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GLOSARIO:

HyE: Hematoxilina y eosina.

Ckit: CD117

CD1: ciclina D1

Ki-67: marcador de proliferacién celular o MiB1

p16: proteina p16

NS: Nevo de Spitz

TSL: Tumor Spitzoide limitrofe

MMS: Melanoma spitzoide
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RESUMEN

INTRODUCCION: Las neoplasias spitzoides conforman un grupo de tumores
melanociticos dentro de los que se considera el nevo de Spitz (NS) y sus variantes, nevo
de Spitz displasico (NSD), el tumor Spitzoide limitrofe de comportamiento biolégico
incierto (TSL) asi como el melanoma Spitzoide (MMS). Estos actualmente constituyen una
problematica importante en el diagndstico tanto clinico como histolégico, ya que pueden
semejarse entre si, confiriendo dificultad en el manejo de los mismos asi como en el
pronostico. OBJETIVOS: Describir la expresiéon de marcadores de inmunohistoquimica
como CD117, Ki67, Bcl-2, ciclina D1 y p16 en nevos de Spitz y tumores spitzoides
atipicos asi como las caracteristicas clinicas e histolégicas de los nevos de Spitz y
tumores spitzoides atipicos en nuestra poblacién de estudio. MATERIAL Y METODOS: Se
incluyeron todos los bloques disponibles de parafina de biopsias de piel realizadas de
1997 a 2012 con diagnéstico de nevo de Spitz, tumor spitzoide limitrofe y melanoma
spitzoide del archivo de dermatopatologia del Hospital Manuel Gea Gonzalez. Se llevé a
cabo la determinacion de la expresién de CD117(CKit), Ki67(MiB1), Bcl-2, ciclina D1y p16
mediante inmunomarcacion con anticuerpos monoclonales segun las instrucciones del
fabricante en cada caso.RESULTADOS: Se incluyeron 30 casos de los cuales 18
correspondieron a NS, 4 NSD, 3 TSL y 5 MMS. Los tumores Spitzoides en general
predominaron en mas de 60% de los casos en las mujeres y en los miembros inferiores.
Las media de edad de presentacion para los NS y NSD fue de 15.3 y 16.7 afios
respectivamente, 7 afos para los TSL y 45 afos para los MMS. En la revision histolégica
solo el 33% de los TSL presentd hiperplasia epidérmica; la ulceracion fue mas frecuente
en los MMS (20%), los cuerpos de Kamino no se observaron en el 100% TSL. El tipo
celular mas frecuente fue el melanocito epitelioide, y el citoplasma de aspecto polvoso fue
mas evidente en los TSL y en todos los casos de MMS. Las mitosis fueron >2/mm2 en los
NS,NSD y TSL. Los nucleolos se evidenciaron mas en TSL y en MMS (2-3n y 3-5n
respectivamente). En cuanto a la inmunomarcacion el Ki67 fue bajo en NSy TSL (1.6 y
2%) mientras los NSD y MMS lo expresaron mas (10 y 20%). El 100% de los TSL fue p16
positivo mientras en los MMS fueron de menos de 1%. La ciclina D1 se expresé en el
46.4% de los MMS, el CD117 se expreso en el 50% de los NSD y en mas del 20% de los
NS y TSL, mientras en los MMS fue menor al 1%. Bcl-2 solo se expres6 en NS 'y TSL (22
y 33%).CONCLUSIONES: El TSL posee caracteristicas histolégicas atipicas pero por

inmunomarcacion se comportd6 como NS. La expresion de Ki67 y p16, ademas de la
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revision de las caracteristicas histoldégicas podrian auxiliar en la diferenciacion del MMS

de otros tumores spitzoides.

ABSTRACT:

INTRODUCTION: Spitzoides neoplasms are a group of melanocytic tumors within is
considered the Spitz nevus (SN) and its variants, dysplastic Spitz nevus (NSD), atypical
spitzoid tumor (TSL) and spitzoid melanoma (MMS). They are currently a major problem in
diagnosis because they can resemble each other, giving difficulty in handling them as well
as prognosis. OBJECTIVES: To describe the immunohistochemical expression of markers
such as CD117, Ki67, Bcl-2, cyclin D1 and p16 in Spitz nevi and atypical spitzoides tumors
and the clinical and histologic features of Spitz nevi and atypical spitzoide tumors in our
study population. MATERIALS AND METHODS: We included all available paraffin blocks
of skin biopsies performed from 1997 to 2012 with diagnosis of Spitz nevus, atypical
spitzoid tumors and spitzoid melanoma of dermatopathology archives. Was conducted to
determine the expression of CD117 (cKit), Ki67 (MIB1), Bcl-2, cyclin D1 and p16 by
immunostaining with monoclonal antibodies according to the manufacturer's instructions in
each case.RESULTS: We included 30 cases of which 18 corresponded to NS, NSD 4, 3
and 5 MMS TSL. Spitzoid tumors generally prevailed in over 60% of cases in women and
in lower limbs. The mean age of presentation for the NS and NSD was 15.3 and 16.7
years respectively, for 7 years for TSL and 45 years for MMS. On histologic review only
33% of TSL showed epidermal hyperplasia, ulceration was more frequent in the MMS
(20%), Kamino bodies were not observed in 100% TSL. The most common cell type was
epithelioid melanocytes, and dusty cytoplasm was more evident in the TSL and in all
cases of MMS. Mitoses were <2/mm2 in the NS, NSD and TSL. The nucleoli were seen
more in TSL and MMS. As for the Ki67 immunostaining was low in NS and TSL (1.6 and
2%) while the NSD and MMS expressed by most (10 and 20%). 100% of the TSL was p16
positive while the MMS were less than 1%. Cyclin D1 was expressed in 46.4% of the
MMS, the CD117 was expressed in 50% of the NSD and more than 20% of NS and TSL,
while MMS was less than 1%. Bcl-2 was expressed only in NS and TSL (22 and 33%).
CONCLUSIONS: TSL presented atypical histologic features but has acted more like NS
for immunostaining. The expression of Ki67 and p16, in addition to the review of the

histological features may aid in differentiation from other tumors spitzoides of MMS.
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1. INTRODUCCION

Las neoplasias spitzoides conforman un grupo de tumores melanociticos que constituyen

una problematica importante en el diagndstico tanto clinico como histoldgico.

