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Abreviaturas

AJCC: American Joint Committee
on Cancer

ALK: Anaplastic Lymphoma Kinase
(kinasa del linfoma anaplasico)
ADN: Acido desoxirribonucleico
ARN: Acido Ribonucleico

ARNm: Acido Ribonucleico
Mensajero

BAP1: BRCA1-Associated Protein-1
(proteina asociada a BRCA)

CGH: Comparative Genomic
Hybridization (hibridacion genémica
comparada)

ES: Error estandar

EORTC: Organizaciéon Europea
para la Investigacion y el
Tratamiento del Cancer

FDA: Food and Drug Administration
(Administracion de alimentos y
drogas)

FISH: Fluorescence In Situ
Hybridization (hibridacion
fluorescente in situ)

HE: Hematoxilina-Eosina

IHQ: Inmunohistoquimica

M: Melanoma

MAPK: Mitogen-Activated Protein
Kinases (proteinas quinasas
activadas por mitdgenos)
MELAN-A/MART-1: Antigenos de
Melanoma Reconocidos por células
T1

MS: Melanoma de Spitz

N: Nevus

NGS: Next-Generation Sequencing
(secuenciacién de siguiente
generacion)

NS: Nevus de Spitz

NTRK: Neurotrophic Tyrosine
Receptor Kinase (receptor tirosin
guinasa neurotrofico)

OR: Odds Ratio

PCR: Polymerase Chain Reaction
(reaccion en cadena de polimerasa)
REF: Referencia

RET: REarranged during
Transfection (reorganizado durante
la transfixion)

ROS-1: C-ROS oncogene 1
(oncogen c-rosl)

RT-PCR: Real-Time Polymerase
Chain Reaction (reaccién en cadena
de polimerasa en tiempo real)

RR: Riesgo Relativo.

TILs: Tumoral inflammatory infiltrate
(infiltrado inflamatorio intratumoral)
TSA: Tumor de Spitz Atipico

UV: Ultravioleta
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Resumen

Los tumores de Spitz son neoplasias melanociticas frecuentes en personas
jovenes. Dada la gran diversidad genética de dichos tumores se han descrito
subgrupos en base a sus alteraciones genéticas Unicas, que en algunos casos

pueden constituir dianas terapéuticas.

Objetivos

Determinar la prevalencia y validar la expresion de alteraciones genéticas en
las neoplasias melanociticas de Spitz, usando técnicas de inmunohistoquimica,
FISH y PCR; asi como identificar las caracteristicas histolégicas de dichas
alteraciones moleculares y comparar los resultados con nevus y melanomas
convencionales. Por ultimo proponer un algoritmo que permita predecir

alteraciones moleculares en base a las caracteristicas clinicas e histologicas.

Material y métodos

Se reunen 160 casos, de los cuales 115 provienen de pacientes con tumores
de Spitz, correspondientes a 71 casos de nevus de Spitz, 26 tumores de Spitz
atipicos y 18 melanomas de Spitz. Ademas se reunen 45 muestras de tumores

de tipo no Spitz, correspondientes a 21 nevus y 24 melanomas convencionales.

Se revisan los datos clinicos y se realizan técnicas para detectar alteraciones
moleculares de los tumores de Spitz (HRAS, BAP1, ROS1, ALK, NTRK, BRAF,
MET y RET) para compararlos con nevus y melanomas convencionales. Se
realiza inmunohistoquimica y se compara con técnica de FISH y PCR. Luego se

identifican los hallazgos histolégicos en cada caso.
Para el analisis se realiza test exacto de Fisher, luego regresion logistica

univariado y posteriormente se realiza un modelo ajustado multivariado. Se

considera estadisticamente significativos cuando la p<0,05.
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Resultados

Los tumores de Spitz son frecuentes en pacientes de sexo femenino, jévenes

y estan localizadas predominantemente en miembros superiores e inferiores.

La alteracién de la via tirosin-quinasa mas frecuente detectada es la mutacion
de BRAF (25%), seguida del reordenamiento de ALK (8%), NTRK (7%), mutacién
de BAP-1/BRAF (4%) y por ultimo HRAS (1,8%). No se identifican casos con
fusiones de ROS1, MET y RET.

La mutacion de BRAF se asocia en primer lugar con el diagnéstico de nevus
convencional (p<0,0001), seguido de melanoma de Spitz (p=0,0004), melanoma
convencional (p=0,0336) y tumor de Spitz atipico (p=0,0985); asi como la
morfologia citoldgica de tipo epitelioide (p=0,0177).

El reordenamiento de ALK se asocia con el diagnostico de tumor de Spitz

atipico (p=0,0313) y la ausencia de componente epidérmico (p=0,0031).

La fusion de NTRK se asocia con el diagndstico de tumor de Spitz atipico
(p=0,0072), citologia de tipo mixto (p=0,0073), o fusiforme (p=0,8831) y la

presencia de inflamacion (p=0,0307).

Los resultados obtenidos en las determinaciones de los reordenamientos de
ALK y NTRK, se observan de forma exclusiva en los nevus de Spitz y tumores
de Spitz atipicos.

Los resultados con las técnicas de inmunohistoquimica tienen una buena
concordancia con los resultados con FISH y PCR (ALK: Kappa 0,8654; NTRK:

Kappa: 0,8995 y BRAF: Kappa: 0,8471)

El algoritmo propuesto es una herramienta util en la practica diaria, para

predecir alteraciones moleculares usando caracteristicas clinico-histologicas.
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Conclusiones

Los tumores de Spitz son lesiones melanociticas que deben diagnosticarse y
clasificarse correctamente ya que son frecuentes en personas jovenes. Albergan
diversas alteraciones moleculares, diferentes a las que se identifican de forma

frecuente en los nevus y melanomas convencionales.

La alteracion de la via tirosin-quinasa mas frecuente detectada es la mutacion
de BRAF, seguida del reordenamiento de ALK y NTRK. Algunas
determinaciones se asociaron con caracteristicas histoldgicas especificas que
han permitido realizar un algoritmo que intenta reunir los hallazgos clinicos y
microscopicos mas determinantes para poder clasificar mejor a las lesiones

melanociticas de acuerdo a sus alteraciones moleculares.

Las determinaciones de alteraciones de la via tirosin quinasa con las técnicas
de inmunohistoquimica tienen una buena concordancia con los resultados con
FISH y PCR, por tanto podria ser considerada una técnica valida para ser usada

en préactica diaria.

La importancia de nuestro estudio es validar la existencia de
reordenamientos, mutaciones y amplificaciones de oncogenes implicados en la
via tirosin quinasa que son potenciales dianas terapéuticas, especialmente en

melanomas de Spitz y en tumores de Spitz atipicos.
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Abstract

Spitz tumors are melanocytic neoplasms frequently observed in young
people. Studies indicate Spitz tumors are genetically diverse. Differents
subgroups of Spitz tumors have been described based on their different genetic
alterations, considered therapeutic targets.

Objectives

Determine the prevalence and expression of genetic alterations in Spitz
melanocytic neoplasms, using immunohistochemical technique, FISH and PCR,;
as well as identifying the histological characteristics in each molecular alteration
to compare the results with nevi and melanomas and finally create an algorithm

that predict molecular alterations based on histological characteristics.

Material and methods

A total of 160 cases were collected, selecting 115 samples from patients with
Spitz tumors, corresponding to 71 cases of Spitz nevus, 26 cases of atypical Spitz
tumors and 18 Spitz melanomas. In addition, 45 samples of non-Spitz type
tumors were collected, corresponding to 21 cases of nevus and 24 cases of

melanomas.

Clinical data and techniques were performed to detect molecular alterations
of Spitz tumors (HRAS, BAP1, ROS1, ALK, NTRK, BRAF, MET and RET) and
compared them with nevi and melanomas. Immunohistochemistry was compared
with FISH and PCR technique. The histological findings were identified in each

case.

Differences in the expression of molecular markers between two groups were
perfomed with Fisher's test, logistic regression with univariate analysis and
subsequently a multivariate adjusted model is performed and was considered
statistically significant when p <0.05. The data and graphics analyzes were

performed using the STATA software.
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Results

Spitz tumors are frequent in female patients, young and predominantly

located in upper and lower limbs.

The most frequent tyrosine kinase pathway detected is the BRAF mutation
(25%), followed by ALK rearrangement (8%), NTRK (7%), BAP-1 / BRAF
mutation (4%) and by last HRAS (1.8%). No cases were identified with fusions of
ROS1, MET and RET.

The BRAF mutation is first associated with the diagnosis of conventional
nevus (p <0.0001), followed by Spitz melanoma (p = 0.0004), conventional
melanoma (p = 0.0336) and atypical Spitz tumor (p = 0.0985); as well as
cytological morphology of epithelioid type (p = 0.0177).

ALK rearrangement is associated with the diagnosis of atypical Spitz tumor (p

= 0.0313) and the absence of an epidermal component (p = 0.0031).

NTRK fusion is associated with the diagnosis of atypical Spitz tumor (p =
0.0072), mixed type cytology (p = 0.0073), or fusiform (p = 0.8831) and the

presence of inflammation (p = 0.0307).

The results obtained in the determinations of the rearrangements of ALK and

NTRK, were observed exclusively in Spitz nevus and atypical Spitz tumors.
The results with immunohistochemical techniques are in good agreement with
the results with FISH and PCR (ALK: Kappa 0.8654; NTRK: Kappa: 0.8995 and

BRAF: Kappa: 0.8471)

The proposed algorithm is a useful tool in daily practice, to predict molecular

alterations using clinical-histological features.
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Conclusions

Spitz tumors are melanocytic lesions that must be correctly diagnosed and
classified as they are frequent in young people. They house various molecular
alterations, different from those that are frequently identified in conventional

nevus and melanoma.

The most frequent tyrosine kinase pathway detected is the BRAF mutation,
followed by the rearrangement of ALK and NTRK. Some determinations were
associated with specific histological characteristics that have allowed us to
perform an algorithm that attempts to gather the most determining clinical and
microscopic findings in order to better classify melanocytic lesions according to

their molecular alterations.

The determinations of alterations of the tyrosine kinase pathway with
immunohistochemical techniques have a good agreement with the results with
FISH and PCR, therefore it could be considered a valid technique to be used in

daily practice.

The importance of our study is to validate the existence of rearrangements,
mutations and amplifications of oncogenes involved in the tyrosine kinase
pathway that are potential therapeutic targets, especially in Spitz melanomas
and in atypical Spitz tumors.
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[.INTRODUCCION

Caracteristicas de la piel

La piel representa aproximadamente el 15% del peso total del cuerpo, y es el
organo mas extenso. Esta constituido por tres capas: epidermis, dermis y tejido
celular subcutaneo, que poseen estructuras y funciones especificas, que varian

segun la localizacién anatomica (1).

1.1 Epidermis

Se origina del ectodermo y estd constituida por un epitelio escamoso
estratificado queratinizado. La mayoria de las células epidérmicas son
queratinocitos (90-95%), el resto, melanocitos, células de Langerhans y de
Merkel (2).

Los queratinocitos son responsables del proceso de queratinizacion, que
junto a los desmosomas, hemidesmosomas y la membrana basal proporcionan
la integridad estructural de la epidermis (3); las células de Langerhans son
células presentadoras de antigenos y los melanocitos son células que derivan
de la cresta neural; se localizan fundamentalmente en la capa basal de la
epidermis y foliculos pilosos (4). Los melanocitos producen y secretan melanina,
cuya funcion mas importante servir de proteccién contra los efectos perjudiciales
de la radiacion ultravioleta no ionizante. El nimero de melanocitos en la piel
normal es constante en todas las razas, con una relacién de un melanocito por

cada 4 a 10 queratinocitos basales (5).

El nimero de melanocitos disminuye con la edad, y como consecuencia, la
transferencia de melanina a los queratinocitos también disminuye, por lo que la

piel se vuelve de color més claro y la incidencia de cancer de piel aumenta.

La diferenciacion celular melanocitica puede identificarse mediante la
expresion de ciertos antigenos que pueden detectarse mediante técnicas de

inmunohistoquimica, dichos marcadores son:
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- S-100: es un marcador muy sensible pero no especifico de células
melanociticas.

-  MELAN-A/MART-1: es un marcador de diferenciacion melanocitica, que
se expresa en melanocitos normales, en nevus, nevus de Spitz, y en
melanomas.

-  HMB-45: no se expresa en los melanocitos adultos, sino en melanocitos
embrionarios, melanocitos del bulbo piloso y melanocitos activados (4).
Por lo general lo expresan la mayoria de las células del melanoma, nevus

de Spitz, en el componente de la unién de los nevus y nevus displasicos.

1.2. Dermis y tejido celular subcutaneo

Se originan del mesodermo, proporciona soporte mecanico, rigidez y grosor
a la piel. La dermis esta compuesta por fibras colagenas y elasticas; consta de
dos zonas, la dermis papilar y la dermis reticular. La dermis adventicial combina
la dermis papilar y la dermis perianexial. Esta involucrada en la regulacion
térmica, posee nervios autondmicos y sensitivos que son responsables del tacto,

presion, vibracion y dolor, asi como de la secrecion de sudor y piloereccion (1)

Cada uno de los elementos que conforman la piel puede dar origen a una
proliferacion neoplasica. En este estudio se incluyen tumores de origen
melanocitico que son nevus y melanomas convencionales, asi como nevus de
Spitz, tumores de Spitz atipicos y melanomas de Spitz. Se realizara una breve

revision de las caracteristicas clinicas e histologicas.

Tumores melanociticos benignos: nevus

Los nevus melanociticos son proliferaciones benignas de los melanocitos. Se
pueden clasificar de multiples formas. Segun su aparicion (nevus congénitos y
nevus adquiridos), de acuerdo a su distribucion histolégica (nevus melanociticos
de la unidn, intradérmicos o compuestos) y segun caracteristicas especiales

(nevus de Spitz, nevus de Reed, nevus azul, entre otros)
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2.1. Nevus melanociticos adquiridos

Los nevus melanociticos adquiridos son lesiones muy frecuentes, simétricas,
de bordes definidos, de pequefio tamafio, planas o elevadas, de color marrén o

incluso similar a la piel circundante (6).

2.1.1 Epidemiologia

Los nevus melanociticos, suelen aparecer a partir de los 6-12 meses y van
aumentando en numero y tamafio hasta alrededor de los 25 afios,
posteriormente su incidencia va disminuyendo. Suelen presentarse en mayor

namero en pacientes de raza blanca (7).

2.1.2 Caracteristicas clinicas

Los nevus suelen ser pequeios (de 1 mm a 1 cm), redondos y planos. Su
color varia desde marron claro a negro. Al dermatoscopio muestran un patron

reticular predominante (8).

La probabilidad de transformacion maligna de los nevus melanociticos
adquiridos es muy baja, varia desde 0,0005% para los hombres y las mujeres
menores de 40 afios a 0,003%. Este riesgo estimado no justifica la extirpacion

sistematica de los nevus adquiridos (9).

2.1.3 Caracteristicas histologicas

Los nevus melanociticos pueden ser de la union, intradérmicos vy
compuestos. Estan constituidos por una proliferacion de melanocitos que forman
nidos (tecas), con una distribucién simétrica. Si las tecas solo se encuentran en
la interfase dermo-epidérmica, sobre todo en las crestas epidérmicas se
denominan nevus de la union, si ademas estan presentes en la dermis, se llaman
nevus compuesto y si solo estan presentes en la dermis, se conocen como nevus
intradérmicos. Los nevus compuestos e intradérmicos muestran maduracion de

los melanocitos en profundidad (10).
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2.2 Nevus de Spitz

En 1948, Sophie Spitz (10) describid las caracteristicas histolégicas de un
grupo de nevus en la infancia, que denominé “melanoma juvenil”. En 1953 Allen
y Spitz (11) describieron los criterios patolégicos microscopicos distintivos de
estas lesiones y sus diferencias con el melanoma. Sin embargo hoy se sabe que
el nevus de Spitz no es un precursor de melanoma sino la entidad clinica e

histoldgica que méas simula un melanoma.

2.2.1 Epidemiologia

La incidencia de nevus de Spitz es de 1,4 a 1,66 por cada 100.000 personas.
Aungue es mas frecuente en nifios y adultos jovenes, pueden afectar a cualquier
grupo de edad (10). Se han utilizado diferentes nombres para denominar al
nevus de Spitz: melanoma juvenil, nevus de células fusiformes y epitelioides,
lesion Spitzoide, tumor Spitzoide, melanocitoma Spitzoide y neoplasia Spitzoide.

El término definitivo de “nevus" connota un comportamiento benigno (12).

2.2.2 Caracteristicas clinicas

Clinicamente, suelen ser lesiones bien delimitadas, de color rojizo-marrén, de
pequefio tamafio y consistencia blanda, suelen encontrarse con mayor
frecuencia en cara y extremidades (13). Clinicamente, se pueden confundir con
lesiones no melanociticas como angiomas, granulomas piogénicos, fiboromas o
tumores anexiales. En la dermatoscopia presentan patrones bien definidos como
el “globular’, constituido por pequefios glébulos de color marron a negro
regularmente distribuidos en la periferia, que cuando se fusionan con el cuerpo
central de la lesién pueden formar proyecciones radiales conocidas como patrén

“estelar”.

2.2.3 Caracteristicas histolégicas

En los nevus de Spitz se identifican frecuentemente las siguientes

caracteristicas histologicas (figura 1):

- Simetria
- Células de morfologia fusiforme o epitelioide (citoplasma amplio, nucleos

monomorfos con cromatina abierta y nucléolos uniformes).
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- Hendiduras que separan a las células melanociticas.

- Cuerpos de Kamino: estructuras acelulares globulares, eosindfilas, formadas
a partir de la membrana basal y que se encuentran a menudo dentro de la
epidermis o sobre las papilas dérmicas.

- Maduracién de melanocitos en profundidad: los melanocitos se vuelven mas
pequefios conforme estdn més profundos en la dermis.

- No suelen tener mitosis.

- Puede haber extension pagetoide pero siempre suprabasal y limitado al
centro de la lesion.

- Puede acompafarse de hiperplasia epidérmica, hipergranulosis, e

hipergueratosis.

Figura 1: Nevus de Spitz, hallazgos histolégicos

A: Imagen histolégica panoramica de un nevus de Spitz, en el que se observa
gue la distribucion es simétrica (HE, X50). B: A mayor aumento se identifican
células de morfologia fusiforme, que se agrupan en nidos y muestran cierta
contraccion del citoplasma, lo que resulta en la formacion de pequefios espacios
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como hendiduras (HE, X50). C: En las puntas de 2 papilas, se ven pequefios
cuerpos eosindfilos de Kamino. Estos agregados de matriz de membrana basal
son comunes en los nevus de Spitz y mucho més raros en los melanomas (HE,
X100). D: Nevus de Spitz con células de morfologia epitelioide (HE, X100) (16).

Una variante del nevus de Spitz es el nevus de células fusiformes
pigmentadas, descrito por Reed, con prominente pigmentacion citoplasmatica,
compuesto por células delgadas y una disposicion fascicular a lo largo de la zona

de la unioén o en la dermis papilar.

3. Tumores melanociticos atipicos

3.1 Tumor de Spitz atipico

En 1989, Smith y colaboradores describen un nevus de Spitz con rasgos
atipicos con posible capacidad metastasica, es decir, un tipo de nevus con
caracteristicas Spitzoides pero sin datos histoldgicos de malignidad suficientes
para clasificarlo como melanoma aunque con capacidad de metastatizar a
ganglios linfaticos (17). Este diagndstico aparentemente contradictorio fue
designado por Barnhill como tumor de Spitz metastatizante o nevus/tumor de
Spitz atipico (18).

Ackerman y colaboradores mantienen que hay soélo dos categorias
diagndsticas (nevus y melanoma), otros sugieren que las lesiones de Spitz son
de hecho un espectro morfolégico que va desde la benignidad hasta la
malignidad (19), y que por tanto se deberian considerar como lesiones
intermedias cuando no es posible definir con precision si cumple criterios de

melanoma o de nevus de Spitz (18).

3.1.1 Epidemiologia

La incidencia global de los nevus Spitz se estima que representa menos del
1% de todos los nevus melanociticos, con un riesgo de aparicion de tumor de
Spitz a lo largo de la vida de 7 en 100.000 (20). Debido a que los criterios para
la designacion de tumor de Spitz atipico varian, la incidencia de tumores de Spitz

atipicos no esta formalmente descrita.
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3.1.2 Caracteristicas Clinicas

Los tumores de Spitz atipicos se presentan clinicamente como lesiones sobre
elevadas, nodulares, de color rojizo, que pueden medir mas de 1 cm de diametro
(21). Ludgate y colaboradores han descrito las caracteristicas de los tumores de
Spitz atipicos en 67 pacientes en la Universidad de Michigan. Ellos observaron
que eran mas frecuentemente no pigmentados (51%), con una edad media al
diagnostico de 24 afos, el 61% eran mujeres, el 30% de los tumores estaban
localizados en extremidades inferiores, y el 28% se localizaban en la cabeza y
cuello (22).

La relacion entre los hallazgos dermatoscoépicos e histopatolégicos no es
absoluto, ya que las lesiones que al dermatoscopio se ven atipicas no
necesariamente lo son al microscopio, situacién que ocurre en un 27% de los
casos (23). Sin embargo, cuando una lesién de Spitz es histopatolégicamente
atipica pero de clasificacion incierta, la presencia de caracteristicas
dermatoscopicas y clinicas de atipia significativa permiten clasificarla como un
tumor de Spitz atipico. Asi, la clave de la clasificacion exacta de nevus de Spitz,
tumor de Spitz atipico, y melanoma de Spitz sigue siendo una evaluacion

microscoépica cuidadosa junto con una correlacion clinico-patoldgica.

3.1.3 Caracteristicas histolégicas.

El diagndstico histopatolégico de los tumores de Spitz no es facil, un tumor
de Spitz atipico puede no demostrar todas las caracteristicas histologicas
atipicas, sin embargo, debe demostrar suficientes alteraciones para que la lesién

no sea considerada un nevus de Spitz ni un melanoma.

En la practica, los tumores de Spitz atipicos muestran algunas caracteristicas

de nevus de Spitz pero con caracteristicas histolégicas como (21):

- Tamafo: a menudo son lesiones de mas de 10 mm de diametro
- Asimetria

- Ulceracion

- Atipia citolégica

- Maduracién incompleta o ausente de los melanocitos
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- Aumento de mitosis dérmicas profundas o marginales

Las caracteristicas histologicas atipicas clasifican a los tumores de Spitz

atipicos como tumores melanociticos con potencial biologico incierto.

Las diferencias entre los distintos tipos de neoplasias Spitzoides se basa en
las caracteristicas histoldgicas comentadas anteriormente, ya que las técnicas
inmunohistoquimicas no han demostrado diferencias significativas salvo el indice
de proliferacion (ki67), que aumenta en las zonas profundas de los melanomas
de Spitz (24), asi como la pérdida completa de expresién de pl6 que también

puede ocurrir en melanomas de Spitz (25).

4. Lesiones melanociticas malignas

4.1 Melanoma

El melanoma es un tumor maligno derivado de melanocitos que afecta
predominantemente a la piel, pero también puede desarrollarse en mucosas,

0jos, leptomeninges y el tracto gastrointestinal.

4.1.1 Epidemiologia

Aproximadamente 200.000 pacientes son diagnosticados de melanoma
cutaneo al afio en todo el mundo, y 46.000 mueren por la enfermedad (26). La
incidencia de melanoma ha aumentado constantemente durante los ultimos 50

afos en la mayoria de las poblaciones de piel clara (27).

Existen diversos factores de riesgo para el desarrollo de melanoma, algunos
de ellos son (28):
- Piel clara, pelo rojo o rubio, ojos claros.
- Quemaduras solares en la infancia.
- Exposicion intensa e intermitente a la luz UV.
- Gran numero de nevus melanociticos.
- Nevus melanociticos congénitos o de gran tamaiio.
- Antecedentes familiares de melanoma.
- Alteracion en la reparacion del ADN como sucede en enfermedades como

xeroderma pigmentoso
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4.1.2. Caracteristicas clinicas

Al examen fisico se sospecha que una lesion pigmentada puede
corresponder a un melanoma, cuando aumenta de tamafio, es asimétrica, tiene
bordes irregulares, adopta diferentes tonalidades de coloracion, o superficie
irregular, sin embargo siempre debe ser confirmado mediante estudio

histopatologico.

4.1.3 Caracteristicas histoldgicas

Los melanomas presentan las siguientes caracteristicas histoldgicas:

- Proliferacion de melanocitos de forma asimétrica
- Extension pagetoide de los melanocitos.

- Extension lateral de melanocitos individuales

- Atipia citologica

- Ulceracion

- Ausencia de maduracién en profundidad.

- Mitosis profundas

- Consumicién de la epidermis

- Se puede asociar a infiltrado inflamatorio crénico en banda en la dermis.

Los melanomas se han clasificado tradicionalmente en: melanoma de
extensién superficial, melanoma nodular, lentigo maligno melanoma y melanoma
acral (29).

Los factores prondsticos mas importantes del melanoma son:

- Espesor Breslow: se define como el espesor del tumor en milimetros, medido
perpendicularmente a la epidermis desde la parte superior de la capa
granulosa hasta la ultima célula tumoral invasiva (30). Se considera el factor
prondstico histolégico mas importante.

- Nivel de Clark: es un sistema que permite describir el nivel de profundidad al
gue se encuentran las células neoplasicas. El nivel | corresponde cuando las
células neoplasicas alcanzan solamente la epidermis, el nivel Il cuando

infiltran la dermis papilar, el nivel Ill cuando llegan a la union de la dermis
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papilar y reticular, el nivel IV cuando infiltran la dermis reticular y por ultimo el
nivel V cuando infiltran el tejido celular subcutaneo.

- Ulceracion

- Indice mitotico

- Satelitosis: se definen como depdsitos de tumor separados del melanoma
principal por tejido dérmico normal, no cicatricial (31).

- Metastasis ganglionar

- Invasion vascular

4.2. Melanoma de Spitz

Los melanomas de Spitz son lesiones melanociticas malignas que comparten
caracteristicas morfologicas con los nevus de Spitz. Los melanomas de Spitz
aparecen en la edad adulta aunque hay casos reportados en la infancia y la

adolescencia (32).

4.2.1 Epidemiologia

Los melanomas de Spitz son mas comunes en adultos que en nifios, pero
debido a la baja incidencia de otros subtipos de melanoma cutaneo en nifos, la

incidencia de melanomas de Spitz es relativamente alta en nifios (33).

Los melanomas de Spitz pueden ocurrir en cualquier grupo étnico y en
cualquier ubicacion del cuerpo, especialmente en la cara o miembros inferiores.
En personas menores de 17 afios ha habido 1,3% de casos en Estados Unidos
en las dltimas dos décadas (34). Solo el 0,4% de los melanomas son

diagnosticados en la primera década de la vida (35).

4.2.2 Caracteristicas clinicas

No hay caracteristicas clinicas distintivas que sugieran que se pueda tratar
de un melanoma de Spitz. Las lesiones se caracterizan por ser nodulares y
usualmente amelandéticas. Suelen llegar hasta tamafios mayores de 1 cm y

pueden estar ulcerados. Son mas frecuentes en cabeza y extremidades (33).

La experiencia clinico-patolégica basada en un nimero limitado de casos,
refleja que el melanoma de Spitz suele ser clinicamente indistinguible al

dermoscopio del melanoma convencional. El patron dermatoscopico constituye
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una distribucion asimétrica de rayas, pseuddépodos y glébulos (36). Un
melanoma de Spitz puede surgir sobre un nevus de Spitz (37). En un 13,3% de
las lesiones que al dermatoscopio sugieren un nevus de Spitz, en pacientes

mayores de 12 afios, son melanomas (38).

4.2.3 Caracteristicas microscopicas

Los melanomas de Spitz se caracterizan por:

- Tamafio variable, pueden ser grandes.

- Morfologia celular fusiforme o epitelioide.

- Pleomorfismo nuclear y alteracion de la relacion nucleo-citoplasma.

- Asimetria y presencia de "hombro” (extension epidérmica).

- Falta de maduracion de melanocitos (melanocitos de gran tamafio en
dermis profunda).

- Extension pagetoide.

- Mitosis en la dermis profunda y mitosis atipicas.

- Presencia de cuerpos de Kamino.

- Pueden tener infiltrado inflamatorio en banda intratumoral.

- Se pueden asociar a hiperplasia epidérmica.

