacterium acnes 'y Staphilococcus epidermidis), levaduras

(Pytirosporum ovale) y acaros (Demodex folliculorum o brevis).*

Figura I.1. Glandula sebacea. Células germinativas periféricas y sebocitos. A: 100X y B: 400X (HE).

El conducto sebaceo esta revestido por un epitelio escamoso estratificado con
una fina capa cérnea, espiculada y ligeramente eosindfila, denominada sebolema, que
envuelve al sebo una vez secretado, separandolo de la queratina del infundibulo
folicular, de disposicién hojaldrada y basdfila.® ™

El desarrollo y activacion de las glandulas sebaceas depende de los
androgenos. En el recién nacido, el efecto de los andrégenos maternos
transplacentarios da como resultado glandulas sebaceas relativamente bien
desarrolladas, que durante la vida intrauterina contribuyen a la formacién del vérnix
caseoso. Tras el nacimiento, el nivel de androgenos disminuye y las glandulas
sebaceas se atrofian. En la pubertad, el aumento de los niveles hormonales induce su
agrandamiento y la produccion de sebo. Por este motivo, las neoplasias sebaceas son
muy raras en nifios y poco frecuentes en la adolescencia.®'?

La glandula sebacea se renueva durante la vida adulta y en su homeostasis
participan hormonas, citoquinas, moléculas de sefalizacion y mediadores del
metabolismo de los lipidos.”® Recientemente se ha resaltado el papel de las vias de
sefalizacién en los procesos de desarrollo y diferenciacion de la glandula sebacea, asi
como la implicacion de algunas de ellas en el desarrollo de tumores sebaceos. Parece
que la inhibicién de la via Wnt/beta-catenina y la activacion de c-Myc y de la via
Hedgehog son importantes en los procesos de diferenciacion y maduracion de los
sebocitos.”*"® La activacion de la via Wnt/beta-catenina produce la translocacién de
beta-catenina al nucleo donde se une con el factor de transcripcion LEF-1 y permite la
transcripcion genética.” En sebaceomas y adenomas sebaceos se ha demostrado la

presencia de mutaciones del gen LEF-1." En ratones transgénicos que expresaban
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defectos en el sitio de union de la beta-catenina con el factor de transcripcion LEF-1 se
ha observado la aparicion espontanea de tumores sebaceos.'®'®

El desarrollo de la glandula sebacea esta relacionado con el del foliculo piloso
y la glandula apocrina. Los gérmenes o primordios foliculares aparecen en toda la
superficie corporal, excepto en las palmas y las plantas, alrededor de la semana 102
de gestacion, como engrosamientos del ectodermo primitivo denominados placodas
epiteliales. Comienza en el cuero cabelludo y la cara y progresa en sentido céfalo-
caudal. Los gérmenes foliculares crecen en profundidad hacia el mesénquima, en
forma de cordones de células epiteliales. La porcién mas profunda, que adopta la
forma de bulbo y se convertira en la matriz del foliculo piloso, rodea a las células
mesenquimales que formaran la papila folicular. La glandula sebacea se desarrolla en
las semanas 13 a 15 de gestacién. En la vaina radicular mas externa del foliculo
primitivo se forman tres protuberancias. La superior dara origen a la glandula apocrina,
la intermedia a la glandula sebacea y la inferior al punto de insercion del musculo
erector del pelo. En las tres protuberancias las células tienen un nucleo redondo u
oval, hipercromatico y un citoplasma escaso. Posteriormente, en el centro de la
protuberancia intermedia, las células comienzan a desarrollar vacuolas en el
citoplasma, un signo de diferenciacién sebacea. La protuberancia se agranda
formandose el I6bulo sebaceo, en cuya periferia las células mantienen una morfologia
germinativa.* '

Se ha observado que, durante la formacién de la unidad pilosebacea, se
establecen distintos compartimentos de células madre segun la expresion de ARN
mensajero y proteinas especificas. Las células que expresan Lrig1 se consideran las
células precursoras de los sebocitos. Sox9 es un marcador de células madre del
foliculo piloso, que también es indispensable en la formacion de la unidad
pilosebacea. En la placodas epiteliales, las células coexpresan Lrig1 y Sox9. Segun
avanza el desarrollo, estas células progenitoras generan grupos de células madre
distintos. Las células que expresan Sox9 se separan de las que expresan Lrig1, que
se mantienen en la parte alta del foliculo piloso, donde daran origen a los

sebocitos.'®'®
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2. PERSPECTIVA HISTORICA Y CLASIFICACION DE LOS TUMORES DE
LA GLANDULA SEBACEA

Las primeras descripciones de las neoplasias sebaceas datan del siglo XIX. La
primera vez que se utilizé el término “adenoma sebaceo” fue en 1885 cuando Balzer y
Ménétrierlo emplearon para denominar una neoplasia cutanea en una paciente de 21
afos con numerosas papulas pequefias en cara, cuero cabelludo y cuello, aunque la
ilustracion del articulo se correspondia realmente con un tricoepitelioma:.°

En cuanto al carcinoma sebaceo, parece que Thiersch publicd el primer caso
de localizacién periocular en 1865 y que Baldauf describié otro en 1870, sin embargo,
el primer caso bien documentado se atribuye a Allaire en 1891.2" Posteriormente, se
publicaron mas articulos, incluido uno de Hagedoorn,22 que reconocieron la naturaleza
agresiva y el potencial metastasico de esta neoplasia. La mayoria del conocimiento
moderno sobre el carcinoma sebaceo del parpado fue iniciada por la revisién de
Straatsma en 1956, que estudid 16 casos en los que determind el origen y el
comportamiento clinico de esta neoplasia.?

En 1942 Beach y Severance revisaron la literatura previa sobre el carcinoma
sebaceo y refirieron que Malherbe y Robin, a mediados del siglo XIX, fueron los
primeros en describir un carcinoma sebaceo extraocular.?

Warren y Warvi realizaron en 1943 la primera clasificacion de las neoplasias
con diferenciacidon sebacea.”® Desde entonces las clasificaciones han sido muiltiples,
debido principalmente, a los problemas derivados de la nomenclatura y de los criterios
empleados para su diagndstico. ™

Un ejemplo tipico es el término “epitelioma sebaceo”, introducido por Leveren
1949 para definir una neoplasia cuyo grado de diferenciaciéon se situa entre el
adenoma sebaceo y el epitelioma basocelular quistico.”® Este término ha sido
empleado tanto para designar neoplasias benignas con diferenciacion sebacea, como
para el epitelioma basocelular con diferenciacion sebacea.' En 1984 Troy y Ackerman
acufaron el término "sebaceoma" para referirse a neoplasias sebaceas benignas bien
delimitadas, localizadas principalmente en la parte superior de la dermis,
generalmente sin conexién con la epidermis y con predominio de células basaloides.
Ademas, describieron las caracteristicas del adenoma sebaceo y del sebaceoma
como neoplasias benignas y del carcinoma sebaceo, como maligna.?’ A pesar de esta
propuesta siguio existiendo cierta confusion en cuanto al término "sebaceoma". Incluso
articulos recientes clasifican estas neoplasias como adenoma sebaceo, epitelioma

sebaceo/sebaceoma y carcinoma sebaceo.?

14



En 1994, Steffen y Ackerman consideraron que algunos carcinomas sebaceos
podian tener la misma arquitectura que un tumor benigno.®® En 1998 Nussen y
Ackerman revisaron los casos de adenomas sebaceos publicados y propusieron que
la mayoria de éstos eran carcinomas sebaceos bien diferenciados.? Si bien este punto
de vista no es ampliamente compartido, sirve para resaltar la dificultad que puede
presentar la distincién de ambas entidades.

En el estudio de Harvey, que evaluaba la variabilidad interobservador en el
diagndstico de las lesiones circunscritas sebaceas,®® se encontré una concordancia
diagndstica de media a moderada. En particular, hubo una gran variabilidad entre los
patologos en la proporcidn de casos diagnosticados como carcinoma, que oscilaba
entre el 5% al 57% de los casos.*® Kazakov describié la dificultad que existia para
clasificar una pequefa serie de neoplasias sebaceas que mostraban una arquitectura
"benigna" (lesiones mas o menos bien circunscritas y simétricas con lobulos bien
demarcados), pero con citologia atipica.’’ Recientemente se ha propuesto el término

2 0 neoplasias sebaceas bordeline ** para

de carcinoma sebaceo de bajo grado °
denotar neoplasias sebaceas con discordancia arquitectural y citolégica.

En el estudio de variabilidad interobservador mencionado anteriormente,® se
observaron muchos casos en los que hubo un solapamiento en el diagnéstico de
lesiones benignas: entre la hiperplasia sebacea y el adenoma sebaceo y entre el
adenoma sebaceo y el sebaceoma. Segun los autores, parte de esta variabilidad se
debe a la aplicacion de criterios diagnosticos subjetivos. Las tres lesiones estan
compuestas por lobulos bien circunscritos. Tanto el adenoma sebaceo como el
sebaceoma muestran mayor numero de células germinativas basaloides que la
hiperplasia sebacea. El criterio utilizado para diferenciar la hiperplasia sebacea del
adenoma sebaceo es la presencia de mas de dos capas de células germinativas en
este ultimo. Para diferenciar el adenoma sebaceo del sebaceoma se emplea el
porcentaje de células germinativas basaloides; si suponen mas del 50% del tumor, se
utiliza el término sebaceoma. Como se comenta en dicho estudio, esta dultima
distincion, aunque practica, es arbitraria y es poco probable que refleje un
comportamiento bioldgico diferente del sebaceoma.*® Sanchez Yus y cols. propusieron
el término “sebomatricoma” para designar todas las neoplasias sebaceas benignas,
siendo el adenoma sebaceo el extremo mas diferenciado y el sebaceoma el menos
diferenciado.*

La clasificacion de la OMS considera como neoplasias benignas con
diferenciacién sebacea, el adenoma sebaceo y el sebaceoma y como maligna, el

carcinoma sebaceo. Hay un epigrafe adicional de tumores sebaceos quisticos,
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variantes morfolégicas de las tres categoria principales, que se consideran indicativos

casi siempre de sindrome de Muir-Torre.*®

3. CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS DE LAS NEOPLASIAS
SEBACEAS

Los tumores derivados de las glandulas sebaceas, adenoma sebaceo,
sebaceoma y carcinoma sebaceo, son neoplasias cutaneas poco frecuentes, que
suelen presentarse en personas mayores. Suelen localizarse en el area de la cabeza y
el cuello, pero pueden aparecer en cualquier zona del cuerpo. La presentacién clinica
es variada pudiendo confundirse clinicamente con otros tumores cutaneos mas
frecuentes, como el carcinoma de células basales y el carcinoma de células
escamosas.*®

El reconocimiento de estos tumores es importante porque pueden formar parte
del sindrome de Muir-Torre, una variante del sindrome de carcinoma colorrectal
hereditario no asociado a poliposis o sindrome de Lynch, que se caracteriza por la
asociacion de neoplasias cutaneas (sebaceas con o sin morfologia quistica o
queratoacantomatosa) y neoplasias viscerales. Generalmente se recomienda que
estos tumores sean evaluados por inmunohistoquimica para detectar el estado de las
proteinas reparadoras de apareamientos incorrectos del ADN o proteinas MMR (del

inglés mismacht repair).*’

3.1. Adenoma sebaceo

El adenoma sebaceo es una neoplasia benigna, infrecuente, generalmente
localizada en el area de la cabeza y el cuello de pacientes mayores, entre la sexta y
séptima décadas de la vida. Pueden aparecer en otras zonas como el tronco, las
extremidades y area anogenital. Suele presentarse como un nédulo solitario o multiple,
amarillento, rosado o de color piel y tamafio variable, normalmente menor de 1 cm de
diametro. Generalmente son asintomaticos y de lento crecimiento. 342°

Histologicamente, son lesiones multilobuladas y bien circunscritas,
relativamente simétricas y con un patrén similar a la glandula sebacea normal. Se
localizan en la dermis superior y, con frecuencia, tienen conexidon con la epidermis

suprayacente o con el infundibulo folicular (Figura 1.2).%%%
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Figura 1.2. Adenoma sebéceo. A: 40X, B: 200X, C: 400X (HE).

Los lébulos presentan en la periferia mas de dos hileras de células basaloides,
en las zonas centrales, una poblacion prominente de sebocitos maduros y, entre
ambas poblaciones celulares, sebocitos parcialmente maduros. Sin embargo, la
maduracién no es tan ordenada como en la glandula sebacea normal. No se observa
atipia citolégica ni figuras de mitosis anormales. Las areas centrales pueden presentar
degeneracion holocrina y formar espacios quisticos de tamario variable.** Este cambio
quistico se asocia frecuentemente con el sindrome de Muir-Torre.*°

La diferenciacién entre adenoma sebaceo e hiperplasia sebacea puede ser
dificil, sobre todo en casos en los que el adenoma esta centrado en estructuras
foliculares. En la hiperplasia sebacea los lobulos se disponen alrededor de un
infundibulo folicular central conectado con la epidermis y muestra dos o menos capas
de células basaloides periféricas. EI adenoma sebaceo muestra mayor numero de

células germinativas y sebocitos parcialmente maduros. La implicacion practica de
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diferenciar ambas entidades es considerar la posibilidad de un sindrome de Muir-Torre
en el paciente con adenoma.’

Para diferenciarlo del sebaceoma se utiliza por convenio el punto de corte del
50% de células basaloides. Por debajo del 50% se considera adenoma sebaceo y por
encima, sebaceoma.*’

En ocasiones puede ser dificil de diferenciar de los carcinomas sebaceos con
un contorno bien definido (grado 1), como se ha comentado anteriormente. En estos
casos hay que basarse en la presencia o no de rasgos citologicos de malignidad. La
ulceracion puede ocurrir en el adenoma, pero es infrecuente, por lo que si esta
presente se debe evaluar cuidadosamente la lesion.®*

El tratamiento es la escisién quirdrgica completa.® Los adenomas sebaceos son
las neoplasias sebaceas que con mas frecuencia se asocian a sindrome de Muir-
Torre.*® Como son tumores benignos, si el paciente tiene este sindrome, el prondstico

vendra determinado por la neoplasia visceral asociada.*

3.2. Sebaceoma

El sebaceoma es una neoplasia sebacea benigna localizada tipicamente en la
region de la cabeza y el cuello. Es menos frecuente que se desarrolle en el tronco y
las extremidades. La mayoria ocurre en paciente mayores, a partir de la quinta vy
sexta décadas de la vida.** Se suele presentar como una papula o un nédulo
amarillento o rosado, que con frecuencia muestra una superficie queratdsica, costrosa
o ulcerada.® A veces son multiples, particularmente en el sindrome de Muir-Torre.*

Histologicamente, consiste en una neoplasia multilobular, generalmente bien
circunscrita y simétrica localizada principalmente en la dermis, sin conexion con la
epidermis o con conexién focal con la misma. Esta constituida predominantemente por
células sebaceas germinativas, de morfologia basaloide, que suponen mas del 50%
de las células tumorales y, en menor proporcion, por sebocitos maduros o
parcialmente maduros, en grupos o aislados. La presencia de diferenciacién ductal es
un rasgo comun. La actividad mitética es variable y carece de atipia citoldgica

significativa (Figura 1.3).3%’

Un 25 a 30% de los sebaceomas muestra un patrén
organoide de tipo laberintico/sinusoidal, ondulado con estructuras parecidas a cuerpos
de Verocay o de tipo carcinoide. Raramente presenta diferenciacion focal apocrina,

estructuras de tipo infundibuloquisticas, metaplasia escamosa o células fusiformes.***2
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Figura 1.3. Sebaceoma. A: 40X, B: 200X, C: 400X (HE).

El diagndstico diferencial con el adenoma sebaceo se ha comentado en el
apartado anterior. El adenoma recuerda la arquitectura de la glandula sebacea normal,
con células germinativas periféricas y sebocitos maduros en la zona central. En el
sebaceoma predominan las células germinativas. Se acepta la presencia de mas de
un 50% de células germinativas para considerarlo sebaceoma.”’

El diagnéstico diferencial con el carcinoma sebaceo se basa en el crecimiento
infiltrativo y la atipia citoldgica. Sin embargo, hay lesiones circunscritas, con
predominio de las células basaloides sobre los sebocitos maduros y atipia citoldgica.
La clasificacion de estas lesiones como sebaceoma “atipico” o carcinoma sebaceo no
esta bien establecida. La mayoria son lesiones pequenas (<1cm) y superficiales, por lo
que la escisiéon completa con margenes libres parece curativa.®*

En cuanto al carcinoma basocelular, algunos pueden mostrar focalmente
patrones organoides con diferenciacion sebacea, pero la presencia de empalizada

nuclear periférica, hendiduras tumor-estroma y degeneracién estromal mucinosa en el
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carcinoma basocelular permiten diferenciarlo de las neoplasias sebaceas. Para
distinguir el sebaceoma del tricoblastoma, se debe buscar diferenciacion folicular focal,
hendiduras estroma-estroma y cuerpos mesenquimales papilares. Los tumores
carcinoides en la piel son casi siempre metastasicos y se pueden diagnosticar bien
con la informacién clinica y con la presencia de marcadores neuroendocrinos en el
estudio inmunohistoquimico.®**

El tratamiento del sebaceoma es la escisidbn quirdrgica y no recidivan ni

metastatizan tras su extirpacion completa.’>®

3.3. Carcinoma sebaceo

El carcinoma sebaceo es una neoplasia maligna de la glandula sebacea muy
infrecuente, representa el 0,2-4,6% de todas neoplasias cutaneas malignas.*® Tiene
una incidencia anual estimada de aproximadamente 1-2 casos por millon de
personas.*** Es el tercer tumor mas frecuente del parpado, por detras del carcinoma
de células basales y del carcinoma de células escamosas.*

Aparece en pacientes mayores, con una edad media situada en los 70 afios
aproximadamente “° y una mediana de 72 6 73 afios, segun la series.***®*" Son
tumores extremadamente raros en nifios.”**® Tradicionalmente, las series de
carcinomas sebaceos publicadas mostraban una mayor frecuencia en mujeres,50 sin
embargo, estudios epidemiologicos recientes han detectado un ligero predominio en
hombres, que oscila entre el 52,4 y el 60,3%.***%*"*' Se consideran factores de riesgo
la edad avanzada, el sexo femenino, el antecedente de radiacion, la predisposicion
genética al sindrome de Muir-Torre y, posiblemente, el retinoblastoma familiar.***°

El carcinoma sebaceo constituye del 1 al 3,2% de los tumores malignos del
parpado en los paises occidentales y en torno al 30-40% en los paises asiaticos,
aunque esta diferencia parece debida a una menor incidencia relativa de otros
tumores malignos en esta poblacion.***? La mayoria surge en las glandulas de
Meibomio del parpado superior y, con menor frecuencia, en las del parpado inferior, en
las glandulas Zeiss, en las glandulas sebaceas de la caruncula y, aun con menos
frecuencia, en las glandulas sebaceas en el area de las cejas.” Suele presentarse
como una papula o nédulo amarillento o rosado de rapido crecimiento y puede
confundirse clinicamente con procesos inflamatorios como chalazién o
blefaroconjuntivitis, o con otros tumores mas frecuentes como carcinoma de células
basales o de células escamosas.**** Aunque se ha reportado una alta frecuencia en
los carcinomas perioculares (hasta del 75% en algunas series), en estudios
epidemioldgicos recientes la frecuencia del carcinoma sebaceo periocular se situa

entre el 25,8% y el 45,9% vy la de los extraoculares, entre el 54,1 y el 74,1%, siendo la
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region extraocular de la cabeza y el cuello la principalmente afectada (40,7-
68,8%).***®*"*" También se han descrito en otras localizaciones como genitales

externos, tronco y extremidades.®**

Los tumores extraoculares puede imitar
clinicamente lesiones benignas, como el granuloma piégeno o el molusco contagioso,
0 neoplasias, como el carcinoma de células escamosas, el carcinoma de células
basales o neoplasias anexiales.*