Actualmente dentro de las neoplasias spitzoides en general se consideran el nevo de
Spitz y sus variantes, el tumor Spitzoide limitrofe de comportamiento bioldgico incierto asi

como el melanoma Spitzoide. (Tabla 1, Figura 1).
Nevo de Spitz.

El nevo de Spitz tiene una importancia particular, ya que aunque tiene un comportamiento
benigno biolégicamente y por ende buen prondstico, histologicamente puede ser
confundido con un melanoma. También se le conoce como melanoma benigno juvenil,

nevo de células grandes ahusadas y/o epitelioides.

La primera descripcion de nevos de spitz se llevo a cabo en poblacion pediatrica en 1948
por Sophie Spitz. Se describieron como lesiones melanociticas que a la histologia
semejaban melanomas pero que tenian un comportamiento biolégico benigno, por o que
se les llamo “melanomas juveniles o de la infancia”(1,2). Posteriormente se reporté su

presencia en adultos, enfatizando en su comportamiento benigno. (2, 3).
Histologia de nevos de spitz.

Para hacer el diagnodstico histologico de estas lesiones se requiere de una evaluacién

cuidadosa de caracteristicas tanto arquitectonicas como citolégica en toda la lesion.
Arquitectura.

La mayoria de los nevos de Spitz son compuestos pero se pueden presentar como
lesiones con componente uUnicamente de union o puramente intradérmicos. Las
caracteristicas comunmente encontradas en estos nevos incluyen la presencia de
simetria, ausencia de extension lateral de las células del componente de unién mas alla
del componente dérmico, limitacion lateral de la lesion mediante nidos de union (terminan
en nidos), hiperplasia epidérmica con tendencia a la uniformidad, presencia de
diseminacion pagetoide que tiende a ser en los tercios inferiores de la epidermis y al

centro de la lesién, aunque si se encuentra un gran componente de unién esta puede ser
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mas extensa. Los nidos tienden a ser perpendiculares a la epidermis (verticalizados) y

presentan retraccion del estroma.

En la unién dermoepidérmica también se describe la presencia de cuerpos de Kamino,
que se observan como agrupados eosinofilicos redondos solitarios o agrupados dentro de
la epidermis, por arriba de la dermis papilar. Estos son tefiibles con acido peryddico de
Schiff (PAS), asi como con tinciones para colageno tipo con tricromico de Masson.
Ademas se ha determinado en ellos la presencia de subtipos especificos de colageno

como el tipo IV y VII, asi como laminina (componentes de la membrana basal). (3-4)

El componente dérmico presenta maduracion y puede haber mitosis escasas en la parte
mas superficial de éste. Otras caracteristicas histolégicas incluyen la presencia de

telangiectasias en la dermis superficial. (5 -7)
Caracteristicas citologicas.

Las células névicas son ahusadas y/o epitelioides. Las células epiteliodes son grandes

(hasta 4 veces el tamafio de un melanocito normal) con una forma redonda o poligonal.

En los nevos con células ahusadas asi como mixtos pero con mayor tendencia a las
células fusiformes presentan una distribuciéon en mantos o fasciculos. Por el contrario, en
los que predominan las células epiteliodes tienen una distribucion mas individual. Pueden
encontrarse células multinucleadas pero no muestran pleomorfismo significativo. Los
nucléolos son generalmente prominentes y redondos, sobre todo en las células névicas

de tipo epitelioide. (5-7).
Variantes.

Se han descrito un niumero importante de variantes del nevo de Spitz. Entre éstas se
incluye al nevo de Reed (Spitz pigmentado), nevo halo de Spitz, nevo tubular de Spitz,
nevo de Spitz desmoplasico, nevo de Spitz plexiforme, Nevo de Spitz pagetoide, nevo de
Spitz mixoide, angiomatoso, combinado y hialinizante. La forma pigmentada del nevo de
spitz se conoce como nevo pigmentado de células ahusadas de Reed y es mas frecuente

en individuos de fototipos mas obscuros. (5, 8-12).
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Tabla 1: Caracteristicas Clinicas e histologicas de tumores Spitzoides.

Nevo de Spitz Tumor spitzoide atipico Melanoma Spitzoide

Clinica

Histologia

Maduracion

Lesién nodular menor a
6mm, color rojo violaceo
o pigmentada café marron
obscuro, simétrica y bien
definida que se presenta
en extremidades de ninos
menores a 10 anos de

edad.

Puede tener componente

de la unién, ser dérmico o

compuesto. No hay
alteraciones en la
arquitectura de la

epidermis o puede estar
ligeramente hiperplasica
y con escasa
diseminacion pagetoide
de melanocitos solo al
centro de la lesion y en la
epidermis inferior. Hay
simetria en la lesion, bien
definida en los bordes,

hay retraccion de los
nidos de melanocitos en
la union

dermoepidérmica,

Si

—

Lesién nodular irregular, de

un centimetro o mas,
asimétrica, de bordes
irregulares, que puede

presentar ulceracion, y es
mas frecuente de los 10 a
los 20 anos de edad y la
topografia predominante es

la espalda.

La epidermis puede estar
ulcerada, Hay nidos de
melanocitos dispuestos de
forma azarosa, infiltrantes,
pueden llegar hasta el tejido
celular subcutaneo,

conforman una lesion
asimétrica, mal definida, sin
retraccion de los nidos de la

union dermoepidérmica.

No

Lesion nodular mayor a
1cm, irregular. Asimétrica,
colores no homogéneos,

puede haber ulceracion.

Epidermis con
paraqueratosis y atrofia.
Neoformacion asimétrica,

mal circunscrita,

diseminacion pagetoide en

todo el espesor de la
epidermis, ausencia de
cuerpos de Kamino.
Presencia de patréon

infiltrante en la profundidad,
melanocitos grandes hacia

la base de la lesion.

No

15
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Cuerpos de Kamino

Heterogéneos

Tipo de Melanocitos Ahusados o epitelioides Heterogéneos.

Citoplasma

melanocitos

Nucleo de melanocitos Pequenos, cromatina fina Grandes, hipercromaticos. Pleomérfico,

y dispersa hipercromatico.