Una vez descritas las caracteristicas clinico-patologicas de las lesiones
melanociticas a estudiar, se describiran brevemente las vias moleculares
implicadas en la patogénesis de los tumores melanociticos, destacando las

alteraciones encontradas en los tumores de Spitz.
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Vias moleculares involucradas en la patogénesis y en el diagndstico de los

tumores melanociticos

Via de MAPK

La via molecular mas importante en la patogénesis del melanoma es la via

de las MAP-kinasas (“Mitogen-Activated Protein Kinases”- proteinas quinasas

activadas por mitdogenos). Existen una gran variedad de sefiales extracelulares,

como las citosinas y factores de crecimiento, que pueden activar una serie de

MAP-kinasas que, en ultimo término, regulan la expresién génica y diversos

procesos celulares como la supervivencia, proliferacion y la diferenciacién celular

en condiciones fisiologicas y patologicas. La sefalizacion de la via MAPK, de

forma simplificada, se propaga de la siguiente forma: Ras — Raf - MEK — ERK

(39) (Figura 2).
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Figura 2 Esquema de la via MAPK.

La activacion de la via MAPK constituye una via importante en el desarrollo

de lesiones melanociticas ya que por medio de la estimulacion de un receptor
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tirosin quinasa, se activa RAS y posteriormente se activa una cascada de
sefalizacion intracelular que genera la activacion de la MAP quinasa: ERK, que
es una quinasa serin-treonina que es capaz de traslocarse en el nicleo para
regular la transcripcion modificando la actividad de proteinas, como algunos

factores de transcripcion, modulando asi la expresion de distintos genes (40).

Los diferentes subtipos de tumores melanociticos benignos y malignos
muestran a menudo mutaciones en ciertos genes implicados en la via MAPK
usualmente asociados a otros eventos genéticos y epigenéticos. En el melanoma
se encuentran mutaciones de BRAF (50-70%) y NRAS (15-30%) que son las
mas frecuentes en piel intermitentemente expuesta al sol, pero sin dafio solar
cronico, seguidas de KRAS en un 2% y HRAS en un 1%, (41,42). GNAQ(9p21)
y GNA11 (19p13) que son mutaciones frecuentes en el melanoma uveal y KIT
(4912) que es la mutacion mas frecuente en el melanoma acral y de mucosas
(43,44). La activacién constitutiva de la via MAPK regula procesos claves como
la proliferacion celular, invasion vascular, angiogénesis y la supervivencia celular
(45).

Los nevus melanociticos adquiridos también albergan mutacién de BRAF en
el 60- 88% (46,47) y NRAS en el 20% de los casos. En los nevus congénitos
hasta un 80% tienen mutacién de NRAS (47) y en los nevus de Spitz, se identifica

mutacion y amplificaciéon de HRAS en el 11,8-16% de los casos (47,48).

Especialmente, en los tumores de Spitz, varios estudios indican que estos
tumores son genéticamente mas diversos de lo que se pensaba anteriormente,

es por ello que centraremos nuestro estudio en este tipo de tumores.
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Clasificacion de los tumores de Spitz en base a sus alteraciones genéticas

Actualmente se han agrupado a los tumores melanociticos de Spitz en tres
grandes grupos de acuerdo a sus alteraciones genéticas distintas, aunque cada
dia se suman nuevos hallazgos moleculares que podrian afiadir tumores de Spitz
en otras categorias, por tanto los grupos a considerar constituyen los mas

frecuentes.

El primero de ellos es el grupo de los tumores de Spitz con
mutacion/amplificacion de HRAS (13). El segundo grupo es el de lesiones de
Spitz con mutacion de BAP1 (14, 15), y el tercer grupo consiste en tumores de
Spitz con fusion de genes de la via tirosin quinasa (16). Los dos primeros grupos
tienen un fenotipo tipico que puede ser reconocido en la evaluacioén histolégica,
ver tabla 1. También se han descrito recientemente mutaciones en el promotor
de TERT (49), deleccion homocigota de 9p21 (25,50) y pérdidas aisladas de
60923 (51,52).

Tabla 1 Caracteristicas fenotipicas y genotipicas de tumores de Spitz

Caracteristicas fenotipicas y genotipicas de tumores Spitz (40)

HRAS BAP-1 Fusién de
kinasas
Fenotipo | Lesién centrada Lesién centrada en Hay tumores de
en la dermis, con dermis, polipoide, Spitz con
desmoplasia 'y células epitelioides con translocacion de ALK

células fusiformes. componente de nevus  que son polipoides

convencional en la con células
periferiay con fusiformes. En el
linfocitos resto de fusiones no
intratumorales hay fenotipos

caracteristicos

identificados.

50



Genotipo | Mutacién o Mutacion de BAP-1 Fusion de ROS-1
amplificacion frecuentemente (17%), NTRK (16%),
HRAS asociado a mutacion ALK (10%), BRAF
de BRAFV600E. (5%), RET (3%) MET
(<1%)
Importancia | Buen pronéstico. Puede corresponder a  En caso de tumores
en el una mutacién malignos pueden ser
diagnaostico germinal. El dianas terapéuticas
comportamiento (ALK, ROS, RET),
biol6gico no estéa claro. con inhibidores de
kinasa como
crizotinib,
carbozantinib y
vandetanib.
HRAS

La alteracion genética mas frecuente encontrada en los nevus de Spitz
involucra el gen HRAS, en un 16% de los casos, siendo la primera alteracion que
se describi6. El gen HRAS pertenece a la familia de los genes RAS (53). Se ha
identificado mutacién y ganancia en el nimero de copias del gen presente en el
cromosoma 11p15.5. Las mutaciones oncogénicas de HRAS involucran los
codones 12 o 13 (ex6n 1) y el coddn 61 (exén 2). Bastian y colaboradores en
1999 observaron que un 67% de los nevus de Spitz tenian ganancias en 11p
asociadas a mutaciones activadoras en HRAS, comparado con el 5% de las

lesiones que tenian mutacién de HRAS sin ganancias en 11p (54).

A nivel histolégico, la mayoria de los tumores de Spitz con amplificacion de
HRAS estan constituidos por una proliferacién de células neoplasicas que en su
mayoria estan centradas en la dermis, las células suelen tener una morfologia
fusiforme, asociadas a una marcada desmoplasia del estroma y pueden
observarse asiladas mitosis (Figura 3) (13, 17). Es importante diferenciar este

grupo de lesiones ya que tienen un comportamiento benigno (10, 17, 18).
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Figura 3 Nevus de Spitz con mutacién de HRAS

A: Nevus de Spitz intradérmico con escasa celularidad, B células individuales
y en conglomerados de morfologia epitelioide y fusiforme, entremezcladas con
haces de colageno C: células neoplasicas epitelioides con cromatina vesicular y

nucléolos prominentes (55)

Clinicamente la presencia de mutacién/amplificacién de HRAS en tumores de
Spitz esta asociada a un buen prondstico. A nivel histologico los tumores de Spitz
con alteraciones en HRAS pueden tener rasgos que se confundan con un
melanoma. Debido a la baja prevalencia de alteraciones de HRAS en melanomas
se piensa que un nevus de Spitz con mutaciones de HRAS tiene poca

probabilidad de progresar a melanoma (56).

BAP1

El segundo grupo lo constituyen los tumores de Spitz que presentan
mutaciones en BAP-1, también conocidos como BAPomas. La “BRCA1-
Associated Protein-1 (BAP1) es una enzima nuclear desubiquitinizante, que
desempefia un papel importante en el genoma humano, ya que es una proteasa

que tiene como funcion la regulacién del ciclo celular, la diferenciacién celular,
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muerte celular y la respuesta al dafio del ADN, por tanto tiene un efecto en la

supresion del crecimiento celular tumoral (57)(58).

El efecto principal de la progresion tumoral por la presencia de BAP1 mutado,
se debe a la funcion supresora de tumores cuando BAP1 esta intacto. BAP1
recluta los sitios de dafio en el ADN y promueve la reparacion de estas lesiones
para que queden libres de errores. La alteracion de BAP1 puede, por lo tanto,
conducir a la inestabilidad genomica, aumentando el riesgo de tumorogénesis
(59,60).

Los tumores melanociticos con mutaciones de BAP-1 fueron descritos por
primera vez por Wiesner y colaboradores, al estudiar 2 familias, una presente en
Australia y otra en Alemania conformando un total de 16 personas con presencia
de tumores melanociticos atipicos y melanoma uveal (14). A los miembros de la
familia afectados se les encontré que tenian una mutacién en la linea germinal
de BAP-1, asi como también mutacién de BRAF (15, 20). Este tipo de tumores,
a nivel histolégico, tienen forma polipoide, las células neoplésicas estan
centradas en la dermis; estan constituidos por células grandes epitelioides, que
pueden tener un componente de nevus convencional en el margen de la lesion
y se ha descrito que hasta un tercio de los casos tiene abundante infiltracidon

linfocitaria intratumoral (figura 4) (61).
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Figura 4 Tumor melanocitico con mutacion de BAP-1
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A: Tumor melanocitico polipoide, con células neoplasicas en la dermis B: A
mayor aumento se identifican que las células tumorales son epitelioides con
numerosos linfocitos intratumorales C: Las células tumorales contienen
abundante citoplasma anfofilico con bordes citoplasméaticos bien definidos y
nacleos vesiculares pleomorfos, redondos-ovalados con nucléolo prominente D:
Con técnicas de inmunohistoquimica las células epitelioides neoplasicas no
expresan BAP1, mientras que los linfocitos son positivos (61)

La mutacién de BAP1 asociada al desarrollo de tumores de Spitz esporadicos
(no asociados a mutaciones en la linea germinal), se ha descrito en el 11-28%
de los tumores de Spitz atipicos, estos tumores también se asocian a la mutacién
de BRAFV600E. Las mutaciones esporadicas de BAP1 muestran caracteristicas

histoldgicas idénticas a las observadas en los casos familiares (61,62).

Yeh y colaboradores en una serie de 29 casos de tumores de Spitz atipicos,
identificaron que 10 de ellos tenian pérdida de BAP-1. Realizaron seguimiento y
ningun paciente mostré recurrencia ni ganglios linfaticos positivos. La morfologia
de las lesiones estudiadas era de tipo Spitzoide con infiltrado linfocitario
intratumoral en la mitad de los casos y en el 31% se identificO nevus

convencional en la periferia de las neoplasias (21).

La raz6n mas importante para reconocer a los BAPomas es que pueden estar
asociados a mutaciones en la linea germinal y por tanto existe un riesgo
incrementado a desarrollar melanoma tanto cutdneo como uveal, multiples

BAPomas y posibilidad de afectacion familiar (63).

El andlisis de BAP-1 muchas veces no resulta algo sencillo, debido a que la
mutacion puede estar presente en cualquiera de los 17 exones del gen, ademas
si el tumor es pequefio o si tiene abundante infiltrado inflamatorio dificulta su

deteccion.
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Fusiones en la via de la tirosin quinasa

Un tercer grupo de tumores de Spitz muestran fusiones de genes implicados
en la via de la tirosin quinasa. Wiesner y colaboradores han descrito alteraciones
en ROS1, NTRK1, ALK, BRAF, RET y MET en un 17%, 16%, 10%, 5%, 3% y
menos del 1% respectivamente. Estas alteraciones se encontraron en el 55% de
los nevus de Spitz, en el 56% de los tumores de Spitz atipicos y en el 39% de
los melanomas de Spitz. Actualmente estas alteraciones no se emplean para

diferenciar las lesiones benignas de las malignas (64).

ROS1

El gen ROS1 fue inicialmente descubierto como un proto-oncogen (65).
ROS1 es un receptor tirosin-quinasa, cuya funcion se desconoce pero se cree
que puede tener un papel importante en la diferenciacién de células epiteliales
(66). La caracterizacion de ROS1 ha sido dificil debido a que aln se desconoce

el ligando necesario para su activacion (67).

Cuando ROS1 se activa de manera constitutiva genera la activacion de una
cascada de vias celulares que estan implicadas en el crecimiento y proliferacion
celular, pudiendo estar implicadas varias vias de sehnalizacion como PLCy,
PISK/AKT, STAT3, VAV3 y MAPK/ERK (68,69). Algunas de las fusiones
encontradas son FIG-ROS1, SLC34A2, CD74, TPM3, SDC4, EZR, LRIGS,
KDELR2, YWHAE,TFG, CEP85L y CCDC6-ROS1, sin embargo la lista cada dia

crece (70).

Las fusiones de ROS1 son encontradas en mas de un 17% de tumores de
Spitz. Generalmente ocurren en pacientes menores de 60 afos, con tumores
localizados en las extremidades. Son lesiones en forma de “domo”, constituidas
por una proliferacion de células neoplasicas de morfologia fusiforme o
epitelioide, con nucleo vesicular y atipia variable, que puede estar asociado a
hiperplasia epidérmica irregular con ocasionales cuerpos de Kamino (71), sin

embargo estas caracteristicas histologicas no son especificas.
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Los pacientes con un tumor maligno con fusion de ROS1 pueden ser
candidatos a tratamiento con Crizotinib que es una pequefia molécula inhibidora
‘multi-quinasa” desarrollada inicialmente como un inhibidor de MET vy
actualmente esta aprobada por la FDA (Food and Drug Administration) en los
pacientes con carcinoma de pulmon con fusion de ALK, pero que también podria

usarse en el caso de alteraciones de ROS1 (72).

NTRK

La familia de receptores conocidas como TRK son codificados por los genes
NTRK (Neurotrophic Tropomyosin Receptor Kinase). Los receptores TRK, son 3
y pertenecen a los de tipo tirosin-quinasa, los cuales participan en la proliferacion
de células melanociticas a través de la activacion mediante neurotrofinas (73).
La union de TRK a su ligando, causa la activacion de la via Ras/IMAPK, el cual
aumenta el crecimiento y proliferacién celular, sin embargo puede activarse la
via de PLCy y PI3K (73).

El gen NTRKA esta localizado en el cromosoma 1 (74), el gen NTRKB esta
en el cromosoma 9 (75) y el gen NTRKC esté localizado en el cromosoma 15
(76). La fusion del gen NTRK representa la primera alteracion molecular
conocida con potencial oncogénico, en todos los casos ocurre la fusién de la
region 3’ del gen NTRK con una secuencia 5’ de una pareja de fusién ya sea por
reordenamientos intracromosOmicos 0 intercromosOmMicos que genera una

activacion constitutiva de TRK (77).

Los reordenamientos de NTRK en los tumores de Spitz ocurre alrededor del
16% de los casos, siendo mas frecuente en los NS y TSA; y son vistos en
pacientes cuya edad es muy variable entre los 2 y 73 afios, es decir que no solo
se observa en la poblacion joven (71). Estan descritas las parejas de fusion
LMNA-NTRK1 y TP53-NTRK1 (71)
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Los tumores de Spitz que muestran fusiéon de NTRK, ademas de los hallazgos
tipicos Spitzoides, no tienen datos histolégicos distintivos. Las caracteristicas
morfolégicas mas frecuentemente encontradas son de tipo exofitico-verucoso
(41%), en placa (35%) y asociado a hiperplasia epidérmica (88%). La mitad de
los casos tienen una distribucion en forma de cufia con células neoplasicas de

morfologia epitelioide (78).

La identificacion de genes de fusion que involucran NTRK en las neoplasias
malignas, tiene mucho interés en el desarrollo de farmacos que puedan bloquear
el dominio tirosin-quinasa de TRK y de esta forma inhibir la actividad tumoral.
Entrectinib es un inhibidor de TRK disponible actualmente via oral, mientras que
existen otros inhinidores como LOXO-101 es un inhibidor “pan-TRK”, asi como
Altiratinib (DCC-2701) y Sitravatinib (MGCD516) que se encuentran en fase | de
ensayos clinicos (79,80).

ALK

En 1994 fue descubierto el gen Anaplastic Lymphoma Kinase (ALK) como
parte de la translocaciéon t(2,5) encontrada en los pacientes con linfoma de
células grandes anaplasico que resultaba de una fusion entre NPM

(nucleophosmin) y ALK (81).

El gen ALK esta localizado en el cromosoma 2p23, es una proteina del
receptor tirosin quinasa que es capaz de causar diversos tipos de tumores
mediante diferentes mecanismos moleculares. EI mecanismo mas frecuente
para la activacion de ALK es el reordenamiento gendmico que involucra el locus
del gen ALK con varios genes que conforman oncogenes que codifican a una
oncoproteina de fusion. Otra via en la activacion del ALK es por mutaciones

puntuales (57).

En los tumores de Spitz solo se ha descrito la via de reordenamiento de ALK,
gue se ha encontrado alrededor del 10% de los casos, siendo usualmente las
parejas de fusion los genes TPM-3 y DCTN-1 (82).
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Las neoplasias que tienen fusién de ALK, a nivel histoldgico, suelen ser
polipoides con la lesion centrada en la dermis, con un patrén de crecimiento

plexiforme y células fusiformes, generalmente con escaso pigmento (figura 5).

Figura 5 Tumor de Spitz ALK positivo con inmunohistoquimica

A: Piel con tumor de Spitz asociado a hiperplasia epidérmica y ulceracion
focal. B: NS constituido por células fusiformes C: Las células son positivas con
técnica de inmunohistoquimica para ALK (83).

Busam y colaboradores estudiaron la expresion de ALK en 17 tumores de
Spitz de los cuales 5 correspondian a nevus de Spitz y 12 a tumores de Spitz
atipicos. Todos los casos mostraron expresion de ALK con inmunohistoquimica
asi como con FISH. Actualmente no hay conclusiones definitivas sobre el

pronéstico de lesiones ALK positivas (83).
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BRAF

Las mutaciones de BRAF en los tumores de Spitz es un hecho muy poco
frecuente, excepto en los tumores con pérdida de BAP1, sin embargo se han

descrito recientemente translocaciones de BRAF (71,78,84).

En algunos estudios se han identificado translocaciones de BRAF en tumores
de Spitz incluidos los NS, TSAy MS (71,78,84). La mayoria de estos tumores
se identificaron en extremidades, cabeza, cuello y tronco. En el estudio
histolégico mostraron una distribucion en placa, nodular o verrucosa, asociada a
hiperplasia epidérmica y escasos cuerpos de Kamino. Se han identificado dos

patrones morfolégicos predominantes:

a) Patron de crecimiento en forma “difusa o esclerosante”, con células de
mediano tamafio de morfologia epitelioide, con atipia citolégica intensa y
sin depdsito de melanina.

b) Patron de crecimiento en “placa”, con displasia arquitectural y atipia
celular moderada (78).

Se ha identificado reordenamiento de BRAF en un 17% de tumores de Spitz
(78). El uso de inmunohistoquimica para detectar reordenamientos de BRAF, no
es del todo adecuado, ya que la proteina de BRAF se expresa endégenamente

en los melanocitos y puede interpretarse como un falso positivo.

RET

La identificacion del oncogen RET (REarranged during Transfection) fue
realizada por Masahide Takahashi y Geoffrey Cooper en 1985 (85). RET tiene
una estructura similar a otros recetores de tipo tirosin-quinasa compartiendo
algunas funciones. La activacion de RET se produce por estimulacion ya sea por
una proteina quinasa activada o por una sefial extracelular que promueven el

crecimiento, proliferacion, supervivencia y diferenciaciéon celular (86).
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Los reordenamientos de RET en las neoplasias de Spitz se observa en
menos del 5% de los casos y generalmente involucran las parejas de fusion
KIF5B y GOLGAS (71). Existen pocos datos que puedan correlacionar hallazgos
clinicos e histopatolégicos en los tumores de Spitz con fusiones de RET ya que
son poco frecuentes. En trabajos realizados con ratones, los tumores
melanociticos que mostraban sobreexpresion de RET podian ser nevus o
melanomas (87). Algunos melanocitos que expresan fusion de RET muestran
activacion de la via MAPK-ERK, asi como PI3K/AKT/mTOR (71).

Inhibidores de RET como Vandetanib y Cabozantinib ambos usados en otras
neoplasias con fusiones de RET, pueden suprimir la actividad oncogénica de

ésta via (71).

MET

El receptor de tirosin kinasa MET se expresa usualmente en células de origen
epitelial (88). Fue identificado en 1984 como un proto-oncogen (89). El gen que
codifica a MET esta localizado en el cromosoma 7 (90). La regulacion de MET
puede alterarse mediante activacion constitutiva del dominio tirosin quinasa,
amplificacion del gen, activacion paracrina o autocrina, mutacién o mecanismos
epigenéticos (factores de crecimiento secretados por un tumor, hipoxia, o accion

de otros oncogenes) (91).

En algunas neoplasias la alteracion de MET se considera como un factor de
mal pronostico ya que los pacientes suelen ser mas propensos a desarrollar

metastasis y tener una menor supervivencia (92).

Yeh y colaboradores identificaron la presencia de alteracion de MET en el
0.5% de 1202 tumores melanociticos. Detectaron alteracion del niumero de
copias en MET o en la porcion distal del brazo largo del cromosoma 7,

empleando CGH. Todos los casos con alteracion de la via tirosin quinasa de
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MET mostraron caracteristicas histopatoldgicas de tumores de Spitz. Se detecto
que este hallazgo ocurria precozmente durante la progresion de las lesiones

melanociticas (140).
Actualmente se estan desarrollando farmacos que tienen como diana MET

que actuan a diversos niveles de ésta via como en la expresion de RNA o de
proteinas, asi como en la interaccion ligando-receptor (93,94).
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A continuacion se resume las alteraciones moleculares en las lesiones

melanociticas (95):

RESUMEN ALTERACIONES MOLECULARES
EN TUMORES MELANOCITICOS

\\\\\
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Alteraciones GNAQ:
Nevus: 83,7% en
nevus azul
Melanoma: 50% en
melanoma ocular

Alteraciones BRAF:
Nevus: *78% en nevus
adquiridos

*6,4% tumor de Spitz
atipico

Melanoma:

*50-60% en melanoma
*10% melanoma de
Spitz
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Fusion ALK, ROS1, NTRK, RET:
Nevus:

*55% Nevus de Spitz

*56% Tumor de Spitz atipico
Melanoma:

*39% Melanoma de Spitz

Alteraciones HRAS:
Nevus:

*16,6% nevus de Spitz o
tumor de Spitz atipico
Melanoma: raro

Pérdida de BAP-1:

Nevus:

*27% tumor de Spitz atipico
*100% en sindrome
asociado a alteracién
germinal de BAP-1
Melanoma:

*5% en melanoma cutdneo
*40% en melanoma ocular

Alteraciones de NRAS:
Nevus:

*2,2% nevus de Spitz o
tumor de Spitz atipico
Melanoma:

*20% en melanoma

*Raro en melanomade Spitz ]

)

Figura 6 Resumen de las alteraciones moleculares mas frecuentes en

las lesiones melanociticas
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En definitiva, los tumores de Spitz constituyen un grupo de tumores
melanociticos heterogéneo, que muestran caracteristicas clinicas y moleculares
distintas a los nevus y melanomas convencionales. La caracterizacion molecular
del melanoma es la que mejor se ha estudiado identificAndose algunas vias
comunes con los nevus. Los tumores de Spitz se han vinculado con alteraciones
oncogénicas que incluyen HRAS, BAPL1 y las fusiones de quinasas. Sin contar
HRAS, el resto de las alteraciones moleculares en los nevus se han descrito en
el desarrollo y progresion a melanoma. La pérdida del equilibrio entre neoplasia
benigna y maligna se cree que se debe a que los melanomas escapan de los

mecanismos de senescencia, pero aun es un area en investigacion.

Los estudios moleculares de lesiones melanociticas de Spitz aun estan en
desarrollo, ya que no hay una determinacion Unica que nos permita predecir con
total certeza si se trata de una lesién benigna o maligna, ya que dada su baja
frecuencia han sido dificiles de tipificar.

Destacamos la importancia en determinar el papel oncogénico de las vias
moleculares en los tumores de Spitz ya que son neoplasias frecuentes en

pacientes jovenes cuya contraparte maligna puede tener muy mal prondstico.

Las vias moleculares en los tumores de Spitz malignos pueden ser
candidatos a tratamiento con dianas terapéuticas para mejorar la supervivencia

libre de progresion de enfermedad.
Es necesario ademas, identificar las alteraciones moleculares en los tumores

de Spitz de una manera préctica, que pueda ser reproducible en los laboratorios
y que pueda estar al alcance de todos en la practica clinica diaria.
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JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS







II. Justificacion, Hipoétesis y objetivos

1. Justificacion

La valoracion microscopica de los tumores melanociticos generalmente
permite el diagndstico diferencial entre nevus y melanomas convencionales, sin
embargo existe un amplio grupo de tumores melanociticos que resultan
ambiguos histolégicamente y de potencial maligno incierto. Los tumores de Spitz
son el prototipo de este grupo de neoplasias ambiguas y representan un grupo
heterogéneo de tumores que estan constituidas por células de gran tamafio de
morfologia epitelioide o fusiforme.

Los tumores de Spitz suponen un espectro donde se incluyen los nevus de
Spitz, los tumores de Spitz atipicos, que tienen un comportamiento maligno
incierto, y los melanomas de Spitz. Las bases genéticas de estas lesiones son
poco conocidas y las alteraciones genéticas del melanoma convencional estan

ausentes en estas neoplasias.

Vias de activacion en los tumores de Spitz.

Del 1% al 2% de las lesiones melanociticas extirpadas en pacientes
jovenes, corresponden a tumores de Spitz (19). El tumor de Spitz mas frecuente
es el nevus de Spitz, que es una neoplasia benigna que puede tener un
crecimiento rapido. Los nevus de Spitz no son lesiones precursoras de
melanoma, pero clinicamente y muchas veces histologicamente constituyen
grandes simuladores, incluso anteriormente eran considerados como

“‘melanomas juveniles” (15).

Los nevus de Spitz ademas de tener un aspecto clinico caracteristico,
tienen alteraciones moleculares también distintivas. Los nevus y melanomas
adquiridos convencionales generalmente tienen mutaciones de BRAF o NRAF,
mientras que los tumores de Spitz muestran mutaciones y/o amplificaciones de

HRAS, inactivacion de BAP-1 (a menudo combinado con mutaciones de BRAF)
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o reordenamientos que implican la via tirosin-quinasa como ALK, ROS-1, NTRK,
BRAF, MET y RET.

El aumento en el nimero de copias del cromosoma 11p, el cual contiene
el locus HRAS, ha sido descrito en un grupo considerable de nevus de Spitz,
estimandose por varios autores entre el 11% y 20% de los casos. Las mutaciones
de HRAS ocurren casi exclusivamente en tumores de Spitz ya que se han

encontrado en menos del 1% de los melanomas convencionales (133).

Recientemente varios estudios han identificado que en los tumores de
Spitz ocurren mutaciones de BAP-1 (62,96). Weisner describid esta alteracion
de la linea germinal de BAP-1 en varias familias, pero posteriormente se
demostré su presencia en tumores de Spitz atipicos sin alteracion de la via
germinal (97,98).

Mas recientemente se han identificado (2014) otro subgrupo de tumores
de Spitz que muestran activacion de la via de la tirosin-quinasa por medio de
proteinas de fusidn que generan proteinas quiméricas que se activan de manera
constitutiva dando lugar a la estimulacion de sefales oncogénicas. Dichas
qguinasas de fusion identificadas son: ROS1 (17%), NTRK1 (16%), ALK (10%),
BRAF (5%), MET (3%), RET (<1%) (97,98). Estando presentes segun los
primeros estudios alrededor del 40% de los melanomas de Spitz, 56% en los
tumores de Spitz atipicos y 55% en los nevus de Spitz, por lo que estan en una
alta proporcion de casos (64,98). Sin embargo, la determinacion de estas
alteraciones no es util para la diferenciacion entre tumores de Spitz malignos y

benignos.

Técnicas actualmente utilizadas para la deteccion de alteraciones genéticas en

los tumores melanociticos.

El método diagndéstico considerado el “Gold Standard” en las neoplasias
melanociticas sigue siendo la valoracibn microscopica con técnica de

hematoxilina y eosina. El examen histoldégico puede determinar la presencia de
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atipia citologica, numero de mitosis, presencia de extension pagetoide,
ulceracion, necrosis y asimetria. Sin embargo, en mdultiples ocasiones dicha
evaluacion microscopica es insuficiente, cuando el tumor no cumple criterios
claros de benignidad o malignidad, es alli donde se requiere el uso de técnicas

complementarias.

Las técnicas actualmente utilizadas para la deteccion de alteraciones

moleculares son PCR, hibridacion gendmica comparada, FISH y NGS (99).

La técnica de PCR permite obtener un gran namero de copias de un
fragmento de ADN en especifico, partiendo de un fragmento original para
detectar alteraciones en la region estudiada. En esta técnica se debe evitar
contaminaciones con ADN de otras muestras o reactivos y se debe conocer con
seguridad la region exacta del ADN a estudiar, por lo que requiere de personal

adecuado para su realizacion.

