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Il. RESUMEN:

Se realizd un estudio retrospectivo con el objetivo principal de determinar la
expresion del marcador PRAME por inmunohistoquimica en nevos compuestos,
nevos displasicos, melanomas in-situ y melanomas invasores diagnosticados en el
laboratorio de anatomia patolégica del Hospital Médica Sur en el periodo de tiempo
de enero 2019 a diciembre 2022. Se evaluaron 24 casos en total, 14 de ellos con
diagnostico de melanoma invasor, 4 de melanoma in-situ, 4 de nevo displasico y 3
de nevo compuesto. La edad promedio de presentacion fue de 54 afios con una
relacion 1:1.4 mujer:hombre. Se revisaron bloques y laminillas en el laboratorio de
anatomia patologica del Hospital Médica Sur y se les realiz6 inmunohistoquimica
contra la proteina PRAME, obteniendo una positividad de 92.85% en melanomas
invasores y de 100% en melanomas in-situ con expresion nuclear 4+, mientras que
en todos los casos estudiados de nevos displasico y de nevos compuestos PRAME
fue negativo con expresion nuclear 0+; esto corresponde a una sensibilidad del
94.4% y una especificidad de 100%, asi como un Valor Predictivo Positivo del 100%
y un Valor Predictivo Negativo del 85.7%. . Siempre que se evalla una neoplasia
melanocitica benigna y maligna, es indispensable realizar una evaluacion
histopatoldgica integral con estudios de inmunohistoquimica y de biologia
molecular. Es recomendable correlacionar los hallazgos histologicos de rutina y
realizar reacciones con anticuerpos por medio de inmunohistoquimica en
diagnésticos dificiles de separar entre lesiones melanociticas benignas y malignas
con el anticuerpo PRAME.



. ANTECEDENTES:

En el afio 2020 a nivel mundial se registraron 324,635 casos de melanoma cutaneo
con 57,043 muertes asociadas, ubicando a Latinoamérica y el caribe en el cuarto
lugar afectado con una incidencia anual de 18.881 casos (1). La frecuencia de
melanoma en México lo ubica en el lugar nimero veintiuno de los principales tipos
de cancer, con 2,051 casos nuevos y 773 muertes en el ultimo afio reportado (2).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establece que el estandar de oro para
el diagnostico y clasificacion del melanoma es la histopatologia. La OMS clasifica a
los melanomas en tres grandes grupos, primero el grupo de los melanomas que
surgen en la piel expuesta al sol en donde se encuentran el melanoma con bajo
contenido de dafio solar acumulado (CSD) /melanoma de extension superficial,
melanoma con alto contenido de dafio solar acumulado (CSD) /melanoma lentigo
maligno y el melanoma desmoplasico; el segundo grupo corresponde a melanomas
que surgen en sitios protegidos del sol o sin asociaciones etiolégicas conocidas con
la exposicion a radiaciéon UV donde se incluye el melanoma de Spitz, melanoma
acral, melanoma mucoso, melanoma que surge en nevus congénito, melanoma que
surge en nevus azul y melanoma uveal; y el dltimo grupo con melanomas de
contenido de dafio solar acumulado alto/bajo donde se incluyen las entidades que
no son encasilladas en los dos rubros anterior como los melanomas nodulares,
nevoides y metastasicos (3,4) (Tabla 1).

Via I: melanoma con bajo contenido de
Melanomas que CSD/melanoma de extensién superficial

surgen en la piel ) :
9 P Via Il: Melanoma con alto contenido de
expuesta al sol : )
CSD/melanoma lentigo maligno
Via lll: Melanoma desmoplasico

Melanomas que surgen Via IV: tumor maligno de Spitz (melanoma de Spitz)

en sitios protegidos del .

i A Via V: Melanom ral
sol o sin asociaciones ,a elanoma acra
etiologicas conocidas Via VI: Melanoma mucoso

con la exposicion ala Via VII: Melanoma que surge en nevus congénito
radiacion UV Via VIII: Melanoma que surge en nevus azul

Via IX: Melanoma uveal
Tabla 1: Clasificacion histoloégica del Melanoma. Melanoma de CSD bajo/alto,
melanoma en la piel con un grado bajo/alto de dafio solar acumulativo. Varios:
melanomas nodulares, nevoides y metastasicos.