- ___

Figura 1. Histologia del espectro de lesiones Spitzoides. (Nevo de Spitz/Tumor spitzoide

atipico/Melanoma spitzoide).
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Tumores Spitzoides limitrofes.

En 1960 Kernen y Ackerman reportaron casos de “nevos de Spitz metastasicos”, mismos

que a posteriori se consideraron como casos de melanoma mal diagnosticados.(2,3)

Posteriormente en 1970, Huarte realizo las primeras descripciones de “tumores spitzoides
atipicos” y en 1989 Smith y colaboradores hicieron uso del término “Nevo con células
epitelioides y ahusadas con atipia y metastasis” pero con un comportamiento biolégico
benigno. (13-14). En 1999 Barnhill desaté una controversia al reportar la muerte de una
paciente femenina, en la pubertad que padecia una lesién spitzoide de caracteristicas
tipicas. (1-2,15).

Estas lesiones muestran atipia arquitectonica y citolégica en un grado mayor que el
aceptado para un nevo de Spitz comun. Sin embargo éstas no son suficientes para
considerar la lesién un melanoma. Es importante destacar que no existe un numero de
alteraciones establecido para considerar el diagndstico de tumor Spitzoide atipico. En
estos casos la edad del paciente es siempre un factor determinante para el diagndstico

diferencial, siendo siempre mas permisivas en la poblacion pediatrica. (1-2,13-15)

En el componente de unién estas lesiones tienden a presentar una proliferaciéon
desordenada de melanocitos, asimetria y extension lateral del componente
intraepidérmico. En la variante intradérmica puede presentarse un incremento en la
celularidad, asimetria, pérdida de la cohesion celular, aumento de la profundidad,
ausencia de maduracioén, ulceracién y necrosis. Puede existir un pleomorfismo nuclear

marcado asi como incremento de las mitosis en la profundidad de la lesion.

Por esta razén se ha propuesto que estas lesiones se categoricen en 2 grupos principales
para intentar predecir el comportamiento biolégico y se dividen en de bajo y alto riesgo.
Para llevar a cabo esta clasificacion se debe tomar en cuenta la edad del paciente, el
tamafio de la lesion y las caracteristicas histologicas. Por otra parte Spatz y cols
desarrollaron un sistema de estadificacion de los tumores Spitzoides atipicos el cual se
basa en la edad del paciente, el diametro de la lesién asi como la profundidad, ulceracion
y actividad mitética. Lo anterior resulta en 3 categorias de riesgo, con puntajes de 0-2
indica bajo riesgo, 34 riesgo intermedio y 5-11 riesgo elevado. (16-17) (TABLA 2).
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Melanoma spitzoide.

No existe un criterio Unico o un conjunto de criterios que permita diferenciar a los nevos
de Spitz de los melanomas de forma confiable. Muchos autores han documentado las
caracteristicas que pueden ayudar en este proceso. La mayoria de ellos coinciden en que
las caracteristicas histolégicas que favorecen el diagndstico de melanoma incluyen:
actividad mitoética de moderada a marcada y / o la presencia de mitosis atipicas;
diseminacién pagetoide prominente y en forma individual a través de la totalidad de la
lesion incluyendo la periferia (en ausencia de evidencia de trauma), la falta de
maduracién en la profundidad de la lesidén; hipercromatismo nuclear asi como

pleomorfismo celular, ulceracion y necrosis. (16-21).

Tabla 2. Estratificacion del riesgo de tumores spitzoides atipicos.

Parametro Puntaje

Edad
0-10 afos 0
11-17 afos 1

Diametro (mm)
0-10 0
>10 1

Involucro del tejido
celular subcutaneo.

0
Ausente

2
Presente
Ulceracion
Ausente 0
Presente 2
Mitosis por mm2
0-5 0
6-8 2
>8 5
Total 11 puntos

Estratificacion del riesgo: 0-2 puntos bajo riesgo; 3-4 riesgo intermedio; 5-11 riesgo alto. Tomada de: Spatz A,
Calonje E, Handfield-Jones S, Barnhill RL. Spitz tumors in children: a grading system for risk stratification. Arch
Dermatol 1999;135: 282-285.
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2. MARCO TEORICO

Actualmente el diagndstico histologico de lesiones spitzoides atipicas continta siendo un
reto, con desconocimiento del potencial de malignidad, e incluso algunos autores sugieren
que quiza estos tumores atipicos no sean mas que melanomas mal diagnosticados. Es
por esto que se ha creado una nueva categoria denominada como “Tumores
melanociticos de potencial maligno incierto”, considerandose intermedios entre los nevos
de Spitz tipicos y el melanoma spitzoide, siendo los factores histolégicos mas importantes
en el prondstico la presencia de actividad mitética, mitosis cerca de la profundidad de la

lesion e inflamacion. (15,22). (Tabla 1 y Figura 1).

Existen algunos marcadores que pueden auxiliar en la diferenciacion de estos tumores,
aunque los resultados publicados son variables de serie a serie. Entre los marcadores
reportados previamente en el diagndstico de lesiones melanociticas en general destacan
la ciclina D1 y la proteina p16 que son dos reguladores importantes de la progresion del
ciclo celular (uno regulador negativo y otro positivo de forma respectiva), ademas del
MIB1 (Ki67) como marcador de proliferacion celular y la proteina bcl-2 como reguladora
de apoptosis celular. Ninguno de estos estudiado en lesiones spitzoides en

latinoamericanos.
2.1 P16

La proteina p16 también es conocida como INK4A o p16INK4A. Es el producto del gen del
melanoma familiar CDKN2A. Esta proteina es capaz de inhibir las cinasas dependientes
de ciclinas (KDC) en la fase G1 del ciclo celular (cinasas dependientes de cilclinas 4 y 6).
En ausencia de un p16 funcional, estas cinasas dependientes de ciclinas fosforilan e
inactivan los productos de genes supresores de tumor como el gen del retinoblastoma, lo
que resulta en progresion del ciclo celular y finalmente incremento en la proliferaciéon
celular. (23-25)