La técnica de hibridacion gendmica comparada identifica alteraciones en
el numero de copias del ADN, comparando el ADN tumoral con un ADN de
referencia. En las lesiones melanociticas malignas se identifican mdultiples
aberraciones gendémicas con presencia de ganancias y pérdidas de fragmentos
aleatorios de cromosomas. Es una técnica de la cual se obtienen buenos
resultados del material fijado en parafina pero que puede mostrar falsos
negativos si la muestra del tumor a estudiar posee un bajo porcentaje de células
tumorales, que conlleva a una extraccion de ADN insuficiente, por abundante
infiltrado inflamatorio intratumoral o porgue las células tumorales se encuentran

entremezcladas con abundantes células del estroma (100).

La técnica de FISH utiliza sondas marcadas con fluorescencia que
hibridan con un locus especifico del ADN de la muestra a estudiar. Esta técnica
tiene como inconveniente que solo detecta alteraciones especificas dentro de un
cromosoma, no detecta mutaciones, reordenamientos o alteraciones en regiones
muy pequefas del cromosomay se han descrito falsos negativos en melanomas

estimandose en un 15% de los casos (96). La exactitud de los resultados del
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FISH depende en gran medida del observador que valore la muestra debido a

Su experiencia y a la interpretacion adecuada de las areas tumorales (101,102).

La técnica de secuenciacion masiva como Next Generation Sequencing
(NGS) permite valorar el genoma completo, exomas o0 una secuencia de genes
determinada, pudiendo detectar mutaciones puntuales, delecciones, inserciones
y reordenamientos (103), siendo una técnica que supera las limitaciones de la
CGH y el FISH. Sin embargo para realizar NGS se requiere de una
infraestructura adecuada, personal cualificado, asi como un sistema de

bioinformatica pertinente para el andlisis de datos.

Todas las técnicas anteriormente descritas son pruebas de alto coste, que
requieren tiempo y personal adecuado para su realizacién e interpretacion.
Existen técnicas de mas facil acceso y manejo como lo son las técnicas de
inmunohistoquimica. Actualmente existen anticuerpos que nos permiten
corroborar la naturaleza melanocitica de un tumor (S100, HMB-45, Melan-A) y
anticuerpos como el Ki67 que se usan para valorar el indice proliferativo de las

células neoplésicas.

Se han desarrollado anticuerpos como el VE1, que detecta la proteina BRAF
mutada en células neoplasicas donde el acido glutdmico esta presente en el
codon 600 en lugar de la valina (V600E). Es un anticuerpo muy sensible pero
que solo reconoce la mutacion mas prevalente (104).

También esta disponible el anticuerpo BAP-1. Cuando hay una pérdida
homocigota en BAP-1, el anticuerpo se interpreta como la pérdida de tincién
nuclear de dicha proteina (105).

Los anticuerpos desarrollados para la deteccién de alteraciones de las
proteinas de fusion de la via MAPK, estan disponibles: el anticuerpo monoclonal
ALK, el cual tiene una alta sensibilidad y especificidad (83), asi como el
anticuerpo NTRK pero en algunas ocasiones las células pueden expresar una

tincion débil debido a la expresién de NTRK enddgeno (71). En cuanto a HRAS,
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ROS-1, MET y RET la sensibilidad es baja y la expresion inmunohistoquimica es
dificil de detectar (106).

Comportamiento biolégico de los tumores de Spitz.

Los nevus de Spitz son lesiones melanociticas benignas que no tienen
potencial metastasico y que usualmente no recidivan una vez que se harealizado

la extirpacion quirdrgica (107).

El pronéstico de los melanomas de Spitz es dificil de determinar, debido a
que en los trabajos actuales se incluyen grupos de pacientes muy heterogéneos
siendo dificil para comparar parametros. Algunos autores piensan que en
pacientes mayores de 60 afos, el pronostico es similar al melanoma
convencional. Cuando se diagnostica un melanoma de Spitz en pacientes
jovenes, éstos tienen un potencial maligno bajo y por tanto poca capacidad
metastasica, ya que es un hallazgo muy poco frecuente el encontrar metastasis

cuando se realiza un ganglio centinela (108).

Los tumores de Spitz atipicos tienen un comportamiento bioldgico incierto,
sin embargo pueden en algunas ocasiones comportarse como una neoplasia
maligna. Varios estudios han demostrado que dichos tumores pueden
metastatizar en ganglios linfaticos centinela, pero en el seguimiento los pacientes
en su mayoria no muestran recidiva (109,110). Lallas y cols hicieron una revision
de 541 pacientes con tumores de Spitz atipicos, y observaron que menos del 1%
de los casos presentaba recurrencia local y s6lo el 1% de los pacientes desarrollé

metastasis a ganglios linfaticos regionales y posteriormente fallecieron (111).

En muchas ocasiones es dificil realizar el seguimiento de los tumores de Spitz
para determinar el comportamiento de este tipo de lesiones ya que al tener
criterios diagndsticos poco claros, en ocasiones se interpretan como melanomas
de Spitz y a veces como tumores de Spitz atipicos, debido a esto, se recomienda

la extirpacion completa del tumor y de esta manera se evitan la recidiva y la
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posibilidad de metastasis. Todos los pacientes deben valorarse de manera

individual para ajustar el tratamiento méas adecuado.

Existen dos largas series que realizan el seguimiento de una cohorte de
pacientes con tumores de Spitz con alteracion de BAP-1 y ninguno mostro
recurrencia ni ganglios linfaticos centinela afectos. Las lesiones que muestran
alteracién de BAP-1 parecen tener bajo riesgo de desarrollar melanoma, aunque

inicialmente se penso lo contrario (59).

Algunas series de pacientes con tumores de Spitz con fusion de ALK, incluso
con metastasis a ganglios linfaticos, demuestran que los pacientes tienen buen
prondéstico y siguen vivos durante el tiempo de seguimiento. Sin embargo la
experiencia en este grupo de pacientes es limitada, asi como la de pacientes con

otras alteraciones de la via tirosin-quinasa (112).

ldentificacion de biomarcadores como posibles dianas terapéuticas.

La relevancia en el diagnéstico de los tumores de Spitz con diferentes
alteraciones moleculares se debe a que actualmente estdn desarrollandose
farmacos especificos que permiten inhibir diversos puntos de la via de la tirosin
guinasa, como crizotinib, cabozantinib, ceritinib, alectinib y vandetanib (113,114),
gue tienen como funcion bloquear la sefializacion oncogénica de las proteinas
de fusion, que son vias que promueven el desarrollo y proliferacion de las células
neoplasicas. Algunos de estos farmacos han sido probados en otros tipos de
tumores que tienen alteracion de la misma via MAPK como los glioblastomas,

carcinoma de pulmon y carcinoma colorectal, observandose buenos resultados.

El pat6logo tiene un papel muy importante en la identificacion correcta de los
tumores de Spitz, sobre todo en los de comportamiento maligno y en las lesiones
metastasicas, ya que se podria identificar biomarcadores (ALK, ROS1, NTRK,
MET, RET) que constituyan dianas terapéuticas que permitan mejorar la

supervivencia a largo plazo, ya que aun es poco conocido.
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2. Hipotesis

Las alteraciones moleculares de los tumores de Spitz son poco conocidas y
su identificaciébn podria servir como posibles dianas terapéuticas. Hasta el
momento para su deteccion se han utilizado diversas técnicas complejas como
CGH, NGS y PCR. La sospecha de dichas alteraciones moleculares mediante el
estudio morfoldgico de la neoplasia y su confirmacion con inmunohistoquimica
seria muy util en la practica clinica. Partiendo de éstas premisas planteamos la
siguiente hipotesis:

H1: Las alteraciones moleculares de HRAS, BAPL1 y proteinas de fusion de
la via de tirosin-quinasa (ALK, NTRK, ROS, MET, RET, BRAF) estan presentes
principalmente en los tumores de Spitz. Dichas alteraciones pueden predecirse
mediante el estudio histolégico y detectarse con técnicas de laboratorio

habituales.

HO: Las alteraciones moleculares de HRAS, BAP1 y proteinas de fusion de
la via de tirosin-quinasa estan igualmente presentes en los tumores de Spitz, asi
como nevus y melanomas convencionales. Las alteraciones no pueden
predecirse mediante el estudio histolégico ni detectarse con técnicas de

laboratorio habituales.
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3. Objetivos

Principal:

Determinar la prevalencia y validar la expresion de alteraciones moleculares

(HRAS, BAP-1 y proteinas de fusion de la via de la tirosin-quinasa) en tumores
de Spitz.

Secundarios

1)

2)
3)

4)

5)

6)

7

Establecer el porcentaje de tumores de Spitz que presentan alteraciones
genéticas (HRAS, BAP-1y proteinas de fusion de la via de la tirosin-quinasa).
Identificar las caracteristicas histoldgicas en cada alteracion molecular.
Validar el papel de la inmunohistoquimica en la deteccion de dichas
alteraciones.

Comparar la expresion del perfil inmunohistoquimico con los hallazgos
expresados por FISH o PCR en los tumores de Spitz.

Identificar las diferencias en las alteraciones moleculares en las neoplasias
de Spitz benignas y malignas.

Determinar diferencias en las alteraciones moleculares de tumores de Spitz
con los nevus y melanomas convencionales.

Proponer un algoritmo que permita predecir alteraciones moleculares en base

a las caracteristicas clinicas e histolégicas.
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[ll. Material y métodos

1. Muestras tisulares: seleccién de casos.

Se reunen 160 casos en total, de los cuales 115 muestras provienen de
pacientes con tumores de Spitz, correspondientes a 71 casos de nevus de Spitz,
26 casos de tumores de Spitz atipicos y 18 melanomas de Spitz. Ademas se
reunen 45 muestras de tumores de tipo no Spitz, correspondientes a 21 casos

de nevus y 24 casos de melanomas convencionales.

Los casos proceden del Servicio de Anatomia Patologica desde el afio 1995
hasta 2017, del Hospital Universitario 12 de Octubre, Hospital Universitario de

Salamanca y del Hospital Universitario Ramoén y Cajal.
Los pacientes se seleccionaron de forma aleatoria, consultando los archivos
del servicio de anatomia patolégica y posteriormente se revisaron las historias

clinicas de todos los casos para obtener los datos clinicos de interés.

Las muestras proceden de biopsias realizadas a pacientes de los servicios

de dermatologia, posteriormente fueron fijadas en formol e incluidas en parafina.

La seleccién de tumores de tipo no Spitz tiene como propdsito comparar los

resultados obtenidos con los tumores de Spitz.

Todos los casos fueron evaluados por tres patdlogos experimentados para

confirmar el diagndstico y los resultados obtenidos.
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2. Variables clinicas, histoldgicas y moleculares

2.1 Variables clinicas

De todos los pacientes se revisan las historias clinicas con el fin de obtener

los datos relevantes, se consideraron los siguientes:

Sexo.
Edad al momento del diagndstico.
Localizacion de la lesion melanocitica: Extremidades superiores,

extremidades inferiores, cabeza y cuello, térax y abdomen.

2.2 Variables histoldgicas

Para el estudio histolégico de todas las muestras seleccionadas, que

previamente se incluyeron en parafina, se tifieron con hematoxilina y eosina.

Posteriormente se evallan los siguientes datos histoldgicos:

Diagnéstico: nevus de Spitz, tumor de Spitz atipico, melanoma de Spitz,

nevus convencional y melanoma convencional.

Morfologia citologica: Se valora en primer lugar la morfologia celular,
tomando en cuenta el tamafio y forma del citoplasma, por lo que se dividieron

en grupos, siendo:
a) Epitelioide: se consideran en el estudio histolégico a las células que

muestran un citoplasma amplio y eosindfilo, que a simple vista recuerdan

a una célula epitelial y no a una célula de tipo melanocitica. Figura 7.
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Figura 7 Células de morfologia epitelioide

b) Fusiforme: se considera fusiforme, cuando el citoplasma de las células es
amplio pero su morfologia es alargado, recordando en este caso a las

células mesenquimales. Figura 8.

Figura 8 Células de morfologia fusiforme

c) Mixto: se considera un patron morfolégico mixto cuando se observan
células neoplasicas que muestran grupos de morfologia fusiforme y otros
grupos epitelioides, sin ser prominente uno de los dos grupos.
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d) Redondeada: se clasifica en este grupo a las células neoplasicas cuyo
citoplasma es escaso o moderado, de una morfologia redonda, que
histol6gicamente recuerdan a los melanociticos. Figura 9.

Figura 9 Células de morfologia redondeada.

Morfologia polipoide: se considera de morfologia polipoide cuando la lesion
neoplasica al ser valorada a nivel histolégico con poco aumento, muestra un

aspecto protuberante-nodular. Figura 10.

Figura 10 Tumor con morfologia polipoide.

Pigmentacion: presencia de pigmento melanico en las células neoplasicas.
Figura 11.
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Figura 11 Tumor melanocitico pigmentado.

Extensidon pagetoide: se considera cuando las células neoplasicas imitan la
propagacion de la enfermedad de Paget, cuando se disponen
individualmente o en pequefios grupos dentro de la epidermis hacia la

superficie cornea. Figura 12.

Figura 12 Tumor melanocitico con extension pagetoide.

Componente epidérmico: se considera cuando las células melanociticas

neoplasicas estan en relacion a la epidermis. Figura 13.
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Figura 13 Tumor melanocitico con componente epidérmico.

Inflamacion asociada: se considera cuando se observa infiltrado linfocitario

intratumoral. Figura 14.

Figura 14 Tumor melanocitico con linfocitos intratumorales.

Ulceracién: cuando se identifica erosion de la superficie neoplasica. Figura
15. ;

Figura 15 Tumor melanocitico con ulceracién superficial.
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2.3 Variables moleculares

Técnica de inmunohistoquimica

La seleccion de anticuerpos que se incluyen en el estudio
inmunohistoquimico, se realiza basandose en una revision exhaustiva de la
literatura en relacion a las alteraciones moleculares que se pueden expresar en
todo el espectro de los tumores de Spitz. Las técnicas de inmunohistoquimica de

todas las muestras fueron realizadas en el Hospital Universitario 12 de octubre.

Los marcadores de inmunohistoquimica que se incluyeron fueron:
e ALK

e NTRK
e BRAF
e BAP-1
e MET
e RET
e ROS-1

Técnica de FISH

Se emplea FISH para comparar los resultados obtenidos con
inmunohistoquimica, a excepcion de la determinacion de HRAS que soélo se
determind con FISH, debido a que no se disponia del anticuerpo. La técnica de
FISH de todas las muestras fue realizada en el Hospital 12 de octubre. Se

emplearon sondas para la deteccion de alteraciones en:

e HRAS
e ALK
e NTRK
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e MET
e RET
e ROS-1

Técnica de PCR

Se realiza PCR, por métodos de Sanger y Cobas®, como técnicas de
comparaciéon con la inmunohistoquimica para la determinacién de mutacion de
BRAF. Todas las determinaciones de PCR se realizaron en el Hospital

Universitario 12 de Octubre.

3. Procesamiento de muestras

3.1 Tinciones de inmunohistoquimica

Las técnicas de inmunohistoquimica se realizan sobre secciones de material
previamente fijado en formol e incluido en parafina, que fue cortado a 3 micras
de espesor y colocado en laminas portaobjetos para inmunohistoquimica. Una
vez desparafinadas las preparaciones, se rehidrataron con una serie de
alcoholes y se lavaron con un buffer salino. Todos los anticuerpos empleados
junto con las muestras a estudio fueron procesadas por el sistema automatizado
BOND-IIl (Leica microsystems), que consiste en la deteccién de polimeros
refinados a partir de un bloque de perdxido, polimero reactivo, cromégeno y

hematoxilina de contraste.

Las tinciones de inmunohistoquimica utilizadas se detallan a continuacion:
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Tabla 2 Caracteristicas de los anticuerpos de inmunohistoquimica

Clon Origen Dilucién Desenmascaramient
o}
ROS-1 D4D6 Cellsignaling 1:200 pH 8 a los 30 min
BRAF V600E Spring 1:100 pH 8 a los 30 min
(VE1) Bioscience
ALK D5F3 Roche Prediluid Prediluido
o]
BAP-1 C4 Santa Cruz 1:1000 pH 8 a los 20 min
MET Di1C2 Cell 1:200 pH 8 a los 20 min
Signaling
RET EPR2871 Abcam 1:200 pH 8 a los 20 min
NTRK EP1058Y Abcam 1:150 pH 8 a los 30 min

3.2 FISH

La Hibridacion Fluorescente In Situ (FISH) es una técnica citogenética que
permite localizar un determinado fragmento de la secuencia de los &cidos
nucleicos y pone de manifiesto la presencia de secuencias génicas especificas.
Se puede aplicar sobre nucleos celulares, en cortes de tejido o directamente en
cromosomas. La posibilidad de poder utilizar las técnicas de FISH sobre células
gue no estan dividiéndose es importante en aquellas neoplasias con bajo indice
proliferativo. Para ello se utiliza sondas marcadas con fluorocromos (usualmente
el verde corresponde a la sonda centromérica y el flurocromo rojo a la sonda en
region cromosomica a estudio). Dependiendo del tipo de sonda utilizada es

posible evaluar la presencia de reordenamientos en los nucleos (115).

Para localizar las secuencias de interés, la sonda se debe hibridar con la
secuencia de ADN de la muestra. El primer paso consiste en desnaturalizar las
moléculas de ADN tanto la de la sonda como la de la muestra de estudio. Para

ello se eleva la temperatura hasta 70-80° C. Después se hibrida la sonda con su
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region complementaria del ADN de la muestra, se incuban a 37° C la sonda de

interés con la muestra, y por complementariedad de las bases se une a la sonda

de interés con la region complementaria del ADN de la muestra. Con un

microscopio de fluorescencia se observan las sefiales de la sonda (115)

El FISH se realiza en los tumores que muestran inmunotincion positiva con

las técnicas inmunohistoquimica. Los tipos de sondas de FISH usadas en

nuestro estudio fueron las que se describen a continuacion:

Tabla 3 Caracteristicas de las sondas de FISH

Tipo de Sonda Origen
ALK Translocacion Vysis
Locus 2p23
ROS-1 Translocaciéon Vysis
Locus 60922
MET Amplificacion Kreatech
Locus 79g31.2
RET Translocacion Kreatech
Locus 10g11.21
NTRK Translocacion Zytovision
Locus 1g23
HRAS Amplificacion Empire genomics

3.3 PCR

locus 11p15.5

En los tumores que muestran expresion de BRAF con la técnica de

inmunohistoquimica, se realiza PCR por método COBAS® y otras que por

razones técnicas fueron procesadas por método Sanger; ambas técnicas
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detectan la mutacion de BRAF. La técnica de PCR es realizada en muestras en

parafina previamente fijadas en formol.

La reaccidn en cadena de la polimerasa se basa en la replicacion del ADN en
la que actuan varias proteinas para sintetizar dos nuevas hebras de ADN a partir
de otra que funciona como molde. En la técnica de PCR, se simula en un tubo lo
que ocurre durante la replicacién celular. La sintesis de nuevas cadenas de ADN
se lleva a cabo mezclando: el ADN que contiene el o los fragmentos que se van
a amplificar; la polimerasa; los iniciadores (fragmento de ADN de 15-30
nucledtidos en la regién a amplificar y que aportan el extremo 3’ libre para que
inicie la transcripcion); desoxinucledétidos; cloruro de magnesio u otro co-factor

necesario para que trabaje la polimerasa (116).

La PCR se inicia con la desnaturalizacion o separacién de la doble hélice de
ADN mediante el calentamiento de la muestra a una temperatura entre 94-96° C
para romper los puentes de hidrégeno que las unian, de esta manera cada
cadena queda como molde para la sintesis de una nueva cadena
complementaria de ADN. Una vez separadas las cadenas del ADN, se alinean
los iniciadores a sitios especificos complementarios de la regién que se va a
amplificar, para que esto suceda se baja la temperatura entre 40-60°C lo que

permite la unién (alineamiento) de los iniciadores (116,117).

Finalmente, se sintetiza una nueva cadena en sentido 5’ a 3’ para lo cual se
incrementa la temperatura, por lo general a 72° C, porque es la temperatura
Optima a la cual la ADN-polimerasa se une a los iniciadores y comienza la
replicacion. Estas tres etapas: 1) desnaturalizacion, 2) alineamiento y 3)
extension del ADN, se repiten sucesivamente, en cada nuevo ciclo se amplifica
simultdneamente la region de interés de las dos cadenas complementarias. Los
productos generados aumentan su concentracibn de manera exponencial
porque cada nueva copia sirve de molde en los ciclos subsecuentes dando

origen a millones de copias del fragmento seleccionado.

El KIT de PCR empleado en este estudio fue:
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Tabla 4 Caracteristicas técnica de PCR

Mutacion Origen
BRAF V600 Roche (Cobas ®)
Sanger

4. Valoraciéon de las muestras

Con las técnicas de inmunohistoquimica, cada muestra se evalia de forma
semi-cuantitativa por tres patdlogos expertos en dermatopatologia. Se valora la
expresion inmunohistoquimica de los marcadores valorandose como negativo
cuando no hay inmunoexpresion del anticuerpo y como positivo cuando si hay
tincion independientemente de la intensidad y del porcentaje de células tefidas,
a excepcion de BAP-1 que se considera como presencia de la mutacién cuando

se pierde la inmunotincién.

La técnica de FISH, es valorada por un bidlogo experimentado en la
interpretacion de ésta técnica. Se usa un microscopio de fluorescencia con filtros
apropiados para valorar en la zona tumoral entre 100 y 200 nucleos teniendo
cuidado de no valorar los nucleos solapados, observando si hay presencia de
delecciodn, translocacién o amplificacion del gen estudiado.

Con la técnica de PCR se valoran los resultados obtenidos mediante la

técnica Cobas y Sanger realizadas y valoradas por un biélogo experto.

Una vez obtenido los resultados de inmunohistoquimica, FISH y PCR se

identificaron las caracteristicas histolégicas en cada caso.
Se propone en ultimo término un algoritmo diagndstico que en base a los

hallazgos histolégicos y clinicos pretende intentar predecir las alteraciones

moleculares de los tumores de Spitz.
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5. Almacenamiento de datos

Los datos recolectados de todas la variables clinicas, anatomopatoldgicas y

moleculares fueron almacenados en una base de datos de Microsoft excel.

6. Estudio estadistico

Este trabajo es un estudio observacional transversal en el que se analiza la
expresion de diferentes mutaciones en las vias moleculares de tumores de Spitz
considerandose los nevus de Spitz, los tumores de Spitz atipicos y los
melanomas de Spitz comparandolos con nevus y melanomas convencionales.
De todas las muestras inicialmente seleccionadas, se descartan aquellas que no

contenian material representativo ni valorable para el estudio.

Andlisis descriptivo

Se realiza un analisis descriptivo de la poblacion de estudio tomando en
cuenta:

- Variables clinicas: edad, sexo, tipo de lesion y localizacion.

- Variables histologicas: Caracteristicas citologicas, forma, afectacion
epidérmica, extension pagetoide, ulceracion, inflamacion asociada y
pigmentacion.

- Variables moleculares:

o Inmunohistoquimica: ROS-1, ALK, BRAF, BAP-1, MET, RET y NTRK.
o FISH: ALK, ROS-1, MET, RET, NTRK y HRAS
o PCR: BRAF

Andlisis de la expresion molecular

Se realiza un analisis comparativo clinico-morfoldgico, donde se describien
las caracteristicas histolégicas y clinicas de acuerdo a cada alteracién molecular.

Posteriormente se hace un analisis comparativo entre los resultados de la
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inmunohistoquimica y FISH (ALK, NTRK, BAP-1, MET, RET, ROS) y entre la

inmunohistoquimica y los resultados de PCR (BRAF).

Para establecer las diferencias significativas entre cada grupo se ha utiliza
el test exacto de Fisher. En la estadistica descriptiva para cada variable se
emplea un andlisis univariado y posteriormente se realiza un modelo ajustado
con una regresion logistica multivariado. Se calcula el indice Kappa para valorar
la concordancia entre la inmunohistoquimica con el FISH y PCR. Las diferencias
entre grupos se consideran estadisticamente significativos cuando la pValor es
<0,05, con intervalo de confianza de 95%. El andlisis de los datos se realiza
empleando el Sofware STATA.

Posteriormente con los hallazgos analizados mas significativos con el modelo
ajustado multivariado, se realiza un algoritmo predictor de alteraciones
moleculares en tumores de Spitz basandonos en caracteristicas clinico-

histoldgicas.

7. Aspectos éticos y legales

Todas las muestras empleadas en este estudio fueron utilizadas previo
consentimiento y aprobacion por el comité ético del Hospital 12 de octubre para

la correcta utilizacion de muestras y datos del archivo de anatomia patolégica.
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RESULTADOS







IV. RESULTADOS

Caracteristicas clinicas de las lesiones melanociticas

Se incluyen en este estudio 160 casos en total, de los cuales 115 muestras
provienen de pacientes con tumores de Spitz, correspondientes a 71 casos de
nevus de Spitz (45%), 26 casos de tumores de Spitz atipicos (16%) y 18
melanomas de Spitz (11%). Ademas se reunen 45 muestras de tumores de tipo
no Spitz, correspondientes a 21 casos de nevus (13%) y 24 casos de melanomas
convencionales (15%) (Figura 16).

Tumores melanociticos

Nevus de Spitz Tumor de Spitz atipico m Melanoma de Spitz

m Nevus ® Melanoma

71; 45%

26; 16%

Figura 16 Distribucion de las frecuencias de los tipos de lesiones
melanociticas incluidas en el estudio.

De cada caso, se valora las caracteristicas clinicas que incluyen la edad, el
sexoy la localizacion de las lesiones. La frecuencia de las caracteristicas clinicas

se resume en la tabla 5.
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Tabla 5 Caracteristicas clinicas de la muestra

Total n (%)
Edad (afios) 34* [19;46]**
Sexo
Mujer 91 (56,8%)
Hombre 69 (43,1%)

Localizacion
Miembros superiores 57 (35,6%)
Miembros inferiores 49 (30,6%)
Cabeza/Cuello 25 (15,6%)
Térax 22 (13,7%)
Abdomen 7 (4,3%)

Total n= 160

*Mediana **Rango intercuartilico (percentil 25y 75)

Edad

La edad de toda la serie estudiada estd comprendida entre 1 afio de edad
hasta los 91 afios, con una media de 38 afos, una mediana de 34 afos y un

rango intercuartilico de 19-46 afios. (Tabla 6)

Tabla 6 Media y rango de edad en cada grupo diagndéstico

Lesiones melanociticas Media Rango
(afios) (afios)

Nevus de Spitz 26 [1-84]

Tumor de Spitz atipico 27 [1-74]

Melanoma de Spitz 43 [12-86]

Nevus 39 [14-79

Melanoma 54 [6-91]

Al observar el rango y la media de edad en los grupos de lesiones

melanociticas, se puede identificar que en los nevus (tanto de Spitz como en los
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de tipo convencional) y en los tumores de Spitz atipicos, la media de la edad es
menor que en los melanomas. Ademas los pacientes con tumores de Spitz
constituyen un grupo de menor edad con respecto a los pacientes con

diagndstico de nevus y melanoma convencional.

Sexo

En la distribucién segun el sexo, es predominante el sexo femenino en 57%
de la muestra (91/160). En los nevus de Spitz el sexo femenino representa el
26% (n=42), en los tumores de Spitz atipicos el 9% (n=14), en los nevus el 8%
(n=13) y en los melanomas convencionales 9% (n=14). Por ultimo es menos
frecuente en los melanomas de Spitz constituyendo un 5% (n=8) los pacientes
de sexo femenino con respecto al 6% (n=10) en los de sexo masculino (Figura
17).

Distribucion segun el sexo por
tipo de diagnostico

= Mujer ®Hombre

26%

Nevus de Spitz Tumor de Spitz Melanoma de Nevus Melanoma
atipico Spitz

Figura 17 Distribucién segun el sexo en los tumores de Spitzy en los
nevus y melanomas convencionales.
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Localizaciéon de las lesiones melanociticas

La localizacion mas frecuente de los tumores de Spitz es en los miembros
superiores (28%; n=45), seguido de miembros inferiores (25%; n=40), cabeza y
cuello (9%; n=15), térax (8%; n=13) y menos frecuente el abdomen (3%; n=5).
En los nevus y melanomas convencionales, la localizacion mas frecuente es en
extremidades superiores (8%; n=13), luego cabeza y cuello (7%; n=11),
miembros inferiores (6%; n=10)-térax (6%; n=10) y por ultimo en frecuencia en
el abdomen (2%; n=3) (Figura 9).