Realizar el diagndstico diferencial entre un melanoma invasor o in-situ y nevos
melanociticos convencionales y displasicos es en muchas ocasiones un reto para
el patélogo, debido a la gran variabilidad morfolégica que engloba el apartado de
lesiones melanociticas. Una herramienta Util es el uso de reacciones de
inmunohistoquimica, sin embargo, los anticuerpos utilizados frecuentemente en
estas neoplasias como el S100, HMB-45 y MELAN-A/MART-1 no ayudan a
discriminar entre células melanociticas neoplasicas benignas y malignas.

Desde el descubrimiento de la sobreexpresion del gen PRAME (Antigeno
Preferentemente Expresado en Melanoma) en 1997 (8); se ha avanzado e
implementado el uso mediante inmunohistoquimica. Actualmente es un anticuerpo
de uso rutinario en laboratorios de todo el mundo encontrando un porcentaje
elevado de sensibilidad y especificidad en melanomas. El estudio mas amplio se
publicé en 2021 por Lezcano C. et al, con una serie de 400 casos incluyendo 155
casos de melanoma invasor e in-situ, mostré una positividad en los invasores de
83.2% y en los in-situ de 93.8%, asi mismo en 140 casos de nevos melanociticos
86.4% carecieron de expresividad nuclear de PRAME (19). De esta manera se
vuelve una herramienta util para diferencias lesiones melanociticas benignas y
atipicas de melanomas en un uso rutinario.

En un articulo publicado en 1997 por lkeda et al, describieron la amplificacion de un
gen mediante la amplificacion de la reaccion en cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa (RT-PCR) en linfocitos T de un melanoma metastasico,
encontrando dicho gen corresponde a los ADNc 5E10 y Hi2; al cual propusieron
llamarle PRAME (Antigeno Expresado Preferentemente en Melanoma); éste se
amplific6 en diversos tumores encontrando una positividad para los siguientes:
Melanoma (91%), carcinoma de células escamosas del pulmoén (78%),
adenocarcinoma de pulmén (46%), carcinomas renales (41%), sarcomas (39%),
carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (39%) y leucemias agudas
(33%). También se encontrd en tejidos normales, principalmente es testiculo, y en
menor proporcion en ovario, glandula suprarrenal, rifién, cerebro y piel (8,9).

Se han utilizado distintos marcadores melanociticos por técnica de
inmunohistoquimica. Entre ellos se encuentran la proteina S100, con especificidad
de 97-100% y sensibilidad de 75-87%; HMB45 (Human Melanoma Black) con
sensibilidad de 77 a 100% y MART1/MELANA (Melanoma Antigen Recognized
by T cells 1) (7); sin embargo, estos, aunque muestran amplia sensibilidad no son
discriminatorios entre células melanociticas benignas y malignas (7).

El principal uso por inmunohistoquimica de PRAME esta en realizar el diagnostico
de melanoma en lesiones melanociticas dificiles y diferenciarlas de neoplasia
imitadoras como nevos con displasia o atipicos (17, 18); en este sentido se han



publicado algunas series de casos donde se expone la expresividad de este
marcador en neoplasias melanociticas; con variabilidad de expresion distinta, en
uno de ellos se mostrdé una positividad del 83.2% en melanomas invasivos, 93.8%
en melanomas in-situ y este mismo fue negativo en 86.4% en nevos melanociticos
(12, 19).