Desde el punto de vista histoldgico, el carcinoma sebaceo se presenta como
una proliferacién intradérmica uni o multilobular, a veces con conexién focal con la
epidermis o con el infundibulo folicular, y con un estroma fibrovascular que carece de
desmoplasia. Las partes centrales de los nidos celulares pueden ser necroéticas dando
un patron de comedonecrosis. El tumor esta constituido por una mezcla variable de
células basaloides y de células con diferenciacion sebacea. En las neoplasias bien
diferenciadas, las células presentan abundante citoplasma, nucleo ovalado vesicular y
nucléolo evidente, con un numero variable de mitosis; las pobremente diferenciadas
muestran alta relacién nucleo/citoplasma, pleomorfismo nuclear, nucléolo prominente

e intensa actividad mitética (Figura 1.4).3>%

Figura 1.4 Carcinoma sebaceo. A: 40X, B: 200X, C: 400X (HE).
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Segun el patrén de crecimiento, la OMS los divide en grado | (tumor compuesto
de Iébulos bien delimitados y aproximadamente del mismo tamafio), grado Il (aquéllos
con una mezcla de nidos bien definidos y crecimiento infiltrativo o grupos de células
confluentes) y grado Ill (lesiones con crecimiento invasivo o de tipo medular en
sabana).*

Los tumores perioculares pueden mostrar extension pagetoide o, menos
frecuentemente, carcinoma in situ. No es habitual ver estos cambios en lo casos
extraoculares.®®

La OMS destaca las siguientes variantes, ya que pueden llevar a confusion con
otros tumores cutaneos. La variante basaloide, en la que el tumor esta constituido por
células pequefias con escaso citoplasma y, a menudo, con empalizada nuclear en la
periferia de los nidos celulares. Generalmente muestra un patron de crecimiento
grado Ill y escasas células con rasgos claramente de sebocitos. La variante
escamoide, en la que el tumor muestra una metaplasia escamosa prominente, a
menudo con formacién de perlas de queratina; en algunos casos también pueden
presentar areas de células fusiformes. Por ultimo, algunos carcinomas puede mostrar
un crecimiento organoide pseudoneuroendocrino, que imita a los tumores
carcinoides.*

El diagndstico diferencial varia dependiendo de los patrones arquitecturales y
citologicos. Hay neoplasias cutaneas, como el carcinoma de células basales, el
carcinoma de células escamosas y las neoplasias anexiales, que muestran, con
frecuencia, células con aclaramiento citoplasmatico. En estos casos, es necesario
establecer la presencia de diferenciacion sebacea mediante las caracteristicas
morfolégicas o con la ayuda de las técnicas de inmunohistoquimica. Una vez
establecida la diferenciacion sebacea, el diagndstico diferencial de lesiones bien
circunscritas se debe establecer con el adenoma sebaceo y el sebaceoma, ya
comentado anteriormente. En cuanto al carcinoma de células escamosas, es
importante recordar que los carcinomas sebaceos pueden mostrar diferenciacion
escamosa y que ésta puede ser extensa. En lo que se refiere al carcinoma basocelular
con diferenciacion sebacea, se trata de una entidad muy rara, presenta empalizada
nuclear periférica en los nidos tumorales y hendidura de retraccion entre tumor y
estroma.®*

Puede ser dificil diferenciar los carcinomas sebaceos intraepiteliales de la
enfermedad de Bowen en biopsias pequefas superficiales del parpado, sobre todo
cuando la diferenciacién sebacea es escasa.’

Otros tumores a tener en cuenta en el diagnéstico diferencial son el melanoma,

el tumor de células de Merkel y las metastasis cutdneas de carcinomas de células
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claras (carcinoma renal de células claras, de prostata y hepatocelular), que pueden
descartarse con un panel adecuado de marcadores inmunohistoquimicos, recordando
que el carcinoma renal puede mostrar tincion positiva para adipofilina.®*

La estadificacion con la clasificacion TNM de la AJCC (American Joint
Committee on Cancer) es diferente segln su ubicacion (Tablas I.1, 1.2 y 1.3).% La
relacion entre la estadificacion TNM y la progresion de la enfermedad ha sido validada
para los carcinomas sebaceos del parpado. Una categoria T2b o mayor parece
correlacionarse con un mayor riesgo de metastasis ganglionar y un comportamiento
mas agresivo. No se han realizado estudios similares con los carcinomas sebaceos

extraoculares.’®%®

Tabla I.1. Clasificacion TNM para el carcinoma cutaneo de la piel del parpado

Clasificacion T

Tamaiio

X El tumor primario no puede ser identificado
T0 Sin evidencia de tumor primario
Tis Carcinoma in situ
T1 Tumor de 10 mm o menos en su mayor | T1a: no invade la placa tarsal ni el margen del parpado
dimension T1b: invade la placa tarsal o el margen del parpado
T1c: afecta al espesor completo del parpado
T2 Tumor > 10 mm, pero menor o igual a 20 | T2a: no invade la placa tarsal ni el margen del parpado
mm en su mayor dimensién T2b: invade la placa tarsal o el margen del parpado
T2c: afecta al espesor completo del parpado
T3 Tumor > 20 mm en su mayor dimension T3a: no invade la placa tarsal ni el margen del parpado
T3b: invade la placa tarsal o el margen del parpado
T3c: afecta al espesor completo del parpado
T4 Cualquier tumor palpebral que invada | T4a: el tumor invade estructuras oculares o intraorbitarias

estructuras oculares, orbitarias o faciales
adyacentes

T4b: el tumor invade (o erosiona) las paredes 6seas de la
orbita o se extiende a los senos paranasales o invade el saco
lacrimal/conducto nasolacrimal o el cerebro

Clasificacion N

N° de ganglios metastéasicos

NX

No se pueden evaluar los ganglios
regionales

NO Sin evidencia de afectacién ganglionar

N1 Un Unico ganglio regional ipsilateral de 3
cm 0 menos en su dimensidn maxima

N2 Un Unico ganglio ipsilateral de mas de 3

cm en su dimension maxima o ganglios
linfaticos bilaterales o contralaterales

Clasificacion M

Localizacion

MO

Sin metastasis a distancia

M1

Metastasis a distancia

Tabla 1.2. Clasificacion TNM para el carcinoma cutaneo de cabeza y cuello (excluye el parpado)

Clasificacion T Tamaiio

X El tumor primario no puede ser identificado

TO Sin evidencia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ

T Tumor de 2 cm 0 menos en su mayor dimension
T2 Tumor > 2 cmy <4 cm en su mayor dimension
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T3

Tumor > 4 c¢cm en su mayor dimensidn o erosion dsea leve o invasién perineural o invasidn en
profundidad®

T4a

Tumor con invasion extensa del hueso cortical o de la médula 6sea

T4b

Tumor con invasion de la base del craneo o esqueleto axial, incluida la afectacion foraminal y/o del
foramen vertebral hacia el espacio epidural.

Clasificacion N

N° de ganglios metastéasicos

NX No se pueden evaluar los ganglios regionales
NO Sin evidencia de afectacién ganglionar
N1 Un Unico ganglio ipsilateral de 3 cm 0 menos en su dimensién maxima, sin extensién extranodal
N2
N2a Un Unico ganglio ipsilateral de mas de 3 cm y menos de 6 cm en su dimension maxima sin extension
extranodal
N2b Mltiples ganglios ipsilaterales, ninguno de mas de 6 cm en su dimension maxima, sin extension
extranodal
N2c Ganglios bilaterales o contralaterales, ninguno de mas de 6 cm en su mayor dimension, sin extension
extranodal
N3a Un ganglio de mas de 6 cm en su dimensién maxima, sin extension extranodal
N3b Un Unico ganglio o multiples ganglios con extension extranodal clinica **

Clasificacion M

Localizacion

MO

Sin metastasis a distancia

M1

Metastasis a distancia

* La invasién profunda se define como una invasién mas allé de la grasa subcutanea o > 6 mm (medido desde la capa granular
de la epidermis adyacente normal a la base del tumor); la invasion perineural para la clasificacion T3 se define como afectacion
clinica o radiolégica de los nervios mencionados sin invasion ni transgresion del foramen o de la base del craneo.

**: La presencia de afectacion cutanea o invasion de partes blandas con fijacion/anclaje profundo al misculo subyacente o a
estructuras adyacentes o signos clinicos de afectacion nerviosa se clasifica como extensidn extranodal clinica

Tabla 1.3. Clasificacion TNM para el carcinoma cutaneo (excluye parpado, cabeza y cuello, perianal, vulva y pene)

Clasificacion T

Tamaiio

X El tumor primario no puede ser identificado

TO Sin evidencia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ

T Tumor de 2 cm 0 menos en su mayor dimension

T2 Tumor > 2 c¢my <4 cm en su mayor dimension

T3 Tumor > 4 cm en su mayor dimensién o erosidn 6sea leve o invasion perineural o invasién en
profundidad®

T4a Tumor con invasion extensa del hueso cortical o de la médula dsea

Tdb Tumor con invasién de la base del craneo o esqueleto axial, incluida la afectacion foraminal y/o foramen

vertebral hacia el espacio epidural.

Clasificacion N

N° de ganglios metastasicos

NX No se pueden evaluar los ganglios regionales

NO Sin evidencia de afectacién ganglionar

N1 Un Unico ganglio de 3 cm 0 menos en su dimensién maxima

N2 Un unico ganglio ipsilateral de mas de 3 cm y menos de 6 cm en su dimensién maxima o mdltiples
ganglios ipsilaterales ninguno mayor de 6 cm en su dimensién maxima

N3 Un ganglio de mas de 6 cm en su dimensidn méxima

Clasificacion M Localizacion

MO Sin metéstasis a distancia

M1 Metastasis a distancia

paréntesis.

*: La invasion profunda se define como una invasion mas alla de la grasa subcutanea o > 6 mm (medido desde la capa granular
de la epidermis adyacente normal a la base del tumor); la invasién perineural para la clasificacion T3 se define como afectacion
clinica o radiolégica de los nervios mencionados sin invasion ni transgresion del foramen o de la base del craneo.

En el caso de tumores mdltiples simultaneos, se clasifica el tumor con la T méas alta y el nimero de tumores se indica entre
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En la literatura antes del afio 2000, las tasas de metastasis del carcinoma
sebaceo en los ganglios linfaticos regionales variaban entre el 8 y el 28%. Los casos
de series publicados en los ultimos afios han encontrado tasas menores, entre el 1,3 y
el 12%.444630%9 | a5 metastasis a distancia son menos frecuentes, entre el 2 y el 10%,
y pueden afectar al pulmén, higado, hueso o cerebro.>*%¢60¢1

El tratamiento de eleccion es quirurgico, mediante escisidén con margen amplio.
En cuanto a la recidiva del carcinoma, en la literatura reciente sobre este tipo de
tumores se reportan tasas del 4-28% tras escision quirtrgica,®***®'%? tanto para
carcinomas sebaceos perioculares como extraoculares, que son inferiores a lo
publicado hace mas de veinte afios (19-37%).°*% En los carcinomas perioculares
también se realiza la cirugia de Mohs, observandose tasas de recidiva menores (6,4-
11%).*> En general, el uso de radioterapia se restringe a lesiones recurrentes,
enfermedad metastasica o tratamiento paliativo en pacientes que no son candidatos
para la escision quirtirgica.**® Se ha visto que la quimioterapia tdpica y la crioterapia
son beneficiosas en casos con afectacion pagetoide.®

Asi mismo, se ha observado una disminucién de la tasa de mortalidad, con
cifras situadas actualmente en el 3-6,7% ®®"% en comparacién con lo reportado en la
literatura de los afios 80 y 90, 18-30%.°0%4%°

Entre los factores de mal pronéstico destacan la invasion vascular, linfatica o
de la orbita, la afectacion de ambos parpados, una pobre diferenciacion, un origen
multicéntrico, la extension pagetoide, el diagndstico tardio (> 6 meses) y un tamafio
tumoral mayor de 10 mm.*® Aunque se ha considerado tradicionalmente que los
carcinomas perioculares tienen un peor prondstico, estudios recientes no han
encontrado diferencias entre los casos perioculares y los extraoculares de cabeza y
cuello.** Los tumores situados fuera de estas localizaciones parecen tener un mejor

prondstico, aunque se han descrito casos agresivos.**%"%

4. CRITERIOS DE DIFERENCIACION SEBACEA

La presencia de sebocitos es un criterio de diferenciacion sebacea que,
generalmente, se observa sin dificultad con la tincién de hematoxilina-eosina. Los
sebocitos maduros muestran un citoplasma multivacuolado con vacuolas lipidicas de
pequefo tamafo y un nucleo central festoneado por la impronta de dichas vacuolas
sobre su membrana. Los sebocitos inmaduros presentan un citoplasma parcialmente
vacuolado, mostrando, a veces, s6lo una o dos vacuolas; los nucleos son

redondeados o poco festoneados por la ausencia de presion de las vacuolas sobre la
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membrana nuclear. Las células sebaceas germinativas son pequefias, con citoplasma
escaso y nlcleo grande, redondeado e hipercromatico (Figura 1.5).'%%°

El adenoma sebaceo muestra una morfologia lobulada que recuerda a la de la
glandula sebacea, con mas de dos hileras de células germinativas periféricas y
sebocitos maduros e inmaduros. En los sebaceomas, por el contrario, predominan las
células germinativas, encontrandose, en menor proporcién, sebocitos en distintos
estadios de maduracion. Los carcinomas sebaceos, segun el grado de diferenciacion,
muestran, en mayor o menor medida, sebocitos de aspecto maduro, inmaduro y
células de aspecto basaloide. Muestran atipia nuclear y frecuentes figuras de
mitosis.'®*° Otros criterios histolégicos de diferenciacion sebacea son la presencia de

sebo, sebolema o ductos similares a los conductos sebaceos de la glandula sebacea

normal, que suelen ser abundantes en las neoplasias sebaceas benignas e
4,10

infrecuentes en el carcinoma sebaceo.

Figura 1.5. Sebocitos en distinto grado de maduracién y células germinativas, 400X (HE).

En ocasiones hay que recurrir a técnicas especiales para confirmar la
presencia de lipidos intracitoplasmaticos o para realizar el diagnéstico diferencial con
otras entidades, especialmente en los casos de carcinoma sebaceo pobremente
diferenciado. En esta situacién hay que diferenciarlo entre otros, del carcinoma de
células basales y del carcinoma de células escamosas. Las tinciones histoquimicas
con Oil Red y Sudan IV permiten demostrar las vacuolas lipidicas en el interior de las
células neoplasicas. Tienen una sensibilidad de aproximadamente el 40% y su

aplicacion estd limitada a secciones de tejido fresco congelado, ya que el
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procesamiento habitual en parafina disuelve los lipidos. Ademas, tifien de forma
inespecifica macréfagos y células del estroma no cargadas de lipidos y la tincién
pierde intensidad con el paso del tiempo.®*"°

Las técnicas de inmunohistoquimica tienen la ventaja de que se pueden aplicar
a tejidos fijados en formol e incluidos en parafina. Sin embargo, la mayoria de las
tinciones utilizadas no son marcadores puros de diferenciaciéon sebacea.’”® El antigeno
de membrana epitelial (EMA), la citoqueratina 7, CAM 5.2, Ber-EP4, CD15 y el
receptor de andrégenos pueden sugerir diferenciacion sebacea, pero no son
completamente especificos, lo que limita su utilidad practica en el estudio de las
neoplasias sebaceas.”®""

Otras inmunotinciones mas especificas no estan facilmente disponibles o son
dificiles de interpretar. Investigaciones recientes han estudiado la utilidad de
anticuerpos frente a la familia de proteinas asociadas a las vacuolas lipidicas:
perilipina, adipofilina y TIP47 para identificar la diferenciacion sebacea.”®”® Aunque las
tres tienen alta especificidad, la adipofilina es la mas sensible.” La adipofilina muestra
un patrén de tincidn vesicular membranoso en neoplasias sebaceas, sin embargo,
este patron también se observa en lesiones xantomatosas y en el carcinoma de
células renales. Por otro lado, se ha detectado tincién granular focal y débil en algunos
carcinomas de células basales y escamosos, tricolemomas, hidradenomas y nevus
balonizados, que se ha interpretado como inespecifica.’? Algunos autores lo han
considerado reactividad cruzada inespecifica con algun otro antigeno intracitoplasmico
y no con presencia de lipidos.” Otros autores, por el contrario, consideran que este
patron se debe a pequeias cantidades de lipidos intracitoplasmaticos no detectables
con hematoxilina-eosina. Este hallazgo ha sugerido que la biosintesis de lipidos esta
alterada en estas neoplasias.”* De hecho se ha encontrado que la adipofilina es
practicamente ubicua en los tejidos humanos normales y que su expresion esta
aumentada en los carcinomas correspondientes.”®’® Por lo tanto, aunque el patrén de
expresion es util, hay que ser cuidadoso en la interpretacion de este marcador.

Se han estudiado también otros anticuerpos de diferenciacién sebacea
dirigidos contra las proteinas implicadas en la sintesis o procesamiento de los lipidos:
proteina ABHD5, el componente 1 del receptor de progesterona (PGRMC1) y la
escualeno sintetasa (SQS). Se ha observado un patrén de tincidon citoplasmatica
puntiforme y membranosa en las células tumorales sebaceas y tincién citoplasmatica
no especifica en algunos casos de carcinoma de células basales. Si bien estos
anticuerpos pueden tener mayor especificidad para la diferenciacion sebacea, su
utilidad clinica estd disminuida por la limitada disponibilidad de los mismos y la

dificultad de su interpretacion.”®"”
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Otros autores han publicado que el anticuerpo contra el factor Xllla (clon AC-
1A1) muestra un patrén de tincidon nuclear sensible y especifico en las neoplasias
sebaceas, con una distribucién e intensidad significativamente mayor que en
carcinomas de células basales, carcinomas de células escamosas y otros tumores con
cambio de célula clara. En tumores sebaceos han identificado una tinciéon nuclear
fuerte, generalmente difusa. Un pequefio porcentaje de tumores no sebaceos
mostraba tincion fuerte focal. Por ello, la interpretacion de este marcador puede
presentar dificultades, ya que, en ciertos casos, puede ser dificil la cuantificacién
exacta de positividad 'difusa’ frente a 'focal'. Ademas, la positividad se restringia
unicamente al clon AC-1A1, no observandose una reactividad similar con otros clones
(EP3372 y E980.1), quedando por determinar la proteina especifica contra la que esta
dirigido el clon AC-1A1. Por otro lado, la tincion nuclear también se ha observado en
queratinocitos maduros de la epidermis normal, epitelio folicular y glandulas ecrinas
normales, por lo que no puede ser considerado un marcador sebaceo puro.’®%

En un estudio reciente se ha comparado la expresiéon de adipofilina, el factor
Xllla 'y GATAS3 en neoplasias sebaceas. La adipofilina y el factor Xllla tenian una alta
sensibilidad en neoplasias sebaceas benignas (entre 91 y 98%). La cifra era menor en
el carcinoma sebaceo (70% para la adipofilina y 73% para el factor Xllla), por debajo
de lo publicado en estudios previos (97 y 100% respectivamente). De acuerdo con la
literatura, se detectd una alta especificidad (98%), tanto de la adipofilina como del
factor Xllla para excluir lesiones que simulaban el carcinoma sebaceo, como el
carcinoma de células basales y el carcinoma de células escamosas. Por otro lado,
GATA3 mostraba una alta sensibilidad en neoplasias sebaceas (97%), pero una

especificidad muy baja (12%).%'

5. ALTERACIONES MOLECULARES DE LOS TUMORES SEBACEOS

Se sabe poco sobre la patogenia de los tumores sebaceos. Una de las vias de
carcinogénesis mas estudiada en las neoplasias sebaceas es la inestabilidad de
microsatélites, en parte debido a la asociacién de estas neoplasias con el sindrome de
Muir-Torre (SMT). Ademas de esta vias, existen otros mecanismos moleculares,

menos conocidos, que contribuyen a su desarrollo.