Los nevos ordinarios tipicamente muestran inmunoreactividad importante para p16 en el
nucleo y en el citoplasma, pero tiene un predominio nuclear marcado. Se ha reportado en
algunos estudios que la pérdida de la expresion de p16 en el componente dérmico puede
ayudar a discriminar entre melanomas spitzoides y melanomas nevoides de nevos
comunes y de nevo de Spitz, siendo asi la pérdida de la expresidn nuclear mas especifica

de los casos de melanoma.(23-25)
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Maldonado y colaboradores establecen la probable relacién entre el nevo de Spitz y los
nevos melanociticos en general como un ejemplo de célula en senescencia inducida por
un oncogen. Se sugiere en otros estudios que los nevos de Spitz que expresan p16 de
forma importante puede relacionarse con un mayor nimero de copias del cromosoma 11p
(anormalidad cromosdmica mas frecuentemente encontrada en nevos de Spitz mediante
técnicas de biologia molecular) , lo que sugiere un vinculo directo entre la activacion de la
via de los mitdégenos activados por protein-cinasas y el p16. La expresién anormal de p16
también se reporta en tumores como melanoma, carcinoma escamocelular de cabeza y

cuello, carcinoma de pulmoén, carcinoma cervico-uterino y cancer de mama. (23-25)
2.1 Ciclina D1

Esta ciclina, al igual que p16, esta involucrada en la regulacion del ciclo celular. Aunque
en contraste con la anterior, la ciclina D1 promueve la progresion de la fase G1 a la fase S
del ciclo celular, potenciando el crecimiento celular y la divisién. También ejerce su accion
mediante la activacién de ciclinas dependientes de cinasas 4 y 6 e inactivacion del gen
del retinoblastoma y modulacién transcripcional del factor E2F-1, es decir, tienen efectos
opuestos en diferentes fases del ciclo celular. La sobre-expresion de la ciclina D1 se ha
demostrado en algunos tumores malignos como en carcinomas de cabeza y cuello, asi
como de esofago. Existen reportes de sobre-expresion de ciclina D1 en melanomas pero
no en nevos adquiridos. Con todo lo anterior se sugiere que la presencia de ciclina D1
positiva puede ser un auxiliar en la diferenciaciéon de lesiones spitzoides como nevos de

Spitz y tumores limitrofes de melanomas Spitzoides. (25-26)

En este rubro existen dos estudios; uno en el que se exploré la expresién de la ciclina D1
en melanomas y nevos de Spitz, en el que se encontré mas frecuente en los nevos de
Spitz ( George y cols.) y otro (Tetsuro y cols) en el que se reporta positividad en tanto en
los nevos de Spitz como en los melanomas, con un porcentaje de positividad mayor al
10% predominando en dermis papilar, a diferencia de los melanomas que puede
encontrarse positividad en las profundidad de la lesion. No se estudié en los tumores
limitrofes. EI mecanismo que explique la sobreexpresion de ciclina D1 en nevos de Spitz

se desconoce aun. (25-27)
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2.3 Ki67 (MIB1).

La expresion de MIB-1 mediante tinciones inmunohistoquimica es una herramienta util
para detectar nucleos con activacion de sintesis de DNA a nivel nuclear y se considera un
marcador de proliferacion. Tiene un papel importante en la distincidn de lesiones
melanociticas a través de la identificacion del patrén de expresion, es decir en relacién al
numero y la distribucion de células positivas, ya que es diferente en los nevos en

comparacion con los melanomas. (28-29).

En los nevos melanociticos benignos las células Ki67 positivas generalmente se localizan
en la unién dermoepidérmica o en la parte mas superficial del componente dérmico,
mientras en los melanomas se observa la expresion de Ki67 a través de todo el
componente dérmico. Aunado a lo anterior, el numero de células positivas esta
significativamente incrementado en los melanomas en comparacién con los nevos

comunes. (28-31)

Especificamente hablando de nevos de Spitz se ha reportado un indice de proliferacién
nuclear desde 0-59% hasta 6-92% y en melanoma spitzoide de hasta 14.9% hasta 46-6%.
En otros estudios se ha sugerido que la pérdida de la expresion de p16 con un indice de
proliferacion nuclear elevado es muy sugestivo de melanoma en casos de tumores
spitzoides limitrofes, no asi en los casos en los que hay ausencia de mitosis con un indice
de proliferacion bajo o ausente, lo cual apoya mas la presencia de un nevo de Spitz. Lo

anterior lo hace una herramienta importante en la diferenciacion de estos tumores.(28-31)

Por esta razén algunos autores han intentado realizar cortes para la interpretacion de este
marcador en la estratificacion del riesgo de lesiones spitzoides, especificamente las de
comportamiento bioldgico incierto, en las que se reportan indices de Ki67 de hasta 10%
(2-10%). Ademas de ser importante en este rubro el patrén de expresion, siendo mas

atipico si se manifiesta en la profundidad de la lesion. (28-31).
2.4 Bcl-2

La proteina Bcl-2 (proteina del gen 2 de la leucemia/linfoma B) es producida por el gen
con el mismo nombre y se encuentra en el cromosoma 18q21. Esta proteina fue
inicialmente descubierta en pacientes con leucemia de células B y linfoma folicular en los
que se encontraba la translocacion cromosémica (14;18) lo que incrementé la sintesis y

expresion de Bcl-2. Es miembro de la familia Bcl y se les atribuye un beneficio en la
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sobrevida de las células neoplasicas ya que esta encargada de promover el crecimiento e
inhibir la muerte celular, por lo que se clasifica como un oncogen. Adicionalmente es
miembro de una nueva categoria de oncogenes que prolongan la supervivencia celular
por inhibicion de la muerte celular mas que por potenciacion de la proliferacion celular. Lo
anterior puede promover la acumulacion de mutaciones en las células que de otra forma
hubieran sido eliminadas. Otros representantes de esta familia son los bcl-x, bax y bak

(relacionados con la apoptosis). (32,34)

En tumores Spitzoides se sugiere que su expresion es mas frecuente en nevos de Spitz y
no asi en melanomas spitzoides o tumores spitzoides limitrofes, aunque son pocos los

estudios que han comparado la expresion de este en estas neoplasias.(32-34)
2.5 CD117