V. MARCO DE REFERENCIA:

Dentro del gran numero de clasificaciones de lesiones melanociticas benignas y
atipicas, se encuentran los distintos tipos de nevos melanociticos, entre los cuales
se incluyen el lentigo simple, nevo melanocitico lentiginoso, nevos de unién,
compuestos, dérmicos, nevos displasicos, nevo spilus, nevos en sitios especiales,
nevo de Meyerson, nevo recurrente, nevo penetrante profundo y melanocitoma,
melanocitoma epitelioide pigmentado, nevo combinado, nevo de Spitz, nevo de
células fusiformes pigmentadas de Reed, nevo acral, nevo genital, nevo azul, nevo
azul celular, nevo de Ota, nevo azul, lunar mongol, nevo melanocitico congénito,
nevo melanocitico congénito con nédulos proliferativos, nevo conjuntival y neoplasia
intraepitelial melanocitica conjuntival (4). En el grupo de neoplasias melanociticas
dificiles de clasificar o entidades intermedias se encuentran las proliferaciones
melanociticas atipicas superficiales de significado desconocido (SAMPUS), los
tumores melanociticos de potencial maligno incierto (MELTUMP) y melanoma
delgado de potencial metastasico incierto (THIMUMP) (5).

Las vias moleculares del melanoma son amplias, la patogénesis gendmica avanzo
importantemente posterior al descubrimiento de la mutacion BRAF (BRAF p.V600),
principalmente en melanomas con contenido de dafio solar acumulado alto, entre
ellas, NF1, NRAS, BRAF distinto de p.V600E. Otros como la mutacion del promotor
TERT en estadios tempranos y la implicacion de CDKN2A en la patogénesis han
sido estudiados (4), sin embargo recientemente se han descrito cinco vias
principales en la aparicion, proliferacion e invasion del melanoma, como la via de la
proteina quinasa activada por mitogenos (MAPK), donde interviene la
serina/treonina-proteina quinasa (BRAF), la via fosfaidilinositol-3-quinasas (PI3K-
AKT), el inhibidor dependiente de ciclina 2A (CDKN2A), la via del factor de
transcripcion asociado a la microoftalmia (MITF) y finalmente la via del factor nuclear
kappa B (NFkB) (6).

La expresion del gen PRAME esta dada principalmente por mecanismos
epigenéticos como la metilacion del ADN, éste es hipermetilado en la mayoria de
los tejidos normales e hipometilado en células neoplasicas malignas (10). En cuanto
a su mecanismo oncogeénico, PRAME es un represor de la sefalizacion del acido
retinoico (RAR); el cual en circunstancias normales induce la detencion de la
proliferacion, diferenciacion y apoptosis; sin embargo, en diversos tumores esta
seflal anomala del RAR contribuye al crecimiento y supervivencia de las células
neoplasicas. (11).

El anticuerpo PRAME presenta inmuno-reactividad nuclear difusa realizado en
cortes de blogues en parafina, con expresion de ARNm en melanomas cutaneos,



oculares y en mucosas (12, 13, 14). Con un puntaje de evaluacion donde cero no
tind en absoluto, 1+ tifi6 del 1 al 25% de células tumorales, 26 a 50% se califica
como 2+, 51 a 75% como 3+ y el puntaje 4+ corresponde a mas de 76% de las
células tumorales con expresion nuclear difusa. (12). De igual manera este reactivo
puede realizarse en preparados de citologia (15) (Tabla 2).

También se puede realizar el inmunomarcaje por medio de inmunofluorescencia
mediante la modificacién de inmunoglobulina G utilizando un anticuerpo monoclonal
6H8 contra la proteina PRAME modificada con derivados de oxiamnina protegida
de colorantes de tipo fluoresceina (16).

Evaluacion de PRAME  Porcentaje de células con positividad nuclear por

inmunohistoquimica

0 0%
1+ 1-25%
2+ 26-50%
3+ 51-75%
4+ >76%

Tabla 2: Evaluacion por inmunohistoquimica del anticuerpo PRAME.