Distribucién de la localizaciéon
segun tipo de diagndstico

B Tumores de Spitz ® Tumores de tipo no Spitz
28%

25%

0,
8% 6% % 70 8% 6%
3% 2%
Miembros Miembros Cabezay cuello Torax Abdomen
superiores inferiores

Figura 18 Distribucién de la localizacion en grupos de lesiones
melanociticas de Spitz vs de tipo no Spitz

Caracteristicas histolégicas de los tumores melanociticos

Las frecuencias de las caracteristicas histolégicas en los tumores

melanociticos estudiados se detalla en la siguiente tabla:
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Tabla 7 Caracteristicas histoldgicas valoradas en las muestras

estudiadas
Total Tumores de Tumores de
n=160 (%) Spitz tipo no Spitz
n= 115 (%) n= 45 (%)
Citologia
Epitelioide 82 (51,8%) 62 (38,1%) 20 (12,5%)
Fusiforme 49 (30%) 45 (28,1%) 4 (2,5%)
Redondeada 21 (13,1%) 0 21 (13,1%)
Mixta 8 (5%) 8 (5%) 0
Polipoide 37 (23,1%) 33 (20,6%) 4 (2,5%)
Pigmentado 72 (45%) 56 (35%) 16 (10%)
Extension 34 (21,2%) 24 (15%) 10 (6,25%)
pagetoide
Componente 90 (56,2%) 83 (51,8%) 7 (4,3%)
epidérmico
Ulceracién 8 (5%) 2 (1,2%) 6 (3,7%)
Inflamacién 86 (53,7%) 68 (42,5%) 18 (11,25%)

La citologia epitelioide es el tipo morfolégico mas frecuente en toda la
muestra (51,8%; n=82). En los tumores de Spitz también es la caracteristica

citolégica predominante (38,1%; n=62).

La morfologia polipoide, identificada a poco aumento tras el examen
microscoépico, es un hallazgo encontrado en el 23% (n=37) de la muestra y en el
20,6% (n=33) de los tumores de Spitz.

La presencia de pigmento melanico en las células neoplasicas se observa en

el 45% (n=72) de los tumores melanociticos evaluados. En los tumores de Spitz

esta presente en el 35% (n=56) de los casos.
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La extension pagetoide se observa en el 21,2% (n=34) de los casos. La
presencia de extension pagetoide en los nevus de Spitz se identifica en 10 de 71
casos (6%), en los tumores de Spitz atipicos 5 de 26 casos (3%), en los
melanomas de Spitz en 7 de 18 casos (4%) y en los melanomas de tipo
convencional en 10 de 24 casos (6%). No se identifica en los nevus

convencionales.

El componente epidérmico esta presente en el 56,2% (n=90) de los casos.

En los tumores de Spitz se observa en un 52% (n=83).

En nuestra serie solo el 5% (n=8) de los casos muestra ulceracion presente
en melanomas convencionales (n=6), en un melanoma de Spitz (h=1) y en un

nevus de Spitz (n=1).

La presencia de inflamacién esta presente en el 53,7% (n=86) de los casos
correspondiendo a nevus de Spitz (n=41), tumor de Spitz atipico (n=12),
melanoma de Spitz (n=13) y en los melanomas convencionales (n=17). No se

observa esta caracteristica en los nevus convencionales.

2.1. Nevus de Spitz

Los nevus de Spitz incluidos en el estudio (n=71) corresponden a lesiones
melanociticas que estan constituidas por una proliferacion de melanocitos de
gran tamafio y de distribucion predominantemente intradérmica. Las células son
de morfologia fusiforme, epitelioide o de un patrén mixto, sin atipia citologica y
con ninguna o muy aislada mitosis. En las figuras 19 y 20, se observan ejemplos

de nevus de Spitz incluidos en la muestra.
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Figura 19 Caracteristicas histolégicas de nevus de Spitz incluidos en
el estudio
A y B: Nevus de Spitz incluidos en el estudio, muestran una celularidad
monomorfa, centrada en la dermis papilar y reticular superficial, constituida por

células de habito epitelioide, sin atipia evidente y sin figuras de mitosis (HE X12,5
y X100)

Figura 20 Nevus de Spitz incluidos en el estudio

A: Nevus de Spitz que muestran una celularidad monomorfa constituida por
células predominantes de habito epitelioide (HE X40) B. Las neoplasia no tiene
extension pagetoide (HE X100) C. No se observan figuras de mitosis (HE X200)
D. La celularidad madura en profundidad (HE X200)
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2.2 Tumor de Spitz atipico

Los tumores de Spitz atipicos (n=26) incluidos se caracterizan por ser
proliferaciones neoplésicas de melanocitos de gran tamafio, que no maduran en
profundidad, de morfologia epitelioide o fusiforme y que suelen tener un tamafio
mayor a los nevus de Spitz (> 10 mm.), con atipia y frecuentemente muestran
mitosis. Estas lesiones suelen plantear serios problemas a la hora del
diagnéstico diferencial. En nuestra serie todos los casos fueron valorados por

tres dermatopatologos. Figura 21.

Figura 21 Caracteristicas histologicas de tumores de Spitz atipicos
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A. Tumor de Spitz atipico: lesidbn sobrelevada de gran tamafio con una
celularidad densa y con extension a dermis profunda (HE X12,5), B: La neoplasia
muestra celularidad de tipo fusiforme (HE X100), C: En otras areas las células
son de aspecto epitelioide con atipia citologica leve y figuras de mitosis (HE
X400). D: Piel con hiperplasia epidérmica con proliferacion de células
melanociticas que “rellenan” toda la dermis papilar, reticular superficial y
profunda, con abundantes melano6fagos (HE X12,5). E: Proliferacion de células
melanociticas fusiformes con afectacion epidérmica y en dermis profunda (HE
X200) F: células de aspecto fusiforme con atipia citolégica que no maduran en

profundidad y con mitosis profundas (HE X400).

2.3. Melanomas de Spitz

Los melanomas de Spitz (n=18) incluidos en el estudio, se caracterizan por
estar constituidos una proliferacién neoplasica asimétrica, con presencia de
células de morfologia fusiforme o epitelioide, que no maduran en profundidad,
en algunas casos se asocia a hiperplasia epidérmica, con evidente pleomorfismo

nuclear y mitosis sobretodo en areas profundas. Figura 22.
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Figura 22 Caracteristicas histolégicas de melanomas de Spitz

A: Melanoma de Spitz con abundante celularidad asociado a infiltrado
inflamatorio en banda (HE X12,5), B: Densa proliferacion melanocitica asimétrica
asociada a leve hiperplasia epidérmica (HE X12,5), C: Densa celularidad
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epitelioide con afectacion epidérmica (HE X100), D: Densa celularidad con
erosion superficial (HE X100) E: Celularidad con pleomorfismo nuclear y
alteracion de la relacion nucleo-citoplasma, con extension pagetoide (flechas)
(HE X400), F: Células epitelioides muy pleomorficas, con elevado indice mitético
(flechas) (HE X400).

2.4. Nevus melanocitico

Los nevus convencionales (n=21) que se incluyeron para comparar los
hallazgos con los tumores de Spitz, fueron nevus melanociticos de la union,
intradérmicos y compuestos, estan constituidos por una proliferacion de células
melanociticas, de pequefio tamafo, con citoplasma eosinofilo, que no muestran
atipia citolégica; la celularidad madura en profundidad y no se observan mitosis.

Figura 23.
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Figura 23 Caracteristicas histolégicas nevus melanocitico

A: Nevus melanocitico con tecas de melanocitos en la dermis (HE X40), B:

proliferacion melanocitica con celularidad uniforme de pequefio tamafio (HE
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X100), C: los melanocitos neoplasicos maduran en profundidad (HE X200), D:

las células neoplasicas no muestran atipia ni figuras de mitosis (HE X200).

2.5. Melanomas

Los melanomas convencionales (n=24) estudiados muestran una
proliferacion de células melanociticas de distribucion asimétrica, usualmente con
afectacion epidérmica asociada a extension pagetoide, con pleomorfismo
nuclear, abundantes mitosis, células neoplasicas que no maduran en

profundidad y algunos casos se asocian a ulceracion e infiltrado inflamatorio.

Figura 24.

Figura 24 Caracteristicas histolégicas de melanomas

A: Melanoma con erosion superficial (HE X12,5), B: Melanoma con proliferacion
de melanocitos asimétrica (HE X12,5), C: Proliferacion melanocitica densa con
que no maduran en profundidad (HE X200), D: las células neoplasicas muestran

evidente pleomorfismo (HE X200).
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Resultados con técnica de inmunohistoquimica en los tumores melanociticos.

ALK

Se realiza la determinacion de ALK con técnica de inmunohistoquimica. Los

resultados obtenidos en cada caso con el anticuerpo se comparan con las

caracteristicas clinicas. Los hallazgos se resumen la tabla 8.

Tabla 8 Casos positivos con inmunohistoquimica con anticuerpo ALK

Total n=160 ALK (+) p Valor
(%) IHQ n (%)
Edad (afios)  34* [19;46]** 28* [13;35]** 0,1654
Diagnostico
Nevus de Spitz 71 (44,3%) 6 (46,1%)
Tumor de Spitz 26 (16,2%) 7 (53,8%)
atipico 18 (11,2%) 0 0,0013
Melanoma de Spitz 21 (13,1%) 0
Nevus 24 (15%) 0
Melanoma
Sexo
Mujer 91 (56,8%) 8 (61,5%) 0,7232
Hombre 69 (43,1%) 5 (38,4%)
Localizacion
Miembros superiores 57 (35,6%) 3 (23%)
Miembros inferiores 49 (30,6%) 4 (30,7%) 0,1748
Cabeza/Cuello 25 (15,6%) 5 (38,4%)
Torax 22 (13,7%) 1 (7,69%)
Abdomen 7 (4,3%) 0

*Mediana **Rango intercuartilico (percentil 25 y 75)

La inmunotincién para ALK es positiva en el 8% de los casos (n=13/160). Los

casos ALK positivos solo se observan en pacientes con tumores de Spitz (nevus
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de Spitz y tumor de Spitz atipico), es decir, no se observa positividad en
melanomas de Spitz, nevus ni en melanomas convencionales (p=0,0013).

Los pacientes con tumores melanociticos que muestran positividad con
inmunohistoquimica para ALK, la mediana de edad es de 28 afios (p=0,1654).
Se identifica predominio de casos positivos para ALK en pacientes de sexo
femenino (61,5%; n=8) (p=0,7232) y en lesiones ubicadas en cabeza/ cuello
(38,4%; n=5), miembros inferiores (30,7%; n=4) y miembros superiores (23%;
n=3) (p=0,1748).

Las caracteristicas histoloégicas de los casos positivos para ALK con
inmunohistoquimica se detallan en la tabla 9.

Tabla 9 Caracteristicas histologicas casos ALK positivos.

Tumores de ALK (+) IHQ p valor
spitz n (%)
Total n=115 (%)
Citologia
Epitelioide 83 (51,8%) 4 (30,7%)
Fusiforme 49 (30%) 7 (53,8%) 0,0320
Redondeada 21 (13,1%) 0
Mixta 8 (5%) 2 (15,3%)
Polipoide 37 (23,1%) 7 (53,8%) 0,0061
Pigmentado 72 (45%) 2 (15,3%) 0,0251
Extension 34 (21,2%) 1 (7,6%) 0,2125
pagetoide
Componente 90 (56,2%) 4 (30,7%) 0,0533
epidérmico
Ulceracion 8 (5%) 0 0,3882
Inflamacion 86 (53,7%) 3 (23%) 0,0207

La mayoria de los tumores melanociticos ALK positivos con
inmunohistoquimica tienen una citologia de tipo fusiforme en el 53,8% de los
casos (n=7) (p=0,032), son polipoides en el 53,8% (n=7); (p=0,0061), tienen
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pigmentacion melanica en el 15,3% (n=2) (p=0,0251), con componente
epidérmico el 30,7% (n=4) (p=0,0533) y asociado a componente inflamatorio en
el 23% de los casos (n=3)(p=0,027)Los tumores de Spitz que son positivos para
la inmunotincidon para ALK muestran una tincion intensa y citoplasmatica. A

continuacion se muestran algunos ejemplos.

Figura 25 Nevus de Spitz ALK positivo con inmunohistoquimica
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A-F: Nevus de Spitz en los que se observa positividad intensa, citoplasmatica
para ALK con técnica de inmunohistoquimica (X12,5; X100; X400; X12,5; X100;
X400)

Figura 26 Tumor de Spitz atipico ALK positivo con inmunohistoquimica

A-D: Tumores de Spitz atipicos en los que se observa positividad intensa,
citoplasmatica para ALK con técnica de inmunohistoquimica (X12,5; X100; X400;
X12,5; X100; X400)
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NTRK

Se utiliza el anticuerpo NTRK en todos los tumores melanociticos estudiados.
Se comparan los casos con inmunotincion positiva para el anticuerpo NTRK con
los datos clinicos que corresponde a cada paciente. Los resultados obtenidos

con el anticuerpo NTRK estan resumidos en la tabla 10.

Tabla 10 Casos positivos con inmunohistoquimica con el anticuerpo

NTRK
Total NTRK (+) pValor
n=160 (%) IHQ n(%)
Edad (afios)  34* [19;46]** 22* [10;30]** 0,0359
Diagndstico
Nevus de Spitz 71 (44,3%) 4 (36,3%)
Tumor de Spitz atipico 26 (16,2%) 7 (63,6%)
Melanoma de Spitz 18 (11,2%) 0 0,0003
Nevus 21 (13,1%) 0
Melanoma 24 (15%) 0
Sexo
Mujer 91 (56,8%) 6 (54,5%) 0,8716
Hombre 69 (43,1%) 5 (45,4%)
Localizacion
Miembros superiores 57 (35,6%) 5 (45,4%)
Miembros inferiores 49 (30,6%) 4 (36,3%) 0,5614
Cabeza/Cuello 25 (15,6%) 0
Torax 22 (13,7%) 2 (18,1%)
Abdomen 7 (4,3%) 0

*Mediana **Rango intercuartilico (percentil 25y 75)

La inmunotincién para NTRK es positiva en el 6,8% (n=11) del total de la
muestra (n=160). Sdlo los nevus de Spitz (n=4; 36,3%) y los tumores de Spitz
atipicos (n=7; 63,6%) muestran positividad para NTRK con inmunohistoquimica
(p=0,0003). No se observa positividad para NTRK en melanomas de Spitz, nevus

y melanomas convencionales.
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Los pacientes con tumores de Spitz que son positivos con
inmunohistoquimica para NTRK, tienen una mediana de edad de 22 afos
(p=0,0359). Se observa un ligero predominio del sexo femenino (54,3%; n=6) en
este grupo de pacientes NTRK positivos (p=0,8716). La localizacion anatomica
mas frecuente de este grupo de tumores de Spitz es en miembros superiores
(45,4%; n=5) y en miembros superiores (36,3%; n=4) (p=0,5614). No se
observan casos positivos para NTRK con inmunohistoquimica localizados en

cabeza/cuello y abdomen.
Las caracteristicas histolégicas de los casos NTRK positivo con

inmunohistoquimica se detallan en la tabla 11.

Tabla 11 Caracteristicas histoldgicas casos NTRK positivos con
inmunohistoquimica.

Tumores de Spitz NTRK (+) pValor
Total n=115 (%) IHQ n (%)
Citologia
Epitelioide 62 (54%) 4 (36,3%)
Fusiforme 45 (39%) 3 (27,2%) 0,0003
Redondeada 0 0
Mixta 8 (7%) 4 (36,3%)
Polipoide 33 (28,7%) 5 (45,4%) 0,1963
Pigmentado 56 (48,70%) 5 (45,4%) 0,8211
Extension
pagetoide 24 (20,87%) 4 (36,3%) 0,1836
Componente
epidérmico 83 (72,17%) 9 (81,8%) 0,4529
Ulceracion 2 (1,74%) 0 0,6427
Inflamacion 68 (59,13%) 9 (81,8%) 0,1075
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La morfologia citologica de los tumores melanociticos con expresion de
NTRK con inmunohistoquimica es de tipo epitelioide (36,3%; n=4), mixto (36,3%;
n=4) o fusiforme (27,2%; n=3) (p=0,0003).

La caracteristica histolégica polipoide se observa en un 45,4% (n=5) de los
tumores que expresan positividad para NTRK con inmunohistoquimica
(p=0,1963). En este grupo de tumores de Spitz la presencia de pigmento
melanico en las células neoplasicas esta presente en el 45,4% (n=5) (p=0,8211).
La presencia de extension pagetoide es una caracteristica del 36,3% (n=4) de
tumores NTRK positivos (p=0,1836). La asociacion de componente epidérmico
en los tumores de Spitz en este grupo es del 81,8% (n=9) (p=0,4529), asi como
la presencia de infiltrado inflamatorio en el 81,8% (n=9) (p=0,1075). No se
observan casos con inmunoexpresion de NTRK que muestren ulceracion de la

superficie tumoral (p=0,6427).

La positividad con técnica de inmunohistoquimica para NTRK es
principalmente citoplasmatica. La tincidn es intensa en las células neoplasicas
que tengan expresion positiva para el anticuerpo NTRK. A continuacion se
muestran algunos ejemplos de casos positivos.
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Figura 27 Nevus de Spitz NTRK positivos con inmunohistoquimica.

A-F: Nevus de Spitz en los que se observa positividad intensa, citoplasmatica
con el anticuerpo NTRK (X12,5; X100; X400; X12,5; X100; X400)
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BRAF

Se utiliza el anticuerpo para BRAF en todos los pacientes objeto de estudio.
Los casos con inmunotincion positiva para BRAF se comparan con las variables
clinicas consideradas. Las frecuencias de los datos clinicos en cada caso

positivo con inmunohistoquimica para BRAF se resumen en la tabla 12.

Tabla 12 Casos positivos con inmunohistoquimica con anticuerpo

BRAF
Total n=160 BRAF (+) pValor
(%) IHQ n (%)
Edad (afios) 34* [19;46]** 42* [31;53]** 0,0027
Diagnéstico
Nevus de Spitz 71 (44,3%) 4 (10%)
Tumor de Spitz atipico 26 (16,2%) 4 (10%)
Melanoma de Spitz 18 (11,2%) 9 (22,5%) <0,0001
Nevus 21 (13,1%) 16 (40%)
Melanoma 24 (15%) 7 (17,5%)
Sexo
Mujer 91 (56,8%) 24 (60%) 0,6449
Hombre 69 (43,1%) 16 (40%)
Localizacion
Miembros superiores 57 (35,6%) 10 (25%)
Miembros inferiores 49 (30,6%) 7 (17,5%) 0,0058
Cabeza/Cuello 25 (15,6%) 10 (25%)
Torax 22 (13,7%) 9 (22,5%)
Abdomen 7 (4,3%) 4 (10%)

*Mediana **Rango intercuartilico (percentil 25y 75)

Los tumores melanociticos con expresién inmunohistoquimica positiva en las
células neoplasicas con el anticuerpo de BRAF es del 25% (n=40/160) de todos
los casos. Con inmunohistoquimica son positivos para BRAF el 40% de los nevus
convencionales (n=16), el 22,5% de los melanomas de Spitz (n=9), el 17,5% de
los melanomas convencionales (n=7), en el 10% de los nevus de Spitz (n=4) y

también en el 10% de los tumores de Spitz atipicos (n=4) (p<0,0001).
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La mediana de la edad del grupo de pacientes con positividad con la técnica
de inmunohistoquimica para BRAF es de 42 afios (p=0,0027). Los pacientes con
tumores melanociticos con inmunoexpresion de BRAF son predominantemente
de sexo femenino (n=24; 60%), (p=0,6449). La localizacién mas frecuente de los
tumores melanociticos BRAF positivos con inmunohistoquimica es en miembros
superiores (n=10; 25%) y en cabeza/cuello (n=10; 25%), seguido de los tumores
localizados en torax (n=9; 22,5%), miembros inferiores (n=7; 17,5%) y por ultimo
en abdomen (n=4; 10%), (p=0,0058).

Las caracteristicas histologicas observadas en los casos BRAF positivos con
técnica de inmunohistoquimica se detallan en la tabla 13.

Tabla 13 Caracteristicas histolégicas casos BRAF positivos.

Total n=160 (%) BRAF (+) IHQ pValor Tumores de spitz BRAF (+) pValor
n(%) Total n=115 (%)  IHQ n(%)
Citologia
Epitelioide 83 (51,8%) 22 (55%) 62 (54%) 15 (88%)
Fusiforme 49 (30%) 2 (5%) <0,0001 45 (39%) 2(11,7%) 0,0084
Redondeada 21 (13,1%) 16 (40%) 8 (7%) 0
Mixta 8 (5%) 0 0 0
Polipoide 37 (23,1%) 8 (20%) 0,5883 33 (28,7%) 12(71%) 0,9436
Pigmentado 72 (45%) 12 (30%) 0,0277 56 (48,70%) 8 (47%) 0,8837
Extension
pagetoide 34 (21,2%) 7 (17,5%) 0,5032 24 (20,87%) 5(29,4%) 0,3478
Componente
epidérmico 90 (56,2%) 13 (33%) 0,0005 83 (72,17%) 12(71%) 0,8744
Ulceracion 8 (5%) 0 0,0939 2(1,74%) 0 0,5524
Inflamacion 86 (53,7%) 17 (43%) 0,0994 68 (59,13%9 13(76%) 0,1152

La morfologia citolégica mas frecuente observada en todos los casos que
muestran positividad para BRAF con inmunohistoquimica fue de tipo epitelioide
en el 55% (n=22) de los casos (p<0,0001). Si se valora solamente los tumores
de Spitz con inmunoexpresion para BRAF se observa igual predominio de la
citologia epitelioide en el 88% (n=15) de los casos (p=0,0084).

La forma polipoide de los tumores melanociticos BRAF positivos con técnica

de inmunohistoquimica se observa en el 20% de los casos (n=8) (p=0.5883) y si

114



se toman en cuenta solo los tumores de Spitz esta caracteristica se observa en
el 71% de los casos (n= 12) (p=0,9436).

La presencia de pigmentacion melanica es evidente en el 30% de los tumores
valorados (n=12) (p=0,0277), sin embargo esta caracteristica se observo en 8
tumores de Spitz (47%) pero no es un evento estadisticamente significativo
(p=0,9436).

La extension pagetoide en los tumores BRAF positivos con
inmunohistoquimica se identifica en el 17,5% del total de los casos (n=7)
(p=0,5032) y en el 29,4% de los tumores de Spitz (n=5) (p=0,3478).

La asociacion del componente epidérmico en el grupo de tumores que
expresan BRAF se observa en el 33% de los casos (n=13) (p=0,0005). En los
tumores de Spitz esta presente en el 71% de los casos (n=12), aunque no es
una caracteristica significativa en los tumores de Spitz (p=0,8744).

No se identifican casos con presencia de ulceracién en su superficie que

expresen con inmunohistoquimica BRAF (p=0,0939).

La presencia de infiltrado inflamatorio se observa en el 43% de los casos
(p=0,0994) y en los tumores de Spitz se identifica en el 76% (p=0,1152).

Los casos que son positivos con el anticuerpo BRAF muestran una intensidad

de tincién variable principalmente a nivel del citoplasma. A continuacién se

muestran algunos ejemplos de los casos positivos que se obtienen.
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Figura 28 Melanomas BRAF positivo con técnica de inmunohistoquimica

A-F: Melanomas en los que se observa positividad intensa, citoplasmatica para
BRAF (X12,5; X100; X400; X12,5; X100; X400)
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BAP1

Existen muchos tipos diferentes de mutaciones que pueden conducir a la
inactivacion de la funcion de BAP1, lo cual constituye un problema para su
deteccion utilizando técnicas moleculares. Por tanto, el desarrollo de estudios
moleculares adecuados es dificil. Actualmente, la técnica de inmunohistoquimica
es la mejor opcidn para la deteccion de mutaciones de BAP1 cuando se produce

inactivacion de su funcién (118).

Con técnica de inmunohistoquimica cuando BAP-1 no estad mutado, lo
habitual es que la expresiéon de la tincidon, que es predominantemente nuclear,
esta conservada. La tincion tiene una intensidad variable. En nuestro estudio se
observa conservacion de BAP-1 (tincibn nuclear positiva con
inmunohistoquimica) en el 87,5% de los casos (n=140). Se identifica BAP-1
conservado en 66 nevus de Spitz, en 24 tumores de Spitz atipicos, en 17
melanomas de Spitz, en 18 nevus y en 15 melanomas convencionales. En la
figura 29 se puede observar con detalle la distribucién de los resultados para

BAP-1 conservado.

Anticuerpo BAP-1

m Expresion inmunohistoquimica conservada

66
24
I 17 1.8 ’
Nevus de Tumorde  Melanomas Nevus Melanomas
Spitz Spitz atipicos  de Spitz

Figura 29 Resultados con el anticuerpo BAP-1

En la figura 21 se observa un ejemplo de un caso que muestra con técnica

de inmunohistoquimica conservacion de la expresion de BAP-1
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Figura 30 Nevus de Spitz con positividad para BAP-1.

A) Positividad difusa en toda la neoplasia (X50) B) Tincion nuclear positiva
(X100)

Cuando se produce mutacién de BAP-1 ocurre la inactivacién de su funcién,
por lo que con técnica de inmunohistoquimica se pierde la expresion de tincion.
En los casos estudiados se observa pérdida de expresion de la tincidon nuclear
en el 12,5% (n=20) de los tumores, correspondiendo a 5 nevus de Spitz, 2
tumores de Spitz atipicos, 3 nevus (pérdida parcial y heterogénea), y en 9
melanomas de tipo convencional. De los 20 casos con pérdida de expresion de
la tinciéon inmunohistoquimica de BAP-1, solo el 3,7% (n=6) se asocio a mutacion
de BRAF.

Las caracteristicas histolégicas del grupo de tumores melanociticos con
pérdida de expresion inmunohistoquimica de BAP1 y mutacion de BRAF,
muestran células neoplasicas con morfologia polipoide, con el tumor centrado de
forma predominante en la dermis, con células de tipo epitelioide y algunos
tumores muestran infiltrado linfocitario periférico asociado. La mayoria de los

pacientes de este grupo son de sexo femenino (n=4; 2,5%).

En la figura 31 se observa un ejemplo de un tumor melanocitico con pérdida

de expresion inmunohistoquimica de BAP1 y mutacion de BRAF.
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Figura 31 Imagen histologica de un tumor melanocitico con pérdida de
expresion inmunohistoquimica de BAP1y mutacion de BRAF.

A) Imagen panoramica en la que se observa morfologia polipoide del tumor
(HE) B) El tumor melanocitico esta centrado en la dermis (HE-X50), C) y
D) Morfologia celular epitelioide (X100; X200) E) BAP-1 negativo con
técnica de inmunohistoquimica (X100) F) BRAF positivo con
inmunohistoquimica (X100)
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MET, RET, ROS1

Se realiza determinacion en todas las muestras estudiadas de ROS-1 con
técnica inmunohistoquimica. No se observa ningln caso positivo con este
anticuerpo en nuestra serie. De la misma forma no se observan casos con

inmunotincion positiva para MET y RET.

A modo de resumen, en la figura 32 se sintetiza la frecuencia de positividad
de cada determinacion realizada con los anticuerpos estudiados en todos los
tumores melanociticos de toda la muestra y en el grupo de los tumores de Spitz
con los anticuerpos BAP-1, BRAF, ALK, NTRK, MET, RET, ROS-1.

Resumen de resultados con
inmunohistoquimica

EALK ®mNTRK BRAF mBAP1/BRAF mutado ®=ROS1-RET-MET

Figura 32 Relacion de resultados de las determinaciones realizadas
con técnica de inmunohistoquimica
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Asociacion del estado mutacional de los tumores melanociticos con las
caracteristicas clinicas y fenotipicas histolégicas

Para poder determinar si existe una verdadera asociacion en los tumores
melanociticos entre los hallazgos fenotipicos de las caracteristicas histologicas
encontradas con las mutaciones que alberga cada tipo de tumor, se realiza

primero un analisis univariado, cuyos resultados se resumen en la tabla 14.

Varios resultados del anadlisis univariado demuestran resultados
estadisticamente significativos. Para interpretar estos resultados se debe tomar
en cuenta que la mayoria de las variables son cualitativas dicotdbmicas o
politdmicas, por lo que los OR reflejan el aumento de las probabilidades de que
un evento ocurra por unidad de incremento con respecto a la variable de
referencia. Para las variables continuas como la edad, el OR que se muestra es
el OR promedio por unidad de incremento. A continuacion se describiran los

resultados mas significativos.

Los casos con translocacion de ALK tras la realizacion de la regresion
logistica univariante, se puede observar que los resultados significativos
corresponden a los casos con diagnoéstico de tumor de Spitz atipico con
translocacion de ALK que tiene un OR de 3,99 (IC 1,19-13,31) (p=0,0243). La
valoracion del aspecto microscopico polipoide del tumor melanocitico muestra
un OR de 4,55 (1,42-14,54) (p=0,0106).