La expresion de CD117 es producto del proto-oncogen ckit, el cual es un receptor
transmembranal acoplado a tirosin-cinasa localizado en el cromosoma 4 (4911-912).
Tiene un papel importante en el desarrollo normal y migracion de las células
hematopoyéticas y se expresa en mastocitos humanos normales, precursores mieloides,
epitelio glandular mamario, células intersticiales de Cajal. Ademas se ha descrito su
expresién en una amplia variedad de neoplasias incluyendo leucemia mieloide aguda,
mastocitosis, tumores de células germinales y algunos otros tumores de tejidos blandos
asi como epiteliales y de forma caracteristica en los tumores mesenquimales del estroma

gastrointestinal (GIST), mismos que se originan de las células intersticiales de Cajal.(35)

Por otra parte también se ha estudiado en los melanocitos, encontrandose su importancia
como estimulante del crecimiento, proliferacion y migracion de estos, mostrando
diferencias en su expresion en lesiones melanociticas benignas y malignas. Se ha
descrito su expresion principalmente en melanomas primarios en estadios tempranos
como Tis-pT2, lo que se relaciona con una reduccién significativa en la progresién tumoral
asi como en la capacidad de generar metastasis. Se ha reportado en su mayoria en
melanomas acrales (mas frecuentes en amerindios) y de mucosas asi como en piel con

fotodafo crénico. (36-38).

Existen algunas otras técnicas auxiliares de diagnostico descritas con la finalidad de

distinguir nevos de Spitz de melanomas Spitzoides. Estos incluyen técnicas de gendmica
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comparativa e hibridacion in situ para demostrar aberraciones cromosémicas. Los mas

frecuentes hasta el momento las mutaciones en la familia de oncogenes de HRAS. (39)

A pesar de todo lo anterior no existe una técnica Unica para discriminar de forma
inequivoca un nevos de Spitz de un melanoma spitzoide que sea ademas facilmente
accesible para el anatomopatdélogo en ejercicio. En el futuro, se espera que las diferencias
genéticas entre nevos de Spitz, tumores spitzoides limitrofes y melanomas sean capaces
de ser utilizadas para ayudar en el diagnostico de los casos con caracteristicas
histologicas ambiglas y que no es posible llegar a un diagndstico con certeza basado
éstas por si solas. (28, 30,40, 43-44).

A nivel molecular, se han encontrado implicadas en el desarrollo de estas lesiones en
mutaciones especificas que podrian ser Utiles para diferenciar las lesiones spitzoides.
Especificamente B-RAF (V-RAF oncogen homodlogo B1), N-RAS (V-RAS oncogen
homologo del neuroblastoma) y H-RAS (V-HA-RAS oncogen homoélogo del sarcoma). (39-
42). Las proteinas del grupo RAS juegan un papel importante en la regulacion de
procesos celulares como el crecimiento, la proliferacién y la diferenciacion. De forma
subsecuente son capaces de activar otras proteinas como las del grupo RAF que generan
aumento de la proliferacidon celular asi como sobrevida. BRAF es una protein-cinasa
intermediaria en la activacion de la via RAS-RAF (41-44) (Figura 2).

En algunos estudios se reporta la presencia de mutaciones de BRAF en melanomas, no
asi en nevos de Spitz tipicos. Sin embargo existen otros estudios en los que si se ha
encontrado positividad para mutaciones de BRAF en nevos de Spitz convencionales. Por
otro lado las mutaciones de BRAF parecen ser mas frecuentes en melanomas spitzoides,
pero son estudios limitados. Las mutaciones de N-RAS se han reportado en melanomas y
tumores de Spitz atipicos pero no en nevos de Spitz clasicos. Las mutaciones de H-RAS
se han visto tanto en nevos de Spitz tipicos como atipicos, pero no se reportan en
melanomas.(39,41-44). (Figura 2).
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Figura 2. Vias de senalizacion y mutaciones en lesiones spitzoides y melanoma.
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Adaptado de: Luo Su y cols. Spitz nevi and other Spitzoid lesions Part I. Background and diagnoses. J Am Acad
Dermatol 2011;65:1073-82. (2).

3. JUSTIFICACION

El diagndstico de los tumores Spitzoides atipicos continda siendo un reto diagndstico para
el dermatologo y el dermatopatdlogo, ya que es dificil distinguir en ocasiones los nevos de
Spitz y los tumores Spitzoides atipicos de los verdaderos melanomas y es mandatorio

detectarlos para ofrecer una terapéutica adecuada y temprana.

Hasta ahora no existen estudios que permitan clasificar a estos tumores mediante
inmunomarcacién en poblacion mexicana y los existentes a nivel mundial no son tan
consistentes o uniformes, por lo que se decidid evaluar estos tumores mediante
marcadores de inmunohistoquimica especificos en complemento con la evaluaciéon

morfoldgica (arquitectural y citolégica) por histopatologia.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

* ;Cbomo es la expresion de marcadores de inmunohistoquimica como CD117, Ki 67

(MIB1), Bcl-2, ciclina D1y p16 en Nevos de Spitz y tumores spitzoides atipicos ?

5. OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO PRINCIPAL.

* Describir la expresién de marcadores de inmunohistoquimica como CD117, Ki67,

Bcl-2, ciclina D1y p16 en nevos de Spitz y tumores spitzoides atipicos.
5.2 OBJETIVO SECUNDARIO:

* Describir las caracteristicas clinicas e histolégicas de los nevos de Spitz y los

tumores spitzoides atipicos en nuestra poblacién de estudio.

6. HIPOTESIS.

Es un estudio descriptivo y no requiere prueba de hipétesis.

7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Diseno del estudio:

Se trata de un estudio retrospectivo, observacional, transversal, descriptivo, tipo serie de

casos.
7.2 Universo de estudio.

Bloques de parafina de biopsias del archivo del servicio de Dermatopatologia.
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7.3 Poblacion blanco.

Bloques de parafina de biopsias de piel realizadas de 1997 a 2012 con diagnéstico de
nevo de Spitz, tumor Spitzoide atipico o Melanoma Spitzoide disponibles en el servicio de

Dermatopatologia del Hospital Manuel Gea Gonzalez.
7.4 Tamaio de la muestra.

Se incluyeron todas las laminillas de nevos de Spitz, tumores spitzoides atipicos y
melanomas spitzoides del archivo de dermatopatologia, por lo que no se requirio de

calculo de tamafio de muestra.