5.1. Tumores sebaceos cutaneos en el sindrome de Muir-Torre
El sindrome de Muir-Torre fue descrito por Muir ® en 1967 y por Torre ® en

1968. Se caracteriza por la asociacibn de neoplasias cutaneas (sebaceas,
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queratoacantomatosas o no) y neoplasias viscerales.® E| diagnostico se basa en la
presencia de, al menos, una neoplasia sebacea y una neoplasia maligna visceral o,
alternativamente, multiples queratoacantomas asociados a neoplasias viscerales y
antecedentes familiares de SMT.%*

La mayoria de los casos (SMT |) muestra un patrén de herencia autosémico
dominante con alta penetrancia y expresion variable, aunque se han descrito casos
esporadicos, generalmente en pacientes trasplantados.’® Este tipo de SMT se
desarrolla a una edad temprana y se asocia a una fuerte historia familiar de cancer. Se
considera una variante del sindrome de Lynch o sindrome de carcinoma colorrectal
hereditario no asociado a poliposis. Se caracteriza por defectos en los genes de
reparacion de apareamientos incorrectos del ADN o MMR (del inglés mismacht repair).
Los genes mas relevantes son MSH2, MSH6, MLH1 y PMS2. Su funcién es detectar y
reparar los errores que se producen durante la replicacién del ADN, sobre todo en las
regiones de los microsatélites; si este sistema no funciona, se produce una
inestabilidad gendomica que se denomina inestabilidad de microsatélites, que
predispone al desarrollo de tumores.® La prevalencia de defectos en estas proteinas
en neoplasias sebaceas no esta tan bien caracterizado como en el carcinoma
colorrectal. En la literatura, el patron de deficiencia mas frecuente en tumores
sebaceos es la pérdida de MSH2/MSH6 (aproximadamente un 90%), seguido de
MLH1/PMS2 (aproximadamente un 10%).%” Recientemente se han notificado casos de

6 3878 y casos raros de pérdida aislada de PMS2.2*°Un

deficiencia aislada de MSH
estudio reciente muestra un menor porcentaje para el patron de deficiencia
MSH2/MSH®6 (63%), mayor para MLH1/PMS2 (19%) y MSH6 (15%), y muy bajo para
PMS2 (2,8%).%” Las alteraciones se observan con mas frecuencia en neoplasias
sebaceas fuera del area de cabeza y cuello.?”*!

Alrededor de un 35% de los pacientes con SMT no muestran inestabilidad de
microsatélites, constituyendo un segundo subtipo de este sindrome, denominado
SMT II. En este subtipo se ha detectado inactivacién bialélica en el gen MYH, un gen
reparador por escisién de base, con una herencia autosémica recesiva.®*® En estos
pacientes las neoplasias muestran un inicio mas tardio y tienen una historia familiar
menos pronunciada.®

El SMT es mas frecuente en varones que en mujeres, con un ratio 3:2. Las
neoplasias aparecen en edades mas tempranas que en la poblaciéon general (53 afios
de media en el caso de los tumores sebaceos y 50 afios de media en los viscerales) y
se comportan de forma menos agresiva comparadas con su contrapartida
esporadica.?*®% |as neoplasias sebaceas suelen aparecer fuera del area de la

cabeza y el cuello, a diferencia de los tumores esporadicos, que son mas frecuentes
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en esta region.®>* Se considera que las neoplasias sebaceas mdltiples y los tumores
sebaceos con cambios quisticos son altamente especificos de SMT.*%419 gjn
embargo, se han publicado casos de tumores quisticos sebaceos clinicamente no
asociados con SMT y casos de neoplasias quisticas con baja frecuencia de
deficiencias en las proteinas MMR, por lo que se ha cuestionado esta asociacion.”
Otros tumores cutaneos que se desarrollan en el SMT son los queratoacantomas, que
se producen hasta en el 20% de los pacientes con SMT, con o sin una neoplasia
sebacea concurrente. Lesiones hibridas con caracteristicas histolégicas de
queratoacantoma y de adenoma sebaceo se consideran altamente sugestivas de
SMT.92’96

No estan claros los factores que predisponen al desarrollo de tumores en
edades tempranas, pero la radiacién ultravioleta, la radioterapia y la inmunosupresion
se han relacionado con el SMT 1.%° El adenoma sebaceo se considera el marcador
mas especifico de SMT, con una asociacion que varia del 25 a 60%. La asociacion es
menor con el sebaceoma (27%) y con el carcinoma sebaceo (30%), aunque estudios
recientes indican que puede ser mayor.?>%

La neoplasia visceral mas frecuente es el adenocarcinoma colorrectal, que
suele aparecer proximal a la flexura esplénica, mas que distal a ésta, como ocurre en
los casos esporadicos. EI SMT Il parece predisponer al desarrollo de polipos
adenomatosos. Otros tumores relacionados son los del endometrio, ovario, intestino
delgado, pancreas, tracto hepatobiliar, cerebro, tracto urotelial superior, mama y
pulmén. Menos frecuentemente se han publicado casos de carcinoma neuroendocrino
de célula pequefia de ceérvix, leucemia mieloide aguda, sarcoma Oseo primario,
liposarcoma pleomorfico, histiocitoma fibroso maligno, rabdomiosarcoma y linfomas
B.%%2 Casi la mitad de los pacientes con SMT desarrollan dos o mas tumores malignos
viscerales.

El estudio de las alteraciones del mecanismo de reparacién del ADN puede
realizarse a tres niveles: a) estudiando los genes directamente, b) analizando la
expresion de las proteinas codificadas o c¢) analizando los microsatélites, que son la
diana final donde actian las proteinas reparadoras. Como el analisis de mutaciones
germinales es costoso, habitualmente se seleccionan los pacientes mediante el
analisis de microsatélites y el analisis inmunohistoquimico.

Por inmunohistoquimica se puede realizar el estudio de proteinas de la via
MMR para determinar si existe pérdida de la expresién de alguna de ellas e identificar
qué gen esta probablemente alterado (Figura 1.6). La pérdida de tincién tiene una
sensibilidad de aproximadamente el 80% para SMT 1.% En los casos de pérdida de

tincién inmunohistoquimica no asociada con SMT, la inactivacién de los genes de esta
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via puede ser causada por la hipermetilacidn del gen. Las mutaciones del gen BRAF o
la pérdida de tincién inmunohistoquimica de p16 estan asociadas con la inactivacion
de los genes MMR por hipermetilacion del ADN. Por tanto, la presencia de mutacion

BRAF o pérdida de p16 no sugiere el diagnéstico de SMT, aunque haya pérdida de

tincion de las proteinas MMR. Por otro lado, se ha observado que las mutaciones del
T 85,97,98

gen KRAS podrian sugerir el diagnéstico de SM

Figura 1.6. Expresion inmunohistoquimica de las proteinas MMR en un adenoma sebaceo. A. Expresion nuclear
conservada de MLH1 (200X). B. Expresion nuclear conservada de PMS2 (200X). C. Ausencia de expresion
nuclear de MSH2 (200X). D. Ausencia de expresion nuclear de MSH6 (200X).

En los tumores con pérdida inmunohistoquimica de las proteinas MMR, se
deberia llevar a cabo un andlisis de inestabilidad de microsatélites. Este se realiza
mediante PCR y consiste en estudiar un panel de 5 marcadores microsatélites
(marcadores Bethesda) consistentes en 3 repeticiones dinucledtidas (D2S123,
D5S346 y D17S250) y 2 repeticiones mononucledtidas (BAT25 y BAT26). La
inestabilidad de microsatélites en 2 de los 5 marcadores indica una alta probabilidad
de inestabilidad de microsatélites.?*2°%

Como el SMT Il se debe a inactivacién bialélica del gen MYH no se puede
detectar mediante el panel inmunohistoquimico ni con el analisis de inestabilidad de
microsatélites, por lo que en los pacientes con una historia familiar de malignidad se

deberia realizar un estudio genético y seguimiento.*®%°
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5.2. Otras alteraciones moleculares

A parte de la inestabilidad de microsatélites producida por mutaciones en los
genes de las proteinas MMR, se han detectado otras alteraciones moleculares
implicadas en el desarrollo de las neoplasias sebaceas.

Por un lado, se ha destacado la importancia de las vias de sefalizacion
Hedgehog y Wnt/beta-catenina en el desarrollo de los tumores sebaceos. La
activaciéon de la via Wnt produce la translocacion de beta-catenina al nucleo donde se
une con el factor de transcripcion LEF-1 y permite la transcripcién genética. Se han
encontrado mutaciones en LEF-1 que alteran su union con beta-catenina dando como
resultado la inhibicién de la transcripcion de los genes dependientes de esta via y el
desarrollo de tumores sebaceos cutaneos.''®% La activacion de ambas vias parece
relacionada con un comportamiento mas agresivo de los carcinomas sebaceos
perioculares metastasicos.'® Un estudio sobre el perfil de expresion geénica en el
carcinoma sebaceo del parpado identifico alteraciones en las vias de sefializacion
MAPK y JAK/STAT.'"

La via de p53 se ha estudiado como otro mecanismo en la patogénesis de los
tumores sebaceos. La proteina p53, codificada por el gen TP53, induce apoptosis
cuando se dafa el ADN. La mutaciéon de p53 es frecuente en los tumores cutaneos,
como el carcinoma de células escamosas y el carcinoma de células basales, en los
que esta implicada la radiacion ultravioleta (UV). Varios estudios han detectado
mutacion de TP53 en carcinomas sebaceos del parpado, entre el 50 y el 67% de los
casos, pero sin presentar la mutacién tandem tipica inducida por dafio de la luz
UV.'921% Este hallazgo plantea la posibilidad de que la desregulacién de p53, como
mecanismo de carcinogénesis sebacea, pueda ocurrir de forma independiente del
dafo por radiacion UV. En otro estudid se encontré que p53 se sobreexpresaba con
mayor frecuencia en tumores de la region periocular ocurriendo casi exclusivamente
en carcinomas sebaceos. Ademas, en todas las lesiones sebaceas con
sobreexpresidon de p53, las proteinas de reparacion MMR estaban intactas, sugiriendo
una via molecular distinta a la de la inestabilidad de microsatélites en estos tumores.'®

Otros autores han destacado el papel que puede jugar HER2 en el desarrollo y
la progresion del carcinoma sebaceo del parpado, ademas de sus potenciales
implicaciones terapéuticas.'®'® HER2 es un receptor transmembrana con actividad
tirosin-quinasa. Una vez activado HERZ2, desencadena distintas vias moleculares
intracelulares diferentes que inhiben la apoptosis, promueven la proliferacion celular,
estimulan la neovascularizacion inducida por el tumor y activan la invasion y
metastasis del carcinoma. Como se ha senalado antes, la alteracion de la via de la

MAPK esta implicada en el carcinoma sebaceo de los parpados.’ La principal via
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activada por HER2 es la via RAS-RAF-MAPK. KRAS es el gen mutado mas
frecuentemente implicado en esta via, y la mutacién KRAS tiene un papel clave en la
via de senalizacion MAPK en neoplasias cutaneas. Estas consideraciones llevaron al
estudio de las alteraciones en HER2 y KRAS en los carcinomas sebaceos del
parpado, observandose que un 87,5% mostraban una alta expresion de la proteina
HER2, dos tercios de los cuales presentaba amplificaciéon del gen. No se observaron
mutaciones en KRAS, de forma similar a estudios previos, por tanto, las alteraciones
de KRAS pueden no estar involucradas en la patogénesis de los carcinomas sebaceos
del parpado.'®

Dos publicaciones recientes'®'® han estudiado el perfil mutacional de las
neoplasias sebaceas mediante la técnica de secuenciacidn masiva. En uno de estos
trabajos se estudiaron neoplasias sebaceas circunscritas, tanto adenomas sebaceos
como sebaceomas y carcinomas sebaceos. Se encontré que el gen mutado con mas
frecuencia era TP53, identificAndose en todos los carcinomas estudiados. No se
encontrd correlacion con la expresion inmunohistoquimica de p53. Las mutaciones
mas frecuentes después de TP53 fueron CDKNA2, EGFR, CTNNB1 y KRAS.
Tampoco se encontré correlacion entre un determinado gen, perfil mutacional o
mutacién individual y el diagnéstico histolégico.'®’

En otro de los trabajos'® se estudiaron las mutaciones en carcinomas
sebaceos perioculares y extraoculares. Se encontraron mutaciones en genes
considerados susceptibles de tratamiento como NF1, IDH2, PDGFRB, TET2, PTEN,
ERBB2, PIK3CA, AKT1 y BRAF, en carcinomas perioculares y en ALK, BTK, FGFR2,
PTEN, PDGFRB, MET, TSC, ERBB2, PIK3CA, CHEK2, ABL2, HRAS, NF1 y ABL1, en
carcinomas extraoculares. Las mutaciones mas frecuentes ocurrian en TP53 y RB1,
que se restringian a carcinomas perioculares, aunque no era estadisticamente
significativo, y se correlacionaban con expresién aberrante de ambas proteinas.

Las mutaciones identificadas en los carcinomas sebaceos perioculares, PTEN,
PIK3CA, ERBB2, NF1, AKT y BRAF, estan implicadas en la activacion de la via
PI3K." Los micro ARN miR-486-5p y miR-1 que, especificamente regulan
componentes de esta via, también estaban incrementados en el carcinoma
periocular.’® Estos datos sugerian que la activacién de la via PI3K es importante en la
carcinogénesis de estos tumores perioculares y podria tener utilidad el manejo de
estos pacientes con inhibidores PI3K, particularmente inhibidores mTOR. Se observé
también una considerable heterogeneidad intertumoral entre tumores perioculares
primarios y metastasicos.'”® Las mutaciones en TP53 se observaron exclusivamente
en carcinomas sebaceos perioculares. Este hallazgo, junto con estudios previos que

reportaban una elevada frecuencia de mutaciones en TP53 en carcinomas sebaceos
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102,103

perioculares, sugeria que el carcinoma sebaceo periocular surgiria a partir de

vias dependientes de TP53."%®

Los tumores extraoculares mostraron también mutaciones relacionadas con la
via PI3K. Sin embargo, presentaban de manera especifica mutaciones implicadas con
las vias de reparaciéon del ADN y del remodelamiento cromatinico (FANCA, WRN,
ARID2, MLH1, MSH2, CHEK2, SMARCB1, SMARCA4 y MLL3). Ademas, la mayoria
de los carcinomas sebaceos extraoculares mostraban un mayor numero de
mutaciones por lesion, defectos en la expresion de proteinas MMR y fenotipo de
inestabilidad alta de microsatélites, con mutaciones adquiridas en MLH1 o MSH2 y
pérdida de heterocigosidad en dos de los tres casos con este fenotipo. Por ello, el
autor sugiere que estos tumores se desarrollarian a partir de defectos en los genes de
reparacion MMR.'%

La mutacion en RB1 apoyaria la relacion clinica observada entre pacientes con
retinoblastoma y carcinoma sebaceo periocular.'™

Otros autores'"

han estudiado la expresion de telomerasa en neoplasias
sebaceas, una enzima que se encuentra activada en aproximadamente el 90% de los
tumores.""? Se estudio la expresién inmunohistoquimica de la transcriptasa reversa de
la telomerasa (TERT), proteina que codifica la subunidad catalitica de la telomerasa,
identificandose positividad nucleolar fuerte y uniforme de las células germinativas y de
los sebocitos inmaduros en lesiones sebaceas hiperplasicas y neoplasicas. Se
observé positividad en estructuras normales, menos intensa y mas puntiforme que en
las neoplasias. La tincion confirmaba el diagnoéstico realizado en las preparaciones
histolégicas, pero no aportaba informacion adicional. Tampoco se observaron
diferencias en los casos asociados con el sindrome de Muir-Torre.""

Recientemente, se ha estudiado la presencia de mutaciones en el promotor del
gen TERT en distintos tumores, como veremos mas adelante. Se han identificado
mutaciones en tumores cutaneos como melanoma, carcinoma de células escamosas y
carcinoma basocelular."”*'"® Hasta la fecha sélo se ha realizado un estudio sobre
dicha mutacion en carcinomas sebaceos.'® Los autores estudiaron la presencia de
mutacion en el promotor de TERT en tumores cutaneos perioculares incluyendo
carcinoma basocelular, carcinoma de células escamosas, carcinoma de células
escamosas in situ, neoplasia intraepitelial conjuntival grado Ill y carcinoma sebaceo.
La mutacion se detectd en el 82% de los carcinomas basocelulares, en el 60% de los
carcinomas de células escamosas invasivos, en el 50% de los carcinomas de células
escamosas in situ 'y en el 44% de las neoplasias intraepiteliales conjuntivales grado llI,
sin embargo, no se encontrd ninguna mutacion en los carcinomas sebaceos. Por otro

lado, la presencia frecuente de elastosis solar y de mutaciones caracteristicas de luz
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ultravioleta en los carcinomas basocelulares y escamosos del estudio ponia de

manifiesto el papel de este factor en la patogénesis de estos tumores.""

6. PROMOTOR DE LA TRANSCRIPTASA REVERSA DE LA TELOMERASA

6.1. Telémeros y telomerasa

Los teldbmeros son complejos nucleoprotéicos localizados en los extremos de
los cromosomas eucariotas cuya funcion es mantener la estabilidad cromosémica.
Durante la divisién celular, la ADN polimerasa no puede replicar los extremos mas
terminales de un cromosoma lineal (el denominado "problema del final de la
replicacién"). Esto significa que los cromosomas se acortan progresivamente durante
divisiones celulares sucesivas, degradandose poco a poco a lo largo del tiempo. Por
otro lado, si los extremos de los cromosomas lineales no estan protegidos, corren el
riesgo de ser interpretados como rupturas de ADN y desencadenar la respuesta
celular al dafio del ADN de doble cadena. Los telomeros mantienen la estabilidad del
genoma protegiendo de la degradacion las secuencias codificantes de las regiones
terminales de los cromosomas y evitan la activacion de la respuesta celular al dafio del
ADN de cadena doble."""""?

El ADN telomérico humano consiste en una region de 2-15 kb que contiene
repeticiones en tandem de la secuencia TTAGGG y se localiza en los extremos de los
cromosomas. Estan constituidos por una secuencia de ADN de doble cadena y un
extremo corto de cadena simple que sobresale en el extremo terminal 3', que es rico
en guanosina. Existen ademas proteinas asociadas a los teldmeros, destacando el
complejo proteico denominado telosoma o shelterina. Este complejo esta formado por
las proteinas TRF1, TRF2, Rap1, TIN2, TPP1 y POT1 y protege a los cromosomas
formando un bucle de ADN telomérico, estabilizando los extremos .2

La longitud telomérica esta regulada por la telomerasa, que es una ADN
polimerasa dependiente de ARN, cuya funcién enzimatica es la de afadir secuencias
teloméricas para mantener una longitud telomérica estable.’