Los resultados obtenidos para la presencia de pigmentacién en los tumores
melanociticos al ser el OR menor a 1, se interpreta que si el tumor ésta
pigmentado tiene una baja probabilidad estadistica de asociarse a la
translocacion de ALK, en este caso el OR es de 0,20 (0,04-0,93) (p=0,0407). Lo
mismo ocurre con la presencia de inflamacion, ya que si el tumor tiene infiltrado
inflamatorio asociado tiene una baja probabilidad de albergar translocacion de
ALK, en este caso corresponde a un OR de 0,23 (0,06-0,88) (p=0,0311).

En los casos con translocacion de NTRK si se aumenta la edad en una

unidad y todos los valores de las otras variables del modelo permanecen
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constantes, los odds para albergar la translocacion de NTRK es de 0,96 (0,92-
0,99) (p=0,041). Si el tumor melanocitico corresponde a un tumor de Spitz atipico
el OR es de 6,17 (1,63-23,33) de estar asociado a la translocaciéon de NTRK
(p=0,007). Por ultimo si el tumor muestra una citologia mixta, que recordemos
gue se considera mixta cuando el tumor tiene zonas con células epitelioides y
otras fusiformes, el OR es de 19,75 (3,56-109,38) para asociarse a la
translocacion de NTRK (p=0,0006).

Para los casos con mutacion de BRAF si se aumenta la edad en una unidad y
todos los valores de las otras variables del modelo permanecen constantes, los
odds para albergar la mutacion de BRAF es de 1,02 (1,01-1,04) (p=0,0097). En
relacion al diagnéstico histoldgico, si un tumor melanocitico corresponde a un
nevus convencional el OR es de 53,59 (12,91-222,49) de estar asociado a
mutacion de BRAF (p<0,0001), seguido del diagndstico de melanoma de Spitz
con un OR de 16,75 (4,27-66,78) (p<0,0001) y por ultimo el diagnéstico de
melanoma convencional con un OR de 6,89 (1,81-26,31) (p=0,0047).

Cuando se toma en cuenta la localizacion anatémica de la lesion melanocitica
si ésta se encuentra en el abdomen el OR es de 6,27 (1,21-32,47) de albergar
mutacion de BRAF (p=0,0288), seguido del térax con un OR de 3,25 (1,09-9,68)
(p=0,0339) y por ultimo en cabeza y cuello con un OR de 3,13 (1,09-8,97)
(p=0,0333).

En relacion a la morfologia citoldgica, si la celularidad es de tipo redondeada
el OR es de 8,87 (2,91-27,09) de tener mutacion de BRAF (p=0,0001) y si la
morfologia es fusiforme es poco probable que albergue mutacién de BRAF ya
que el OR es menor a 1; siendo de 0,12 (0,03-0,54) (p=0,0056). Si el tumor
melanocitico es pigmentado tiene baja probabilidad de asociarse a una mutacion
de BRAF ya que el OR es de 0,43 (0,19-0,92) (p=0,0300). Por ultimo la presencia
de componente epidérmico también es una caracteristica histoldgica que si esta
presente es poco probable que se asocie a mutaciéon de BRAF con un OR 0,27
(0,13-0,58) (p=0,0007).
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Tabla 14 Resumen de las caracteristicas clinicas e histoldgicas en
relacion a las mutaciones de los tumores melanociticos

ALK NTRK BRAF
translocacion translocacion mutacion

Variable Categoria OR (IC 95%) | p-valor | OR (IC 95%) | p-valor OR (IC 95%) p-valor
Edad - 0.98 (0.95-1.01) | 0.2281 | 0.96 (0.92-0.99) | 0.041 1.02 (1.01-1.04) 0.0097

Sexo Masculino 1 (ref)
Femenino 1.23(0.39-3.95) | 0.7236 | 0.90 (0.26-3.09) | 0.8716 1.19 (0.57-2.46) | 0.6451

Dx NS 1 (ref)
NSA 3.99 (1.19-13.31)| 0.0243 |6.17 (1.63-23.33) | 0.007 [3.05 (0.70-13.21) 0.1369
MS - - 16.75 (4.27-66.78) |<0.0001
N - - 53.59 (12.91-222.4) | <0.0001
M - - 6.89 (1.81-26.31) 0.0047

Localizacién | Miembro superior 1 (ref)
Miembro inferior | 1.60 (0.34-7.52) | 0.5519 | 0.92 (0.23-3.65) | 0.9108 | 0.78 (0.27-2.24) | 0.6491
Cabeza/cuello  |4.50 (0.98-20.59) 0.0525 - 3.13 (1.09-8.97) 0.0333
Torax 0.86 (0.08-8.71) | 0.8963 | 1.04 (0.19-5.80) | 0.9643 [3.25 (1.09-9.68) 0.0339
Abdomen 6.27 (1.21-32.47) 0.0288

Citologia Epitelioide 1 (ref)
Fusiforme  |3.37(0.93-12.19) 0.0638 | 1.32(0.28-6.15) | 0.7264 [0.12 (0.03-0.54) 0.0056
Redondeada - - 8.87 (2.91-27.09) | 0.0001

Mixto (6,58 (0.99-43.55) 0.0506 19}88‘%56' 0.0006 ]

Polipoide No 1 (ref)
Si 4.55 (1.42-14.54) 0.0106 | 3.05 (0.87-10.63) | 0.0805 0.79 (0.33-1.89) | 0.5889

Pigmentado No 1 (ref)
Si 0.20 (0.04-0.93) | 0.0407 | 1.02 (0.29-3.49) | 0.9749 0.43 (0.19-0.92) | 0.0300

S N e
Si 0.28 (0.04-2.29) | 0.2399 | 2.27 (0.62-8.25) | 0.2145 0.73 (0.29-1.84) | 0.5044

Comperens | o1
Si 0.32 (0.09-1.07) | 0.0642 |3.78 (0.79-18.08) | 0.0962 | 0.27 (0.13-0.58) | 0.0007

Ulceracién No 1 (ref)
DO g | DO | pery | 00 cof0n | 09790

Inflamacion No 1 (ref)
Si 0.23 (0.06-0.88) | 0.0311 |4.21 (0.88-20.14) | 0.0720 0.55(0.27-1.13) | 0.1017

Debido a los hallazgos significativos del modelo univariante, se realiza un

modelo de regresién logistica multivariante con las variables que tienen mayor
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significacion estadistica, considerando aquellas con una p<0,15 y partiendo de

esas variables mas significativas se ajusta el modelo.

En el modelo multivariante las caracteristicas que finalmente demostraron
mayor fuerza de asociacion estadistica con la translocacion de ALK, es el
diagnostico de tumor de Spitz atipico con un OR de 4,20 (1,14-15-53), con un
error estandar de 0,6669 (p=0,0313) y si la neoplasia no tiene componente
epidérmico ésta lesion se asocia con mayor probabilidad a tener una
translocacion de ALK con un OR de 7,69 (1,96-25) con un error estandar 0,6790
(p=0,0031). Ver tabla 15.

Tabla 15 Tabla resumen de caracteristicas histolégicas asociadas a la
translocacion de ALK con modelo multivariado.

ALK
Translocacién
OR (IC 95%) ES Chi2 | p-valor

Diagnostico TSA | 4.20 (1.14-15.53) 0.6669 | 4.6343 | 0.0313

Componente no 7,69 (1,96-25) 0.6790 | 8.7645 | 0.0031
epidérmico

Con respecto a las variables que mostraron mayor asociacion con la
translocacion de NTRK fueron el diagndstico de tumor de Spitz atipico con un
OR de 8,76 (1,79-42,66), con un error estandar de 0,8079 (p=0,0072). Ademas
la citologia de tipo mixto (con células fusiformes y epitelioides en la neoplasia)
tiene un OR de 39,40 (2,69-576,7) para albergar la translocacién de NTRK con
un error estandar de 1,3691 (p=0,0073), seguido de la morfologia fusiforme con
un OR es de 8,76 (1,79-42,67) con un error estandar de 0,8662 (p=0,8831). Al
ajustar el modelo, la presencia de inflamacion tiene un OR de 12,29 (1,26-
119,68) con un error estandar de 1,1611 (p=0,0307). Ver tabla 16.
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Tabla 16 Tabla resumen de caracteristicas histolégicas asociadas a la
translocacion de NTRK con modelo multivariado.

NTRK
translocacion
OR (IC 95%) ES Chi? | p-valor
Diagnéstico | NSA 8.76 (1.79-42.66) 0.8079 | 7.2151 | 0.0072
Citologia fusiforme | 8.76 (1.79-42.67) 0.8662 | 0.0216 | 0.8831
mixto 39.40 (2.69-576.7) 1.3691 | 7.2003 | 0.0073
Inflamacién | si 12.29 (1.26-119.68) | 1.1611 | 4.6692 | 0.0307

Por ultimo el modelo multivariado ajustado para la mutacibn de BRAF se
identifica que el diagndstico histolégico que con mayor probabilidad se asocia a
la mutacién de BRAF es el diagndstico de nevus convencional con un OR de
29,51 (6,92-125,79) con un error estandar de 0,7398 (p<0,0001), seguido del
diagnoéstico de melanoma de Spitz con un OR de 13,38 (3,23-55,47) con un error
estandar de 0,7256 (p=0,0004), luego le sigue el diagndstico de melanoma
convencional con un OR de 4,42 (1,12-17,37) con un error estandar de 0,6988
(p=0,0336) y por ultimo con el diagndstico de tumor de Spitz atipico con un OR
de 3,63 (0,79-16,76), con un error estandar de 0,7804 (p=0,0985). En relacién a
las caracteristicas citologicas si la neoplasia tiene una citolégica epitelioide el
tumor se asocia con mayor probabilidad a tener mutacion de BRAF con un OR
de 6,71 (1,38-33,3) (p=0,0177).Ver tabla 17.
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Tabla 17 Tabla resumen de caracteristicas histolégicas asociadas a la
mutacion de BRAF con modelo multivariado.

BRAF
mutacion

OR (IC 95%) ES Chi? p-valor

Diagnéstico TSA 3.63 (0.79-16.76) 0.7804 | 2.7290 0.0985

MS 13.38 (3.23-55.47) | 0.7256 12.7784 | 0.0004
N 29.51 (6.92-125.79) | 0.7398 20.9298 | <0.0001

M 4.42 (1.12-17.37) 0.6988 | 4.5165 0.0336

Citologia | Epitelioide | 6,71 (1,38-33,3) 0.8022 5.6235 0.0177

Por ultimo en la tabla 18 se muestra la asociacion de probabilidades

observadas y respuestas observadas en cada una de las alteraciones

moleculares incluidas en el modelo de regresién logistica. Se quiere destacar los

valores de “C”, donde nos indica el &rea bajo la curva del modelo, esta va de 0 a

1. Cuanto mas cercano sea ese valor a 1 mejor discrimina el modelo. A partir de

un area de 0,7 la discriminacién del modelo se considera aceptable (lgual que

en pruebas diagndésticas y curvas ROC).

Tabla 18 Asociacion de probabilidades pronosticadas y respuestas

observadas en el modelo de regresion logistica.

Asociacion de probabilidades pronosticadas y respuestas

observadas

ALK NTRK BRAF
Concordancia (%) 69.0 81.5 81.2
Discordancia (%) 11.5 11.0 10.1
Vinculacion (%) 19.4 7.5 8.7
Apareamientos 1092 946 4480
Somers' D 0.575 0.705 0.711
Gamma 0.714 0.762 0.778
Tau-a 0.135 0.143 0.277
c 0.788 0.853 0.855
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Resultados con técnicas de FISH y PCR

HRAS

Para la valoracion de HRAS se utiliza la técnica de hibridacion in situ con
fluorescencia (FISH), para detectar alteraciones del gen presente en el brazo
corto del cromosoma 11. Solo se emplea la técnica de FISH para la
determinacion de HRAS, ya que no se dispone del anticuerpo como método de

comparacion.
La sonda de HRAS permite identificar la amplificacion del gen. Se observa
amplificacion en el 1.8% (n=3) de los casos estudiados. Los casos corresponden:

a un nevus de Spitz, a un tumor de Spitz atipico y un melanoma convencional.

En la Figura 33 se observa sefalado con flechas las células que muestra

amplificacion para HRAS.

Figura 33 Tumores de Spitz con amplificacion de HRAS
A. Nevus de Spitz B. Tumor de Spitz atipico, ambos con amplificacion para
HRAS
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ALK

Para estudiar la presencia de translocacion del gen ALK con técnica de FISH
se utiliza una sonda “break apart”. En nuestra serie se identifica translocacion de
ALK con FISH en el 7.5% de los casos (n=12), de los cuales el 3.7% (n=6)

corresponden a nevus de Spitz y el otro 3.7% (n=6) a tumores de Spitz atipicos.

En la figura 34 se observan ejemplos de los casos con translocacion para
ALK. Se sefiala con flechas las células que muestran la presencia de la

translocacion.

Figura 34 Tumores de Spitz con translocacion de ALK

A) Nevus de Spitz y B) Tumor de Spitz atipico con translocacion para ALK
con FISH, sonda “break apart” (flecha).

NTRK

La valoracion de NTRK con técnica de FISH se realiza con una sonda “break
apart®’, para valorar la presencia de translocacién del gen. En las muestras
estudiadas el 6,8% de los tumores (n=11) muestran translocacion en dicho gen.
De los casos con translocacion de NTRK, el 5% (n=8) corresponden a tumores
de Spitz atipicos y el 1,81% (n=3) a nevus de Spitz.
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En la figura 35 se observan algunas imagenes de los casos obtenidos.

Figura 35 Tumores de Spitz con translocacion de NTRK

A) Nevus de Spitz y B) Tumor de Spitz atipico con translocacién para NTRK
con FISH sonda “break apart” (flecha).

BRAF

Para la determinacion de BRAF se utiliza en la mayoria de los casos la
técnica de PCR con Cobas ® y en otros el método Sanger. En nuestra serie se
identifica mutacion de BRAF en un 21,25% (n=34) de los casos. De los tumores
en los que se identifica mutacién de BRAF, el 8,7% (n=14) corresponden a nevus
convencionales y el 4,3% (n=7) a melanomas convencionales. En los tumores
de Spitz se observa que el 5,6% (n=9) de los casos de melanomas de Spitz, en
el 1,8% (n=3) a tumores de Spitz atipicos y en el 0,6% (n=1) nevus de Spitz. En
la figura 36 se observa una imagen de como se identifica un caso mutado para

BRAF usando secuenciacion Sanger (sefialado con una flecha).
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Figura 36 Melanoma con mutacion V600E de BRAF, mediante técnica
de PCR

MET, RET y ROS1

En las determinaciones con técnica de FISH para MET, RET y ROS1 no se
identifica ningln caso con translocacion o amplificacion en el caso de MET.

En la figura 37 se resumen los casos que mostraron alteraciones mediante
FISH y PCR.
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Resumen de resultados con FISH y
PCR

EHRAS ®ALK NTRK mBRAF mMET-RET-ROS1

1,88%

Figura 37 Resultados de técnicas moleculares y FISH en la totalidad de la
muestra.

Comparacion de resultados con técnicas de inmunohistoquimica con las técnicas
de FISH y PCR.

En los tumores de Spitz, tras la obtencion de los resultados con técnicas de
inmunohistoquimica, FISH y PCR, se comparan los hallazgos para ver las
diferencias de resultados entre las pruebas. Debido a que sélo se obtuvieron
resultados con dos técnicas para las determinaciones de ALK, NTRK y BRAF
seran las que se utilizaran para la comparacion. Las determinaciones de MET,
RET y ROS-1 se excluyen del andlisis porque no se detectan casos con
alteraciones para estos genes en nuestro estudio. Con respecto a HRAS y BAP-
1 también se excluyen ya que sb6lo se us6 FISH e inmunohistoquimica,
respectivamente.
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ALK

En los nevus de Spitz estudiados (n=71), se obtuvo positividad para ALK con
técnica de inmunohistoquimica y también se identifica con técnica de FISH la
presencia de translocacion en el 7% de los casos (n=5).

En uno de los nevus de Spitz se identifica la translocacion de ALK con FISH,

pero no se observa inmunorreactividad con técnica de inmunohistoquimica.

En un caso se identifica positividad solo con inmunohistoquimica pero no se

demuestra la translocacion con técnica de FISH.

En la tabla 19 se resumen los resultados para ALK con inmunohistoquimica
y técnica de FISH.

Tabla 19 Comparacién de ALK con inmunohistoquimicay FISH en los
nevus de Spitz.

Nevus de Spitz n=71
ALK con FISH
Positivo Negativo Total
ALK Positivo 5 7,1% 1 1,4% 6 8,5%
IHQ Negativo 1 1,4% 64 90,1% 65 91,5%
Total 6 8,5% 65 91,5% 71 100%

En los tumores de Spitz atipicos, un 23% (n=6) de los casos muestran
positividad con técnica de inmunohistoquimica y se identifica ademas la
translocacion de ALK con FISH. Sélo un caso es positivo con
inmunohistoquimica pero no se observa translocacion de ALK con FISH. Los

datos se resumen en la tabla 20.
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Tabla 20 Comparacion de ALK con inmunohistoquimicay FISH en los
tumores de Spitz atipicos.

Tumor de Spitz atipico n=26

ALK con FISH
Positivo Negativo Total
ALK Positivo 6 23% 1 3,85% 7 26,92%
IHQ Negativo 0 0 19 73,07% 19 73,07%
Total 6 23% 20 76,9% 26 100%

En ningln melanoma de Spitz (n=18) se identifica translocacion de ALK con
ninguna de las dos técnicas (IHQ y FISH). En la tabla 21 se resumen la totalidad

de los resultados para ALK.

Tabla 21 Totalidad de resultados de tumores de Spitz para
determinacion de ALK

Tumores de Spitz n=115

ALK con FISH
Positivo Negativo Total
ALK Positivo 11 9,5% 2 1,7% 13 11,3%
IHQ Negativo 1 0,8% 101 87,8% | 102 97,14%
Total 12 10,4% | 103 89,5% 115 100%

Por ultimo se calcula el coeficiente Kappa de Cohen que es una medida de
concordancia, que se basa en comparar la correlacion observada en un conjunto
de datos, respecto a la que podria ocurrir por azar. Si el coeficiente Kappa es
cercano al 1 la concordancia de las pruebas es adecuada. En el caso de las
determinaciones de ALK con inmunohistoquimica y FISH tiene un coeficiente
Kappa de 0,8654. Ver tabla 22.
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Tabla 22 Coeficiente Kappa de Cohen para pruebas para determinaciéon

de ALK
Coeficiente simple Kappa para ALK
Kappa 0.8654
ASE 0.0762
95% Limite inferior 0.7100
95% Limite superior 1.0000

NTRK

La determinacioén de la translocacion de NTRK en los nevus de Spitz (n=71),
es positiva con técnica de inmunohistoquimica y con FISH en el 4,2% de los
casos (n=3). En un solo caso se identifica inmunorreactividad con técnica de
inmunohistoquimica para NTRK. Los detalles de los resultados de ambas

técnicas se resumen en la tabla 23.

Tabla 23 Comparacién de NTRK con inmunohistoquimicay FISH en los
nevus de Spitz.

Nevus de Spitz n=71
NTRK con FISH
Positivo Negativo Total
NTRK Positivo 3 4,2% 1 1,4% 4 5,6%
IHQ Negativo 0 0 67 94,3% 67 94,3%
Total 3 4,2% 68 96% 71 100%

En cuanto a los tumores de Spitz atipicos se observa positividad con
inmunohistoquimica para NTRK y también la presencia de la translocacion con
técnica de FISH en el 26,9% (n=7).

En un caso se identifica translocacion de NTRK en el FISH y no se observa

positividad de tincion con la técnica de inmunohistoquimica. Ver tabla 24.
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Tabla 24 Comparacién de NTRK con inmunohistoquimicay FISH en los
tumores de Spitz atipicos.

Tumor de Spitz atipico n=26
NTRK con FISH

Positivo Negativo Total
NTRK Positivo 7 26,9% 0 0 7 26,9%
IHQ Negativo 1 3,8% 18 69,2% 19 73,07%
Total 8 30,7% 18 69,2% 26 100%

En los melanomas de Spitz (n=18) no se observa translocacion de NTRK con

ninguna de las dos pruebas (IHQ y FISH).

En la tabla 25 se puede ver un resumen de los resultados obtenidos para
NTRK con las técnicas de FISH y PCR.

Tabla 25 Totalidad de resultados de tumores de Spitz para
determinacion de NTRK

Tumores de Spitz n=115
NTRK con FISH

Positivo Negativo Total
NTRK Positivo 10 8,69% 1 0,86% 11 9,5%
IHQ Negativo 1 0,86% 103 89,56% | 104 90,4%
Total 11 9,5% 104 90,4% | 115 100%

Se calcula el coeficiente Kappa de Cohen en el caso de las determinaciones
de NTRK con inmunohistoquimica y FISH tiene un coeficiente Kappa de 0,8995,

siendo adecuada la concordancia. Ver tabla 26.

Tabla 26 Coeficiente Kappa de Cohen para pruebas para determinacion

de NTRK
Coeficiente simple Kappa para
NTRK
Kappa 0.8995
ASE 0.0702
95% Limite inferior 0.7618
95% Limite superior 1.0000
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BRAF

La determinacion para BRAF se realiza con PCR y con técnica de
inmunohistoquimica. Los nevus de Spitz (n=71), son positivos con técnica de
inmunohistoquimica y se detecta la mutacion de BRAF con PCR en el 1,4% de
los casos (n=1). Sin embargo, en 3 casos se observa positividad con

inmunohistoquimica y pero no se detecta mutacion al realizar PCR. Ver tabla 27.

Tabla 27 Comparacion de BRAF con inmunohistoquimicay PCR en los
nevus de Spitz.

Nevus de Spitz n=71
BRAF PCR
Positivo Negativo Total
BRAF Positivo 1 1,4% 3 4,2% 4 5,6%
IHQ Negativo 0 0 67 94,3% 67 94,3%
Total 1 1,4% 70 98,5% 71 100%

En los tumores de Spitz atipicos se identifica en el 11,5% (n=3) la presencia
de mutacion de BRAF con PCR y también inmunoreactividad con técnica de
inmunohistoquimica. Sélo un caso fue positivo con inmunohistoquimica pero no

se detecta mutacion de BRAF con PCR. Ver Tabla 28.

Tabla 28 Comparacién de BRAF con inmunohistoquimicay PCR en los
tumores de Spitz atipicos.

Tumor de Spitz atipico n=26
BRAF PCR
Positivo Negativo Total
BRAF Positivo 3 11,5% 1 3,8% 4 15,3%
IHQ Negativo 0 0 22 84,6% 22 84,6%
Total 3 11,5% 23 88,4% 26 100%

En los melanomas de Spitz n=18, la mitad de los casos (n=9), son positivos
para BRAF con inmunohistoquimica y también se identifica con PCR la mutacion
de BRAF. En el otro 50% de melanomas de Spitz (n=9) no se identifica mutacion

de BRAF con inmunohistoquimica ni PCR. Ver tabla 29.
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Tabla 29 Totalidad de resultados de tumores de Spitz para
determinacién de BRAF

Tumores de Spitz n=115
BRAF PCR
Positivo Negativo Total
BRAF Positivo | 13 11,3% 4 3,47% 17 14,78%
IHQ Negativo 0 0 98 85,21% 98 85,21%
Total 13 11,3% 102 88,68% 115 100%

Se calcula el coeficiente Kappa de Cohen en el caso de las determinaciones
de BRAF con inmunohistoquimica y PCR tiene un coeficiente Kappa de 0,8471,

siendo adecuada la concordancia. Ver tabla 30.

Tabla 30 Coeficiente Kappa de Cohen para pruebas para determinacién
de BRAF

Coeficiente simple Kappa para
BRAF
Kappa 0.8471
ASE 0.0742
95% Limite inferior 0.7016
95% Limite superior 0.9926
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Algoritmo predictor de alteraciones genéticas

Con los resultados obtenidos intentamos refinar la clasificacion morfologica
de las lesiones melanociticas, lo que podria ser de utilidad para formar
subgrupos que son genéticamente homogéneos y poder “predecir’ el

comportamiento clinico y molecular de dichas lesiones.

Se realiza un algoritmo basandonos en los resultados del modelo ajustado
del andlisis multivariante, en el que se presenta cada variable con su magnitud
de presentar el desenlace clinico. En la figura 38 se puede observar como
partimos de la presencia de un paciente con una lesion melanocitica, la cual debe
ser resecada y estudiada a nivel histolégico. En la valoracion histologica se debe
de tomar en cuenta si la neoplasia tiene caracteristicas de tumor de Spitz y
posteriormente hay que determinar si tiene criterios histologicos de malignidad
(como por ejemplo si el tumor es asimétrico, si tiene atipia citolégica, mitosis

sobretodo en areas profundas, entre otros).

Si el tumor melanocitico tiene caracteristicas de un tumor de Spitzy criterios
de malignidad suficientes, recomendamos identificar a nivel histolégico si tiene
citologia de morfologia epitelioide (OR 6,71; p=0,0177) ya que es probable que
el tumor albergue una mutacion de BRAF en el caso de los melanomas de Spitz
(OR: 13,38, p=0,0004) y el paciente pueda ser candidato a tratamientos
especificos como es el caso de Vemurafenib. Si el tumor esta constituido por una
citologia diferente a la epitelioide, se debe tomar en cuenta otras
determinaciones moleculares como ALK, NTRK, ROS-1, HRAS, MET, RET.

En el caso de que el tumor no cumpla criterios diagndsticos de un melanoma
de Spitz, se debe considerar que no esté asociado a nivel microscépico con
presencia de componente epidérmico (OR 4,20, p=0,031), ya que puede tener
una translocacion de ALK en el caso de tratarse de un tumor de Spitz atipico (OR
4,20, p=0,031), el cual si el paciente tiene criterios clinicos de mal prondstico
podria ser candidato a tratamiento con Crizotinib. Por otra parte en los tumores
de Spitz atipicos, no puede descartarse la posible mutacion para BRAF (OR:
3,63, p=0,0985) y BAP-1.
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Cuando un tumor melanocitico tiene criterios de malignidad pero tampoco
suficientes para clasificarse como un melanoma pero con caracteristicas de
tumor de Spitz atipico podria estar asociado a translocacion de NTRK (OR 8,76,
p=0,0072), ademas hay que considerar las caracteristicas citolégicas como
células de habito fusiforme y epitelioide (morfologia mixta) en el tumor (OR 39,40,
p=0,0073). También la presencia de infiltrado inflamatorio puede estar asociado
a translocacion de NTRK (OR 12,23, p=0,0307). En el caso de que un paciente
con un tumor de Spitz atipico con criterios clinicos de mal prondstico podria ser

candidato a tratamiento con Entrectenib.

Si un tumor de Spitz atipico no tiene ninguna de las caracteristicas histologica
antes mencionada o si no muestra translocacion de ALK, NTRK o BRAF, es
necesario hacer determinacion de ROS-1, HRAS, MET y RET.

Si el diagndstico histolégico corresponde a un nevus de Spitz, a pesar que no
tenga ninguna implicacion terapéutica, se pueden hacer determinaciones
moleculares para una mejor clasificacion tumoral. Principalmente se debe
determinar ALK, NTRK, BRAF, HRAS, ROS-1, MET y RET.

Por ultimo, si el diagnéstico del tumor melanocitico no se trata de un tumor
de Spitz, se debe determinar la posible mutacién de BRAF, siendo muy probable
dicha mutacién en los nevus convencionales (OR 29,51, p<0,001) y también un
hecho observado en los melanomas convencionales (OR 4,42, p=0,033). Es de
especial importancia dicha deteccion en los melanomas ya que son pacientes
gue con un tratamiento especifico para esta diana terapéutica como lo es el uso
de Vemurafenib, pueden aumentar su supervivencia libre de progresién de

enfermedad.
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DISCUSION







V. Discusion

El objetivo principal del estudio es caracterizar los tumores de Spitz. El
analisis de los resultados obtenidos se realiza en relacion a las neoplasias de
Spitz comparandolos con los hallazgos encontrados en los nevus y melanomas
convencionales. En cada caso se analizan los datos clinicos e histologicos,
relacionados con las alteraciones moleculares identificadas. Ademas se
consideran los resultados que se obtienen con los diferentes anticuerpos
utilizados y se analizan los resultados obtenidos con otras técnicas, que en este
caso corresponde a la técnica de FISH y PCR. Posteriormente se cometan las
fortalezas y debilidades del estudio, asi como en relacidn con otros estudios ya

publicados y por ultimo se plantean interrogantes no resueltas.

Analisis de las caracteristicas clinicas de las lesiones melanociticas

En el estudio realizado, como se ha comentado en diferentes ocasiones, se
incluyeron pacientes que fueron diagnosticados de lesiones melanociticas
cutaneas, los cuales fueron escogidos al azar, pero que debian de cumplir que
el tipo de lesion melanocitica fuese un tumor de Spitz (nevus de Spitz, tumor de
Spitz atipico, melanoma de Spitz) o que fuese un nevus o0 un melanoma
convencional; de esta manera podriamos observar en nuestro estudio el
comportamiento tanto clinico, histolégico y molecular de las diferentes

neoplasias para poder establecer las diferencias bioldgicas entre ellas.