En otro estudio PRAME fue realizado en melanomas cutaneos primarios y en
melanomas metastasicos, con una expresividad del 87% y 83.2% respectivamente
(20). Ademas, se han reportado estudios donde evaltan la positividad de metastasis
a ganglios linfaticos a este anticuerpo, en uno de ellos hubo una expresién en 30/30
casos (100%) de metastasis ganglionares, lo cual muestra una sensibilidad y
especificidad superior a otros marcadores melanociticos (21). Quiza el uso mas
importante del anticuerpo para un patélogo es en neoplasias melanociticas de
diagnostico complejo como el melanoma desmoplasico, el cual presenta pérdida de
expresion de marcadores melanociticos habituales (22,23).

En este sentido, con todo lo previamente mencionado, el anticuerpo PRAME se
vuelve una herramienta por inmunohistoquimica accesible al patélogo, de gran
ayuda diagndstica en tumores melanociticos; mas aun en ausencia de acceso a
estudios de las vias moleculares implicadas en melanoma.
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Las lesiones melanociticas incluyen un amplio espectro de neoplasias con multiples
subclasificaciones y morfologia diversa, por lo que la distincion entre ellas y lesiones
limitrofes es complicada. Los marcadores melanociticos habituales que no
disciernen entre células neoplasicas benignas de malignas, por ello, es necesario
estudiar, implementar y determinar las caracteristicas de expresion por
inmunohistoquimica de nuevos marcadores, que aportan informacion valiosa para
realizar el diagndstico certero en estas lesiones y asi impactar en la terapéutica y
pronoéstico del paciente.

VI. PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢, Cual es el porcentaje de expresion del marcador PRAME por inmunohistoquimica
en lesiones melanociticas incluyendo melanomas invasores, melanomas in-situ,
nevos displasicos y nevos compuestos?

VIl.  JUSTIFICACION.

Las lesiones melanociticas son neoplasias heterogéneas, las cuales tienen
caracteristicas morfologicas de dificil diagnostico diferencial entre una lesion benigna
o atipica y un melanoma, lo cual representa un reto para el patélogo. Conocer la
expresion del nuevo marcador de inmunohistoquimica PRAME en nuestra poblacién
puede ser una herramienta Util que impacte en el diagndstico, prondstico y
tratamiento del paciente.

11



VIIl.  OBJETIVOS.

Principal: Determinar la expresion del marcador PRAME por inmunohistoquimica en
lesiones melanociticas que incluyen melanoma invasor, melanoma in-situ, nevos
displasicos y nevos compuestos diagnosticados en el laboratorio de Anatomia
Patologica del Hospital Meédica Sur en un periodo de tres afos.

Secundario: Evaluar los porcentajes de expresion y negatividad del marcador
PRAME en los casos con diagnostico de neoplasias melanociticas, calcular la
sensibilidad y especificidad de este marcador con la finalidad de discutir su utilidad
para el diagndstico de estos tumores y si deberian utilizarse de manera rutinaria en
neoplasias cuya sospecha clinica y morfologica sea de lesion melanocitica.

IX. HIPOTESIS.

Hipotesis de trabajo: El grado de expresion de proteina PRAME es significativamente
distinta entre melanomas in-situ, melanomas invasores, nevos displasicos y nevos
compuestos.

Hipotesis nula: El grado de expresion de proteina PRAME es similar entre
melanomas in-situ, melanomas invasores, nevos displasicos y nevos compuestos.

12



X.

DISENO DEL ESTUDIO.

. Manipulacién por el investigador

Observacional.

. Grupo de comparacién

Descriptivo.

. Seguimiento

Transversal.

. Asignacion de la maniobra

No aleatorio.

. Evaluacion

a) Abierto.

. Participacion del investigador.

a) Observacional.

. Recoleccion de datos

a) Retrolectivo.

. Disefo:

A) Transversal.
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XI.

MATERIALES Y METODOS.

1.Universo de estudio. Poblacion de estudio. — Todos los casos de lesiones
melanociticas que incluyan melanomas invasores, melanomas in-situ, nevos
displasicos y nevos compuestos que se encuentren en el laboratorio de
anatomia patologica en el Hospital Médica Sur de enero 2019 a diciembre
2022.