7.5 Criterios de seleccion:

* Criterios de Inclusiéon. Bloques de parafina de nevos de Spitz, tumores spitzoides
atipico y melanoma spitzoides del archivo de dermatopatologia diagnosticados
entre 1997 y 2012 (15 afios).

* Criterios de exclusion. Estudios histopatoldgicos que no tengan disponible el
blogue de parafina o que éste sea insuficiente para los estudios de
inmunohistoquimica.

* Criterios de eliminacion. Estudios de Inmunohistoquimica no legibles por mala

técnica. (sobreexposicion al reactivo).

7.6 Definicion de variables

Las variables estudiadas en este trabajo se dividieron en demograficas, histolégicas y de

inmunomarcacion.

Demograficas: Se recabd informacion de los expedientes clinicos como edad, sexo,

localizacién y tamarfio del tumor, presencia de asimetria y ulceracion.

Histolégicas: Se evaluaron aspectos histolégicos de tipo arquitectural y citolégico de
todos los tumores, los cuales incluyeron la hiperplasia epidérmica, ulceracién a nivel
histolégico, presencia de cuerpos de Kamino, diseminacién pagetoide y extension de la
misma (focal o en toda la epidermis), el tipo retraccién de los nidos de la unién dermo-
epidérmica (total o parcial), la profundidad de la lesién (unién dermo-epidérmica, dermis

reticular superficial, media o profunda), maduracion de células névicas, mitosis por
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milimetro cuadrado y localizacién de éstas (en el componente superficial o profundo), tipo
de melanocitos (ahusados o fusiformes), citoplasma de los mismos (granular o de aspecto

polvoso), hipercromasia de los nucleos asi como presencia de nucléolos y nimero.

Inmunomarcacion: Se evalué la positividad nuclear del marcador de proliferacion Ki67 y
de diferenciacion p16 en las células névicas, revisando 4 campos de 40x en cada muestra
de forma respectiva en la zonas de mayor positividad y realizando un promedio de las
tres. El resultado se expresdé en porcentaje. Ademas se valoré la positividad de
marcadores citoplasmaticos en las células névicas como CD117, ciclina D1 y Bcl-2, de
igual forma haciendo revisiéon de 4 campos de 40x con posterior elaboraciéon de u
promedio, reportandose como porcentaje y grado de positividad dependiendo de la
intensidad de la tincion (X: levemente positivo XX: moderadamente positivo XXX:

fuertemente positivo).

Se tomaron como controles de la inmunomarcacion 6 nevos intradérmicos al azar, los
cuales se re-evaluaron para confirmar el diagnéstico y la disponibilidad de tejido de la

muestra.

La evaluacion de las laminillas tanto de los aspectos histoléogicos como de la
inmunomarcacion se realizd por dos observadores diferentes sin conocer los diagnésticos

hasta después del reporte de resultados.
Descripcion de la técnica de inmunohistoquimica

Previa solicitud de cortes de tejido parafinado de las muestras, previamente
seleccionadas para el estudio, en laminillas cargadas negativamente para
inmunohistoquimica se llevé a cabo el desparafinado el tejido por 10 minutos a 60° C en
incubadora con lavados con xileno y ulterior rehidratacion del tejido mediante alcohol a
diferentes concentraciones con una lavado final con agua destilada. De forma
subsecuente llevo a cabo una recuperacidon antigénica mediante incubacién con buffer
citrato por 20 segundos y lavado con agua destilada e incubacion con solucion
permeabilizante con su lavado correspondiente asi como incubacién subsecuente con el
anticuerpo monoclonal por 3 horas a temperatura ambiente y lavado con metanol. Se

elaboré un montaje final con solucion de PBS-glicerol.
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7.7 Analisis Estadistico:

Se utilizé estadistica descriptiva, resumiendo los resultados de las variables cualitativas
“CD117, Bcl-2, p16 y ciclina D1” en frecuencias absolutas y porcentajes. Para la variable
cuantitativa Ki-67, expresada en porcentaje, se dardn medidas de tendencia central y

dispersién (mediana y valor minimo y maximo).

8. RESULTADOS

En total se encontraron 42 casos de Tumores de Spitz en un periodo de15 afios (1999-
2012) en nuestro archivo de Dermatopatologia. De éstos 1 caso se excluyd por no
encontrarse el bloque tejido parafinado, 10 se excluyeron por muestra insuficiente para la
inmunomarcacion y en un caso no se corrobord el diagnostico a la revisidn con
microscopia de luz. Las muestras incluidas en el trabajo después de aplicar los criterios
de seleccion fueron 30. Se utilzaron 6 muestras de nevos intradérmicos comunes
seleccionados al azar para realizar las inmunotinciones y comparar la expresion de los

marcadores (control de inmunomarcacion, controles “sanos”).

Los diagnésticos encontrados en esta muestra fueron nevo de Spitz (NS) con un total de
18 casos, nevo de Spitz displasico (NSD) 4 casos, tumor spitzoide limitrofe (TSL) 3 casos

y melanoma spitzoide (MMS) 5 casos.

Demografia.

En cuanto a las variables demograficas los tumores Spitzoides en general fueron mas
frecuentes en mujeres, 66.1% en el grupo NS, 75% NSD, 66.6% TSL y 60% en MMS. La
edad de presentacién presentd diferencias importantes, siendo en mas jovenes la
presentacion de NS (15.3 afios,rango de 10 dias a 40 afnos) y NSD (16.75 afos, rango de
5 a 23 afios) asi como de tumores spitzoides limitrofes (7 afios, rango de 2 a 16 afios) no
asi como el MMS que la edad promedio de presentacion fue de 45 afios ( rango de 35 a

60 afos).
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En relacién al tamafio del tumor el 60% de las lesiones menores a 1Tmm fueron nevos de
Spitz, las lesiones de 1mm 75 y 100% correspondieron a NDS y TSL y los de mas de 1
mm fueron en un 60% melanomas spitzoides. La presencia de asimetria en la lesion se
encontré en el 60% de los pacientes con MMS y en el 50% de los NSD, fue menos

frecuente en los NSy TSL.