Edad

Respecto a la edad, el conjunto de la serie de todos los pacientes
seleccionados (n=160) tiene un amplio rango de edad (entre 1 y 91 afios), pero
con una media de 38 afios y una mediana de 34 afos. Es de hacer notar que la
edad de los pacientes con lesiones melanociticas de Spitz son mas jovenes con
respecto a los pacientes con tumores de tipo no Spitz. La media de la edad es
de 26, 27 y 43 afos, para los nevus de Spitz, tumores de Spitz atipicos y

melanomas de Spitz respectivamente, en comparacion con la media de edad de
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los pacientes con nevus y melanomas convencionales que es de 39 y 54 afios,
respectivamente. Por lo que se podria decir que los pacientes con tumores de
Spitz en nuestra serie tienen una leve tendencia a observarse en personas

jovenes.

La valoracion de la edad es un elemento importante a considerar en los
tumores melanociticos, ya que no solamente permite conocer en que grupos de
edad es mas frecuente los tumores benignos o malignos, o como en nuestro
estudio, saber a qué edades es mas frecuente diagnosticar los diferentes tipos
de tumores de Spitz; sino que también es un elemento a considerar como un
factor prondstico. En los melanomas, la edad avanzada se asocia con un peor
pronéstico. En los pacientes joévenes, a pesar de tener un tumor con
caracteristicas agresivas tienen un mejor prondstico, lo que sugiere que el tumor

puede tener una biologia distinta en estos pacientes.

Los datos sobre el impacto de la edad se analizaron en 11.088 casos de
melanoma en estadios I, Il y lll usando la base de datos utilizada para la séptima
edicion del sistema de estadificacion de melanoma del “American Joint
Committee on Cancer” (AJCC). En 10.233 pacientes con enfermedad en estadio
| o Il (es decir, con ganglios negativos) en el analisis multivariado se encontro
que la edad era un factor pronéstico independiente para la supervivencia, junto
con el sexo, el grosor del tumor primario, el indice mitético, la presencia de
ulceracion y la localizacion del tumor. En 775 pacientes con enfermedad en
estadio Ill, el analisis multivariado identificO cuatro factores asociados
independientemente con la supervivencia: la edad, el numero de ganglios
linfaticos afectados, la presencia de ulceracion y el indice mitético. El melanoma
que ocurre en pacientes menores de 20 afios tiende a tener caracteristicas mas
agresivas en el tumor primario (indice mitético alto, ulceracioén, entre otros), pero
los resultados de supervivencia son mejores que los observados con pacientes

mayores (119).

En otro analisis, se estudié el impacto de la edad en la afectacion de los
ganglios linfaticos centinela en pacientes con melanoma en estadio clinico 1 y II.

El aumento de la edad se asocid con una disminucion de la incidencia de
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afectacion ganglionar en el analisis multifactorial. La incidencia mas alta de
afectacion de los ganglios linfaticos centinela fue del 25.8% para los menores de
20 afos de edad, en comparacion con el 15.5% en los mayores. A pesar de esto,
la edad avanzada se asocio con una mayor mortalidad a cinco afios para los

pacientes con enfermedad en estadio Il (120).

Los tumores de Spitz, en general, ocurren en las primeras dos décadas de la
vida, pero también pueden desarrollarse en adultos. Sin embargo la presencia
de tumores de Spitz en pacientes mayores de 20 a 30 afios tiene un mayor riesgo
de desarrollar malignidad. Existe un sistema de clasificacion basado en la edad
del paciente y un subconjunto de caracteristicas morfolégicas para ayudar a
determinar si un tumor de Spitz atipico tiene un riesgo bajo, intermedio o alto de
metastasis. En general, la edad menor de 10 afios se acepta como un criterio
importante para discriminar los tumores de Spitz con menor riesgo de progresion
neoplasica. Sin embargo, la importancia de la edad no debe sobreestimarse, ya
gue puede haber una propension a diagnosticar tumores de Spitz atipicos en
nifios y melanomas en personas mayores, por lo que en casos dificiles se debe

emplear alguna técnica complementaria(121).

Sexo

Respecto al sexo, observamos que mas de la mitad de los casos
corresponden a mujeres (57%; n=91/160). En el grupo de los tumores de Spitz
también predomina el sexo femenino sobre todo en los nevus de Spitz (26%,

n=42) y en los tumores de Spitz atipicos (9%, n=14).

El sexo también se considera un factor prondstico. En las mujeres con
diagnéstico de melanoma en estadio | y Il, parece estar asociado con un mejor
pronéstico. Ademas en las mujeres se suele observar con mayor frecuencia
melanomas que no estan ulcerados y que estan localizados en las extremidades,

siendo todos factores pronosticos favorables (119).
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En un estudio de 2672 pacientes con melanoma en estadio | y Il
correspondientes a cuatro ensayos clinicos con terapia adyuvante, realizados
por la Organizacion Europea para la Investigacion y el Tratamiento del Cancer
(EORTC), el género femenino se asoci0 con una supervivencia general y
especifica de la enfermedad significativamente mejor (OR: 0,70 y 0,74,

respectivamente) (122).

En el ensayo Sunbelt Melanoma Trial en el que se incluyeron 1829 pacientes
con melanoma (todos los cuales habian sido sometidos a una biopsia de ganglio
linfatico centinela) se demostré que el género masculino era un factor de riesgo
independiente para una peor supervivencia general (riesgo relativo (RR) 1.45, IC
95% 1.21-1,77) (123).

También en un analisis que agrupa cinco ensayos clinicos de pacientes con
melanoma en estadio Il y IV, se determiné que las mujeres tenian una
supervivencia significativamente mejor libre de recaida de la enfermedad en

comparacion con los hombres (124).

Los tumores de Spitz son neoplasias que se producen en todos los grupos
étnicos. La presencia de tumores de Spitz en los hombres y las mujeres no
muestra diferencias significativas, sin embargo puede haber predominio del sexo

femenino en los adultos jévenes (125).

Localizacioén

Respecto a la localizacién, la mayoria de las lesiones melanociticas
estudiadas se localizan en miembros superiores (36%; n=58), seguida de los
miembros inferiores (31%; n=50) y como localizacion menos frecuente se

encuentra el abdomen (5%; n=8).

En los tumores de Spitz la distribucion es similar a la observada en los
resultados globales, correspondiendo el 28% (n=45) de los tumores de Spitz

localizados en miembros superiores, el 25% (n=40) en miembros inferiores y el
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3% (n=5) en abdomen. Sin embargo en nevus y melanomas convencionales, la
localizacion més frecuente es en miembros superiores (8%; n=13), pero seguido

de cabeza y cuello (7%; n=11).

Los nevus de Spitz pueden observarse en cualquier localizacion anatémica.
Sin embargo, los lugares mas comunes son en cabeza y cuello o las
extremidades inferiores en los nifios y el tronco o las extremidades en los adultos
(125,126).

La localizacion también puede ser considerada en algunos tipos de tumores
melanociticos como un factor pronéstico, como es el caso de los pacientes con
melanomas. Los melanomas cutaneos que surgen en el area de la cabeza y el
cuello, el tronco y posiblemente la extremidad inferior tienen un peor prondstico
que los que surgen en la extremidad superior. Sin embargo, el sitio del tumor
primario es menos importante que los factores incluidos en el sistema de
estadificacion AJCC como por ejemplo el espesor de Breslow del tumor, el indice

mitotico, la presencia de ulceracion y la afectacion ganglionar (127,128) .

Andlisis de las caracteristicas histologicas de las lesiones melanociticas

Analizamos una serie de caracteristicas morfologicas en cada uno de los
grupos de lesiones melanociticas. El objetivo como ya se ha mencionado es
relacionar caracteristicas histoldgicas con los hallazgos moleculares. Este tipo
de asociacion ya ha demostrado ser Util en ciertos tumores, como en los tumores
con pérdida de expresion de BAP1, que suelen tener caracteristicas

morfoldgicas distintivas.

147



Morfologia celular

Se valora la morfologia celular, tomando en cuenta el tamafio y forma del
citoplasma, por lo que se dividieron en grupos, siendo: Epitelioide, fusiforme,

mixto y redondeada.

Al analizar los resultados del conjunto de todas las lesiones melanociticas, la
morfologia mas frecuente es epitelioide (51,8%; n=82), seguido de la morfologia
fusiforme (30%; n=49), luego el patrén redondeado (13%; n=21) y en ultimo lugar
el patron mixto en un 5% (n=8) de casos.

En el grupo de tumores de Spitz, es también mas frecuente la morfologia
celular epitelioide (38%; n=62), seguido en frecuencia de la morfologia fusiforme
(28%; n=45), y por ultimo lugar el patron mixto (8%; n=5).

Valorar la morfologia celular tiene dos finalidades, una de ellas es observar
la frecuencia de los tipos morfoldgicos celulares encontrados en los tumores
melanociticos pero sobretodo en los tumores de Spitz; y por otro lado intentar
determinar si existe alguna morfologia celular que sea predominante en alguna
de las alteraciones genéticas estudiadas. Algunos ejemplos de tumores con
caracteristicas morfolégicas especificas son aquellos que tienen pérdida de
expresion de BAP-1, en los que predominan células neoplasicas epitelioides con
abundante citoplasma anfofilico (129), los tumores con reordenamiento de ALK
gue tienen una celularidad con una morfologia fusiforme plexiforme (130), o los
tumores de Spitz con mutacién/ amplificacién de HRAS en los que se observan
células aisladas con nucleo vesicular y citoplasma anfofilico que se mezclan con

las fibras de colageno (54)

Morfologia polipoide

Una de las caracteristicas clinico-histolégicas estudiadas es la presencia de

la morfologia polipoide, entendiéndose como esta cuando el tumor esta
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constituido por una proliferaciéon melanocitica prominente, que otorga una forma

protuberante en la superficie cutanea.

La caracteristica polipoide se considera con el objetivo de identificar su
asociacion con alguna alteraciéon molecular. Por ejemplo, los casos que tienen
pérdida de expresion de BAP-1 suelen estar constituidos por una proliferacion
de melanocitos de gran tamafio que se observa predominantemente en la dermis
generando su expansion, por lo que a veces adquieren una morfologia

protuberante/ polipoide (131).

Dentro de esta categoria en nuestra serie se encuentran un 23% (n=37) de
los tumores melanociticos y dentro del grupo de los tumores de Spitz el 20,6%
(n=36) eran de morfologia polipoide. Posteriormente se comentara la asociacion
de ésta caracteristica morfoldgica con los hallazgos encontrados con
inmunohistoquimica, asi como en la técnica de FISH y PCR.

Pigmentacion

Respecto a la pigmentacion de las lesiones melanociticas, en el conjunto de
la serie se observa que el 45% (n=72) de las lesiones estaban pigmentadas,
mientras que el grupo de tumores de Spitz, se observa pigmento melanico

asociado a la neoplasia en un 35% (n=56).

Clinicamente los tumores melanociticos sin pigmentacion pueden ser un
desafio y algunas veces implica un retraso significativo en el diagnostico y
tratamiento, lo que puede contribuir a un peor prondéstico (132). Las lesiones
melanociticas suelen estar pigmentadas, sin embargo en aproximadamente el
2% de los melanomas pueden presentarse sin evidencia clinica o histopatol6gica
de pigmentacién. Los melanomas de Spitz generalmente se presentan como
papulas o nodulos de crecimiento ligeramente eritematoso. Pueden ser no

pigmentados o tener un color marrén, negro o azul. (133).
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En un estudio de 628 pacientes con melanoma sin pigmentacion, se
determiné que estos tumores son significativamente mas propensos a presentar
metastasis regionales o distantes, asi como pueden estar asociados a otros
factores prondsticos desfavorables y por tanto tienen un aumento en la
agresividad bioldgica (132). Ademas, en otros estudios se ha identificado que los
pacientes con melanoma sin pigmentacién tienen mas probabilidades de tener
mutaciones BRAF o KIT, lo que puede tener implicaciones importantes para el
tratamiento (134).

Extension pagetoide

Se considera extension pagetoide cuando las células melanociticas tienen
una distribucion intraepidérmica hacia la superficie cornea. Esta caracteristica
puede estar presente en las lesiones melanociticas, pudiendo ser prominente y
difusa en los melanomas. De todos los casos, solo el 21% (n=34) muestra esta
caracteristica, en los nevus de Spitz 10/71 casos (6%), en los tumores de Spitz
atipicos 5/26 casos (3%), en los melanomas de Spitz 7/18 casos (4%) y en los
melanomas de tipo convencional 10/24 casos (6%), no se identifica en los nevus

convencionales.

En los nevus de Spitz la extension pagetoide, si estad presente, es focal,
escasamente celular y limitada al centro de la lesion o en la mitad inferior de la
epidermis. En los tumores de Spitz atipicos se puede observar la presencia de
extension pagetoide extensa en un patron de células pequefias o0 nidos
pequefios que involucran las capas superiores de la epidermis. Sin embargo, la
asociacion de paraqueratosis suprayacente también puede dar lugar a la

diseminacién pagetoide en lesiones benignas.(135).

En los tumores malignos como en el melanoma, se suele observar de forma
mas prominente como las células neoplasicas muestran una diseminacién
pagetoide que involucra todo el espesor o gran parte de la epidermis, a veces

incluso la epidermis adquiere una imagen de “perdigones dispersos” (136).
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Componente epidérmico

Se identifica la presencia del componente epidérmico en el 56,2% (n=90) de
la muestra y en cuanto a las lesiones de Spitz también es un hecho frecuente

encontrado, en el 51,8% (n=83) de los tumores.

Durante la embriogénesis, los melanocitos derivados de la cresta neural
migran hacia la epidermis y los foliculos pilosos para residir en la capa basal de
la epidermis. Estos melanocitos, poseen procesos dendriticos que transfieren
melanosomas a los queratinocitos. Los nevus (tanto congénitos como
adquiridos) estan compuestos por melanocitos que han perdido sus procesos
dendriticos y generalmente proliferan clonalmente para formar nidos de células.
Los nevus adquiridos comienzan como una lesién plana (nevus de union) y con
el tiempo progresa a una lesion elevada (nevus compuesto). ElI concepto de
"caida" de células de nevicas en la dermis, se ha utilizado para explicar la
progresion de un nevus de union a un compuesto. Sin embargo, este concepto
ha sido desafiado por una via alternativa que postula que la migracion
ascendente de los melanocitos hacia la epidermis forma la base de la formacién
de nevus (137).

Por otra parte la mayoria de los melanomas malignos surgen como tumores
superficiales que se limitan a la epidermis, donde permanecen durante algun
tiempo. Durante esta etapa, conocida como la fase de crecimiento horizontal o
“radial”", el melanoma es casi siempre curable, posteriormente en respuesta a la
acumulacion gradual de anomalias genéticas, el melanoma se transforma en un
nédulo expansivo que se extiende mas alla de la membrana basal e invade la
dermis. Aunque los cambios moleculares que acomparfian la progresion de un
tumor melanocitico aiin no se han dilucidado, se sugiere que estan involucradas
proteinas de progresion del ciclo celular, que se han asociado con la adquisicion
de potencial metastasico temprano en la progresion de algunos melanomas,

como los melanomas acrales (137,138).
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Ulceracion

La ulceracion se define como un defecto de la superficie epidérmica que se
asocia a cambios reactivos (deposito de fibrina y neutréfilos), con
adelgazamiento, borramiento o hiperplasia reactiva de la epidermis adyacente
en ausencia de trauma o de un procedimiento quirdrgico reciente (128,139). En
el caso de los melanomas, la presencia de ulceracion es considerada una
caracteristica de mal prondstico, independiente de la profundidad de invasion del
melanoma. Si una lesion esté ulcerada debe confirmarse a nivel histolégico. En
nuestra serie sélo el 5% (n=8) de los casos mostraban ulceracion presente en
melanomas convencionales (22,5%; n=6), en un melanoma de Spitz (<1%; n=1)

y en un nevus de Spitz (<1%; n=1).

En el sistema de clasificacion de la TNM de la 8va edicion de la AJCC, la
presencia de ulceracion cambia la estadificacion de Tla a T1lb, T2a a T2b, etc.,
dependiendo del espesor del tumor. La ausencia de fibrina, neutrdéfilos o tejido
de granulacion en areas de aparente ulceracion serian pistas de que no se trata
de una ulceracion real. La ulceracion puede estar presente en un melanoma in
situ pero no afecta la estadificacion. Varios estudios han demostrado que el
grado de ulceraciéon (medido como un porcentaje o diametro del ancho del
componente invasivo dérmico del tumor) predice con mayor precision el
prondstico, con respecto a sélo indicar presencia o ausencia de ulceracién
(140,141).

Infiltrado inflamatorio

El infiltrado inflamatorio intratumoral (TILs) en el melanoma, también se ha
considerado clasicamente como un factor prondstico, aunque no exento de
controversia sobre si es un factor de buen prondstico o desfavorable. Los
linfocitos intratumorales se pueden valorar en relacién a la neoplasia de forma
semicuantitativa. Para considerarse como linfocitos intratumorales los linfocitos
tienen que rodear e interrumpir las células tumorales del componente invasivo
del tumor (142).
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Se suelen clasificar en: a) Linfocitos intratumorales no identificados: no hay
linfocitos presentes o hay linfocitos presentes pero que no infiltran en el tumor b)
linfocitos intratumorales escasos: los linfocitos se infiltran en el melanoma solo
focalmente o en toda la base del tumor invasivo y c) linfocitos intratumorales
abundantes: los linfocitos infiltran de forma difusa toda la base del tumor invasivo
0 se observa una permeacion difusa del componente invasivo. Nosotros
valoramos solo la presencia o ausencia de los linfocitos intratumorales sin
clasificarlos de acuerdo a la cantidad de infiltracion, en nuestra serie ésta
caracteristica se identifico en el 53,7% (n=86) de los casos correspondiendo a
nevus de Spitz (25,6%; n=41), tumor de Spitz atipico (7,5%; n=12), melanoma
de Spitz (8%; n=13) y en los melanomas convencionales (10,6%; n=17), no se

observo6 esta caracteristica en los nevus convencionales.

Analisis de los hallazgos inmunohistoquimicos

En los tumores de Spitz, en una muy pequefia cantidad de casos, se
encuentran mutaciones en BRAF, NRAS, o KIT, que son oncogenes
frecuentemente  activados en neoplasias melanociticas  cutaneas
convencionales, asi como mutaciones en GNAQ o GNA11, oncogenes activados
en los nevus azules y en los melanomas uveales. Sin embargo en los tumores
de Spitz diversos estudios han identificado la presencia de amplificaciones y
mutaciones en HRAS, BAP-1 asi como reordenamientos gendmicos que
conducen a fusiones que involucran a la treonina quinasa BRAF o receptores de
tipo tirosin quinasa como ALK, ROS1, NTRK1, RET y MET (71,84). Siendo estas

alteraciones moleculares mutuamente excluyentes.

Las quinasas de fusion se forman al producirse reordenamientos
intracromosomicos o intercromosémicos en los que la porcion 3° de un gen
guinasa se vincula a la parte 5° de otro gen, para dar lugar a una transcripcion
de ARNm, que codifica una proteina quimérica que genera la activacion
constitutiva de la actividad quinasa. Algunas de las quinasas, como ALK, ROS1

y RET, no se expresan en la mayoria de las células no neoplasicas, incluidos los
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melanocitos, por tanto la expresion de la quinasa activada se considera un

evento oncogénico en multiples tipos de tumores diferentes.

Se han demostrado fusiones de quinasa en tumores de Spitz en todo el
espectro de las lesiones desde nevus de Spitz hasta en los melanomas de Spitz,
lo que indica que las fusiones representan el inicio de alteraciones oncogénicas,
de forma similar a lo que ocurre con BRAF, NRAS, GNAQ y GNAL11 en lesiones

melanociticas conevencionales.
Para identificar la expresion de las proteinas resultantes de las alteraciones
moleculares, se usaron anticuerpos comerciales para ALK, NTRK, BRAF, ROS-

1, MET y RET.

Inmunohistoquimica ALK

La positividad para el anticuerpo ALK se considera en los casos que tuvieran
expresion citoplasmatica en la totalidad o casi la totalidad de las células
melanociticas neoplasicas, evitando las zonas que tengan mucho pigmento

melanico o zonas de artefacto de la técnica para evitar los falsos positivos.

En nuestro estudio, los casos positivos con el anticuerpo ALK es del 8%
(n=13), del total de las lesiones melanociticas. El 3,75% (n=6) de nevus Spitz
son positivos para ALK, asi como el 4,37% (n=7) de los tumores de Spitz atipicos.
No se detectan casos positivos en las lesiones con diagndstico de melanoma de

Spitz ni tampoco en las lesiones melanociticas no Spitz (p=0,0013).

Los hallazgos son similares a los de otros estudios. EIl grupo de Wiesner et
al, estudiaron 140 casos y en 72 de ellos (51,4%) encontraron reordenamientos
de genes implicados en la via tirosin quinasa, de los cuales el 10% (n=14),
mostraban reordenamiento de ALK, y de ellos, el 10,7% (8 de 75) correspondian
a nevus de Spitz, el 15,6% (5 de 32) a tumores de Spitz atipicos y el 3% (1 de
33) a melanomas de Spitz (71).
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Las fusiones para ALK se asocian con los genes TPM3 y DCTNL. El grupo
de Wiesner, propone que la presencia de una alteracion de la via tirosin quinasa
dentro de todo el espectro de las lesiones de Spitz (desde benignas a malignas,
aungque menos frecuente en éstas ultimas), sugiere que este tipo de alteraciones
ocurre muy tempranamente en la patogénesis tumoral, pero que no es un
elemento suficiente para la transformacion maligna, dicha observacion es
analoga a lo que ocurre en la mutacién de los oncogenes BRAF, NRAS, GNAQ

y GNAL11 en lesiones melanociticas convencionales (71).

En nuestra serie en los casos con positividad con inmunohistoquimica para
ALK, la mediana de edad es de 28 afios, con un rango intercuartilico de 13-35
afos (percentil 25 y 75) (p=0,1654). Aunque la mayoria de los casos ALK
positivos corresponden a mujeres (61,5%; n=8), la diferencia entre sexos no es
significativa (p=0,7232). El predominio de translocacion de ALK en pacientes
mujeres y jévenes, corresponden a los hallazgos similares encontrados por Yeh
y colaboradores (143), asi como en el grupo de Sapna et al (78). En la serie de
Busam (83) no observaron predominio en cuanto al sexo pero también la media

de edad se encontraba en un rango de pacientes jovenes (16 afos).

Las lesiones ALK positivas con inmunohistoquimica, se desarrollan
predominantemente en cabeza y cuello (38,4%, n=5), seguido de miembros
inferiores (30,7%, n=4), miembros superiores (23%, n=3) y en ultimo lugar el
térax (7,69%, n=1). No se observaron lesiones ALK positivas localizadas en la
region abdominal (p=0,1748). En los trabajos de Busam encontraron que el sitio
mas frecuente es en los miembros inferiores y menos frecuente en extremidades
superiores (83). Segun el grupo de Sapna (78) la localizacion mas frecuente es
también en las extremidades, seguida de la cabeza y el cuello y por ultimo en el

tronco, estos ultimos resultados coinciden mas con nuestros hallazgos.

Al comparar las caracteristicas histolégicas de los tumores positivos para
ALK, se puede observar que la mayoria estan constituidos por células de patrén
fusiforme (53,8%; n=7), seguido de la morfologia epitelioide (30,7%, n=4) y por
altimo mixta (15,3%; n=2) (p=0,0320). Los tumores positivos con el anticuerpo

ALK, solo se observa en los tumores de Spitz.
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En el 53,8% (n=7) de los casos se identifica una morfologia polipoide
(p=0,0061), similar al descrito por el grupo de Sapna et al (presente en el 47%

de los casos de su serie) (78).

Los tumores estan pigmentados en el 15,3% (n=2) de los casos positivos para
ALK con inmunohistoquimica (p=0,0251). En cuanto a la extension pagetoide,
esta presente en el 7,6% (n=1) de los casos (p=0,2125). EI componente
intraepidérmico se observa en el 30,7% (n=4) (p=0,0533) y se identifica infiltrado
inflamatorio en el 23% de los casos (n=3) (p=0,0207). No se observan casos

positivos para ALK con ulceracion de la superficie epidérmica.

En resumen se podria decir que los hallazgos significativos en el andlisis
inicial en nuestra serie que estan en relacion con la expresion de ALK son el
diagndstico histoldgico de tumor de Spitz, sobre todo en nevus de Spitz y tumor
de Spitz atipico. Por otra parte la morfologia polipoide de la lesion, la celularidad
fusiforme, la pigmentacion y el infiltrado inflamatorio son también hallazgos

significativos cuando analizamos los datos mediante el test de Fisher.

Nuestros hallazgos son similares a los previamente descritos por Yeh | et al
(143), los cuales escriben en su serie que la mayoria de los tumores con
reordenamiento de ALK a menudo son exofiticos y compuestos de grandes nidos
de melanocitos fusiformes dispuestos en forma alargada y orientados
verticalmente, que a menudo demostraron extensioén en forma de cufia, con un
patrén de crecimiento marcadamente infiltrante en la periferia del tumor. La
mayoria carecian de pigmento melénico, y algunos mostraban componente
epidérmico con consumicién de la misma (16%), hallazgos similares también

fueron descritos por el grupo de Wiesner (71).

Kiruru M et al (144), estudiaron 38 nevus de Spitz y 67 tumores de Spitz
atipicos en los que los pacientes tenian una media de edad de 21 afios. De los
105 casos estudiados, el 26,7% mostraron reordenamiento para ALK (n=28), el
cual es un poco mas frecuente que lo obtenido en nuestros resultados. Ellos

destacan que en los casos con reordenamiento para ALK predomina un patrén
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de crecimiento fascicular (96,4%, 27/28), y la mayoria carece de melanina

(89,3% 25/28). So6lo un pequefio grupo muestra ulceracion (10% 3/28).

El grupo de Kiruru, realiza una comparacion de las caracteristicas
histoldgicas en los casos con reordenamiento para ALK y fusion de NTRK. Estos
autores demuestran que el patron de crecimiento fascicular es un hecho muy
frecuente en los tumores de Spitz con reordenamiento para ALK, pero que
también es una caracteristica que puede observarse en neoplasias que
muestran fusion de NTRK (hasta en el 25%) y se puede identificar en casos
negativos para ambas alteraciones genéticas (hasta en el 11%), por tanto
concluyen que este patrén de distribucion es una caracteristica sensible pero no

especifica de neoplasias que muestran reordenamiento de ALK (144).

Los grupos de Busam y Sapna (78,83) por su parte identifican un patrén
fascicular-plexiforme predominante en tumores de Spitz con reordenamiento de
ALK con predominio de células neoplasicas de tipo fusiforme. No observaron

pigmentacién ni inflamacion prominente.

Cuando realizamos la regresion logistica univariante para determinar si
realmente las caracteristicas iniciales se asocian con el reordenamiento de ALK,
identificamos que los resultados significativos corresponden a los casos con
diagndstico de tumor de Spitz atipico con translocacion de ALK que tiene un OR
de 3,99 (IC 1,19-13,31) (p=0,0243), asi como la morfologia polipoide tiene un OR
de 4,55 (1,42-14,54) (p=0,0106). Finalmente si el tumor esta4 pigmentado tiene
una baja probabilidad de asociarse a la translocacién de ALK, en este caso el
OR es de 0,20 (0,04-0,93) (p=0,0407) y lo mismo ocurre con la presencia de
inflamacion con un OR de 0,23 (0,06-0,88) (p=0,0311).

Por ultimo en el modelo ajustado multivariante las caracteristicas que
finalmente demostraron mayor fuerza de asociacién estadistica con la
translocacion de ALK, es el diagnostico de tumor de Spitz atipico con un OR de
4,20 (1,14-15-53) (p=0,0313) y la presencia de componente epidérmico con un
OR de 7,69 (1,96-25) (p=0,0031).
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Inmunohistoquimica NTRK

La positividad para el anticuerpo NTRK se considera cuando la tincién es
difusa citoplasmaética en las células neoplésicas. En nuestra serie es positivo en
el 7% (n=11) de los casos, que corresponden a 4 nevus de Spitz y a 7 tumores
de Spitz atipicos (p=0,003). Ningin melanoma de Spitz, nevus o melanomas

convencionales son positivos.