2. Tamafio de la muestra.

a) Estudio descriptivo.

Numero total de casos del estudio = Todos los casos de
lesiones melanociticas que incluyan melanomas invasores,
melanomas in-situ, nevos displasicos y nevos compuestos
estudiados en el laboratorio de anatomia patoldgica en el
Hospital Médica en el periodo de tiempo de enero 2019 a
diciembre 2022.

3. Muestreo.
A) No probabilistica.
Consecutivo.

4. Criterios de Seleccion:
1. Criterios de Inclusion.

Todas las lesiones melanociticas que incluyan melanomas invasores,
melanomas in-situ, nevos displasicos y nevos de unién con
diagnéstico histopatoldgico realizado en el laboratorio de anatomia
patologica en el Hospital Médica en el periodo de tiempo de enero
2019 a diciembre 2022 (sistema PATHOX).

2. Criterios de exclusion.

Resultados de estudios histopatologico distintos a melanomas
invasores, melanomas in-situ, nevos displasicos y nevos de union
diagnosticados en el laboratorio de anatomia patolégica en el Hospital
Médica Sur (sistema PATHOX).
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3. Criterios de eliminacién.

Resultados de estudios histopatoldgicos con diagndstico de lesiones
melanociticas que incluyan melanomas invasores, melanomas in-situ,
nevos displasicos y nevos de unidon (encontrados en sistema
PATHOX) pero no cuenten con el material histolégico (bloque de
parafina) dentro del servicio de patologia del Hospital Médica Sur.

XII. DEFINICION DE VARIABLES

Independientes. Son causa de

variacion de los
fendbmenos en estudio

Dependientes. Datos que son
efecto de las variables
independientes en estudio

(CAUSA) (EFECTO)
Variable Escala Variable Escala
(intervalo, (intervalo,
ordinal, ordinal,
nominal) nominal)
-Edad - Nominal - Expresién de | Cualitativa
cuantitativa PRAME dicotdmica
intervalo 0-99 (positivo/negativo)
- Ubicacion - Nominal y cuantitativa (1+,
topografica cualitativa 2+, 3+y 4+).
(anatémica)
del tumor
- Tamano - Nominal

cuantitativa (mm)
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Xll. DESCRIPCION DE PROCEDIMIENTOS.

Se recolectaran todos los casos aleatorios de lesiones melanociticas,
incluyendo nevos compuestos, nevos displasicos, melanomas in-situ y
melanomas invasores en un periodo de 3 afios, revisando laminillas para
corroborar el diagndstico y se llenara base de datos con cada una de las
variables.

Posteriormente se identificara el bloque de parafina que contenga el material
histologico mas adecuado para realizar el marcador de inmunohistoquimica
PRAME. Por dultimo, se realizard analisis estadistico, valoracion de
sensibilidad, especificidad y andlisis descriptivo de los resultados obtenidos,
asi como el célculo y el reporte del valor predictivo positivo y el valor
predictivo negativo (VPP y VPN).

Diagrama de flujo

Elaboracion del protocolo de investigacion

Busqueda de

.z

las variables.

bibliografia e
Busqueda de
los casos i imi
corrobor;r Identificacion sl e
N del bloque de
diagnostico. parafina Interpretacién
del resultado
ade'cuac‘if) y de Conclusién del
realizacion de | . estudio
marcador inmunohistoqu
PRAME. imica.
Correlaciéon con
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Recursos.

1. Recursos Humanos.

Investigador: Alejandro Ramirez Mufioz.

Actividad: Recoleccion de datos, realizar base de datos, revision de la
bibliografia yreporte de resultados.

Numero de horas por semana 10 horas.

Investigador: Dra. Rita Dorantes Heredia
Actividad: Revision de todos los pasos y datos.
Numero de horas por semana: 10 horas.