La topografia mas frecuente de tumores spitzoides fueron la extremidades y de estas las
inferiores de un 40 a 67% en los grupos de NS, NSD y TSL. Los melanomas spitzoides no

tuvieron predominio de localizacion en esta serie. (Tabla 3).

Tabla 3. Resumen de variables demograficas.

Edad 15.33 16.75 7 45
(10d-40) (5-23) (2-16) (35-60)
Sexo Fem 61.1% Fem 75% Fem 66.6% Fem 60%
Tamaio 60% 75% 100% 60%
(<1mm) (1Tmm) (1Tmm) (>1mm)
Topografia Extremidades Extremidades Extremidades Sin
40% (50%) (67%) predominio
Simetria 70% 50% 60% 40%
Histologia.

En la revision de los casos encontramos hiperplasia epidérmica en casi todos los casos
de NS y MMS (83.3%), y en el 100% de los NSD. Por el contrario los TSL solo mostraron
esta caracteristica en el 33% de los casos. La ulceracion fue una caracteristica mas
frecuente en los MMS (20%), no asi en los NS, NSD y TSL, aunque es importante

recalcar que el 5% de los NS presentd ulceracion. Los cuerpos de Kamino estuvieron
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ausentes en los TSL, y se encontraron en casi la mitad de los NS, NSD y MMS. La
retraccion de los nidos de melanocitos en el componente de union se encontré en casi
todos los nevos de Spitz (94%) y en los TSL (100%) aunque de forma parcial. Por el
contrario en los NSD y en el MMS la retraccién de los nidos solo se presentd en cerca de
la mitad de los casos (50% NSD; 60% MMS 60% y de forma parcial). La diseminacion
pagetoide como era esperado fue una de las caracteristicas principales en el 94% de los
NS y en los NSD, TSL y MMS en el 100% de los casos. En los MMS la diseminacion
pagetoide caracteristicamente no fue focal, si no que se encontré en toda la extension de
la lesion. El fendmeno de maduracion se encontrd en el 91% de los casos de NS (los que

presentaron componente dérmico), no asi en los TSL o en los MMS. (Tabla 4, Figura 3)

Tabla 4. Caracteristicas histologicas arquitecturales.

Histologia

Hiperplasia 83.3% 100% 33% 80%
epidérmica
Ulceracion 5.5% 0% 0% 20%
Cuerpos de 44.4% 50% 0% 40%
Kamino
Retraccion de 94.4% 50% 100% 60% (parcial)
nidos
Diseminacion 94.4% 100% 100% 100%
pagetoide
Focal 88.23% 100% 100% 0%
Maduracion 91% 100% 0% 0%
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Figura 3. Caracteristicas arquitecturales de los NS, NSD, TSL y MMS.

Figura 3: NS (nevo de Spitz) Se observa hiperplasia epidérmica con presencia de nidos verticalizados con
retraccion importante, asi como cuerpos de Kamino. NSD (nevo de Spitz displasico) Se observan nidos mas
horizontalizados con pérdida de la retraccién de los mismos y cuerpos de Kamino. Mayor cantidad de
melanocitos fusiformes algunos dispuestos individualmente, grandes y sin respetar las areas suprapapilares.
TSL (tumor spitzoide limitrofe) nidos irregulares, verticalizados, con retraccién del estroma, disminucién de
la simetria, presencia de melanocitos grandes, en algunas areas con formacién de células gigantes.
Componente dérmico predominante. MMS (melanoma spitzoide) Presencia de nidos grandes, pérdida de la

retraccion de éstos con disminucion de la cohesion a la profundidad. Hay afeccién de anexos.
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Continuando con las caracteristicas citoldgicas de los melanocitos se encontré un
predominio de melanocitos epitelioides en todas las lesiones, aunque en los NSD y MMS
hubo mayor presencia de melanocitos fusiformes en relacion con los NS y los TSL. El
citoplasma de los melanocitos en los NS y NSD fue en su mayoria granular. (67% en NS y
75% en NSD), por el contrario en los TSL y MMS en su mayoria hubo presencia de
citoplasma de aspecto polvoso. El numero de nucleolos fue mayor en los TSL y en MMS
(2-3n y 3-5 espectivamente), no asi en los NS y NSD en los que los nucleolos oscilaban
entre 1-2. La presencia de mitosis fue un dato cardinal en el MMS, encontrando hasta 4
por mm2, en los NS, NSD y TSL las mitosis fueron poco frecuentes (1mm/2). (Tabla 5,

Figura 4).

Tabla 5. Caracteristicas citolégicas de los melanocitos en lesiones spitzoides.

Mitosis 1/mm2 <1/mm2 <2/mm2 4/mm2
Melanocitos 72% epitelioides 60%Epitelioides/  70% epitelioides 60% epitelioides
fusiformes
Melanina 66.6% granular 75% granular 70% 100%
polvosa polvosa
Nucleolos 75% (1-2n) 100% (2n) 67% (2-3n) 100% (3-5n)

32

—
| —



Figura 4. Caracteristicas de los melanocitos de las lesiones spitzoides.

Figura 4: NS (nevo de Spitz). Se observan melanocitos con citoplasma granular. NSD (nevo de Spitz
displasico). Hay melanocitos mas fusiformes, algunas con citoplasma granular y otras con aspecto polvoso.
TSL (tumor spitzoide limitrofe). Los melanocitos son epitelioides, grandes y co citoplasma de aspecto
polvoso y se evidencian los nucleolos de forma importante. MMS (melanoma spitzoide) Los melanocitos son

grandes, con nucleolos evidentes, citoplasma de aspecto polvoso y hay mitosis en la profundidad de la lesion.

Inmunomarcacion

Marcadores nucleares.

En relacién al Ki67, encontramos indices de proliferacién bajos en NSy TSL (1.6% y 2%
respectivamente), comparables con lesiones benignas como nevos intradérmicos, los
cuales mostraron un indice de proliferacion de 3%. En cuanto al NSD y el MMS mostraron

indices de ki67 elevados (10 y 20% respectivamente) . La presencia de p16 fue manifiesta
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de forma mas importante en los NID, mostrandose con un indice del 50%. Los NS
mostraron positividad en un 39%, NSD en 25% y de forma importante en el 100% de los

TSL. Los MMS tuvieron una expresion de p16 menor al 1%. (Figura 5).