El grupo de Wiesner et al, estudié casos con reordenamiento para NTRK. Los
casos que mostraron fusion de NTRK correspondian a un 10,7% de nevus de
Spitz (8 de 75), un 25% a tumores de Spitz atipicos (8 de 32) y en el 21,2% a
melanomas de Spitz (7 de 33). En este estudio el porcentaje de casos con fusion
de NTRK es mayor a la obtenida en nuestro estudio. Las parejas de fusién de
NTRK encontradas en la serie de Wiesner corresponden a los genes LMNNA en

el cromosoma 1q y a las translocaciones intercromosomicas con TP53 (71).

Sapna y colaboradores obtuvieron resultados similares, identificando
fusiones de NTRK en el 17% de los casos estudiados (17 de 49), siendo 9

tumores de Spitz atipicos, 7 nevus de Spitz y 1 melanoma de Spitz (78).

La mediana de la edad de los pacientes en nuestra serie con fusién para
NTRK, es de 22 afios, con un rango intercuartilico de 10-30 afios (p=0,0359).
Estos pacientes son mas jévenes que los pacientes que tienen tumores con

reordenamiento de ALK en nuestro estudio.

Las lesiones con fusion de NTRK en nuestra serie son mas frecuentes en
mujeres (64,5%, n=6) (p=0,8716). La localizacidbn més frecuente es en miembros
superiores 45,4% (n=5), seguido de miembros inferiores 36,3% (n=4), y menos
frecuente en térax 18,1% (n=2). No se observa ningun caso con fusiéon de NTRK

en cabeza y cuello o abdomen (p=0,5614).

Los hallazgos del grupo de Sapna en pacientes con tumores con fusion de

NTRK, no mostraron un predominio de sexo y tenian una media de edad de 25
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afios. La mayoria de los casos estaban en tronco, seguido de extremidades y

por ultimo en cabeza y cuello (78).

Al analizar las caracteristicas histoldgicas relacionadas con la fusién de
NTRK, encontramos que la mayoria presenta una morfologia celular de tipo
epitelioide (36,3%; n=4), mixto (36,3%; n=4) o fusiforme (27,2%; n=3),
(p=0,0001), son polipoides en un 45,4% (n=5), de los casos (p= 0,0687), y la
presencia de pigmentacion corresponde al 45,4% (n=5), de los casos
(p=0,9749). La extension pagetoide es un hallazgo presente en 36,3% (n=3) de
los pacientes (p=0,2042). El componente epidérmico se observa en un 81,8%
(n=9) de los casos (p=0,0765). EIl infiltrado inflamatorio prominente es
identificado en el 81,8% (n=9), (p=0,0530). No se observan casos con fusién de

NTRK con presencia de ulceracion.

Kiruru M et, estudiaron las caracteristicas histolégicas de los tumores de Spitz
con fusibn de NTRK. De 105 casos, observaron positividad con
inmunohistoquimica en 20 de ellos (19%), siendo este valor un poco superior a
los resultados obtenidos en nuestra serie. Al valorar las caracteristicas
histoldgicas identificaron que el patrén de crecimiento de tipo fascicular estuvo
presente en 5 de los 20 casos positivos (25%), por lo que ellos concluyen que
este patrén no es predominante, pero que puede observarse en presencia de
fusion de NTRK. Por otra parte identificaron que la morfologia celular de tipo
epitelioide era un rasgo observado en 9 de 20 casos (45%), por lo que representa
una caracteristica frecuente en este tipo de neoplasias. Ademas el 45% de casos
no mostraban pigmentacion relevante (144).

Sapna y colaboradores, identificaron que tumores con fusion de NTRK son
de un tamafo pequefio y exofiticos (41%, n=7). La mayoria tiene un patrén de
crecimiento en forma de cufia (47%, n=8) o un patron inespecifico (41%, n=7).
Se identifico hiperplasia epidérmica (88%, n = 15) y cuerpos de Kamino de forma
frecuente (53%, n = 9). De hecho, observaron que los tumores con fusion de
NTRK1 tienen 2.6 veces mas probabilidades de tener cuerpos de Kamino
(p=0.0141). Los casos no mostraron pigmentacion relevante. La mayoria de las

lesiones eran predominantemente fusocelulares (88%, n=14) (P = 0.0244) (78).
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En nuestro estudio al hacer el analisis univariado identificamos que los casos
con fusiéon de NTRK la edad tiene un OR de 0,96 (0,92-0,99) (p=0,041). En
relacion al diagnostico de tumor de Spitz atipico el OR es de 6,17 (1,63-23,33)
(p=0,007) y si el tumor tiene una citologia mixta el OR es de 19,75 (3,56-109,38)
(p=0,0006).

Finalmente en el modelo ajustado multivariado las caracteristicas que se
asocian con la fusion de NTRK de forma consistente son el diagnéstico de tumor
de Spitz atipico con un OR de 8,76 (1,79-42,66), (p=0,0072), la citologia de tipo
mixto con un OR de 39,40 (2,69-576,7) (p=0,0073), seguido de la morfologia
fusiforme con un OR es de 8,76 (1,79-42,67) (p=0,8831) y la presencia de
inflamacion tiene un OR de 12,29 (1,26-119,68) (p=0,0307).

Inmunohistoquimica BRAF

El anticuerpo BRAF detecta la expresion proteica de la mutacion de BRAF
V600E. En nuestra serie se observa que el 25% (n=40) de los tumores
melanociticos muestran positividad con el anticuerpo de BRAF. De los tumores
de Spitz son positivos con el anticuerpo BRAF el 14,78%. Las lesiones que mas
frecuentemente expresaron positividad para BRAF fueron los nevus
convencionales, siendo positivos en un 40% (n=16), seguidos de los melanomas
de Spitz con 22,5% (n=9), posteriormente los melanomas con un 17,5% (n=7), y
por ultimo los nevus de Spitz con un 10% (n=4), y los tumores de Spitz atipicos
también con un 10% (n=4) (p<0,0001).

En la serie de Wiesner, se identifica la presencia de reordenamientos
genéticos en tumores de Spitz, determinados mediante secuenciacion de la
serina/treonina quinasa BRAF. Los reordenamientos de BRAF estuvieron
presentes en el 5,3% (4 de 75) de los nevus de Spitz, en un 6,3% (2 de 32) de
los tumores de Spitz atipicos y en un 3% (1 de 33) de los melanomas de Spitz.
Las parejas de reordenamiento encontradas para BRAF fueron los genes CEP89
y LSM14A. Ademas, detectaron translocaciones de BRAF en el 1,3% (1 de 75
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casos) de los nevus de Spitz y en el 3,1% (1 de 32) tumores de Spitz atipicos
estudiados (71).

En nuestra serie, la mediana de edad de los pacientes con lesiones
melanociticas que mostraban alteracion de BRAF fue de 42 afios con un rango
intercuartilico de 31 y 53 afos (p=0,0027), se puede observar que este grupo
con mutacion de BRAF son de mayor edad con respecto a los grupos de tumores

con reordenamientos para ALK y NTRK.

La mayoria de los casos BRAF positivos con inmunohistoquimica
corresponden a personas de sexo femenino, representado por un 60% (n=24)
(p=0,6449). El lugar mas frecuente de aparicion de éstas lesiones, es miembro
superior en el 25% (n=10), cabeza y cuello 25% (n=10), seguido del térax con un
22,5% (n=9), miembros inferiores 17% (n=7) y abdomen con un 10% (n=4)
(p=0,0058).

Si comparamos la positividad para BRAF con las caracteristicas citoldgicas,
la mayoria de los casos muestran un morfologia celular de tipo epitelioide (55%;
n=22), seguido de la celularidad de tipo mixta (40%; n=16) y por ultimo de tipo
fusiforme (5%; n=2) (p<0,0001). Sdlo el 20% (n=8), son polipoides, (p=0,5883).
El 30% (n=12) de los casos estan pigmentados (p=0,0277). Se identifica
extension pagetoide, en el 17,5% (n=7) de los casos, (p=0,5032). El componente
epidérmico esta presente en el 33%, (h=13) (p=0,0005). No se identifica ninguin
caso con mutacion de BRAF con ulceracion, pero se observa infiltrado

inflamatorio en un 43% de los casos (n=17) (p=0,0994).

El grupo de Sapna y col, identificaron 14 casos con mutacion para BRAF en
su serie de tumores de Spitz. Seis de las lesiones se desarrollaron en hombres
y 8 mujeres. La edad promedio fue 24 afos con un rango de 2 a 68 afios. La
mayoria de las lesiones se localizaban en extremidades (50%, n=7), seguido de
cabezal/cuello (29%, n=4) y tronco (21%, n=3). La mayoria de las mutaciones de
BRAF se diagnosticaron en tumores de Spitz atipicos (n=9), 2 en nevus de Spitz
y 3 en melanomas de Spitz. La mayoria de las lesiones mostraron morfologia en

placa (36%, n=5), con hiperplasia epidérmica en el 71% (n=10). Solo 2 casos
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tenian cuerpos de Kamino (14%). El 21% de los casos tenia extension pagetoide
(n=3) y la mayoria tenia como forma predominante células epitelioides
(p=0.0002) (78).

En resumen las caracteristicas mas significativas en nuestra serie con
respecto a la positividad de BRAF fueron la edad, el diagnostico histolégico, la
localizacion anatémica, las caracteristicas morfolégicas citolégicas y la presencia

del componente epidérmico con el test exacto de Fisher.

Posteriormente en el andlisis univariado en los casos con mutacion de BRAF
la edad tiene un OR de 1,02 (1,01-1,04) (p=0,0097). En relacion al diagnostico
histoldgico, si un tumor melanocitico corresponde a un nevus convencional el
OR es de 53,59 (12,91-222,49) (p<0,0001), si es un melanoma de Spitz un OR
de 16,75 (4,27-66,78) (p<0,0001) y por ultimo un melanoma convencional con
un OR de 6,89 (1,81-26,31) (p=0,0047). Si el tumor se localiza en el abdomen el
OR es de 6,27 (1,21-32,47) de albergar mutacion de BRAF (p=0,0288), seguido
del térax con un OR de 3,25 (1,09-9,68) (p=0,0339) y por ultimo en cabeza y
cuello con un OR de 3,13 (1,09-8,97) (p=0,0333).

En relacion a la morfologia citoldgica, si la celularidad es de tipo redondeada
el OR es de 8,87 (2,91-27,09) (p=0,0001) y si la morfologia es fusiforme es poco
probable que albergue mutacién de BRAF ya que el OR es de 0,12 (0,03-0,54)
(p=0,0056). Si el tumor melanocitico es pigmentado tiene baja probabilidad de
asociarse a una mutacion de BRAF ya que el OR es de 0,43 (0,19-0,92)
(p=0,0300), al igual que la presencia de componente epidérmico con un OR 0,27
(0,13-0,58) (p=0,0007).

Por ultimo en el modelo ajustado multivariante se identificaron las variables
gue tienen mayor asociacién con la mutacion de BRAF. El diagnéstico histolégico
gue con mayor probabilidad se asocia a la mutacién de BRAF es el diagndstico
de nevus convencional con un OR de 29,51 (6,92-125,79) (p<0,0001), seguido
del diagnéstico de melanoma de Spitz con un OR de 13,38 (3,23-
55,47)(p=0,0004), luego le sigue el diagndstico de melanoma convencional con
un OR de 4,42 (1,12-17,37) (p=0,0336) y por ultimo con el diagnostico de tumor
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de Spitz atipico con un OR de 3,63 (0,79-16,76), (p=0,0985). En relacion a las
caracteristicas citoldgicas si la neoplasia tiene una citologica epitelioide el tumor
se asocia con mayor probabilidad a tener mutacién de BRAF con un OR de 6,71
(1,38-33,3) (p=0,0177).

Inmunohistoquimica BAP1

La relevancia del gen supresor BAP1 la describieron Wiesner y sus
colaboradores, cuando analizaron una serie de tumores de Spitz atipicos en
pacientes que no tenian antecedentes familiares conocidos, ya que hasta
entonces se conocia los efectos de las mutaciones a nivel germinal de BAP1.
Analizaron 32 tumores de Spitz atipicos esporadicos para determinar las
caracteristicas histologicas, la expresion de BAP1 y el estado de mutacion de
BRAF, de los cuales el 28% (n=9) mostraron pérdida de expresién de BAP1, y
de éstos el 89% (n=8) tenian mutaciones BRAF concomitantes. Solo 1 de los
tumores de Spitz atipicos BAP1 positivo (4%) tenia mutacion de BRAF (p
<0,0001). Los tumores BAP1 negativos con mutacion de BRAF se localizaron
principalmente en la dermis y estaban compuestos predominantemente por

melanocitos epitelioides (61).

Las mutaciones BRAF son comunes en los nevus melanociticos
convencionales (80%) y en los melanomas (65%) pero son raros en los tumores
de Spitz atipicos. Por otra parte sabemos que existe un grupo de neoplasias que
forman parte de un sindrome autosdmico dominante causado por la inactivacion
de mutaciones en la linea germinal del gen BAP1 (62), en el que los pacientes
desarrollan maltiples tumores de Spitz y melanoma uveal. La gran mayoria de

las neoplasias BAP1-negativos familiares muestran mutaciones BRAFV600E.

Todos los tumores melanociticos con mutacion de BAP1 tienen las mismas
caracteristicas histolégicas y moleculares. Generalmente estos tumores estan
formados por un nevus convencional que expresa BAP1, y junto a éste una lesion
intradérmica constituida por melanocitos epitelioides con nucleo oval y cromatina

“abierta” con nucléolo y abundante citoplasma, que pierden expresion de BAP1
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y que se asocia a BRAF mutado. Estas caracteristicas distintivas permiten por
tanto separarlo de la clasificacion de nevus convencional o tumor de Spitz

atipico, por lo que se les llama “BAPomas” (61,145).

Con técnica de inmunohistoquimica se considera positiva la expresion de
BAP1, cuando la tincion es nuclear con cualquier intensidad, esto indica que no
hay mutacion del gen BAP-1. En nuestra serie se identifica conservacion de BAP-
1 en el 87,5% de los casos (n=140), correspondiendo a 66 nevus de Spitz, 24
tumores de Spitz atipicos, 17 melanomas de Spitz, 18 nevus y en 15 melanomas

convencionales.

Cuando con la técnica de inmunohistoquimica se pierde la expresion de
tincion de BAP-1 se debe a la inactivacion de su funcion. En los casos estudiados
se observa pérdida de expresion de la tincion nuclear en el 12,5% (n=20) de los
tumores, correspondiendo a 5 nevus de Spitz, 2 tumores de Spitz atipicos, 3
nevus (pérdida parcial y heterogénea), y en 9 melanomas de tipo convencional.
De los 20 casos con pérdida de expresion de la tincién inmunohistoquimica de
BAP-1, solo el 3,7% (n=6) se asoci6 a mutacion de BRAF. La mayoria de este
grupo de tumores tiene una morfologia polipoide, con células de tipo epitelioide
y algunos con infiltrado linfocitario periférico asociado, predominando el sexo

femenino (n=4; 2,5%).

Por tanto las mutaciones de BRAFV600E y la mutacion de BAP1 definen un
subconjunto morfolégico de tumores de Spitz, que aunque el prondstico sigue
siendo controvertido, lo mas frecuente es que este tipo de tumores no se asocie

a metastasis.

Inmunohistoquimica RET Y MET

En nuestra serie no se obtuvo ningln caso positivo con MET ni con RET.
Estos anticuerpos no son de uso habitual en los laboratorios de anatomia
patolégica, por lo que no se tiene experiencia en el manejo, dilucion y

preparacion optima de ellos y probablemente la limitacion técnica ha contribuido
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a este resultado, pero ademas los casos con reordenamientos RET y MET son

raros.

En los trabajos de secuenciacion realizados por Wiesner et al encontraron
fusiones de RET en el 3% de la muestra estudiada, correspondiendo al 2,7% de
los nevus de Spitz (2 de 75), al 3,1% de los tumores de Spitz atipicos (1 de 31)
y al 3% de los melanomas de Spitz (1 de 33). Encontraron fusiones de RET en
el cromosoma 10qgl11 involucrando la pareja de fusién a los genes KIF5B y
GOLGAS5 en el cromosoma 14932 (71).

En la serie de Sapna, se identificé solo 1 caso con translocacion RET. Un
nevus de Spitz compuesto de 4 mm de diametro con un patrén de crecimiento
no especifico y en forma de placa. Este caso mostré6 cuerpos Kamino y
maduracion completa y carecian de hiperplasia epidermica, extension pagetoide,
y pigmentacion. Las células eran epitelioides de tamafio intermedio con atipia
nuclear leve (78). El grupo de Yeh y colaboradores identificaron reordenamientos
de MET en el 0.5% de 1202 tumores de Spitz estudiados (114).

Inmunohistoquimica ROS1

En nuestra serie no obtuvimos ningun caso positivo mediante estudio de
inmunohistoquimica para ROS1, a pesar de que es la fusion mas frecuentemente

encontrado en diversas series de otros autores.

En su estudio Wiesner y colaboradores encontraron 17% de casos con fusion
de ROS1 de 140 casos analizados, el 26% (19 de 23) de nevus de Spitz, el 8%
(3 de 34) de los tumores de Spitz atipicos y el 9% (3 de 33) de los melanomas
de Spitz (71).

Los tumores de Spitz con fusiones de ROS1 generalmente se presentan

como proliferaciones de melanociticos bien delimitados y con morfologia

cupuliforme y con hiperplasia epidérmica irregular. Las parejas de fusion
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encontradas para ROS1 fueron 9 genes (HLA A, MYO5A, PPFIBP1, ERC1,
PWWP2A, CLIP1, TPM3, ZCCHCS8 y KIAA1598) (71).

La expresion de la fusion PWWP2A-ROS1 en células melanociticas
mostraron aumento de la fosforilacion de la proteina de fusion, lo que sugiere
que la proteina quimérica resultante es constitutivamente activa y las vias de
MAPK y PI3K estan activadas. Observaron también que la fosforilacion de
PWWP2A-ROS1, AKT, S6 y SHP2, eran parcialmente inhibidos por crizotinib,
que es un farmaco aprobado por la FDA para el cancer de pulmon que actia
como un inhibidor de ALK y ROS1 (71).

Andlisis de los hallazgos obtenidos con los FISH y PCR.

FISH de HRAS

El gen HRAS se encuentra en el cromosoma 11p y clasicamente se ha
descrito la amplificacion/mutacion de HRAS en los nevus de Spitz y en los
tumores de Spitz atipicos, y tipicamente esta practicamente ausente en el
melanoma (146,147). Cuando HRAS esta mutado se asocia con aumento del
namero de copias; sin embargo la amplificacién de HRAS de tipo “salvaje” es

suficiente para transformar las células melanociticas.

Estudios previos revelaron que aproximadamente el 20% de los nevus de
Spitz albergan mutaciones de HRAS, frecuentemente acompafiado por ganancia
de copias del alelo mutante del brazo corto de HRAS. Los nevus de Spitz con
estas alteraciones genéticas muestran caracteristicas histoldgicas distintivas,
gque a menudo se presentan como una distribucién de los melanocitos
principalmente intradermicos con una orientacién horizontal en lugar de vertical,
a menudo con marcada desmoplasia y presencia de colageno denso entre las

células melanociticas epitelioides (146).
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La amplificacion o mutacién de HRAS por si mismo es insuficiente para
inducir tumorogénesis por lo que requiere la alteracion de otras vias. La
evolucion en tumores de Spitz puede ser similar a lo que ocurre en el colon en el
que los polipos hiperplasicos raramente progresan a carcinoma, frecuentemente
tienen mutaciones de KRAS, en contraste con los polipos displasicos que tienen
un alto riesgo de progresion ya que ademas de las mutaciones de RAS adquieren
mutaciones de APC. La activacion de HRAS en los nevus de Spitz puede ser
analoga a la activacion de RAS en los pdlipos hiperplasicos que resultan en una
trasformacion incompleta de los melanocitos que muestran caracteristicas de

melanoma pero con un bajo indice de proliferacion.

Las mutaciones en NRAS se encuentran en aproximadamente el 25% de los
melanomas cutaneos primarios, pero sin embargo HRAS rara vez estad mutado
en los melanomas (148). Mutaciones en NRAS también se describen en los
nevus melanociticos congénitos y dependiendo de su tamafio pueden progresar
a un melanoma (149). Por el contrario, los nevus de Spitz, no se consideran
lesiones precursoras del melanoma. Se demostré que los casos con
amplificacion para HRAS, en un seguimiento de 6 a 8 afios no mostraron
metéstasis. En los melanomas estudiados con CGH solo se ha encontrado un
solo caso con una amplificacién de HRAS, el cual correspondia a un melanoma
acral con un pequeiio cambio en el cromosoma 11p y no en todo el brazo como
en el nevus de Spitz (150), esto indica que la presencia de mutaciones de HRAS
y/o aumento del nimero de copias en los nevus de Spitz no aumenta el riesgo
de progresion a melanomas, sin embargo el comportamiento de este tipo de

lesiones debe ser mejor estudiado (71).

En un estudio de 170 tumores Spitz y tumores atipicos de Spitz, 7 de 24
(29%) lesiones con mutaciones de HRAS se diagnosticaron inicialmente como
melanoma, sin embargo, ninguno de los pacientes desarrollé recurrencias o

metastasis después de una mediana de seguimiento de 10 afios (147)

En nuestro estudio, obtuvimos un 1,88% (n=3) de casos positivos que

mostraban amplificacibon de HRAS con sonda de FISH, estos resultados
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corresponden a un caso de nevus de Spitz, un tumor de Spitz atipico y un
melanoma. La sonda de HRAS se utilizd6 en 20 casos, debido a dificultades
técnicas, por lo que se seleccionaron los casos que tuvieran un patron
morfolégico que describen los autores como distintivo de las neoplasias que
puedan albergar amplificacion de HRAS, es por esto que los casos positivos
realmente corresponden al 15% de los 20 realizados, proporcion similar a lo que
describen algunos grupos en la literatura.

FISH de ALK

El oncogén ALK es clasicamente conocido en otros tumores como el linfoma
anaplasico de células grandes y el tumor miofibroblastico inflamatorio. El
reordenamiento de ALK se ha observado en todo el espectro de los tumores de
Spitz desde benigno hasta maligno y se ha reconocido de forma recientemente

CcOmo oncogeénica.

Estudios previos han identificado mediante técnicas de secuenciacion las
parejas de genes con las que se suele asociar el gen de ALK cuando ocurre un
reordenamiento, las mas frecuentemente descritas son los genes DCTN1 y
TPM3, sin embargo otros autores han descrito reordenamientos con NPM1
t(2;5), descrita en linfomas anaplasicos de células grandes, con TPR identificada
en el adenocarcinoma de pulmén, con CLIP1 que también se puede asociar con
ROS1 y GTF3C2. Ademas de estas parejas de fusibn se han descrito
aberraciones numéricas en el cromosoma 2 (que es donde se encuentra ALK).
Algunos autores han demostrado la pérdida del cromosoma 1p que al parecer

ocurre con frecuencia en todo el espectro de las neoplasias de Spitz (151).

La diversidad genética de los tumores de Spitz puede explicar la dificultad
para desarrollar criterios para un diagnostico fiable y reproducible para estos
tumores. Los reordenamientos de ALK estan presentes aproximadamente en un
8% de los nevus de Spitz, 5% en los tumores de Spitz atipicos y en el 1% de los

melanomas de Spitz (71).
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En nuestro estudio se hizo la hibridacién con la sonda ALK (sonda de tipo
“‘break apart”) como método de confirmacion, solamente en los casos que
mostraron positividad con técnicas de inmunohistoquimica, con una clara tincion
intensa citoplasmatica. Se obtuvieron con FISH, 6 casos positivos de nevus de
Spitz y también 6 casos de tumores de Spitz atipicos, representando el 7,5%
(n=12) de la totalidad de la muestra (n=160). La mayoria de los autores que han
usado en sus trabajos la técnica de FISH para deteccion o confirmacion de
reordenamiento de ALK obtuvieron buena correlacion con la positividad

encontrada tanto con técnicas de inmunohistoquimica como con CGH (71).

El grupo de Amin et al, realizd6 determinaciones de ALK con
inmunohistoquimica con posterior confirmacion con FISH, obtuvieron una
positividad del 34,5% (n=17). Ninguno de los tumores de Spitz con
reordenamiento para ALK demostré suficientes criterios moleculares o
morfologicos para un diagnostico de melanoma de Spitz. Tres de los casos con
reordenamiento para ALK demostraron ganancias en el nimero de copias en el
dominio quinasa. Las ganancias en 1 de estos 3 casos fueron amplificaciones
con 5 0 mas copias por célula. Los 3 casos fueron diagnosticados como tumores
de Spitz atipicos. También estos autores identificaron que la mayoria eran
neoplasias con un tamafio relativamente grande entre 9-10mm, por lo que
piensan que en las neoplasias con reordenamiento de ALK se genera un retraso
en la senescencia permitiendo por tanto un mayor numero de divisiones

celulares, resultando por tanto en tumores mas grandes (78).

FISH de NTRK

El NTRK también conocido como receptor tirosin quinasa de neurotrofina,
esta constituido por 3 proto-oncogenes incluyendo NTRK1, NTRK2 y NTRK3 que
codifican a las proteinas Trk A, Trk B y Trk C, respectivamente. Estos ultimos
estdn involucrados en procesos bioldgicos tales como supervivencia,
diferenciacion y plasticidad neuronal bajo circunstancias fisioldgicas. Se sabe
que los receptores de neurotrofina se sobre expresan en algunos carcinomas, y

participan en la estimulacion del crecimiento y diseminacion tumoral, éstos
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hallazgos han sido descritos en el cancer de mama, colangiocarcinoma, cancer
colorrectal, ginecoldgico, neuroendocrino, de pulmén no microcitico, glandulas
salivales, pancreas, sarcomas y en tiroides (152). La relevancia cada vez mayor
de ésta fusion, deriva en que los inhibidores de Trk han demostrado una alta tasa

de respuesta en pacientes con fusiones NTRK (153).

Los tumores con fusiones de NTRK1 muestran una fuerte tincion para NTRK1
en inmunohistoquimica, lo que ayuda a identificar los casos con fusiones de
NTRKZ1. Las fusiones de NTRK1 se han descrito con una baja frecuencia en otras
neoplasias malignas, e histopatolégicamente los tumores de Spitz con fusiones
de NTRK1 no demuestran caracteristicas histomorfolégicas especificas.

El grupo de Amin obtuvo un total de 17 tumores de Spitz con fusiones para
NTRK, solamente un caso cumplié criterios suficientes para clasificarlo como
melanoma de Spitz, y en 4 de los casos se identificaron ganancias en el nUmero
de copias del dominio quinasa (78). La positividad para NTRK se estima en un
16% de los tumores de Spitz, y la mayoria de los autores han tenido buena
correlacion de los hallazgos con otros métodos de deteccion de la fusién de
NTRK detectada con FISH (71).

En nuestra serie al usar la sonda “break apart” observamos la fusion de NTRK
en 3 nevus de Spitz y en 8 tumores de Spitz atipicos. No se observan casos
positivos con FISH en melanomas de Spitz, ni en nevus y melanomas
convencionales, por lo que en nuestros casos fue un hallazgo exclusivo de los
tumores de Spitz. Por tanto los casos con fusién de NTRK representan un 6,88%
(n=11) del total de la muestra (n=160), resultados un poco por debajo de la
proporcion de casos obtenidos en series de otros autores (71).

Recientemente Lezcano y colaboradores han descrito la presencia de
fusiones de NTRK, tanto NTRK1 y 2, en melanomas metastasicos en pacientes
adultos. Las determinaciones han sido realizadas por secuenciacion pero han
tenido buena correlacion con técnicas de inmunohistoquimica. En la
secuenciacion se detectaron fusiones con los genes TRIM63, DDR2, GON4L y

TRAF2. Por lo tanto, estos hallazgos en estos tumores puede proporcionar una
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oportunidad terapéutica en un pequefio subconjunto de pacientes con melanoma

metastasico (154).

PCR BRAF

La mutacion de BRAF es un evento adquirido que ocurre temprano en las
lesiones melanociticas que conduce a la expansion clonal y la progresion
tumoral. La evidencia que respalda esta interpretacion se debe a que las
mutaciones BRAF son comunes en nevus melanociticos (70-80%), melanomas
en fase de crecimiento vertical (40-50%) y en melanoma metastasico (40-50%).
Sin embargo, raramente se detectan mutaciones BRAF en melanomas de fase
de crecimiento radial (10%) o melanoma in situ (6%), que se cree que son las
lesiones malignas iniciales antes del desarrollo de lesiones francamente

invasivas (41).