2. Recursos materiales.

Los recursos que se requiere adquirir son:

Computadora, Excel, expediente de patologia del hospital (PATHOX),
SPSS 20109.

3. Recursos financieros.

El trabajo se financiara por el departamento de Anatomia Patoldgica
ya que la obtencion de los datos se realizara en el programa
PATHOX, propio del departamento. Asi como también la paqueteria
de Office de Excel y el programa SPSS 2019 seran los previamente
instalados en las computadoras del departamento de Anatomia
Patologica del Hospital Medica Sur.

Reactivo de inmunohistoquimica para fines académicos PRAME con
el que cuenta el laboratorio de inmunohistoquimica.
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XIV. CONSIDERACIONES ETICAS Y CONSENTIMIENTO INFORMADO

Consideraciones éticas:

Todos los procedimientos estaran de acuerdo con lo estipulado en el Reglamento
de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud.

En todo momento se asegurard la confidencialidad de datos personales de los
reportes registrados en el expediente electronico de patologia del hospital
(PATHOX), con la asignacion de un folio consecutivo a cada caso para ser
identificado. Todos los datos sensibles y de identificacion personal, serdn omitidos
al momento de la creacion de los datos.

Consentimiento informado:
Para nuestro estudio. El aviso de privacidad del hospital, firmado por los pacientes al
ingreso, estipula que los datos clinicos pueden ser utilizados para investigacion.

Todos los datos sensibles, escritos y electrénicos, seran omitidos al momento de la
creacion de las bases de datos.
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XV. RESULTADOS.

Durante el periodo de 3 afios en el laboratorio de anatomia patoldgica del hospital
Médica Sur, se registraron 24 casos de estudio como elegibles dentro de los
lineamientos del protocolo de esta tesis; dentro de ellos los diagndsticos de nevo
compuesto, nevo displasico, melanoma in-situ y melanoma invasor (Tabla 3 y
Grafico 2). Distribuidos de la siguiente manera: Nevos compuestos: 3 casos (tabla
4), nevos displasicos: 4 casos (tabla 5), melanomas in-situ: 3 casos (tabla 6),
melanomas invasores: 14 casos (tabla 7). Los casos tuvieron una distribucion
heterogénea del sexo, 10 lesiones en el sexo femenino y 14 en el sexo masculino
(grafico 1). El promedio de edad fue de 54 afios con una mediana de 62 afios. En
nevos compuestos la presentacion de mayor edad fue de 50 afios y la menor de 12
afos, en nevos displasicos la mayor de 45 afios y la menor de 19 afios, en
melanomas in-situ la mayor fue de 77 afios y la menor de 62 afios y en los
melanomas invasores el caso de mayor edad fue de 32 afios y el de mayor edad de
97 afios.

La topografia fue diversa en los nevos compuestos se reportaron en region perianal,
mejilla y conjuntiva cada uno con un 33.33% del total; en nevos displasicos la regiéon
afectada mayormente fue el muslo en un 50%, mientras que en melanomas in-situ
los casos reportados fueron en la extremidad inferior con localizacion en planta del
pie, pierna y muslo en un 33.33% respectivamente y en cuanto a los melanomas
invasores la region el pie fue la predominante en un 21.42%.

El tamafio por eje mayor de longitud tuvo variaciones considerables, en los nevos
compuestos el de mayor tamafo fue de 6.0 mm y el menor de 4.2 mm, en nevos
displasicos de 6.0 mm y 2.0 mm respectivamente, en melanomas in-situ desde 25
mm a 8 mm; en estas tres categorias no aplicoé profundidad de invasién (Breslow).
Mientras que en los melanomas invasores el de eje menor midié 4.02 mm y el mayor
midié 80.0 mm, y en cuanto a la profundidad de invasion la menor fue de 0.6 mmy
la mayor de 6.9 mm; predominando el subtipo nodular en un 35.71% seguido del
tipo extension superficial en un 28.57%.