La actividad telomerasa esta silenciada en la mayoria de las células somaticas
maduras, por lo que las repeticiones teloméricas se van perdiendo progresivamente
con las divisiones celulares y los teldbmeros se vuelven cada vez mas cortos
manteniendo la integridad cromosomica y la estabilidad del genoma. La telomerasa se
expresa durante el desarrollo embrionario, restringiéndose en el adulto a las células
madre, 6érganos hematopoyéticos y las células reproductoras. En estas células los

telémeros se pierden a un ritmo reducido.""”'??
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Tras un numero limitado de divisiones (limite de Hayflick) se alcanza una
longitud telomérica critica y se detiene el ciclo celular. Las vias supresoras tumorales
de las proteinas p53 y del retinoblastoma (pRb) desencadenan la denominada
senescencia replicativa. Este punto de control se conoce como etapa de mortalidad 1
(M1) y sirve para evitar la divisién celular incontrolada. Aunque las células en este
estado permanecen metabdlicamente activas, dejan de dividirse, previniendo una
mayor pérdida de ADN, la inestabilidad gendmica y la acumulacion de mutaciones
potencialmente oncogénicas.'?* '

Si una célula adquiere mutaciones somaticas que inhiben p53 o pRb, evita la
senescencia y adquiere una ampliacién del periodo replicativo en el que siguen
acortandose los telomeros, hasta que alcanzan un segundo punto de control
proliferativo llamado etapa de mortalidad 2 (M2) o "crisis" celular. Este punto se
caracteriza por una inestabilidad gendmica importante, ya que los telomeros son tan
cortos que pierden la funcion protectora, produciéndose fusiones y roturas vy,
finalmente, la muerte celular.'*'%

Para sobrevivir, las células malignas deben escapar de los puntos de control
M1 y M2 y activar un mecanismo para mantener o alargar sus telémeros con el fin de
evitar la senescencia, logrando la inmortalidad replicativa. Esta capacidad puede
lograrse por uno de los dos mecanismos de mantenimiento de telémeros: la accion de

la enzima telomerasa o el alargamiento alternativo de los telémeros (ALT).'?®

6.2. Telomerasay TERT

La telomerasa es una ADN polimerasa dependiente de ARN que esta
constituida por una subunidad catalitica denominada transcriptasa reversa de la
telomerasa (TERT del inglés Telomeric End Reverse Transcriptase) y un componente
de ARN que la telomerasa utiliza como molde (TERC del inglés Telomeric RNA
Component) para la extension del teléomero afiadiendo repeticiones TTAGGG. A ellos
se asocian una serie de proteinas adicionales necesarias para su funcionamiento:
disquerina, ribonucleoproteina NOP10, ribonucleoproteina GAR1, ribonucleoproteina
NHP2, reptina y pontina.'?*1%°

El gen de TERT se localiza en el cromosoma 5p15.33, consiste en 16 exones y
15 intrones y abarca mas de 40 kb de longitud. La regién promotora del gen constituye
el elemento regulador mas importante de la expresion de TERT y, en consecuencia,
de la actividad telomerasa. El promotor de TERT esta regulado por muchos factores
de transcripcion y vias de sefializacion.'?*1%°
El promotor carece de los elementos reguladores de la transcripcion tipicos,

cajas TATA y CAAT, pero contiene secuencias de unién para varios activadores vy
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represores de la transcripcion (E-boxes, GC-boxes, Ets y E2F). Los activadores
transcripcionales dirigidos al promotor de TERT incluyen c-Myc, Sp1, Ets-1, factor
nuclear de células T activadas, factor nuclear kappa B (NFkB), proteina de union al
elemento de respuesta de cAMP, factor 1 inducible por hipoxia (HF-1) y STAT3; los
represores transcripcionales son WT1, proteina MZF-2, p53, AP-1, AP-2, AP-4,
menina, Smad3 y factor CCCTC."*"%

También se han identificado hormonas, citoquinas y oncogenes, que regulan
la transcripcion del promotor de TERT. La regulacion hormonal de TERT mas
estudiada ha sido la relacionada con los estrégenos, observandose que producen
activacion de la transcripcion. En cuanto a las citoquinas, se ha visto que EGF activa
el promotor de TERT, mientras que TGFp reprime la transcripcién. Determinados
oncogenes, como Her2/neu, RAS y RAF, activan la transcripcion estimulando los

factores de transcripcion ETS (Figura 1.7)."1%16.118
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Figura |.7. Elementos reguladores del promotor de TERT. ERE: elemento de respuesta a estrdgenos; DR3":
secuencia similar a DR3’; AP-1: proteina activadora 1; ER/SP1: ER-Sp1 half-site; MZF-2: myeloid-specific
zinc finger; WT1: Wilms tumour 1; ETS: E-twenty-six; E-Box: enhancer box; SP1: proteina de especificidad
1; HDAC: histona desacetilasa; Rb: retinoblastoma; AP-2: proteina activadora 2; EGF: factor de crecimiento
epidérmico. (Modificado de Kyo S et al. Understanding and exploiting hTERT promoter regulation for diagnosis
and treatment of human cancers. Cancer Sci. 2008 Aug;99(8):1528-38).

En cuanto a las vias de sefalizacion, se ha observado que la activacién de la
via Wnt/b-catenina aumenta la expresién de TERT.'*’

Las modificaciones epigenéticas en el ADN y las histonas también regulan la
transcripcién de TERT. El promotor de TERT contiene islas CpG, siendo susceptible a
la regulacion por cambios en el estado de metilacién del ADN. La hipermetilacion de
los sitios CpG evita la interaccion del factor de union CCCTC con el promotor, lo que
da como resultado la activacion transcripcional. Ademas, la acetilacion y la

desacetilacion de histonas pueden contribuir a la regulacién de la expresion del ARNm
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de TERT. Por ultimo, la expresion de TERT también estd regulada por los

mecanismos de "splicing" del ARNm y los microARN. 2126

6.3. Promotor de TERT y cancer

En aproximadamente el 90% de los canceres se observa reactivacion de la
actividad de la telomerasa. En el resto de tumores no se detecta actividad telomerasa
y las células mantienen sus teldmeros mediante un mecanismo de alargamiento
alternativo (ALT) a través de recombinaciones cromosdmicas.'?*'%

Los altos niveles de actividad telomerasa detectados en las células
cancerigenas contrastan con el hecho de que las mutaciones en la regién codificante
de la telomerasa parecen ser infrecuentes en el cancer.'®

En 2013 dos estudios'"*'" publicaron la presencia de mutaciones en la regién
promotora del TERT en el melanoma. En el caso del melanoma familiar, la mutacion
se detectd en la posicion -57pb (chr5:1,295,161 A>C) del sitio de inicio de la
transcripcion.'™ En el melanoma esporadico las mutaciones estaban localizadas en
las posiciones -124pb (chr5:1,295,228 C>T) y -146pb (chr5:1,295,250 C>T),
denominadas C228T y C250T respectivamente. Se detectaron con menos frecuencia
mutaciones en las posiciones -138/-139pb (chr5:1,295,242 y chr5:1,295,243 CC>TT) y
-124/-125pb (chr5:1,295,228 y chr5:1,295,229 CC>TT).""*' Las mutaciones crean un
lugar de unidon de novo para el factor de transcripcion de la familia ETS/TCF
(CCGGAA/T), diferente del preexistente (GGAA/T), que incrementa la actividad
T.128’129

transcripcional del gen TER

Estas mutaciones se han observado en otros tumores distintos del melanoma,

[ 130-132 133,134
)

como los del sistema nervioso centra carcinoma de vejiga, carcinoma

135,136

hepatocelular, fibroxantoma atipico,"™ sarcoma pleomorfico  dérmico,™’

115,138 [ 115,138
)

carcinoma de células basales y carcinoma de células escamosas de la pie
entre otros. Se ha visto que la presencia de estas mutaciones incrementa de 2 a 4
veces la expresion de la telomerasa."”® En otros tumores no se han reportado

mutaciones o son poco frecuentes, como por ejemplo en tumores hematopoyéticos, 2

|139 140,141

del estroma gastrointestinal ™ y de pulmon.
Un estudio reciente sobre mutaciones del promotor de TERT, en 60 tipos de
tumores diferentes dividié los tumores en aquéllos con baja frecuencia de mutaciones
(<15%) y con alta frecuencia (>15%)."* Segun esta prevalencia, se formuld la
hipotesis de que las mutaciones del promotor de TERT ocurren principalmente en
tumores que derivan de tejidos con tasas bajas de autorrenovacion.
Las dos mutaciones principales identificadas son la C228T y la C250T, que son

mutuamente excluyentes. En la mayoria de los tumores la frecuencia de la C228T es
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mayor que la de C250T. Sin embargo, en los tumores cutaneos ambas mutaciones
tienen una frecuencia similar o es mas frecuente la C250T que la C228T.'?
Otras mutaciones menos frecuentes son la -124C>A y la -138/-139CC>>TT."15142143| 4
mutacion -57C>A, descrita en el melanoma familiar, también se ha detectado como

113143 En los tumores cutaneos, ademads, son

mutacion somatica en algun caso.
caracteristicas las mutaciones en tandem CC>TT en las posiciones -124/-125pb y
-138/-139pb, que ocurren en un 10% de los casos, sugiriendo la etiologia de la
radiacion ultravioleta.'®>'*'*3 Parece, ademas, que las mutaciones en el promotor de
TERT son mas frecuentes en tumores de zonas expuestas al sol que en los originados
en zonas no expuestas.'**'*3

La mutacion en el promotor de TERT se ha asociado con distintas variables
clinico-patolégicas y, en muchos tumores, se relaciona con formas adversas de la
enfermedad.'®'* Por ejemplo, en el melanoma se ha asociado a estadios avanzados,
pacientes de mayor edad y marcadores de mal prondstico, como el aumento del
grosor de Breslow, la ulceracion y la tasa mitética.'*'** Ademas, la mutacion tiende a
ocurrir junto con mutaciones de BRAF vy alteraciones en CDKN2A."*® También se ha
observado una reduccién de la supervivencia libre de enfermedad y peor evolucion,
especialmente si se asocia a mutaciones de BRAF/NRAS en tumores primarios.'** 4
En pacientes con tumores del sistema nervioso central, parece que las mutaciones del
promotor de TERT influyen en el resultado clinico, ya que se ha asociado con la
progresion del tumor y una peor supervivencia.® Las mutaciones en el promotor de
TERT e IDH vy la deleccion de 1p19q ha permitido establecer grupos con distinta tasa
de supervivencia.'*"'*® En el carcinoma urotelial de vejiga, la mutacién del promotor de
TERT es de limitado valor pronéstico debido a que la frecuencia de mutaciones es
similar en tumores en diferentes estadios o grados.'**'® Se ha observado que, en
tumores no invasivos, la mutacion de FGFR3 tiende a coexistir junto con las
mutaciones del promotor de TERT."**

Por ultimo, cabe sefialar que las mutaciones del promotor de TERT son
caracteristicas de tumores de los adultos, siendo, en general, raras en tumores
pediatricos y de adultos jovenes.'® Asi, en el hepatoblastoma, en los gliomas vy
tumores tiroideos pediatricos y en el meduloblastoma, no se han detectado
mutaciones en el promotor de TERT o son menos frecuentes que en los
correspondientes tumores de los adultos. 34611

Como se ha comentado anteriormente, sélo se ha publicado un estudio sobre
mutaciones del promotor de TERT en carcinoma sebaceo cutaneo.'® Mediante

secuenciacién Sanger se analiz6 la presencia de mutaciones en el promotor de TERT
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en 20 carcinomas sebaceos perioculares, no identificandose ninguna mutacién en los

casos estudiados.
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Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1. HIPOTESIS

El proceso diagnéstico de las neoplasias de las glandulas sebaceas puede
presentar dificultades derivadas, por un lado, de su rareza y por otro, de la
determinacion de la diferenciacion sebacea. La baja frecuencia de estas entidades
conlleva un pobre conocimiento de su patogénesis y una baja sospecha diagnostica.
En cuanto a la diferenciacion sebacea, la morfologia puede no ser clara en el estudio
microscopico basico e incluso, siendo clara, puede ser dificil determinar la naturaleza
benigna o maligna de la misma, como demuestran los estudios de variabilidad
diagnodstica interobservador. En lo referente a las técnicas inmunohistoquimicas,
ademas de que pueden ser dificiles de interpretar, no son totalmente especificas de
estas entidades.

Dado el comportamiento agresivo que pueden mostrar los carcinomas
sebaceos, es fundamental un diagnéstico precoz y un tratamiento adecuado. Por ello,
es necesario ampliar el conocimiento sobre estos tumores lo que, ademas de facilitar
el proceso diagnostico, mejorara el manejo clinico de los pacientes. En este sentido,
las técnicas de biologia molecular pueden ser de gran ayuda para conocer el perfil
mutacional de estas neoplasias, pudiendo constituir un criterio diagnostico adicional.
Ademas, la investigacion podria traducirse en la aplicacion de terapias dirigidas contra
dianas moleculares especificas asociadas a estas neoplasias.

Las mutaciones en el promotor del gen de la transcriptasa reversa de la
telomerasa (TERT) han sido poco estudiadas en tumores sebaceos y podrian
constituir una herramienta diagndstica util, prondstica y terapéutica. Por este motivo, el
presente trabajo pretende profundizar en la comprension de las alteraciones genéticas

de estas lesiones a través del estudio de dichas mutaciones.

2. OBJETIVOS

El objetivo principal de esta tesis es identificar mutaciones en el promotor de
TERT en neoplasias sebaceas benignas (adenomas sebaceos y sebaceomas) y
malignas (carcinomas sebaceos) y correlacionar los resultados con el tipo de tumor

sebaceo, las caracteristicas clinicas de los pacientes y las caracteristicas histologicas
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de las lesiones, determinando si su presencia se asocia con el diagnostico de

malignidad y una peor evolucién de los mismos.

Como objetivos especificos se establecen los que se detallan a continuacién:

1.- Analizar y comparar la presencia de mutaciones en el promotor de TERT en

adenomas sebaceos, sebaceomas y carcinomas sebaceos.

2.- Establecer si existen diferencias significativas entre la presencia de mutaciones en
tumores sebaceos benignos (adenomas sebaceos y sebaceomas) y malignos
(carcinomas sebaceos), de forma que su existencia apoye un diagnéstico de

malignidad.

3.- Definir si la presencia de mutaciones en el promotor de TERT se asocia con
diferencias clinicas e histologicas significativas respecto a los pacientes que no las

presentan.
4.- Determinar la presencia de otras mutaciones en carcinomas sebaceos mediante

secuenciacion masiva, con el fin de ampliar el conocimiento de las bases moleculares

de estos tumores.
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ll. MATERIALES Y METODOS

1. SELECCION DE CASOS

Se recopilaron de forma retrospectiva un total de 91 muestras pertenecientes a
91 pacientes diagnosticados de tumores sebaceos entre los afios 2006 y 2016. Las
muestras procedian de los Servicios de Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario
12 de Octubre, del Hospital Universitario Ramén y Cajal, de la Fundacion Jiménez
Diaz, del Hospital Universitario de Salamanca (IBSAL) y del Centro de
Dermatopatologia Friedichshafen (Alemania). En concreto se estudiaron 62 tumores
sebaceos benignos (17 adenomas sebaceos y 45 sebaceomas) y 29 malignos
(carcinomas sebaceos). El proyecto fue aprobado por el Comité de Etica de
Investigacién del Hospital Universitario 12 de Octubre.

Una vez seleccionados los pacientes, se revisaron las historias clinicas para
recoger los datos clinicos y su evolucion. De los 91 pacientes se obtuvieron datos

clinicos de 64 de ellos, aunque no de forma completa en todos los casos.

2. MUESTRAS TISULARES

Todas las muestras del estudio estaban fijadas en formaldehido tamponado al
4% e incluidas en parafina. En todos los casos se disponia de una laminilla con varios
cortes representativos del tumor tefdidos con hematoxilina-eosina. Todas las
preparaciones fueron revisadas histopatolégicamente para confirmar el diagndstico de
adenoma sebdaceo, sebaceoma y carcinoma sebdceo. Solo se incluyeron aquéllos
casos en los que el bloque tumoral mostraba un porcentaje de células tumorales
superior al 10%. Con el microscopio 6ptico se identificaron las lesiones y se sefalaron
con un rotulador para realizar la macrodiseccion, evitando areas con necrosis,

inflamacién y piel normal adyacente.

3. VARIABLES A ESTUDIO

3.1. Variables clinicas
De los pacientes de los que se disponia de informacion clinica se recogieron

las siguientes variables: hospital de origen, numero de historia clinica, numero de

43



biopsia, sexo, edad en el momento del diagndstico, diagndstico clinico, localizacion de
la lesion, recidiva, metastasis, desarrollo de tumores viscerales y status (vivo o

fallecido).

3.2. Variables histopatolégicas

Para el estudio histopatoldgico se estudiaron secciones del tumor tefidas con
hematoxilina-eosina. Se reevaluaron todos los tumores para confirmar o, en su caso,
reclasificar el tumor.

En los carcinomas sebaceos se determiné también el tamafio, el grado de
diferenciacion, el patrén de crecimiento, la variante histologica, la presencia de
elastosis solar, de extension pagetoide y de invasion linfatica, vascular o perineural,

asi como el estadio TNM.

4. INMUNOHISTOQUIMICA

Se realizaron técnicas de inmunohistoquimica para evaluar la expresion de
proteinas reparadoras de apareamientos incorrectos del ADN o proteinas MMR en las
neoplasias sebaceas. Se estudiaron las proteinas MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2. En
un caso se realiz6 estudio para CD31, con el fin de confirmar la presencia de invasién
vascular. En otro caso, para comprobar una mutacion del gen BRAF obtenida
mediante secuenciacibn masiva en un porcentaje en torno al 10%, se estudid la
expresién inmunohistoquimica VE1 de BRAF.

Se obtuvieron secciones de 4 um de espesor a partir de los bloques tisulares
de parafina. Las secciones se montaron en portaobjetos de vidrio cargados o
xilanizados. La técnica se realiz6 con el sistema Bond Polymer Refine Detection

(Leica Biosystems) en el inmunotefiidor automatico Bond 11I™

(Leica Biosystems) que
consta de los pasos que se detallan a continuacion. Primero se desparafinaron y se
rehidrataron las muestras y, posteriormente, se realizé el desenmascaramiento con
tampdn citrato a pH y con los tiempos indicados en la tabla Ill.1. A continuacion, los
portaobjetos se trataron con peroxido de hidrogeno al 0,3%, diluido en metanol
durante 10 minutos a temperatura ambiente para anular la actividad de la peroxidasa
endogena. Después se incubaron con suero no inmune al 10% durante 10 minutos
para bloquear la unién no especifica al anticuerpo y, posteriormente, con los
anticuerpos anti-MLH1, anti-MSH2, anti-MSHG6, anti-PMS2 anti-CD31 y anti-BRAF
durante 20 minutos, seguido del polimero durante otros 20 minutos. Luego se

incubaron con sustrato cromdgeno tetracloruro de diaminobenzamina durante 9
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minutos y se realizd una contratincion con hematoxilina durante 1 minuto. Finalmente,
se deshidrataron y se procedidé al montaje en los portaobjetos con un cubreobjetos. En
la tabla Ill.1 se detallan las caracteristicas de los anticuerpos.

Se considera que el tumor conserva la expresion de las proteinas MLH1,
MSH2, MSH6 y PMS2 si se observa tincion nuclear en las células tumorales. Se
considera que hay pérdida de expresion en ausencia de dicha tincion, con la presencia
de un control interno positivo como la epidermis normal, las células del estroma o los
linfocitos. Se determina como no valorable si la ausencia de expresidon no se
acompafia de un control interno positivo. El anticuerpo anti-CD31 se valoré analizando
la presencia de tincion en la membrana de las células endoteliales de los vasos. El
anticuerpo anti-BRAF se considera positivo y, por tanto, mutado, si se detecta tincién

citoplasmatica en las células tumorales y negativo en ausencia de tincién.

Tabla l1l.1 Caracteristicas de los anticuerpos empleados en el estudio inmunohistoquimico

Anticuerpo Clon Dilucién Casa comercial Desenmascaramiento
MLH1 G168-15 1/100 Biocare pH 9 durante 30 minutos
MSH2 FE11 1/50 Biocare pH 9 durante 30 minutos
MSH6 44 1/50 Biocare pH 9 durante 30 minutos
PMS2 A16-4 1/50 Biocare pH 9 durante 30 minutos
CD31 JC70C 1/20 Dako pH 6 durante 20 minutos
BRAF VE1 1/100 Spring pH 9 durante 30 minutos

5. TECNICAS MOLECULARES

5.1. Extracciéon de ADN

Una vez seleccionado el bloque para cada tumor, se realizé la macrodiseccion
del mismo obteniéndose de 5 a 10 secciones de 5 ym de espesor.