La creencia de que la mutacion en BRAF precede a todos los otros eventos
oncogénicos en el melanoma, basado principalmente en el hecho de que las
mutaciones BRAF estan presentes en 70 a 80% de los nevus displasicos (155).
Sin embargo, la relacién precisa entre nevus y el desarrollo del melanoma no
esta totalmente clara, independientemente del mecanismo, cuando estas
mutaciones de BRAF ocurren en el melanoma invasivo, la activacion constitutiva
resultante de MEK (y posteriormente ERK) conduce a la oncogénesis mediante
la promocién del crecimiento celular y la inhibicion de la apoptosis, asi como la

estricta dependencia de las células a la cascada de sefializacion (156).

En nuestro estudio, se empled la técnica de PCR para contrastar los
resultados obtenidos con la técnica de inmunohistoquimica para detectar
mutacion de BRAF. En nuestra serie detectamos mutacion de BRAF con PCR
en el 21,25% de los casos (n=34), de los cuales correspondian a 14 nevus y 7
melanomas convencionales. Con respecto a las neoplasias de Spitz se
detectaron mutaciones de BRAF en 9 melanomas de Spitz, en 3 nevus de Spitz

atipicos y en 1 nevus de Spitz.
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Las mutaciones BRAF son eventos comunes en una variedad de nevus
melanociticos y melanomas cutaneos primarios. Hasta hace muy poco, se
consideraba que las mutaciones de BRAF no se producen en tumores de Spitz
pero el grupo de Fullen estudié 48 nevus de Spitz, 7 tumores de Spitz atipicos y
13 melanomas de Spitz. Se detectaron mutaciones de BRAF en 12 de 68
tumores de Spitz, de las cuales 2 eran melanomas de Spitz y 10 eran nevus de
Spitz. Cinco de los 10 nevus de Spitz con BRAF mutado mostraban marcada
atipia citolégica y/o arquitectectural. Se identific6 un nevus de Spitz
desmoplasico con mutacion BRAF. Estos resultados indican que un pequefio
subconjunto de nevus de Spitz, algunos con caracteristicas histoldgicas atipicas,
posee mutaciones de BRAF. Por lo tanto, el estado mutacional de BRAF no
separa a todos los nevus de Spitz de los melanomas de Spitz, ni de las lesiones

melanociticas convencionales (157).

Gerami et al, estudiaron tumores de Spitz valorando las caracteristicas
histoldgicas y los hallazgos moleculares. Para los tumores que eran dudosos de
ser melanomas utilizaron FISH. Al estudiar BRAF observaron que 5 pacientes
tenian ganancias en el nimero de copias que implicaba el dominio quinasa de
BRAF, de los cuales 3 eran tumores de Spitz atipicos, 1 era un nevus de Spitz y
1 era un melanoma de Spitz. También estos autores demostraron que los casos
con reordenamiento de BRAF tenian mayor probabilidad de tener ganancias en
el nimero de copias que implican el dominio quinasa de la proteina de fusion.
Estos casos también mostraban amplificacion en el nimero de copia en otras
proteinas de fusion. Dos de los 5 casos fusionados con BRAF con ganancia en

el nimero de copias, tenian 5 0 mas copias de la region dominio quinasa (158).

Bastian et al identificaron reordenamientos genéticos de la porcion
serina/treonina quinasa de BRAF en 4 de 75 nevus de Spitz (5.3%), en 2 de 32
(6.3%) tumores de Spitz atipicos y en 1 de 33 (3%) melanomas de Spitz. Los
genes de fusidn contenian los exones 1-16 de CEP89 seguidos por el dominio
de quinasa de BRAF (codificado por los exones 9-18), o los exones 1-9 LSM14A
seguidos por los exones 9-18 de BRAF, ambos resultando con pérdida del
dominio NRAS de BRAF. Ademas de las translocaciones identificadas, 1 de 75

nevus de Spitz (1.3%) y 1 de 32 (3,1%) tumores de Spitz atipicos mostraron la
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amplificacion de BRAF con al menos 8 sefiales de fusion de BRAF por nucleo
con FISH (61).

A pesar de que la mayoria de los autores describen alteraciones de fusion y
amplificacion de BRAF, nosotros soélo disponiamos de la técnica de PCR para
deteccion de mutacion de BRAF. Sin, embargo las alteraciones de BRAF como
se observa en la literatura corresponden sobre todo a nevus, seguido de un gran
porcentaje de melanomas. En el caso de los tumores de Spitz obtuvimos en
tumores de Spitz atipicos y melanomas de Spitz la mayor proporcion de casos
con mutaciones de BRAF, lo cual también estos datos podian emplearse para
intentar tratar a estos pacientes ya que actualmente es una diana terapéutica

con tratamientos aprobados por la FDA para este tipo de mutaciones.

FISH de MET, RET y ROS-1

MET es un receptor de tirosina quinasa, que participa en funciones de
angiogénesis, crecimiento e invasioén celular y ademas tiene un papel en el
desarrollo de los melanocitos. En 1984, fue identificado como proto-oncogén
cuando se aisl6 TPR-MET, una quinasa de fusion de MET, constitutivamente
activa de una linea celular humana in vitro. Recientemente, se han identificado
alteraciones dentro de los intrones de MET que alteran la estructura de la
proteina, por lo que conlleva una mayor actividad de MET en el adenocarcinoma

de pulmén y en glioblastomas.

Yeh y colaboradores, identificaron reordenamientos de genes de MET que
resultan en fusiones de MET en tumores de Spitz y melanomas. Las fusiones de
MET aparecen en un patrén mutuamente excluyente con los oncogenes de
melanoma previamente identificados, son constitutivamente activos y
tumorogénicos, por lo tanto, pueden servir como dianas terapéuticas para un
subconjunto de melanomas. Identificaron fusion de MET quinasa en el 0.5% de
1202 casos estudiados, que representaron dificultades diagndsticas. Se realiz6

secuenciacion de dichos casos y se observo alteracion en el nUmero de copias
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de MET en 6 casos y ganancias del nimero de copias de la porcion distal del

brazo largo del cromosoma 7 (114).

Todos los casos con fusiones de MET estudiados por el grupo Yeh, mostraron
caracteristicas histopatoldgicas de tumor de Spitz y se diagnosticaron de nevus
de Spitz, tumores de Spitz atipicos 0 melanoma de Spitz. La clasificacion de los
tumores de Spitz a lo largo del espectro de benigno a maligno muestra poca
reproducibilidad interobservador y esto puede deberse a la mayor diversidad
oncogénica en tumores de Spitz en comparacion con otros tumores

melanociticos.

Los tumores con fusiones de MET son mas frecuentes en pacientes jovenes
(9-29 anos, con un promedio de 20 afios) similar a lo que observamos en las
cohortes de tumores melanociticos con otras fusiones de quinasas. Yeh et al
defienden que las fusiones de MET se asocian con caracteristicas
histopatoldgicas de Spitz y son mas frecuente en pacientes mas jévenes, aunque

esto aun no se ha demostrado en otras neoplasias sélidas (114).

Las fusiones de RET son un hallazgo poco frecuente en los tumores de Spitz.
Se observan fusiones de RET en menos del 5% de los tumores de Spitz y
comunmente involucran a las parejas de fusion los genes KIF5B y GOLGAS (71).
Se ha demostrado que la fusién de KIF5B-RET promueve la oncogénesis en
cancer de pulmon, y la fusion con GOLGAS se describié por primera vez en
carcinomas papilares de tiroides en nifios expuestos a radiactividad en
Chernobyl (159). Como los tumores de Spitz con fusibn de RET son poco
frecuentes y los anticuerpos RET no son fiables con técnica de
inmunohistoquimica, hay pocos datos disponibles sobre sus caracteristicas

clinicas e histopatoldgicas.

En ratones, la sobreexpresion de RET produce una proliferacion generalizada
de melanocitos, formacién de nevus y algunos melanomas. Los melanocitos que
expresan fusiones RET muestran activacion de PLCy-1 y de las rutas MAPK /
ERKy PI3K / AKT / MTOR (160).
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La ventaja de detectar la presencia de fusion de RET es que existen farmacos
inhibidores de RET tales como vandetanib o cabozantinib, ambos de uso clinico
en el cancer de tiroides con fusiones RET, que suprimen la actividad oncogénica
y que también podrian ser Utiles para el tratamiento de tumores de Spitz atipicos

0 melanomas con este tipo de fusion (64).

Realizamos determinacion de RET, MET y ROS1 con sondas de FISH, en
nuestra serie, para intentar detectar translocaciones que no fueron detectadas
con inmunohistoquimica. Pero la dificultad técnica en el uso de ésta sonda, y la

baja frecuencia de casos, dificultan la identificacion de casos positivos.

Comparacion de las técnicas de inmunohistoquimica con FISH y PCR

Para la deteccidn de cada alteracion de las proteinas de fusion en los tumores
de Spitz se empled la técnica de inmunohistoquimica para detectar la expresion
proteica. El uso de inmunohistoquimica es mas practico y de mayor
disponibilidad y manejo en los laboratorios de anatomia patolégica. Se utilizaron
las técnicas de hibridacién fluorescente in situ (FISH) y PCR para BRAF para
confirmar los casos positivos detectados por inmunohistoquimica y detectar

falsos negativos.

ALK

Los resultados para ALK con las técnicas empleadas se comentaran por

grupos diagnosticos.
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Nevus de Spitz

De un total de 71 casos incluidos en nuestra serie con diagndéstico de nevus
de Spitz, se obtiene con técnica de inmunohistoquimica positividad para ALK en
el 8,4% de los casos (n=6), de los cuales el 7% (n=>5), tuvieron concordancia con
la técnica de FISH, pudiéndose identificar el reordenamiento con la sonda de
hibridacion y en el 1,4% (n=1), la inmunohistoquimica fue positiva pero el FISH
fue negativo. La deteccion de ALK fue negativa en 65 casos y solo en el 1,4%

(n=1), mostrd positividad con técnica de FISH.

La mayoria de los casos analizados de los nevus de Spitz tuvieron resultados

similares con ambas técnicas empleadas.

Tumor de Spitz atipico

Se incluyeron 26 tumores de Spitz atipicos, de los cuales 26,9% (n=7), fueron
positivos con inmunohistoquimica para ALK y en el 23% (n=6) se identificd
reordenamiento para ALK, con la sonda de FISH. Un caso 3,85% fue positivo

con inmunohistoquimica y negativo con FISH.
Por otra parte el 73% (n=19) fue negativo para ALK, con técnica de

inmunohistoquimica y con FISH. Los resultados con inmunohistoquimica y FISH

en los tumores de Spitz atipicos fueron similares.

Melanoma de Spitz

Incluimos 18 casos de melanomas de Spitz. No se detectaron casos con

reordenamiento para ALK con técnica de inmunohistoquimica ni con FISH.
La concordancia de las determinaciones de ALK con inmunohistoquimica y

FISH tiene un coeficiente Kappa de 0,8654, es decir tienen una buena

concordancia.
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Aunque en los primeros estudios en los que se identifico el reordenamiento
para ALK se hizo mediante NGS, que permitia detectar todas las alteraciones
del exoma o genoma tumoral. Sin embargo las determinaciones realizadas con
FISH y con inmunohistoquimica han demostrado buena correlacion con otras
técnicas moleculares, por tanto la inmunohistoquimica se puede considerar un
método valido y reproducible en la mayoria de los laboratorios para deteccion de
reordenamiento de ALK, a pesar de que tenga como limitacion mas relevante

gue no puede detectar la pareja especifica del gen de fusién con ALK (151).

NTRK

Los resultados para NTRK con las técnicas empleadas se comentaran por
grupos diagnosticos también.

Nevus de Spitz

Cuatro de 71 nevus de Spitz (5,6%) fueron positivos para NTRK con técnica
de inmunohistoquimica, en 3 (4,2%) de los cuales se confirmaron con la sonda
de FISH. Sélo un caso fue positivo con inmunohistoquimica y negativo con FISH,
posiblemente por problemas técnicos con el FISH o porque no se selecciond las

células neoplasicas clonales con el reordenamiento.

Tumor de Spitz atipico

Se estudiaron 26 tumores de Spitz atipicos, de los cuales 7 (26,9%) fueron

positivos con inmunohistoquimica y todos ellos se confirmaron con FISH.

El resto de los 19 casos de tumores de Spitz atipicos (73%) fueron negativos
para NTRK, de los cuales el 69% (n=18) fueron también negativos con FISH.
Hubo un caso (3,8%) que fue negativo con inmunohistoquimica pero positivo con
FISH.

177



Melanoma de Spitz
De los 18 melanomas de Spitz incluidos en el estudio ninguno mostré

positividad para NTRK con ninguna de las técnicas empleadas.

El coeficiente Kappa de Cohen en el caso de las determinaciones de NTRK
con inmunohistoquimica y FISH tiene un coeficiente Kappa de 0,8995, siendo

adecuada la concordancia.

La mayor parte de los estudios detectan las fusiones de NTRK mediante la
secuenciacion de siguiente generacion (NGS), sin embargo, los analisis
moleculares siguen siendo costosos a pesar de que tengan como ventajas que
disminuyen el tiempo, los errores y la posibilidad de alteraciones del acido
nucleico. Por otro lado la técnica de inmunohistoquimica es un método bien
establecido, generalmente menos costoso y rapido en comparaciéon con las
pruebas moleculares actuales y es el que se usa habitualmente en los

laboratorios de anatomia patoldgica.

Hechtman et al, demostraron que las fusiones de NTRK son mutuamente
excluyentes con respecto a otras alteraciones de oncogenes como de KRAS,
NRAS y BRAF. La inmunohistoquimica detecta aproximadamente el 95% de los
casos positivos y es 100% especifico para fusiones NTRK. Esta alta
especificidad refleja la expresion muy restringida de NTRK en tejidos no
tumorales. De hecho, en estos tejidos, la expresion fisiolégica de NTRK de tipo
salvaje, puede limitar la interpretacion de los resultados con técnicas de

inmunohistoquimica (161).

BRAF

Los resultados para BRAF con las técnicas empleadas se comentaran por

grupos diagnosticos.
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Nevus de Spitz

Con la técnica de inmunohistoquimica con el anticuerpo VEL, el cual es un
anticuerpo monoclonal para la determinacion BRAF V600E, se analizaron 71
nevus de Spitz y luego se realiz6 técnica de PCR para confirmacion.

Con técnica de inmunohistoquimica se obtuvo positividad en el 5,6% (n=4),

siendo solamente positivos el 1,4% (n=1) con PCR.

El resto, correspondiente a 67 casos fueron negativos tanto con técnica de

inmunohistoquimica como con PCR.

Tumor de Spitz atipico

De 26 casos, el 15,3% (n=4), fueron positivos con inmunohistoquimica para
BRAF con inmunohistoquimica, de los cuales el 11,5% (n=3) fueron confirmados

por PCR, sin embargo un caso fue negativo por PCR.

Veintidos casos (84,6%) fueron casos negativos para la mutacion BRAF

V600E con ambas técnicas utilizadas.

Melanoma de Spitz

De los 18 melanomas de Spitz, el 50% (n=9) fueron positivos con técnica de
inmunohistoquimica y PCR, mientras que el otro 50% fue también negativo con

ambas técnicas. En este caso hubo una buena concordancia en ambos métodos.

Se calcula el coeficiente Kappa de Cohen en el caso de las determinaciones
de BRAF con inmunohistoquimica y PCR tiene un coeficiente Kappa de 0,8471,

siendo adecuada la concordancia.

La mutacion de BRAF mas frecuente en las lesiones melanociticas es la
V600E, el método habitualmente empleado es la técnica de PCR, ya que es una
técnica relativamente rapida, muy sensible y especifica. Sin embargo es mucho

mas accesible la realizacion de determinaciones con inmunohistoquimica.
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Varios autores han determinado las diferencias entre ambas técnicas
(inmunohistoquimica y PCR) en otras neoplasias, un ejemplo de ellos es el
realizado por el grupo de Kowalska quienes estudiaron 140 casos con carcinoma
papilar de tiroides; utilizando inmunohistoquimica con dos protocolos de tincion
y con PCR mediante método Sanger y PCR a tiempo real. Se detect6 la mutacion
de BRAF V600E en el 57,1% (80/140) pacientes por inmunohistoquimica con el
primer método y 62,9% (88/140) pacientes por inmunohistoquimica con el
segundo método. La mayor correlacién en la deteccion de la mutacion BRAF
V600E se encontro entre inmunohistoquimica con el segundo método y PCR en
tiempo real 94,2%, y 83,9%, respectivamente. Las correlaciones entre
inmunohistoquimica con el primer método y Sanger y entre inmunohistoquimica
con el segundo método y Sanger fueron 71,5% y 76,2%, respectivamente. Por
tanto los autores concluyen que existe una falta de concordancia entre la
deteccion de BRAF V600E por inmunohistoquimica y los métodos moleculares y
que los métodos de inmunohistoquimica no pueden reemplazar los métodos

moleculares para la deteccion de la mutacion BRAF V600E (162).

Otros grupos han intentado reproducir estos estudios en pacientes con
melanoma. Heffron et al estudiaron 132 pacientes, para determinacion de
mutaciones de BRAF con inmunohistoquimica y PCR. La incidencia de la
mutacion BRAF en esta cohorte fue de 28,8% (38/132). El anticuerpo tuvo una
sensibilidad del 86,1% con una especificidad del 96,9%; el valor predictivo
positivo fue 96,9%; y el valor predictivo negativo fue de 94,4%. La tasa de
concordancia entre PCR e inmunohistoquimica fue de 95,1% (116/122). Los
autores concluyen por tanto que la tasa de mutacion BRAF fue de 28.8%, que
fue menor que lo anteriormente publicado (40%-60%), sin embargo la alta
concordancia de PCR e inmunohistoquimica, hacen de ésta ultima un método
viable y rentable como una buena alternativa a la prueba de PCR y adecuada

como para la deteccién de la mutacién BRAF (163).

Riveiro-Falkenbach y colaboradores compararon los resultados de dos test
para la deteccion de mutacion de BRAFV600 en pacientes con melanoma
primario y metastasico. Usaron RT-PCR Cobas® e inmunohistoquimica. De los

239 tumores examinados, 208 tumores mostraron resultados similares a los
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obtenidos con Cobas®, mientras que 31 casos con inmunohistoquimica fueron
discordantes. Un total de 112 muestras tenian la mutacion BRAFV600E tanto
con Cobas® e inmunohistoquimica, mientras que 96 muestras fueron de tipo
“salvaje” con ambas técnicas. Veinticino muestras tenian mutacion de BRAF con
inmunohistoquimica pero eran de tipo “salvaje” con Cobas®, y 6 eran de tipo
“salvaje” con inmunohistoquimica pero mutadas segun Cobas®. El porcentaje de
las muestras que fueron consistentes fueron 87.03% (95% de confianza intervalo
82.56-91.50), y el valor de Kappa fue 0.7411 (95% intervalo de confianza 0.6571-
0.8250). Estos resultados indican una buena concordancia entre las dos técnicas
(164).

Analisis del algoritmo predictor

En un intento de integrar los hallazgos moleculares y las caracteristicas
clinico morfolégicas de las neoplasias del espectro de los tumores de Spitz. El
objetivo principal es crear un algoritmo simple que pueda ser Util en la practica
diaria para orientar nuestra decision en realizar determinaciones moleculares en

base a los hallazgos clinico-morfolégicos.

El algoritmo se basa en los resultados del modelo ajustado del analisis
multivariante, en el que se presenta cada variable con su magnitud de presentar
el desenlace clinico. Se plantea el algoritmo iniciando con una lesién
melanocitica, para estudio histolégico. Si el tumor tiene caracteristicas de
melanoma de Spitz es probable que el tumor albergue una mutacién de BRAF
(OR: 13,38, p=0,0004) y si tiene citologia epitelioide (OR 6,71; p=0,0177) ya que
el paciente pueda ser candidato a tratamientos especificos como es el caso de
Vemurafenib. Si el tumor estd constituido por una citologia diferente a la
epitelioide, se debe tomar en cuenta otras determinaciones moleculares como
ALK, NTRK, ROS-1, HRAS, MET, RET.

Cuando el tumor no sea un melanoma de Spitz, se debe considerar que no
esté asociado a componente epidérmico (OR 4,20, p=0,031), ya que puede tener

reordenamiento de ALK en el caso de tratarse de un tumor de Spitz atipico (OR
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4,20, p=0,031), el cual si el paciente puede ser candidato a tratamiento con
Crizotinib. Por otra parte en los tumores de Spitz atipicos, no puede descartarse
la posible mutacion para BRAF (OR: 3,63, p=0,0985) y BAP-1.

Un tumor de Spitz atipico podria estar asociado a fusion de NTRK (OR 8,76,
p=0,0072), ademas hay que considerar las células de morfologia mixta en el
tumor (OR 39,40, p=0,0073). También la presencia de infiltrado inflamatorio
puede estar asociado a fusion de NTRK (OR 12,23, p=0,0307). En el caso de
gue un paciente con un tumor de Spitz atipico con criterios clinicos de mal

prondstico podria ser candidato a tratamiento con Entrectenib.

Si un tumor de Spitz atipico no tiene ninguna de las caracteristicas histologica
antes mencionada o si no muestra reordenamientos de ALK, NTRK o BRAF, es
necesario hacer determinacion de ROS-1, HRAS, MET y RET.

Si es un nevus de Spitz, a pesar que no tenga ninguna implicacion
terapéutica, se pueden hacer determinaciones moleculares para una mejor
clasificacion tumoral. Principalmente se debe determinar ALK, NTRK, BRAF,
HRAS, ROS-1, MET y RET.

Si no se trata de un tumor de Spitz, se debe determinar la posible mutacion
de BRAF, siendo muy probable dicha mutacion en los nevus convencionales (OR
29,51, p<0,001) y en los melanomas convencionales (OR 4,42, p=0,033). Existe

un tratamiento especifico para esta diana terapéutica como lo es Vemurafenib.

Este algoritmo debe ser validado en estudios que puedan incluir mas
parametros para poder clasificar a las lesiones de una manera mas precisa, sin
embargo, en nuestro caso al considerar solo las variables estadisticamente
significativas se limita los elementos a considerar basicamente si una neoplasia
melanociticas pueda tener un reordenamiento de ALK, NTRK o mutacién de
BRAF.
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Fortalezas y debilidades del estudio

Fortalezas

Una vez evaluados los resultados obtenidos consideramos conveniente

resaltar los puntos mas valiosos de nuestro estudio:

v

Una de las principales fortalezas de nuestra serie es centrar el estudio en
lesiones melanociticas de Spitz, ya que son lesiones que representan
actualmente grandes dificultades diagnosticas y que tienen una incidencia
alta en pacientes jévenes, por lo que serian la principal poblacién beneficiada

en el correcto diagndstico y posterior tratamiento.

Integrar los hallazgos clinicos, histolégicos, moleculares de este tipo de

lesiones para poder mejorar su clasificacion.

La colaboracion multicéntrica permitio incluir un mayor nimero de casos, que

no se tenian disponibles en nuestro centro.

En nuestro estudio participaron 3 expertos dermatopatdlogos que pudieron
confirmar el diagnéstico histolégico para intentar clasificar las lesiones
dudosas.

Utilizar como primer método de clasificacibn con técnicas de
inmunohistoquimica, que es una técnica accesible en la mayoria de centros
de anatomia patoldgica y que no requiere de un gran entrenamiento para su

uso.
Plantear algoritmos diagnosticos que puedan servir de referencia para otros

estudios mas amplios y de esa manera ser guias en el manejo clinico de

éstas lesiones.
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v" Comparar los resultados no solo con las lesiones melanociticas de Spitz entre

si, sino también con los nevus y melanomas convencionales.

v Detectar alteraciones de la via tirosin quinasa permite identificar oncogenes
implicados en la patogénesis de las lesiones y actualmente muchos de ellos
sirven como dianas terapéuticas para la utilizacion de farmacos especificos
que mejoran en las lesiones malignas el tiempo libre de progresion de la

enfermedad.

Debilidades

v El limitado tamafio de la muestra pudo haber sido un factor implicado en los
resultados de ROS1, MET y RET, tomando en cuenta que los tumores de

Spitz son relativamente infrecuentes dentro de las lesiones melanociticas.

v Debido a la poca experiencia con la determinacion de las alteraciones de la
via tirosin-quinasa, la incorporacién de nuevos anticuerpos y técnicas de
FISH, hizo dificil la realizacion e interpretacion de los mismos, por lo que se

tuvo que usar como referencia lo publicado en estudios previos

v La ausencia de positividad para MET, RET y ROSL1 en los casos estudiados,
pudo deberse a la baja incidencia, en el caso de MET y RET, pero también
se debe plantear como posibilidad fallos en la fase pre-analitica que pudieron

influir en los resultados finales.

v La determinacion de HRAS por limitaciones técnicas no se pudo realizar en
toda la muestra, por lo que la proporcién de casos obtenidos no fue el

esperado.

v' Todos los materiales empleados en este estudio son de alto coste tanto los
anticuerpos empleados con las técnicas de inmunohistoquimica como las
sondas de FISH, y técnica de PCR, haciendo dificil y limitado su
disponibilidad.
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Preguntas sin respuesta y planteamientos futuros

v" No se detect6 fusion de ROS1, a pesar de que es la fusibn mas frecuente
encontrada en los tumores de Spitz por la mayoria de los autores. Tenemos
la hipotesis que se debe a que la mayoria de estudios emplean técnicas de
secuenciacion para su deteccién, por lo que seria conveniente validar en los
tumores de Spitz con el uso del anticuerpo de ROS1 para saber si es valido
para su determinacion en la practica clinica o si no es recomendable y debe

solo determinarse mediante técnicas moleculares.

v Enelcasode MET y RET, tampoco se identificaron casos con estas fusiones.
Algunos casos con técnica de inmunohistoquimica mostraban una tincion
débil pero que no pudo ser confirmada con las sondas de FISH, por lo que
guedarian por validar ambas técnicas para saber si son Utiles en este tipo de
fusiones, teniendo en cuenta la limitacion de que ambas son alteraciones de
baja frecuencia y su deteccion requiere una serie muy amplia o técnicas mas

sensibles como secuenciacion genética.

v" En el algoritmo planteado como predictor, se incluyen ciertas variables que
en nuestro estudio fueron estadisticamente significativas para poder sub
clasificar y agrupar a las lesiones melanociticas en grupos y poder discriminar
cuales tienen mas probabilidad de albergar un tipo de translocacién de la via
tirosin quinasa que otra. Sin embargo dada a la limitacion del tamafio de la
muestra hubo muchas variables que no se incluyeron en el algoritmo. Seria
recomendable ampliar el estudio con muestras mas amplias, para que los
algoritmos resulten mas robustos incluyendo mas variables, y de ésta manera

se puedan convertir en una herramienta de uso clinico diario.

v" Por razones de disefo del estudio, no se realizé seguimiento de la evolucion
clinica de cada paciente, tomando en cuenta las caracteristicas clinicas,
histol6gicas y moleculares, ya que seria interesante en estudios futuros
conocer cudal es el comportamiento biolégico de lesiones melanociticas de

acuerdo al tipo de reordenamientos que expresan.
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CONCLUSIONES







1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

9)

Los tumores de Spitz son lesiones frecuentes en personas jévenes, a pesar
gue su incidencia con respecto a nevus y melanomas es menor. Son
frecuentes en mujeres y estan localizadas predominantemente en miembros

superiores e inferiores.

La alteracién de la via tirosin-quinasa mas frecuente detectada es la mutacién
de BRAF, seguida del reordenamiento de ALK, seguida de NTRK, mutacion
de BAP-1/BRAF y por ultimo HRAS. No se identificaron casos con fusiones
de ROS1, MET y RET.

La mutacion de BRAF se asocia en primer lugar con el diagnéstico de nevus
convencional, seguido de melanoma de Spitz, melanoma convencional y

tumor de Spitz atipico; asi como la morfologia citolégica de tipo epitelioide.

El reordenamiento de ALK se asocia con el diagndéstico de tumor de Spitz

atipico y la ausencia de componente epidérmico.

La fusion de NTRK se asocia con el diagndstico de tumor de Spitz atipico,

citologia de tipo mixto o fusiforme y la presencia de inflamacion.

Los resultados obtenidos en las determinaciones de los reordenamientos de

ALK y NTRK, se observaron de forma exclusiva en los tumores de Spitz.

Los resultados con las técnicas de inmunohistoquimica tienen una buena
concordancia con los resultados con FISH y PCR. Por tanto podria ser

considerada una técnica valida y util para ser usada en los tumores de Spitz

La presencia de las alteraciones de la via tirosin quinasa en el espectro
histopatolégico de los tumores de Spitz sugiere que es un evento temprano

en la progresion tumoral de estas neoplasias.
El algoritmo propuesto es unicamente una herramienta mas que podria ser

atil en la practica diaria, para predecir alteraciones moleculares usando

caracteristicas clinico-histolégicas.
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10) La deteccion de nuevas vias oncogénicas que implican receptores de la via
tirosin quinasa es de gran utilidad ya que constituyen dianas terapéuticas,
gue actualmente disponen de farmacos aprobados por la FDA.
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