Marcadores citoplasmaticos.

La ciclina D1 mostré positividad en el 3.8% de los NS, 7% en los TSL y 10% en los NSD,
con intensidad de una a dos cruces. Las muestras de NID tuvieron 1.3% de positividad.

Los MMS mostraron ciclina D1 de intensidad dos a tres cruces en el 46.4% de los casos.

En el caso de CD117 los NS mostraron positividad del 22% con intensidad de una a dos
cruces, muy cercano al TSL. El NSD mostré positividad del 50% con intensidad de dos
cruces, en comparacion con los NID con 2.5% de positividad con intensidad de una cruz.

En el caso de los MMS se perdi6 la expresion de este marcador (<1%, una cruz).

En el caso del Bcl-2 solo hubo positividad en los casos de NS y TSL (22 y 33%
respectivamente). En el resto de los tumores se encontré en <1%, con intensidad baja.
(Tabla 6, Figura 5).

Tabla 6. Resultados de inmunomarcacion.

Diagnéstico
Ki-67 3.3% 1.6% 10% 2% 20%
p16 50% 39% 25% 100% <1%
Ciclina D1 1.3% 3.8% 10% 7% 46.6%
(+) (+) (+a++) (+) (++ a +++)
Bcl-2 <1% 22% <1% 33% <1%
(+) (++) (+) (+) (+)
C-Kit 2.5% 22% 50% 25% <1%
(+) (++) (++) (++) (+)
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Figura 5. Inmunomarcacion de tumores spitzoides.
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9. DISCUSION

En esta serie estudiada los tumores spitzoides fueron mas frecuentes en mujeres, al igual
que en otras series reportadas en la literatura (45-46). Encontramos que a mayor edad
era mayor también la probabilidad de presentar enfermedad maligna, especificamente

hablando del caso de los melanomas spitzoides, que se encontraron con una edad
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promedio de 45 afios. Los tumores de mas de 1 milimetro de diamtero fueron mas
frecuentes en el grupo de los TSL asi com en los MMS. En relacion a la topografia la
localizaciéon mas frecuente fueron las extremidades y de éstas las inferiores, al igual que
lo reportado en otros estudios similares. La simetria fue una caracteristica poco frecuente
en los MMS. En relacién a la arquitectura histoldégica la hiperplasia epidérmica y los
cuerpos de Kamino fueron menos frecuentes en los TSL, probablemente en relacién a la
poca presencia de componente de unidon, ya que el peso principal lo mostré el
componente intradérmico. La ulceracion fue un dato presente en el 20% de los MMS,
aunque es importante destacar que el 5% de los NS de esta serie la presentd, sin conferir
un comportamiento bioldgico diferente. La retraccién de los nidosde melanocitos de la
unién dermo-epidérmica fue menor en los casos de NSD asi como en los MMS. La
diseminacion pagetoide presente mas alla del centro de la lesién (de tipo extenso) se
presentd en los casos de MMS. No se encontré fendmeno de maduracion de melanocitos
en el componente intradérmico de los MMS y los TSL. En relacién a la citomorfologia
encontramos 4 o mas mitosis por campo en los MMS en comparacioén con los TSL que
mostraron menos 2 por mm2. El tipo de melanocito mas frecuentemente encontrado en
los tumores spitzoides de esta serie fueron los de tipo epitelioide, aunque la presencia de
melanocitos fusiformes fue mas frecuente en los NSD. El citoplasma de aspecto polvoso
fue caracteristico de los TSL asi como de los MMS de igual forma en el caso de los
nucleolos evidentes. En cuanto a la expresién de Ki67 se mostré mas en los NSD y en los
MMS como era de esperarse, siendo de hasta 10% en los NSD, por el contrario fue bajo
en los TSL (<3%). La ciclina D1 se expresé mas en NSD y en MMS. En los TSL y NS fue
de menos del 10%. Por otra parte el CD117 o Ckit se expresé mas en NSD que en MMS
(<1%), y finalmente p16 se encontriio expresadaen mayor proporcién en NS, TSL (100%

de los casos) en comparacién con el MMS donde lo encontramos en <1%.
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En este estudio los TSL mostraron menor expresion de marcadores de proliferacion (<5%)
asi como de ciclina D1, con una alta expresién de p16 (gen supresor), por lo que se
puede resaltar la tendencia de estos resultados a mostrar que los TSL poseen
caracteristicas histolégicas tanto arquitecturales como citolégicas de un tumor
potencialmente agresivo, pero en los resultados de inmunomarcacion se observa mas
bien un comportamiento similar al de un NS comun. Es importante destacar que en hasta
este momento ninguno de los TSL de esta serie ha mostrado recurrencias y solo en un

caso se realizé ganglio centinela, el cual resulté negativo.

En teoria la expresién de p16 esta mas asociada a la presencia de alteraciones del
coromosoma 11p que traducen mutaciones a nivel de HRAS, las cuales se han descrito
de forma frecuente en los casos de nevos de Spitz y sobre todo asociados a poliploidia,
por lo que, morfolégicamente, traduce la presencia de células epiteliodes de nucleos
grandes, caracteristica presente en todos nuestros TSL. Aparentemente la expresién de
p16 es necesaria para que en estos tumores se frene la cascada de genes como RAF-
MEK y ERK activacion que esta relacionada con la expresion de ciclina D1, la cual en

esta serie se presenté mas frecuentemente en MMS y NSD. (47).

10. CONCLUSIONES

El TSL presesentd caracteristicas morfolégicas atipicas pero con una tasa de proliferacion
comparable con un nevo comun. La expresion de p16 en todos estos tumores podria estar
relacionada con una alta tasa de senescencia celular por la presencia de poliploidia 11p
asociada a mutaciones de HRAS, como freno de la activacién de oncogenes mitégenos.

Por lo tanto se acercaron mas a los NS que a los MMS en relacién a la inmunomarcacion.
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Los marcadores como Ki67 (MiB1) y p16 en conjunto con el analisis de las caracteristicas
histolégicas podrian ser auxiliares en la diferenciacion del melanoma spitzoide de nevos

de spitz o tumores spitzoides limitrofes.
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