El ADN gendmico se extrajo utilizando el kit de Genémica (Gendmica S.A.U,,
Madrid, Espafa) siguiendo las instrucciones del fabricante. El tejido se desparafind
con xileno y etanol. Posteriormente, las muestras se incubaron a 56°C con buffer de
lisis y proteinasa K toda la noche. Al dia siguiente se inactivd la digestion a 70°C
durante 10 minutos y se purificaron con columnas mediante centrifugacion. La
concentraciéon y pureza del ADN fueron determinadas mediante el espectrofotometro
NanoDrop™ ND-2000 UV-Vis (ThermoFisher Scientific, Wilmington, DE, USA) y el

fluorimetro Invitrogen™ Qubit™ 3 (ThermoFisher Scientific, Wilmington, DE, USA). Las
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muestran se conservaron a -20°C.

5.2. Pirosecuenciacion

La pirosecuenciacion fue una de las técnicas empleadas para estudiar la
presencia de mutaciones del promotor de TERT. Como se ha descrito anteriormente,
las mutaciones mas frecuentes en dicho promotor son la C228T y C250T, que se
encuentran a -124 y -146 pb del inicio de la traduccion, respectivamente. También se
incluyo la mutacion C242T, menos frecuente, que se encuentra a -137 pb del inicio de
la traduccion.

Se utilizaron los siguientes cebadores para amplificar un fragmento de 110 pb
que contenia las posiciones de las mutaciones mencionadas: 5’-
CCCTTCACCTTCCAGCTCC-3 (forward) y 5-AAAGGAAGGGGAGGGGCTG-3
(reverse, 5’ biotinilado). La PCR se llevé a cabo utilizando el termociclador Applied
Biosystems™ Veriti™ 96-Well Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific) con una
desnaturalizacion inicial a 95°C durante 15 minutos, seguido de 45 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C durante 30 segundos, hibridacion a 60°C durante 30
segundos, extension a 72°C durante 30 segundos y una extension final a 72°C durante
10 minutos.

El cebador para la pirosecuenciacion (5-ACCCCGCCCCGTCCCGACCCC-3’)
fue disefado desde la mutacion C250T, a -146 pb del inicio de la traduccion, en
direccion 3’ de modo que se pudieran analizar las tres posibles mutaciones en el
mismo ensayo. La pirosecuenciacion se llevé a cabo en el pirosecuenciador PyroMark
Q24 (Qiagen) utilizando el reactivo PyroMark Gold Q24 (Qiagen) de acuerdo con el
protocolo del fabricante. Se afadié6 Q-solution para mejorar el rendimiento de la
amplificaciéon. Los resultados fueron analizados con el software PyroMark Q24 2.0.6
Build 20 (Qiagen).

5.3. Secuenciacion Sanger.

La secuenciacién Sanger se realizé para confirmar los resultados de la
pirosecuenciacion utilizando el mismo par de cebadores y las mismas condiciones de
PCR. La calidad de los productos de la PCR se analizé mediante electroforesis en gel
de agarosa al 2% antes de la secuenciacion. Los productos de la PCR se purificaron
con el kit QlAquick PCR Purification Kit (Qiagen) y después se utilizaron como moldes
para la secuenciacion.

Se empled el kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo
Fisher Scientific) para realizar la secuenciacion. Los productos obtenidos se

purificaron con el kit Applied BigDye® XTerminator™ Purification Kit (Thermo Fisher
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Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante. Finalmente, las muestras se
cargaron en el secuenciador Applied Biosystems™ 3130 XL (Thermo Fisher Scientific)
y los resultados se analizaron con el software Chromas 2.5.1 (Technelysium Pty Ltd,
South Brisbane QLD 4101, Australia).

5.4. Secuenciacion masiva o Next Generation Sequencing (NGS)

Se empled un panel para secuenciacién masiva (NGS) constituido por 14
genes previamente relacionados con cancer (IDH1, EGFR, H3F3A, ACVR1, PDGFRA,
pTERT, HIST1H3B, HIST1H3C, BRAF, CDKN2A, PTEN, IDH2, TP53 y ATRX),
utilizando el software lon AmpliSeq™ Designer (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad,
CA, USA). El disefo permitié analizar la secuencia codificante de los genes incluidos
en el panel mas 5 pb de la union exdn-intron en cada gen y los hotspots.

La construccién de la libreria y la cuantificacion se realizé utilizando el kit lon
AmpliSeq™ Library Kit v2.0 y el kit lon Library TagMan™ Quantitation Kit (Thermo
Fisher Scientific), respectivamente. Las librerias se mutiplexaron, y la PCR de
emulsiéon y la carga del chip se realiz6 en el lon Torrent CHEF (Thermo Fisher
Scientific), segun las instrucciones del fabricante. Posteriormente, las muestras se
secuenciaron con una cobertura media de 1000X en el secuenciador S5 (Thermo
Fisher Scientific).

Se empleod el programa lon Torrent Suite v.4.2, (Thermo Fisher Scientific) para
realizar el alineamiento de las secuencias leidas con el genoma de referencia hg19 e
identificar todas las variantes presentes en las muestras analizadas.

Tras el alineamiento, se filtraron las variantes para excluir aquéllas con: 1)
menos de 30 lecturas; 2) una frecuencia alélica < 10%; 3) una localizacion fuera de la
region exonica o de las regiones de splicing; 4) variantes sinénimas; 5) variantes
presentes en la poblacion con una frecuencia del alelo menos comun > 1% de acuerdo
con el Proyecto 1000 Genomas (dbSNP build id 138). Las restantes variantes se
visualizaron utilizando el visor Integrative Genomic Viewer (IGV, Broad Institute), se
revisaron manualmente y se seleccionaron para excluir errores de secuenciacion

sistematicos.

6. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se recopilaron en una base de datos en Excel (Microsoft Office) y se
realiz6 el analisis estadistico empleando el software estadistico R (version 3.4.4.
Grupo CRAN)."2
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En el analisis descriptivo las variables categdricas se presentaron como
frecuencias absolutas y relativas. Las variables cuantitativas continuas con distribucion
normal fueron expresadas como media + desviacion estandar y las continuas sin
distribucién normal como mediana y rango intercuartilico.

Para el analisis univariante, los datos cualitativos fueron analizados con el test
chi-cuadrado. Las inferencias para las variables continuas fueron estimadas aplicando
el test de la t de Student o test de Wilcoxon-Mann-Whitney, dependiendo de su
distribucion. En todos los contrastes empleados se consideraron que las diferencias
eran estadisticamente significativas cuando la p-valor era menor de 0,05. Cuando se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en variables con mas de dos
categorias, al realizar las comparaciones dos a dos, se aporté p-valor ajustado por
Bonferroni.

Asi mismo, se analiz6 el grado de acuerdo entre las tres técnicas empleadas
en el estudio (pirosecuenciacién, secuenciacion Sanger y NGS) calculando el indice

kappa de Fleiss junto con el intervalo de confianza al 95%.
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IV. RESULTADOS

1. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES CON NEOPLASIAS
SEBACEAS

De los 91 tumores sebaceos estudiados se dispone de datos clinicos, aunque
no siempre completos, de 64 pacientes, correspondientes a 40 lesiones benignas (15

adenomas sebaceos y 25 sebaceomas) y 24 malignas (carcinomas sebaceos).

1.1 Sexo

En la serie de pacientes del estudio, el 52,4% (33 de 63) son hombres y el
47,6% (30 de 63), mujeres. Por grupos de tumores, las neoplasias benignas son mas
frecuentes en hombres, 60% (24 de 40), que en mujeres, 40% (16 de 40). Lo contrario
ocurre en los tumores malignos, en los que el 60,9% (14 de 23) ocurre en mujeres,

mientras que el 39,1% (9 de 23) aparece en hombres (Tabla 1V.1).

Tabla. IV.1. Distribucion de las neoplasias sebaceas benignas y malignas por sexo

Tumores benignos Tumores malignos Total

N (%) N (%) N (%)
Hombre 24 (60) 9(39,1) 33 (62,4)
Mujer 16 (40) 14 (60,9) 30 (47,6)
Total 40 (100) 23 (100) 63 (100)

Dentro del grupo de los tumores sebaceos benignos, los adenomas sebaceos
se diagnosticaron con mas frecuencia en hombres, 80% (12 de 15), que en mujeres,
20% (3 de 15), mientras que los sebaceomas mostraron una frecuencia similar en

ambos grupos, 48% (12 de 25) en hombres y 52% (13 de 25) en mujeres (Figura IV.1).

100%
20%

80% .
Rz 60,9%
60%
OMujer

40% 80% OHombre

0,
20% 48% 39,1%

0%
Adenoma sebaceo Sebaceoma Carcinoma sebaceo

Figura. IV.1. Distribucion de los adenomas sebaceos, sebaceomas y carcinomas sebaceos por sexo.
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1.2. Edad

La edad de los pacientes en el momento del diagndstico se encuentra entre los
33 y los 95 afos, con una media de 73 afios y una mediana de 77. En los tumores
benignos, la media de edad es de 71 afios, siendo menor en los adenomas sebaceos
(69 anos) que en los sebaceomas (72 afnos). En los carcinomas sebaceos la media es
de 75 afios y la mediana de 80 (Tabla IV.2).

Tabla IV.2. Edad en el momento del diagndstico

Rango de edad Edad media * DS Edad mediana

(afios) (afios) (afios)
Benignos (N=40) 42-90 71+£14 74
Adenoma sebaceo (N=15) 42-90 69+ 16 74
Sebaceoma (N=25) 44-88 72+£12 75
Malignos (N=24)  Carcinoma sebaceo (N=24) 33-95 75+ 16 80
Total (N=64) 33-95 73115 77

1.3. Localizacién

En conjunto, las lesiones se localizan preferentemente en el area de cabeza y
cuello, donde suponen el 90,9% (50 de 55) de las mismas. Por grupos de tumores, en
esta region se situan el 84,6% (11 de 13) de los adenomas sebaceos, el 94,7% (18 de
19) de los sebaceomas y el 91,3% (21 de 23) de los carcinomas sebaceos. Soélo el

9,1% (5 de 55) de los tumores se encuentran fuera de esta zona (Tabla 1V.3).

Tabla IV.3. Localizacién de las neoplasias sebaceas

Adenoma sebaceo Sebaceoma Carcinoma sebaceo Total
N (%) N (%) N (%) N (%)
Cabeza y cuello 11 (84,6) 18 (94,7) 21 (91,3) 50 (90,9)
Otra localizacion 2(154) 1(5,3) 2(8,7) 5(9,1)
Total 13 (100) 19 (100) 23 (100) 55 (100)

En el grupo de tumores benignos destaca la zona extraocular de cabeza y
cuello, 69,2% (9 de 13) de los adenomas y 84,2% (16 de 19) de los sebaceomas,
frente a la periocular, 15,4% (2 de 13) de los adenomas y 10,5% (2 de 19) de los

sebaceomas. Lo mismo ocurre en los carcinomas sebéaceos, en los que un 56,5% (13
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de 23) de localiza en areas extraoculares de cabeza y cuello y un 34,8% (8 de 23), en

la regién periocular y (Tabla 1V.4).

Tabla 1V.4. Localizacién desglosada de las neoplasias sebaceas

Adenoma sebaceo  Sebaceoma Carcinoma sebaceo Total

N (%) N (%) N (%) N (%)
Periocular 2(15,4) 2(10,5) 8 (34,8) 12 (21,8)
Extraocular ~ Cabezay cuello 9(69,2) 16 (84,2) 13 (56,5) 38 (69,1)

Extraocular ~ Otra localizacién 2(15,4) 1(5,3) 2(8,7) 5(9,1)
Total 13 (100) 19 (100) 23 (100) 55 (100)

1.4. Inmunosupresion

Dos de los 64 pacientes (3,1%) son trasplantados renales, en tratamiento con
prednisona y tacrolimus. Uno de ellos desarrollé6 un adenoma sebaceo y el otro, un
sebaceoma. Otro paciente del estudio (1,6%) es VIH positivo y se le diagnosticé un

adenoma sebaceo.

1.5. Neoplasias viscerales

El 29,6% (16 de 54) de los pacientes desarrollaron neoplasias viscerales. Por
grupos de tumores fueron el 35,7% (5 de 14) de los pacientes con adenoma sebaceo,
el 28,6% (6 de 21) de los pacientes con sebaceoma y el 26,3% (5 de 19) con
carcinoma sebaceo. Dos pacientes estaban diagnosticados de sindrome de Muir-
Torre, uno de ellos con un adenoma sebaceo localizado en la espalda y el otro con un
sebaceoma en el hombro; ambos desarrollaron un adenocarcinoma colorrectal (Tabla
IV.5).

Tabla IV.5. Neoplasias viscerales

Neoplasia sebacea Paciente Neoplasia visceral S. Muir-Torre
Paciente 2 Adenocarcinoma colorrectal No
Paciente 9 Adenocarcinoma colorrectal No
Carcinoma sebaceo  Paciente 10  Carcinoma urotelial No
Paciente 12 Adenocarcinoma gastrico No
Paciente 28  Adenocarcinoma colorrectal No
Paciente 31  Adenocarcinoma colorrectal y carcinoma urotelial No
Paciente 35  Adenocarcinoma colorrectal No
Adenoma sebaceo Paciente 38  Adenocarcinoma colorrectal Si

Paciente 42  Adenocarcinoma colorrectal y adenocarcinoma de prostata ~ No

Paciente 43  Linfoma no Hodgkin No
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Paciente 54  Carcinoma de pulmén No

Paciente 55  Carcinoma urotelial No
Sebaceoma Paciente 56  Carcinoma de laringe No
Paciente 63  Adenocarcinoma colorrectal No
Paciente 64  Adenocarcinoma colorrectal Si
Paciente 65  Linfoma MALT gastrico y GIST gastrico No

MALT: Mucosa-associated lymphoid tissue (tejido linfoide asociado a las mucosas); GIST: gastrointestinal stromal tumor (tumor

del estroma gastrointestinal).

De las 19 neoplasias, la mas frecuente fue el adenocarcinoma colorrectal,
47,4% (9 de 19), seguida del carcinoma urotelial, 15,8% (3 de 19). Otros tumores que
desarrollaron los pacientes fueron adenocarcinoma gastrico, carcinoma epidermoide
de laringe, carcinoma epidermoide de pulmoén, linfoma no Hodgkin, tumor del estroma
gastrointestinal gastrico y linfoma MALT gastrico, en un 5,2% (1 de 19) cada uno
(Figura IV.2).

: o GIST gastrico
Carcinoma de __ MALT gastrico
laringe 5,2% /_ 5,2%

5,2%

Carcinoma de
Linfoma no pulmén

Hodgkin 5.2%
5,2%
Adenocarcinoma
. colorrectal
Adenocarcinoma 47 49%
de prostata J
5.2% Carcinoma
Adenocarcinoma urotelial
gastrico 15,8%
5,2%

Figura IV.2. Frecuencia de las neoplasias viscerales. (MALT: Mucosa-associated lymphoid tissue (tejido

linfoide asociado a las mucosas); GIST: gastrointestinal stromal tumor (tumor del estroma gastrointestinal).

1.6. Recidiva, metastasis y supervivencia

En el grupo de los sebaceomas, un paciente de 21 (4,8%) presento recidiva
local de la lesién. Respecto a los pacientes con carcinoma sebaceo, ninguno
desarrollé metastasis en ganglios linfaticos ni a distancia y sélo un paciente de 17
(5,9%) sufrio recidiva local del tumor. Asi mismo, en el grupo de los carcinomas, 5
pacientes de 11 (45,5%) con evolucidon conocida fallecieron, pero ninguna muerte

estuvo relacionada con dicha neoplasia.
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2. CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DE LAS NEOPLASIAS SEBACEAS

2.1. Adenomas sebaceos

Los 17 adenomas sebaceos de la serie se caracterizan histolégicamente por
ser tumores bien circunscritos, que recuerdan a la glandula sebacea normal. Estan
formados por I6bulos de sebocitos maduros e inmaduros con mas de dos hileras de
células germinativas periféricas, que suponen menos del 50% del tumor. Las células

no tienen atipia y las figuras mitéticas son raras (Figura 1V.3).

C D

Figura IV.3. Adenoma sebaceo. A y B. Neoplasia constituida por I8bulos bien circunscritos que recuerdan a la
glandula sebacea normal (A: 20X y B: 100X, HE). C y D. Se observan sebocitos y células germinativas sin atipia (C:
200X y D: 400X, HE).

2.2. Sebaceomas

Los 45 sebaceomas incluidos en el estudio muestran contornos bien
circunscritos y una arquitectura lobular. Estan constituidos predominantemente por
células basaloides, que suponen mas del 50% del tumor, entremezcladas con
sebocitos de aspecto maduro e inmaduro. La actividad mitética es variable, pero la

atipia citologica generalmente es leve y no hay necrosis (Figura 1V .4).
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C

Figura IV.4. Sebaceoma. A y B. Neoplasia constituida por Idbulos bien circunscritos (A: 20Xy B: 100X, HE). C y D.

Predominio de las células basaloides sobre los sebocitos (C: 200X y D: 400X, HE).

2.3. Carcinomas sebaceos

Los 29 carcinomas sebaceos del estudio se caracterizan por presentar atipia
citolégica y numerosas mitosis, con una arquitectura bien circunscrita, infiltrante o una
mezcla de ambas (Figura 1V.5).

En cuanto al tamafio de los carcinomas sebaceos, se ha observado un peor
prondstico para aquéllos mayores de 10 mm.** Considerando este punto de corte, en
nuestra serie, el 37,9% (11 de 29) muestran un tamafo superior a 10 mm. Ninguno de
los pacientes presento recidiva de la lesién.

Respecto al grado de diferenciacion, el 75,9% (22 de 29) de los carcinomas
sebaceos son bien diferenciados y el 24,1% (7 de 29), mal diferenciados. En cuanto a
la variante microscopica, el 48,3% (14 de 29) se clasificaron como basaloides, el

48,3% (14 de 29) como escamoides y el 3,4% (1 de 29) como pseudoneuroendocrino.
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Figura IV.5. Carcinoma sebaceo. A y B. El tumor muestra areas circunscritas e infiltrantes (A: 20X y B: 100X,
HE). C y D. Se observa atipia celular y mitosis (C: 200X y D: 400X, HE).

Segun el patrén de crecimiento, el 51,7% (15 de 29) se clasificaron como grado
I, el 34,5% (10 de 29), como grado Il y el 13,8% (4 de 29), como grado Il (Figura IV.6).

Figura IV.6. Patrén de crecimiento en carcinomas sebaceos. A. Grado | (20X, HE). B. Grado Il (20X, HE). C. Grado
1l (20X, HE).
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Se estudid la presencia de elastosis solar detectandose en el 34,5% (10 de 29)
de los carcinomas (Figura IV.7). La mayoria de estos casos, el 90% (9 de 10),
localizados en la regién de cabeza y cuello (2 perioculares y 7 extraoculares); el caso

restante es de ubicacién desconocida.

El 27,6% (8 de 29) de los carcinomas presentan extensién pagetoide (Figura
IV.8). En el area de cabeza y cuello la extension pagetoide era del 87,5% (7 de 8), 2

perioculares y 5 extraoculares. En el caso restante no se conocia su ubicacion.

- e, » .

Figura IV.8. Extension pagetoide (200X, HE).

Se detectd invasion vascular en un carcinoma sebaceo de los 29 de nuestro
estudio (3,4%) con la tincion de hematoxilina-eosina, confirmada posteriormente con

técnicas inmunohistoquimicas para CD31 (Figura 1V.9).
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Figura IV.9. Invasion vascular. A. Se observan células tumorales en el interior de los vasos (100X, HE). B. El estudio
inmunohistoquimico para CD31 confirma la invasién vascular (100X, IHQ)

Catalogamos los carcinomas sebaceos siguiendo la clasificacion TNM de la
AJCC (82 edicion).”® En ninguin caso se identificaron metastasis ganglionares (NO) ni a
distancia (MO). En cuanto a los carcinomas perioculares, el 50% (4 de 8) se
encuentran en estadio T1a, el 25% (2 de 8) en estadio T1b, 12,5% (1 de 8) en T2a y
12,5% (1 de 8) en estadio T2c. Respecto a los 13 carcinomas extraoculares
localizados en cabeza y cuello, el 69,2% (9 de 13) se encuentran en estadio T1, el
7,7% (1 de 13) en estadio T2 y el 23,1% (3 de 13) en estadio T3. Dos carcinomas
sebaceos se localizaban fuera de la region de cabeza y cuello, uno de ellos se

encuentra en estadio T1 y el otro en estadio T3. (Tabla IV.6).

Tabla IV.6. Clasificacion TNM de los carcinomas sebaceos de la serie. A. Carcinomas sebaceos de la piel del
parpado. B. Carcinomas sebaceos de cabeza y cuello (excluye el parpado). C. Carcinomas sebaceos (excluye
parpado, cabeza y cuello, perianal, vulva y pene).

A | TNM Perioculares | B | TNM Extraoculares cabezay | C| TNM Otra localizacion
(N=8) cuello (N=13) (N=2)
N (%) N (%) N (%)
T1aNOMO 4 (50) TINOMO 9(69,2) T1NOMO 1(50)
T1bNOMO 2 (25) T2NOMO 1(7,7) T2NOMO 0(0)
T1cNOMO 0(0) T3NOMO 3(23,1) T3NOMO 1(50)
T2aNOMO 1(12,5)
T2bNOMO 0(0)
T2cNOMO 1(12,5)
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3. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO DE PROTEINAS REPARADORAS DE
APAREAMIENTOS INCORRECTOS DEL ADN

En el conjunto de la serie, el 30,8% (20 de 65) de los tumores perdian la tincién
nuclear de proteinas reparadoras de apareamientos incorrectos del ADN (proteinas
MMR) en el estudio inmunohistoquimico. Por grupos de tumores, la ausencia de
expresion se encontré en el 40% (6 de 15) de los adenomas, el 30,4% (7 de 23) de los

sebaceomas y el 25,9% (7 de 27) de los carcinomas (Figura 1V.10).

100%

80% 74,1%
69,6%

60%

60%

OAusencia de expresion

40% .

40% 20.4% OExpresion conservada
/0

25,9%

20%

0%
Adenoma sebaceo Sebaceoma Carcinoma sebaceo

Figura IV.10. Expresion de proteinas MMR en el estudio inmunohistoquimico.

Respecto a la localizacién (Tabla IV.7), la mayoria de las lesiones con pérdida
de expresion proteica se sitla en areas extraoculares de cabeza y cuello, 68,8% (11
de 16), siendo en su mayoria neoplasias benignas (4 adenomas sebaceos y 5
sebaceomas). De los restantes tumores, el 12,5% (2 de 16) se localiza en la regién

periocular y el 18,7% (3 de 16), en areas fuera de la cabeza y el cuello.

Tabla IV.7. Localizacién de las neoplasias con pérdida de proteinas MMR

Adenoma sebaceo Sebaceoma Carcinoma sebaceo Total

N (%) N (%) N (%) N (%)
Periocular 1(16,7) 0(0) 1(20) 2(12,5)
Extraocular cabeza y cuello 4 (66,6) 5(100) 2 (40) 11 (68,8)
Otra localizacion 1(16,7) 0(0) 2 (20) 3(18,7)
Total 6 (100) 5(100) 5(100) 16 (100)
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Considerando solo el grupo de los carcinomas, el porcentaje de pérdida de
expresion es mayor en los tumores de localizacion extraocular en conjunto (cabeza y

cuello y de otra localizacion) que en los perioculares (Tabla IV.8).

Tabla IV.8. Distribucién de los carcinomas sebaceos segun el estudio inmunohistoquimico

Periocular Extraocular
N (%) N (%)
Ausencia de expresion 1(12,5) 4 (28,6)
Expresion conservada 7(87,5) 10 (71,4)
Total 8 (100) 14 (100)

El patron de pérdida mas frecuente en la serie fue MSH2/MSH6, en un 65% (13
de 20) de los casos. En los adenomas predomina la pérdida MSH2/MSHG6, observado
en un 66,7% (4 de 6) de los casos. En los sebaceomas destaca la pérdida de proteina
MSH®6, con una frecuencia de 42,8% (3 de 7). En el caso de carcinomas, todos los
tumores con pérdida de tincién presentaban negatividad para MSH2/MSH6 (Tabla
IV.9).

Tabla IV.9. Patrones de pérdida de tincion de proteinas MMR

Adenoma sebaceo Sebaceoma Carcinoma sebaceo Total
N (%) N (%) N (%) N (%)
MSH2 negativo/MSH6 negativo 4 (66,7) 2(28,6) 7(100,0) 13 (65)
MLH1 negativo/PMS2 negativo 1(16,7) 1(14,3) 0(0,0) 2(10)
MSH6 negativo 1(16,7) 3(42,8) 0(0,0) 4 (20)
MSH2 negativo 0(0,0) 1(14,3) 0(0,0) 1(5)
Total 6 (100) 7 (100) 7 (100) 20 (100)

4. MUTACION DEL PROMOTOR DE TERT EN NEOPLASIAS SEBACEAS

4.1. Mutacion del promotor de TERT en neoplasias sebaceas benignas y
malignas

En el grupo de los carcinomas sebaceos analizados se encontraron
mutaciones en el promotor de TERT en el 27,6% (8 de 29) de los casos. En el grupo

de los tumores sebaceos benignos no se detecté ninguna mutacién (Figura IV.11).
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Figura IV.11. Frecuencia de la mutacién en el promotor de TERT en neoplasias sebaceas.

En el estudio estadistico se observa que hay diferencia significativa en la
presencia de mutaciones entre los tumores malignos y benignos (p-valor < 0,0001). Al
realizar el analisis por grupos, las diferencias se encontraban entre los sebaceomas y

los carcinomas sebaceos (p-valor: 0,0008).

4.2. Técnicas de secuenciacion
En cuanto a las técnicas de deteccion de las mutaciones, no se observaron
diferencias significativas entre la pirosecuenciacién, la secuenciacién Sanger y la

secuenciacion masiva (p-valor: 0,9714) (Figura IV.12).

100%
80%
60% 75,9% 73,1% 74,1%
ONo mutado
40% OMutado
20%
24,1% 26,9% 25,9%
0%
Pirosecuenciacion Sanger NGS

Figura IV.12. Frecuencia de deteccion de la mutacion por las tres técnicas moleculares.

Las mutaciones C228T, C250T y C242T fueron halladas por las tres técnicas,
excepto una mutacion C228T no detectada por NGS, que se atribuy6 a la ausencia de
celularidad tumoral tras repetidas extracciones de ADN de la muestra. La mutacién
compuesta CC242_243TT fue detectada unicamente por NGS. (Tabla IV.10).
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Tabla IV.10. Frecuencia de deteccidn de las distintas mutaciones por las tres técnicas moleculares

Pirosecuenciacion (N=29) Sanger (N=26) NGS (N=27)
N (%) N (%) N (%)
Mutado C228T 3(10,3) 3(11,5) 2(74)
Mutado C250T 3(10,3) 3(11,5) 3(11,1)
Mutado C242T 1(3,4) 1(3,8) 1(3,7)
Mutado CC242_243TT 0(0,0) 0(0,0) 1(3,7)
No mutados 22(75,9) 19(73,1) 20 (74,1)

El grado de acuerdo entre las tres técnicas en la deteccion de las mutaciones
fue casi perfecto (indice kappa de Fleiss: 0,9 con un intervalo de confianza al 95% de
0,41-1).

4.3. Mutacion del promotor de TERT en carcinomas sebaceos

Las mutaciones mas frecuentes fueron C228T y C250T, detectandose ambas
con la misma frecuencia, 37,5% (3 de 8) cada una. La mutacion C242T se encontré en
un caso (12,5%) al igual que la mutacion compuesta CC242_243TT (12,5%). (Figura
IV.13).

CC242_243TT

Figura IV.13. Frecuencias por tipo de mutacion.

A continuacion se muestran las graficas de secuenciacion Sanger y

pirosecuenciacion para cada tipo de mutacion.
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1.- Mutacion C228T (Figura 1V.14)
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Figura IV.14. Mutacién C228T. A. Secuenciacion Sanger. Se muestra la mutacion (flecha), observandose un pico en
la curva roja (timina) donde deberia existir un pico en la curva azul (citosina). B. Pirosecuenciacion. Se sefiala el

pico de timina (flecha) debido a la presencia de la mutacién.

2.- Mutacion C250T (Figura 1V.15)
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Figura IV.15. Mutacién C250T. A. Secuenciacion Sanger. Se muestra la mutacion (flecha), observandose un pico en
la curva roja (timina) donde deberia existir un pico en la curva azul (citosina). B. Pirosecuenciacion. Se sefiala el

pico de timina (flecha) debido a la presencia de la mutacién.
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3.- Mutacién C242T (Figura IV.16)

w
‘o

an
an
an
H
an
an
(78 }
28 }
2} |
H
an

an

an

2R}

(78

-
=)

an

an

al

ml

an

an

an

an

an

B2: TYCCGGGTCYCCGGCCCAGCCCCYTCCG

T: 0%

C: 52%
T: 48%

T: 97%
T: 3%

B

Figura IV.16. Mutacién C242T. A. Secuenciacion Sanger. Se muestra la mutacion (flecha), observandose un pico en
la curva roja (timina) donde deberia existir un pico en la curva azul (citosina). B.Pirosecuenciacion. Se sefiala el pico
de timina (flecha) debido a la presencia de la mutacion.

4 .- Mutacion CC242_243TT (Figura IV.17)

Esta mutacion fue detectada so6lo por NGS. Revisando la secuenciacion
Sanger y la pirosecuenciacién, se observé que la mutacidon era practicamente
imperceptible en la secuenciacién Sanger, posiblemente por su menor sensibilidad, y
se interpretd inicialmente como negativa. Por otra parte, la pirosecuenciacion no
estaba disefiada para detectar esta mutacion, ya que no incluia el analisis de esas

posiciones.
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Figura IV.17. Mutacion CC242_243TT. A. Secuenciacion Sanger. Se muestra la mutacidon detectada por NGS
(flechas), observandose una ligera elevacion de la curva roja (timina), que incialmente se interpreté como fondo vy,
por tanto, como resultado negativo. B. Pirosecuenciacion. Se sefiala el pico de timina (flecha) debido a la presencia
de la mutacion detectada por NGS, aunque se encuentra fuera de las areas sombreadas de analisis.
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4.4. Caracteristicas clinicas de los pacientes con carcinomas sebaceos mutados
y no mutados

En la tabla IV.11 se comparan las caracteristicas clinicas de los pacientes con
carcinomas sebaceos mutados y no mutados de la serie.

En relacion con la edad, los pacientes con carcinomas mutados tienen una
edad media superior (86 = 8 afos) que en los pacientes del grupo no mutado (72 = 17
afnos). Los carcinomas mutados son algo mas frecuentes en mujeres, 66,7% (4 de 6),
que los no mutados, 58,8% (10 de 17). En cuanto a la localizacion, se observa una
mayor frecuencia de carcinomas mutados en regiones extraoculares de cabeza y
cuello, 66,7% (4 de 6), que de no mutados, 52,9% (9 de 17). Sin embargo, en la region
periocular, el porcentaje de carcinomas mutados y no mutados es similar, 33,3% (2 de
6) y 35,3% (6 de 17), respectivamente. Dos carcinomas de 17 no mutados (11,8%) se
ubicaban fuera de la region de cabeza y cuello. Ningun carcinoma mutado se localizé
fuera de esta zona.

No se detectaron recidivas en los pacientes con carcinoma mutado, mientras
que un paciente de 11 con carcinoma no mutado (9,1%) mostré recidiva local del
tumor. Los pacientes con carcinomas no mutados desarrollaron neoplasias viscerales
con una frecuencia ligeramente superior, 28,6% (4 de 14), que los del grupo mutado,
20% (1 de 5). Fallecieron 3 pacientes con carcinoma mutado de un total de 5 (60%)
con evoluciéon conocida, y 2 con carcinoma mutado de 6 (33,3%) con evolucién

conocida, pero ninguno a consecuencia del tumor.

Tabla IV.11. Caracteristicas clinicas de los pacientes con carcinomas sebaceos mutados y no mutados

Carcinoma mutado Carcinoma no mutado p-valor
Edad media == DS 86 *8 72 =17 0,0804
Sexo N (%)
Hombre 2(33,3) 7(41,2)
Mujer 4 (66,7) 10 (58,8) 08820
Total 6 (100) 17 (100)
Localizacion N (%)
Periocular 2(33,3) 6 (35,3)
Extraocular cabeza y cuello 4 (66,7) 9(52,9) 0,6510
Otra localizacién 0(0,0) 2(11,8)
Total 6 (100) 17 (100)
Recidiva N (%)
Si 0(0,0) 1(9,1)
No 6 (100) 10 (90,9) 0.7511
Total 6 (100) 11 (100)
Neoplasia visceral N (%)
Si 1(20) 4 (28,6)
No 4 (80) 10 (71,4) 0,8275
Total 5(100) 14 (100)
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4.5. Expresion inmunohistoquimica de proteinas reparadoras de apareamientos
incorrectos del ADN en los carcinomas sebaceos mutados y no mutados

En cuanto al estudio inmunohistoquimico de las proteinas reparadoras de
apareamientos incorrectos del ADN (proteinas MMR), los carcinomas no mutados
presentan un mayor porcentaje de lesiones con pérdida de tincion, 31,6% (6 de 19),
respecto a los carcinomas mutados, 12,5% (1 de 8) (Tabla IV.12). En ambos grupos el

patrén de pérdida de tincién fue MSH2 negativo/MSH6 negativo.

Tabla IV.12. Expresidn de proteinas MMR en carcinomas sebaceos mutados y no mutados

Proteinas MMR Carcinoma mutado (N=8) Carcinoma no mutado (N=19) p-valor
N (%) N (%)
Perdidas 1(12,5) 6 (31,6)
0,5808
Conservadas 7(87,5) 13 (68,4)

4.6. Caracteristicas histopatolégicas de los carcinomas sebaceos mutados y no
mutados
La tabla 1V.13 resume las caracteristicas histopatolégicas de los carcinomas

sebaceos mutados y no mutados.

Tabla 1V.13. Caracteristicas histopatologicas de los carcinomas sebaceos mutados y no mutados

Carcinoma mutado (N=8) Carcinoma no mutado (N=21) p-valor
N (%) N (%)

Tamafio maximo
<10 mm 4 (50,0 14 (66,6) 0,6902
>10 mm 4 (50,0 7(33,3)

Diferenciacion
Bien 6 (75,0) 16 (76,2) 0,9999
Mal 2(25,0) 5(23,8)

Variante
Basaloide 2(25,0) 12 (57,1)
Escamoide 6 (75,0) 8 (38,1) 0,1964
Pseudoneuroendocrina 0(0,0) 1(4,8)

Patron de crecimiento
Gl 4 (50,0 11 (52,4)
Gl 1(12,5) 9(42,8) 0,0484
Gl 3(37,5) 1(4,8)

Elastosis solar
Si 5(62,5) 5(23,8) 0,1279
No 3(37,5) 16 (76,2)

Extension pagetoide
Si 3 (37,5) 5(23,8) 0,7852
No 5(62,5) 16 (76,2)

Invasion vascular N (%)
Si 1(12,5) 0(0,0) 0,6097
No 7 (87,5) 21(100,0)
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En cuanto al tamafo (Figura 1V.18), los tumores mayores de 10 mm son mas
frecuentes en el grupo de los carcinomas mutados, 50% (4 de 8), que en el grupo de
los no mutados, 33,3% (7 de 21).

100%
80%
66,6%
60% 50% 50% .
O Carcinoma mutado
40% 33,3% @ Carcinoma no mutado
20%
0%
<10 mm >10 mm

Figura IV.18. Tamafio en carcinomas sebaceos mutados y no mutados.

No se observan discrepancias en cuanto al grado de diferenciacion histologica
entre ambos grupos de carcinomas (Figura IV.19). El porcentaje de tumores bien
diferenciados es del 75% (6 de 8) en los mutados y del 76,2% (16 de 21) en los no
mutados, mientras que los mal diferenciados suponen el 25% (2 de 8) de los mutados
y el 23,8% (5 de 21) de los no mutados. En cuanto a la variante histologica, los
carcinomas mutados son predominantemente escamoides, 75% (6 de 8) y los no
mutados, basaloides, 57,1% (12 de 21).

100%

80% 75% 76,2%

60%
O Carcinoma mutado

40% O Carcinoma no mutado
25% 23,8%

20%
0%

Bien diferenciados  Mal diferenciados

Figura IV.19. Grado de diferenciacion en carcinomas sebaceos mutados y no mutados.
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Respecto al patrén de crecimiento, se advierte un porcentaje similar de
tumores de grado | en ambos grupos, 50% (4 de 8) en mutados y 52,4% (11 de 21) en
no mutados. Los tumores de grado Il son mas frecuentes en el grupo de carcinomas
no mutados, 42,8% (9 de 21), que en mutados, 12,5% (1 de 8), mientras que los
tumores de grado Ill son mas frecuentes en el grupo de mutados, 37,5% (3 de 8), que
en no mutados, 4,8% (1 de 21). En el estudio estadistico habia diferencias
significativas entre ambos grupos (p-valor: 0,0484) vy, al realizar las comparaciones por
categorias, las diferencias se encontraban entre los grados Il y Il (p-valor: 0,0150).
Por lo tanto, los carcinomas con patron de crecimiento grado Il son significativamente
mas frecuentes en el grupo no mutado que en el mutado, mientras que los de grado lli

son mas frecuentes en el grupo mutado que en el no mutado (Figura 1V.20).

100%

80%

60% 50% 524%
42 8% B Carcinoma mutado
0,
40% 37.5% O Carcinoma no mutado
20% 12,5%
4,8%
0%
Gl Gl Gl

Figura 1V.20. Patrén de crecimiento en carcinomas sebaceos mutados y no mutados.
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En cuanto a la elastosis solar (Figura IV.21), ésta predomina en los carcinomas

mutados, 62,5% (5 de 8), frente a los no mutados, 23,8% (5 de 21).

Carcinoma mutado

OPresencia de
elastosis

O Ausencia de
elastosis

Carcinoma no mutado

. OPresencia de
23,8% elastosis

) O Ausencia de
elastosis
N /

Figura IV.21. Elastosis solar en carcinomas sebaceos mutados y no mutados

Se identificd extension pagetoide (Figura 1V.22) en un 37,5% (3 de 8) de los

carcinomas mutados y en un 23,8% (5 de 21) de los no mutados.

Carcinoma mutado

ye I Extension
/ pagetoide
37,5% \‘
|
\\ 62,5% / O Ausencia de
\ extension
\\\,,,, _ pagetoide

Carcinoma no mutado

O Extension
/ 23.8% pagetoide
“ 3
{ |
| 76,2% / o Autsengia de
extension
\\ // pagetoide

Figura 1V.22. Extension pagetoide en carcinomas sebaceos mutados y no mutados

En el grupo de los carcinomas mutados un caso de los 8 (12,5%) mostré
invasion vascular, mientras que en el grupo de no mutados no se evidencié dicho

hallazgo. En ningun caso se advirtié invasion perineural.

4.7. Mutacion del promotor de TERT y estadio TNM

En el grupo de carcinomas perioculares se observa el mismo porcentaje de
tumores mutados en estadio T1a, 50% (1 de 2), que de no mutados, 50% (3 de 6). En
estadio T1b y T2c se observan s6lo carcinomas no mutados, mientras que en estadio

T2a sélo hay tumores mutados (Tabla IV.14).
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Tabla IV.14. Estadio TNM de los carcinomas sebaceos perioculares

TNM Carcinomas mutados (N=2) Carcinomas no mutados (N=6) p-valor
N (%) N (%)
T1a 1(50) 3(50)
T1b 0(0 2(33,3
0 %33) 0,2614
T2a 1(50) 0(0)
T2¢ 0(0) 1(16,7)

En el caso de los carcinomas de areas extraoculares de cabeza y cuello, es
mayor el porcentaje de neoplasias en estadio T1 en el grupo no mutado, 77,8% (7 de
9) que en el mutado, 50% (2 de 4). Por el contrario, los carcinomas en estadio T3 son
mas frecuentes en los mutados, 50% (2 de 4), que en los no mutados, 11,1% (1 de 9).

En estadio T2 sélo habia un carcinoma no mutado (Tabla IV.15).

Tabla 1V.15. Estadio TNM de los carcinomas sebaceos extraoculares de cabeza y cuello

TNM Carcinomas mutados (N=4) Carcinomas no mutados (N=9) p-valor
N (%) N (%)
T 2 (50) 7(77.8)
T2 0 (0%) 1(11,1) 0,2769
T3 2 (50) 1(11,1)

Por lo que respecta a los dos carcinomas localizados fuera de la regién de
cabeza y cuello, ambos eran no mutados, uno de ellos en estadio T1 y el otro en
estadio T3 (Tabla I1V.16).

Tabla IV.16. Estadio TNM de los carcinomas sebaceos de otra localizacién

TNM Carcinomas mutados (N=0) Carcinomas no mutados (N=2)
N (%) N (%)
T1 0(0) 1(50)
T3 0(0) 1(50)

4.8. Presencia de otras mutaciones en carcinomas sebaceos

En el analisis mediante NGS de los 29 carcinomas sebaceos se identificaron
un total de 40 mutaciones somaticas que afectaban a 8 de los 14 genes estudiados:
TP53, promotor de TERT, EGFR, ATRX, PDGFRA, CDKN2A, PTEN y ACVR1. Se
excluyd una posible mutacion de BRAF con una frecuencia en torno al 10%, al
comprobarse que era negativa por inmunohistoquimica. Se detectaron mutaciones en

el 69% (20 de 29) de los carcinomas (Tabla IV.17). En los carcinomas mutados la
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mediana fue de 2 mutaciones por lesidon (rango: 1-3). El gen mas frecuentemente
mutado fue TP53, en un 55,2% de los casos (16 de 29), seguido de la mutacion en el
promotor de TERT, observada en un 24,1% de los tumores (7 de 29). La mutacion en
EGFR se identifico en un 17,2% de los casos (5 de 29) y la de ATRX en un 13,8% (4
de 29). PDGFRA y CDKN2A estaban mutados en un 10,3% de los casos (3 de 29)
cada uno y PTEN y ACVR1 en un 3,4% (1 de 29) cada uno (Figura 1V.23).

Tabla IV.17. Mutaciones detectadas por NGS en los carcinomas sebaceos de nuestra serie

Gen Secuencia mutada Aminoacidos mutados Tipo de N° de tumores
mutacién afectados
TP53 c.8318G>A p.Arg273His missense 1
TP53 c.586C>T p.Arg196Ter nonsense 3
TP53 c.797G>A p.Gly266Glu missense 1
TP53 c.670G>T p.Glu224Ter nonsense 1
TP53 c.487T>A p.Tyr163Asn missense 1
TP53 c.184G>T p.Glué2Ter nonsense 1
TP53 c.734G>A p.Gly245Arg missense 2
TP53 €.825T>G p.Cys275Trp missense 1
TP53 €.396G>C p.Lys132Asn missense 1
TP53 c.817C>T/lc.472C>T p.Arg273Cysl//p.Arg158Cys missense 1
TP53 c.535C>T p.His179Tyr missense 1
TP53 c.742C>T p.Arg248Trp missense 1
TP53 ¢.1003C>T p.Arg335Cys missense 1
EGFR €.2327G>A p.Arg776His missense 1
EGFR ¢.1580G>A p.Arg527GIn missense 1
EGFR c.710C>A/lc.2011C>T p.Ala237Asp//p.Arg671Cys missense 2
EGFR c.1346G>A p.Gly449Glu missense 1
ATRX c.1579G>C p.Asp527His missense 1
ATRX €.3935G>A p.Gly1312Glu missense 1
ATRX .2156C>A p.Ser719Tyr missense 1
ATRX ¢.5016G>A p.Trp1672Ter nonsense 1
PDGFRA c.1436G>A p.Argd79GIn missense 1
PDGFRA ¢.1518_1519delCCinsTT p.Leu507Phe synonymous 1
PDGFRA €.2488A>G p.Lys830Glu missense 1
pTERT ¢.250C>T 3
pTERT €.228C>T 2
pTERT €.242C>T 1
pTERT €.242_243CC>TT 1
CDKN2A c.238C>T p.Arg80Ter nonsense 1
CDKN2A c.147_148delCCinsTT p.GIn50Ter synonymous 1
CDKN2A €.242C>T Pro81Leu missense 1
PTEN c.77C>T p.Thr26lle missense 1
ACVR1 c617G>A p.Arg206His missense 1
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Figura IV.23. Frecuencia de mutacion de los genes estudiados por NGS en carcinomas sebaceos.

Se compararon las mutaciones segun la localizacion de los tumores (Figura

IV.24).
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Figura IV.24. Frecuencia de mutacion de los genes estudiados por NGS en carcinomas sebaceos perioculares y

extraoculares.

En cuanto a los carcinomas perioculares, el 87,5% (7 de 8) estaban mutados y

mostraban un total de 18 mutaciones somaticas, con una mediana de 3 mutaciones

por lesion (rango: 2-3). Estas mutaciones se encontraron en TP53 en un 87,5% de los
casos (7 de 8), EGFR en un 37,5% (3 de 8), promotor de TERT, ATRX y PDGFRA en
un 25% (2 de 8) cada uno y CDKN2A y PTEN en un 12,5% (1 de 8) cada uno; no se
observaron mutaciones en ACVR1. Siete de las mutaciones se encuentran en genes
considerados susceptibles de tratamiento (EGFR, PDGFRA CDKNZ2A y PTEN). El

73,3% (11 de 15) de los carcinomas localizados en areas extraoculares estaban

mutados y se detectaron un total de 19 mutaciones somaticas, con una mediana de 1
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mutacion por lesion (rango: 1-2). Los genes afectados fueron TP53 en un 53,3% de los
casos (8 de 15), promotor de TERT en un 20% (3 de 15), EGFR, ATRX y CDKN2A en
un 13,3% (2 de 15) cada uno y PDGFRA y ACVR1 en un 6,7% (1 de 15) cada uno; no
se encontraron mutaciones en PTEN. Cinco de las mutaciones se encuentran en
genes considerados susceptibles de tratamiento (EGFR, PDGFRA y CDKN2A). Entre
ambos grupos las diferencias encontradas no fueron significativas.

También se comparoé la presencia de mutaciones entre el grupo de carcinomas
que en el estudio inmunohistoquimico no expresa proteinas MMR y el grupo que las

conserva (Figura IV.25).
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Figura 1V.25. Frecuencia de mutacion de los genes estudiados por NGS en los carcinomas sebaceos que conservan
las proteinas MMR y los que no las expresan.

En el grupo de los carcinomas que conservan las proteinas MMR, el 80% (16
de 20) estaban mutados, detectandose un total de 33 mutaciones somaticas en 7 de
los 14 genes estudiados: TP53 en un 70% de los casos (14 de 20), promotor de TERT
en un 35% (7 de 20), EGFR, ATRX y CDKN2A en un 15% de los casos (3 de 20) cada
uno, PDGFRA en un 10% (2 de 20) y PTEN en un 5% (1 de 20). No se detectaron
mutaciones en ACVR1. La mediana fue de 2 mutaciones por lesion (rango: 1-3).
Respecto a los tumores que no expresan proteinas MMR, se encontraban mutados el
42,8% (3 de 7). Presentaban un total de 5 mutaciones en 5 de los genes estudiados:
TP53, EGFR, ATRX, PDGFRA y ACVR1 en un 14,3% de casos (1 de 7) cada uno.
Cabe destacar que en este grupo no se detectaron mutaciones en el promotor de
TERT. La mediana fue de 1 mutacion por lesion (rango: 1-2). El estudio estadistico
mostraba que habia diferencias significativas entre ambos grupos en cuanto a las
mutaciones totales encontradas (p-valor: 0,00001) y en la mutaciéon de TP53 (p-valor:
0,0348).
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V. DISCUSION

1. CARACTERISTICAS DE LA SERIE DE NEOPLASIAS SEBACEAS

En nuestra serie, los adenomas sebaceos son mas frecuentes en hombres,
mientras que los sebaceomas se distribuyen de forma similar entre hombres y
mujeres. La edad media en el momento del diagnostico se situa en los 69 afios para
los adenomas y en los 72 para los sebaceomas. De acuerdo con la literatura, nuestros
casos se localizan en su mayoria en la regién de cabeza y cuello, en concreto, el
84,6% de los adenomas sebaceos y el 94,7% de los sebaceomas. Destaca la zona
extraocular de cabeza y cuello (69,2% de los adenomas y 84,2% de los sebaceomas)
frente a la periocular (15,4% de los adenomas y 10,5% de los sebaceomas). Un
paciente con sebaceoma presento recidiva de la lesidn, probablemente por extirpacion
incompleta de la misma.

Los carcinomas sebaceos de nuestra serie son mas frecuentes en mujeres,
60,9%, que en hombres, 39,1%, y la edad media en el momento del diagnéstico es de
75 afios. Lo estudios epidemioldgicos mas recientes destacan una frecuencia
ligeramente mayor en hombres, entre el 52,4 y el 60,3%, y una edad media de 70
afios.***%4"51 En cuanto a la localizacién, la mayoria de los carcinomas de nuestra
serie se ubican en la zona de cabeza y cuello, con un 34,8% en la zona periocular y un
56,5%, en areas extraoculares. Esta distribucién es parecida a lo descrito en la
literatura, que situa la frecuencia de la regién periocular entre el 25,8% y el 45,9% y la
extraocular de cabeza y cuello entre el 40,7 y el 68,8%.**“%4"°! Sélo un paciente de 17
(5,9%) presenté recidiva del carcinoma, resultado similar a lo reportado en la literatura
reciente (4-28%).°°%%"%2 Ninguin paciente sufrié metastasis ni fallecié a consecuencia
del tumor.

La pérdida de expresion nuclear de las proteinas MMR en el estudio
inmunohistoquimico de nuestros casos ocurre en el 30,8% (20 de 65) de las
neoplasias sebaceas, siendo mas frecuente en areas extraoculares de cabeza y
cuello, 68,8% (11 de 16). Por grupos de tumores, la pérdida de tinciéon se observa en
el 40% (6 de 15) de los adenomas, el 30,4% (7 de 23) de los sebaceomas y el 25,9%
(7 de 27) de los carcinomas. El patron méas frecuente es MSH2 negativo/MSH6
negativo, observado en el 65% de las lesiones. En la literatura se identifica entre un 25
y un 66% de neoplasias sebaceas con alteraciones en el estudio inmunohistoquimico

de proteinas MMR. La pérdida de MSH2 es mas frecuente que la de MLH1 y las
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alteraciones se presentan con mas frecuencia en las neoplasias fuera de la region de
cabeza y cuello.'

Uno de nuestros pacientes con un adenoma sebaceo y otro con un sebaceoma
se diagnosticaron de sindrome de Muir-Torre y habian desarrollado un carcinoma
colorrectal cada uno. Ningun paciente con carcinoma sebaceo fue diagnosticado de

este sindrome.

2. MUTACION DEL PROMOTOR DE TERT EN NEOPLASIAS SEBACEAS

En nuestro trabajo se han analizado tanto tumores sebaceos benignos
(adenoma y sebaceoma) como malignos (carcinoma sebaceo)

Se ha detectado la mutacién en el promotor de TERT en el 27,6% de los
carcinomas sebaceos estudiados (8 de 29). Por el contrario, en el grupo de tumores
benignos, constituido por un total de 62 muestras (17 adenomas sebaceos y 45
sebaceomas) no se encontré ninguna mutacion. La diferencia fue estadisticamente
significativa entre el grupo de sebaceomas y el de carcinomas sebaceos (p-valor:
0,0008). Estos resultados nos indicarian que el analisis de la mutacion del promotor de
TERT puede ser util para diferenciar los carcinomas sebaceos de los sebaceomas,
que por su elevado porcentaje de células germinativas inmaduras (mas de un 50% de
la celularidad tumoral) pueden plantear dudas diagndésticas con los carcinomas.

Es relevante sefalar también que la ausencia de mutaciones en los tumores
sebaceos benignos esta en consonancia con lo descrito en la literatura, ya que las
mutaciones en el promotor de TERT estan ausentes o son infrecuentes en neoplasias
benignas. Un ejemplo son los adenomas hepatocelulares, en los que esta mutacion no
se ha identificado y, de hecho, se ha propuesto la mutacién en el promotor de TERT
como una ayuda diagnéstica para diferenciar los carcinomas hepatocelulares bien
diferenciados de los adenomas hepatocelulares.’® Otro ejemplo son los tumores
benignos de tiroides, en los que tampoco se han detectado mutaciones.'**"**Sélo hay
un caso en la literatura de adenoma folicular mutado, pero el paciente desarrollé6 mas
tarde un carcinoma folicular, por lo que se ha cuestionado la naturaleza benigna del
tumor inicial.’®® Estos resultados también se han observado en tumores cutaneos
benignos. En el estudio de Horn, se analizaron 25 nevus melanociticos y s6lo uno
presentaba una mutacion en el promotor de TERT, situada en la posicién -101 pb del
inicio de la traduccion, pero se vio que no formaba nuevos sitios de reconocimiento

para ETS/TCF."®En el estudio de Scott se estudiaron 7 queratosis seborreicas, en las
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que no se identificaron mutaciones.""® Heidenreich, por el contrario, hallé la mutacién
en un 24% (6 de 25) de las queratosis seborreicas estudiadas, tres con la mutacion
C250T vy otras tres con la CC242_243TT. La mutacion se asociaba con mayor edad y
se presentaba principalmente en lesiones de cabeza y cuello. Sin embargo, la mayoria

de los casos no mostraba niveles detectables de expresion de TERT."’

3. MUTACION DEL PROMOTOR DE TERT EN CARCINOMAS SEBACEOS

Hasta la fecha, sdlo se ha realizado un trabajo sobre mutaciones del promotor
de TERT en carcinomas sebaceos."”® En él se estudia, mediante secuenciacion
Sanger, la presencia de esta mutacién en un grupo de tumores perioculares, que
incluye carcinomas de células basales, carcinomas epidermoides, carcinomas
epidermoides in situ, neoplasias intraepiteliales conjuntivales y carcinomas sebaceos.
En la muestra de carcinomas sebaceos perioculares, formada por 20 casos, ningun
tumor mostraba mutacién en el promotor de TERT.""®

Como se ha comentado anteriormente, en nuestro estudio si hemos detectado
mutaciones en el promotor de TERT en los carcinomas sebaceos. En concreto, el
27,6% (8 de 29) de los tumores analizados estaban mutados. El 33,3% (2 de 6) eran
perioculares y el 66,7% (4 de 6), extraoculares de cabeza y cuello. En los otros dos
casos se desconocia la localizacion. En cuanto a las mutaciones encontradas, las mas
frecuentes fueron la C228T y la C250T, ambas con igual frecuencia, un 37,5% (3 de
8). Otras mutaciones detectadas con menor frecuencia fueron la C242T, en un 12,5%
(1 de 8) de los casos y la CC242_243TT, en un 12,5% (1 de 8). Estos resultados son
similares a los obtenidos en otros tipos de neoplasias cutaneas'?. Segun lo reportado
en la literatura, en los tumores cutaneos, en general, las mutaciones C228T y C250T
tienen una frecuencia similar o la C250T supera a la C228T, a diferencia de otras
neoplasias, en las que la mutacion C228T tiene mayor prevalencia que la C250T."%°

En cuanto al melanoma (Figuras V.1 y V.2), el estudio de Horn'"® detecté la
mutacion del promotor de TERT en un 74,4% (125 de168) de las lineas de melanoma
estudiadas, de las cuales, el 51,2% (64 de 125) eran la C250T y el 36,8% (46 de 125),
la C228T. En el caso de los melanomas cutaneos primarios, la mutacién se encontro
en un 32,5% (25 de 77), siendo algo superior la C228T, 28% (7 de 25) que la C250T,
20% (5 de 25)."" Huang detecté la mutacién en un 71,4% (50 de 70) de melanomas,
con una frecuencia similar para la C228T, 50% (25 de 50), y la C250T, 46% (23 de

50)."'* En el trabajo de Heidenreich, la mutacion se observé en un 37,9% (109 de 287)
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de melanomas cutaneos primarios, siendo la C250T mas frecuente, 46,8% (51 de
109), que la C228T, 32,1% (35 de 109)."* Los resultados obtenidos por Griewank
fueron similares, con una frecuencia de mutacion del promotor de TERT del 42,5%
(154 de 362), correspondiendo a la C250T una frecuencia del 50% (77 de 154) y a la
C228T, un 30,5% (47 de 154)."*2

Respecto a los carcinomas basocelulares y epidermoides (Figuras V.1 y V.2),
Scott encontré una frecuencia para la mutacién del promotor de TERT del 78,3% (18
de 23) en carcinomas basocelulares esporadicos, del 68,4% (13 de 19) en carcinomas
basocelulares del sindrome nevoide basocelular y del 50% (13 de 26) en carcinomas
epidermoides.”*® Por tipos de mutacién, en los carcinomas basocelulares esporadicos
mutados la frecuencia de la C250T fue del 38,9% (7 de 18) y la de la C228T del 16,7%
(3 de 18); en los asociados al sindrome nevoide, la C250T suponia un 30,8% (4 de 13)
y la C228T un 46,1% (6 de 13), mientras que en carcinomas epidermoides estas
frecuencias fueron del 53,8% (7 de 13) para la C250T y del 30,8% (4 de 13) para la
C228T.""° En el trabajo de Griewank se encontraban mutados el 56,2% (18 de 32) de
los carcinomas basocelulares y el 50% (17 de 34) de los epidermoides.”® La
mutacion C250T se identificaba en un 61,1% (11 de 18) de los carcinomas
basocelulares mutados y la C228T en un 22,2% (4 de 18), mientras que en los
epidermoides la C250T suponia el 29,4% (5 de 17) de los casos mutados y la C228T
el 35,3% (6 de 17)."

En el caso del fibroxantoma atipico y del sarcoma pleomorfico dérmico (Figuras
V.1y V.2), la frecuencia de mutacion en el promotor de TERT detectada por Griewank
fue del 92,6% (25 de 27) en el primero y del 76,5% (26 de 34) en el segundo. En el
fibroxantoma atipico era mayor la mutacion C228T, 36% (9 de 25), que la C250T, 28%
(7 de 25). En el sarcoma pleomérfico dérmico, la frecuencia de mutacion para la
C250T era de 50% (13 de 26) y para la C228T, de 38,5% (10 de 26)."*’
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Figura V.1. Frecuencia de mutaciones en el promotor de TERT en tumores cutaneos. Se muestran las frecuencias
en los carcinomas sebaceos de nuestra serie, melanomas, carcinomas de células basales, carcinomas de células

escamosas, fibroxantoma atipico (FA) y sarcoma pleomorfico dérmico (SPD). LC: linea celular; SNB: sindrome
nevoide basocelular.
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carcinomas sebaceos de nuestra serie, melanomas, carcinomas de células basales, carcinomas de células
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Respecto a las otras dos mutaciones encontradas en nuestro estudio, la
CC242_243TT fue detectada en el trabajo de Horn en un 6,4% (8 de 125) de las lineas
celulares de melanoma mutadas y en un 32% (8 de 25) de melanomas primarios
mutados.”™ En el estudio de Heidenreich, la mutaciéon CC242 243TT se observo en
un 6,4% (7 de 109) de melanomas mutados y la C242T en un 0,9% (1 de 109),"*
mientras que las frecuencias, en el trabajo de Griewank, fueron de 13% (20 de 154) y
0,6% (1 de 154), respectivamente.'? En los carcinomas de basocelulares, Griewank
encontréo la mutacién CC242_243TT en un 11,1% (2 de 18) de los carcinomas
mutados y Scott en un 33,3% (6 de 18) de los carcinomas basocelulares esporadicos y
en un 7,7% (1 de 13) de los asociados a sindrome nevoide basocelular.”*® En el caso
de los carcinomas epidermoides, la frecuencia de esta mutacion fue del 23,5% (4 de
17) en el trabajo de Griewank y del 15,4% (2 de 13), en el de Scott."® Finalmente, en
el fibroxantoma atipico la frecuencia de esta mutacion fue del 12% (3 de 25) y en el
sarcoma pleomorfo del 7,7% (2 de 26)."*’

Los trabajos mencionados emplearon, en su mayoria, la secuenciacién Sanger
como Unica técnica de deteccion de la mutacion.''>137:138142143 4oy v Huang utilizaron
también técnicas de secuenciacién masiva.'"*'"* En nuestro estudio hemos empleado
tres técnicas para la deteccibn de la mutacion en el promotor de TERT:
pirosecuenciacion, secuenciacion Sanger y secuenciacion masiva o Next generation
sequencing (NGS). Es importante destacar que no hubo diferencias significativas en
cuanto a la deteccion de la mutacién entre las técnicas (p-valor: 0,9714). Ademas, las
tres técnicas mostraron un grado de acuerdo casi perfecto para las diferentes
mutaciones (indice kappa de Fleiss de 0,9; intervalo de confianza al 95%: 0,41-1).

En uno de los casos, la secuenciacion masiva no detecté una mutacion C228T,
lo que se ha atribuido a que la técnica se realizé tras repetidas extracciones de ADN
de la muestra y probablemente ya no existieran células tumorales al secuenciar. La
mutacion compuesta CC242_243TT solo fue detectada por NGS. La discordancia en
este caso pudo deberse, en el caso de la secuenciacién Sanger, a su menor
sensibilidad y, en el caso de la pirosecuenciacion, al disefio del programa de

deteccidn, que no contemplaba el analisis de dicha mutacion.

4. DIFERENCIAS CLINICO-PATOLOGICAS ENTRE CARCINOMAS
SEBACEOS MUTADOS Y NO MUTADOS

La mutacion en el promotor de TERT se ha asociado con distintas variables

clinico-patolégicas en diversos tumores.’”'® En el caso de los melanomas,
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Heidenreich ha encontrado que existe asociacion entre la mutacion y mayor edad de
los pacientes, ulceracion del tumor y mayor espesor de Breslow, ademas, las
mutaciones del promotor de TERT tendian a ocurrir junto con mutaciones de BRAF vy
alteraciones en CDKN2A."®  En el trabajo de Griewank, la mutacion era
significativamente mas frecuente en melanomas no acrales que en los de localizacién
acral y de mucosas, en los subtipos nodulares y de extension superficial y en aquéllos
con mayor espesor de Breslow. Ademas, su presencia se asociaba con una peor
supervivencia en los melanomas no acrales. También observé que la mutacion era
significativamente mas frecuente en tumores con mutacion BRAF o NRAS."? En los
tumores del sistema nervioso central, las mutaciones en el promotor de TERT influyen
en los resultados clinicos, ya que se han asociado a progresién tumoral y peor
supervivencia.'*® En el trabajo de Labussiére en gliomas, la mutacién se observaba en
el 60,8% (491 de 807) de los tumores y se asociaba con resultados clinicos
desfavorables. Se establecieron cuatro grupos diagnoésticos en funcion de la mutacion
en el promotor de TERT y en IDH. El grupo que presentaba menor supervivencia era
el de los tumores con promotor de TERT mutado e IDH no mutado, que ademas
mostraba alta asociacién con la amplificacién en EGFR."" En el trabajo de Eckel
también se clasificé una serie de gliomas segun la presencia de mutacién del promotor
de TERT, mutacion IDH y la codeleccién 1p19q. Se observd que, en términos de
supervivencia, la mutacion en el promotor de TERT es, en general, desfavorable en
ausencia de mutacién en IDH y favorable en presencia de mutacion en IDH vy
codeleccion 1p19q."* En el cancer de tiroides se ha observado que la mutacién se
asocia con pacientes de edad mas avanzada, mayor tamafio tumoral, recidiva,
metastasis a distancia, estadio alto (I1l/IV) y mortalidad.’*® En cuanto a los tumores en
el sistema urinario, la mutacién se ha detectado con frecuencia similar en tumores en
diferentes estadios o grados, por lo que se considera que tiene un valor prondstico
limitado.*® Podria ser un biomarcador util para la deteccién de recidivas en pacientes
con carcinoma urotelial de vejiga."* %% En tumores no invasivos, la mutacién de
FGFR3 tiende a coexistir con las mutaciones del promotor de TERT."**

En nuestro estudio, cabe destacar que la mutacion del promotor de TERT se
detecta en pacientes con una edad media mayor en el momento del diagnéstico (86
afos en carcinomas mutados frente a 72 en no mutados) y con mayor frecuencia en
mujeres (66,7% en el grupo de tumores mutados frente a 58,8% en los no mutados).
Ambos grupos presentan una frecuencia similar de localizacion en la zona periocular
(33,3% en mutados y 35,3% en no mutados), mientras que los mutados son mas
frecuentes en la regién extraocular de cabeza y cuello (66,7%) frente a los no mutados
(52,9%).
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Respecto a la evolucion clinica, se ha observado que los pacientes con
carcinoma mutado desarrollaban neoplasias viscerales con una frecuencia algo menor
(20%) que los pacientes con carcinoma no mutado (28,6%). En cuanto a la recidiva
local, solo se detectd en un paciente con un carcinoma no mutado (9,1%), mientras
que los pacientes con carcinoma mutado no presentaron ninguna.

En relacion a la expresién inmunohistoquimica de proteinas MMR, los
carcinomas no mutados mostraban un mayor porcentaje de tumores con pérdida de
tincién (31,6%) que lo mutados (12,5%).

Respecto a las variables histopatoldgicas, no se observaron diferencias entre
ambos grupos en el grado de diferenciacion histolégica, mientras que si se detectd
mayor porcentaje de carcinomas escamoides (75%) en el grupo mutado y basaloides
(57,1%) en el no mutado. Los carcinomas sebaceos con mutacion del promotor de
TERT han mostrado, de forma significativa, una mayor frecuencia de patron de
crecimiento grado lll, es decir, invasivo o medular en sdbana (37,5%) que los no
mutados (4,8%).

Otros datos histologicos asociados a mal pronéstico en los que hemos
observado una mayor frecuencia en carcinomas mutados han sido el tamafio tumoral
mayor de 10 mm (50% en mutados y 33,3% en no mutados), extension pagetoide
(37,5% en mutados y 23,8% en no mutados) e invasién linfovascular (12,5% en
mutados y ninguno en los no mutados). Ninguno de los pacientes con estos factores
de mal prondstico sufrié recidiva de la lesion y no se identificé ningun otro signo de
mala evolucion clinica.

Hemos valorado la presencia de elastosis solar y su relacién con la mutacion
para determinar el papel de la luz ultravioleta en la patogénesis de estos tumores.
Hemos observado que la elastosis es mas frecuente en los carcinomas mutados
(62,5%) que en los no mutados (23,8%). Esta diferencia, aunque no alcanza la
significacion estadistica, junto con la presencia en las mutaciones de las transiciones
C>T y CC>TT, caracteristicas de etiologia por luz UV, sugiere su participacion en el
desarrollo de estas neoplasias.

Finalmente, hemos estudiado la relacién entre la mutacion y el estadio TNM.
No encontramos asociacion entre la mutacién del promotor de TERT y estadios
patolégicos mas altos de los tumores estudiados (estadios T2a y T2c en carcinomas
sebaceos perioculares y estadio T2 y T3 en carcinomas sebaceos extraoculares de

cabeza y cuello).
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5. OTRAS MUTACIONES DETECTADAS EN CARCINOMAS SEBACEOS

Dos estudios recientes han analizado mediante NGS el perfil mutacional de los
carcinomas sebaceos.

En el trabajo de Tetzlaff,'® se analizaron 409 genes relacionados con cancer
en 27 carcinomas sebaceos. En los tumores perioculares primarios o con recidiva local
(n=18), se detectaron un total de 81 mutaciones soméaticas (mediana por lesion: 3;
rango: 0-16), 12 de las cuales se producian en genes considerados susceptibles de
tratamiento (NF1, IDH2, PDGFRB, TET2, PTEN, PI3KCA, AKT1 y BRAF). En los
carcinomas extraoculares (n=4) se detectaron 77 mutaciones totales (mediana por
lesion: 22,5; rango: 3-29), 18 de ellas en genes considerados susceptibles de
tratamiento (ALK, BTK, FGFR2, PTEN, PDGFRB, MET, TSC, ERBB2, PIK3R2,
CHEK2, ABL2, HRAS, NF1 y ABL1). En las metastasis de carcinomas perioculares
(n=5) se encontraron 58 mutaciones (mediana por lesién: 8; rango: 2-23), 13 de las
cuales ocurrian en genes considerados susceptibles de tratamiento (CHEK2, ERBB2,
PIK3CA, NOTCH2, MAPKS8, PTPN11, AKT2, AKT3, ABL2 Y JAK1).

En nuestro trabajo estudiamos un panel de 14 genes relacionados con cancery
detectamos 40 mutaciones en 8 de ellos. El gen mas frecuentemente mutado fue
TP53 en un 55,2%, seguido de la mutacion en el promotor de TERT, observada en un
24,1%. Otras mutaciones detectadas fueron en EGFR (17,2%), ATRX (13,8%),
PDGFRA (10,3%), CDKN2A (10,3%), PTEN (3,4%) y ACVR1 (3,4%).

El 87,5% (7 de 8) de los carcinomas perioculares estaba mutado. Encontramos
un numero de mutaciones totales de 18 (mediana por lesion: 3; rango: 2-3), con 7
mutaciones en genes considerados susceptibles de tratamiento (EGFR, PDGFRA,
CDKN2A y PTEN). En los extraoculares, el porcentaje de mutados fue de 73,3% (11
de 15). El numero de mutaciones somaticas totales fue similar, 19 (mediana por lesion:
1; rango: 1-2), con 5 mutaciones en genes considerados susceptibles de tratamiento
(EGFR, PDGFRA y CDKN2A).

Los genes mas frecuentemente mutados en el estudio de Tetzlaff'® fueron
TP53 (51,8%) y RB1 (33,3%). Estas mutaciones sélo se observaban en los tumores
de localizacion periocular. Otros genes frecuentemente mutados fueron PIK3CA,
PTEN, ERBB2 y NF1. Los tumores de ambas localizaciones mostraban mutaciones en
genes relacionados con la via de sefializacion PI3K: PTEN, PIK3CA, ERBB2, NF1,
AKT y BRAF en los perioculares y FGFR2, ERBB2, PTEN, PIK3C2B, EGFR, NF1 vy
BRAF en los extraoculares, de manera que la activacion de esta via seria frecuente

independientemente de la localizacion de la lesién.
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Sdlo los carcinomas perioculares mostraban mutacion en el gen TP53 y ésta se
correlacionaba con una expresién nuclear aumentada de proteina p53 en el estudio
inmunohistoquimico. Se observo, también, que la mutacion se detectaba en 5 lesiones
de un mismo paciente (tumor periocular primario, recidiva local y metastasis en
parétida, higado y pulmon). Ademas, como se comenta en el articulo, otros autores
han reportado una elevada frecuencia de mutaciones en TP53 en carcinomas
sebaceos perioculares. Hussain'® analizé 14 carcinomas perioculares y el 50% estaba

mutado. Kiyosaki'®

estudié 15 carcinomas perioculares, de los cuales el 66,7%
presentaba la mutacién. Por otro lado, Shalin'® reporté una mayor expresion
inmunohistoquimica de p53 en tumores perioculares, 40% (4 de 10), frente a los de
otra localizacién, 16% (4 de 25). Por todo ello, segun Tetzlaff, los carcinomas
sebaceos perioculares surgirian por alteracion de las vias dependientes de TP53.'%

En los carcinomas sebaceos extraoculares se detectaron mutaciones que
afectaban a genes relacionados con la reparacion del ADN y remodelamiento de la
cromatina, como FANCA, WRN, ARID2, MLH1, MSH2, CHECK2, SMARCB1,
SMARCA4 y MLL3. Ademas, la mayoria de ellos mostraba una elevada mediana
mutacional por lesion (22,5; rango 3-29), defectos en la expresion de las proteinas
MMR vy fenotipo de inestabilidad alta de microsatélites. Estos tumores se
desarrollarian, por tanto, a partir de defectos en los genes reparadores MMR."%®

En el trabajo Harvey,'” se analizaron 22 tumores sebaceos circunscritos, de
los cuales 6 eran carcinomas sebaceos. El gen TP53 estaba mutado en todos los
carcinomas, tanto perioculares como extraoculares. Otros genes mutados, también en
ambas localizaciones, fueron CDKN2A (83,3%) y EGFR (33,3%); mientras que se
observaba la mutacion en KRAS y CTNNB1 solo en los tumores de localizacion
extraocular, con unas frecuencias de 50% y 16,7%, respectivamente.

Coincidimos con el trabajo de Tetzlaff en que en ambas localizaciones
detectamos mutaciones en genes relacionados con la via PI3K: EGFR y PDGFRA en
extraoculares y EGFR, PDGFRA y PTEN en perioculares.

Al igual que Harvey y a diferencia de Tetzlaff, hemos encontrado mutaciones
en TP53 en tumores de ambas localizaciones, en un 87,5% (7 de 8) de los carcinomas
perioculares y en un 53,3% (8 de 15) de los extraoculares. Por otro lado, la afectacién
de ATRX, gen relacionado con la remodelacion del ADN, no fue exclusiva de la
localizacion extraocular, ya que se detectdé en ambos grupos: 25% (2 de 8) de los
perioculares y 13,3% (2 de 15) de los extraoculares. Ademas, observamos afectacién
de las proteinas MMR en el estudio inmunohistoquimico en ambos grupos, aunque
con mayor porcentaje en los extraoculares, 28,6% (4 de 14), que en los perioculares,

12,5% (1 de 8). No se encontraron diferencias significativas en el estudio estadistico y
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parece que tanto las alteraciones en la via de TP53 como en los genes reparadores de
ADN podrian influir en el desarrollo de los tumores en ambas localizaciones.

Hemos hallado también, en nuestra serie, mutaciones en el gen CDKN2A en
un 10,3% (3 de 29) de los casos, porcentaje inferior al reportado por Harvey, que lo

' encontro

detectd en un 83,3% (5 de 6) de los carcinomas. El estudio de Liau
hipermetilacién del promotor de CDKN2A en un 45,8% (11 de 24) de los carcinomas
sebaceos perioculares estudiados y este resultado se correlacionaba con una edad
mas joven de los pacientes (47-79 afnos, con una media de 66 afos). En nuestro caso,
de los tres tumores mutados, uno era periocular y dos extraoculares y los pacientes
tenias unas edades comprendidas entre los 88 y los 91 afios.

Detectamos una mutacion en el gen ACVR1 en un caso de carcinoma sebaceo
extraocular. Este gen codifica la proteina ACVR1 (también denominada ALK2), que
interviene en la via BMP (bone morphogenic protein), responsable del desarrollo y
reparacion del sistema esquelético. Ademas de estar relacionada con la fibrodisplasia
osificante progresiva, la mutacién de este gen esta implicada en el glioma pontino

intrinseco difuso®?

A nivel cutaneo, en un trabajo reciente en el que se estudian
modelos de ratén con sobreexpresion de la proteina ACVR1, se han observado
alteraciones en la morfogénesis del foliculo piloso."®® Dada la relacién entre el
desarrollo del foliculo piloso y la glandula sebacea y el resultado encontrado en
nuestro estudio seria interesante analizar si la alteracion de este gen esta implicada en
la patologia de glandula sebacea.

Finalmente, mediante NGS hemos comparado los carcinomas que conservan
las proteinas MMR en el estudio inmunohistoquimico con el grupo que las pierde, en
los que cabria esperar mayor probabilidad de inestabilidad gendmica en los estudios
moleculares. En el grupo de carcinomas que las expresa hemos observado un 80% de
carcinomas con mutaciones, detectando 33 mutaciones totales, con una mediana de 2
mutaciones por lesion (rango:1-3). El gen mas frecuentemente mutado fue TP53
(70%), seguido del promotor de TERT (35%), EGFR (15%), ATRX (15%), CDKN2A
(15%), PDGFRA (10%) y PTEN (5%). El porcentaje de tumores mutados en el grupo
que pierde las proteinas MMR es menor (43,8%) y tienen menos mutaciones
somaticas, 5 en total, con una mediana de 1 mutacién por lesién (rango:1-2). En este
grupo los cinco genes mutados (TP53, EGFR, ATRX, PDGFRA y ACVR1) muestran
las misma frecuencia (14,3%) y no se observd ninguna mutacion en el promotor de
TERT. Se encontré6 que la diferencia entre ambos grupos fue significativa en las
mutaciones totales (p-valor: 0,00001) y en la mutacién de TP53 (p-valor: 0,0348).
Cabria esperar que el grupo que pierde las proteinas MMR mostrase mayor carga

mutacional, ya que tienen mas probabilidad de presentar alteraciones en los estudios
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geneéticos que los que mantienen las proteinas. Esto podria explicarse por la diferencia
de tamafio muestral entre ambos grupos (7 carcinomas con proteinas alteradas y 20
con proteinas normales).

En cuanto a la diferencia observada en TP53, una posible explicacion es que
en los tumores que conservan las proteinas MMR las alteraciones de la via molecular
TP53 tendrian mas relevancia que en los tumores que las pierden, en los que
destacarian las alteraciones de la via MMR. Aunque habria que realizar mas estudios

para confirmarlo.
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VI. CONCLUSIONES

1.- La mutacién del promotor de TERT se ha detectado en el 27,6% de los
carcinomas sebaceos de nuestra serie. La mutacidon no se ha identificado en tumores

sebaceos benignos.

2.- La diferencia en la mutacion del promotor de TERT entre carcinomas
sebaceos y sebaceomas ha resultado significativa, por lo que su presencia apoyaria

un diagnostico de malignidad.

3.- El perfil histopatolégico de los carcinomas sebaceos mutados se
caracteriza, de manera significativa, por una mayor frecuencia de patron de

crecimiento invasivo, respecto a los carcinomas no mutados.

4.- Se han detectado mutaciones en otros genes en los carcinomas sebaceos.
El gen mas frecuentemente mutado fue TP53, seguido del promotor de TERT. Otros
genes afectados con menor frecuencia han sido EGFR, ATRX, PDGFRA, CDKN2A,
PTEN y ACVR1. Los carcinomas sebaceos que conservan la expresion nuclear de
proteinas MMR en el estudio inmunohistoquimico han mostrado, de forma significativa,
un mayor porcentaje de mutaciones en el gen TPS&3, respecto a los carcinomas

sebaceos con proteinas alteradas.
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