Para la evaluacion del marcador PRAME se revisaron los bloques de parafina
almacenados en el laboratorio de patologia. Se evaluaron las laminillas
correspondientes a los tumores estudiados. Para la valoracion morfolégica de los
tumores. Se clasifico los tumores segun las variantes morfolégicas reconocidas por
la Organizacion Mundial de la Salud

PRAME fue positivo en 13 de los 14 casos de melanoma invasor estudiados con
una sensibilidad del 92.85 %, mientras que en los melanomas in-situ fue positivo en
4 de 4 casos estudiados con una sensibilidad del 100%. En el eje opuesto fue
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negativo en 4 de 4 casos de nevos displasicos y en 3 de 3 casos de nevos
compuestos (tablas 8 y 9). Esto corresponde a una sensibilidad del 94.4% y una
especificidad de 100%, asi como un Valor Predictivo Positivo del 100% y un Valor
Predictivo Negativo del 85.7% (tabla 10).

TABLAS:
Tipo de lesion melanocitica Nuamero de casos estudiados
Melanomas invasores 14
Melanomas in-situ 3
Nevos displasicos 4
Nevos de unién 3

Total: 25
Tabla 3: Total de casos estudiados.

NEVOS COMPUESTOS

Numero Edad Sexo Localizaciéon Tipo Tamafio indice PRAME Intensidad
de caso (afios) anatdbmica  histolégico de PRAME
Breslow
1 15 M Conjuntiva  Compuesto 4.2 mm  N/A Negativo 0+
()
2 12 M Mejilla Compuesto 6.0 mm N/A Negativo 0+
)
3 40 M Perianal Compuesto 5.9 mm  N/A Negativo 0+
Q)

Tabla 4: Casos estudiados de nevos compuestos.

NEVOS DISPLASICOS

Numero Edad Sexo Localizaciéon Tipo Tamafio indice PRAME Intensidad
decaso  (afios) anatomica histolégico de PRAME
Breslow
1 19 F Muslo Displasico 4.0 mm N/A Negativo 0+
)
2 20 M Muslo Displasico 6.0 mm N/A Negativo 0+
)
3 26 M No Displasico 5.2mm N/A Negativo 0O+
especificado )
4 45 M Espalda Displasico 2.0 mm N/A Negativo 0+

Tabla 5: Casos estudiados de nevos displasicos.



MELANOMAS IN-SITU

NUmero Edad Sexo Localizacion Tipo Tamafio indice  PRAME Intensidad
de caso (anos) anatdmica  histolégico de PRAME
Breslow
1 62 M Conjuntiva  In-situ 25mm  N/A Positivo 4+
(+)
2 77 F Mejilla Insitucon 10mm  N/A Positivo 4+
nevo (+)
displasico
3 62 M Perianal In-situ, 8 mm N/A Positivo 4+
extension (+)
superficial

Tabla 6: Casos estudiados de melanoma in-situ.

MELANOMAS INVASORES

Numero Edad Sexo Localizacion Tipo Tamafio indice = PRAME Intensidad
de caso (afos) anatémica histolégico de PRAME
Breslow

1 63 F No Nodular 6.57 1.17 Positivo 4+

especificado mm mm (+)

2 97 M Planta del Nodular 34mm 6.9mm Positivo 4+

pie (+)

3 32 F Espalda Extensién 4.02 0.75 Negativo 0+
superficial mm mm

4 50 F Mano Lentigo 12.0 1.6 mm Positivo 4+
maligno mm (+)

5 85 M Piel Nodular 10.0 3.11 Positivo 4+

cabelluda mm mm (+)

6 55 F Dedo del Acral 10.0 1.43 Positivo 4+

pie mm mm (+)

7 78 M Piel Nodular 50mm 2.2mm Positivo 4+

cabelluda (+)

8 46 M Pierna Extension 10.0 1.66 Positivo 4+
superficial mm mm (+)

9 70 M Planta del Extension 10.0 2.76 Positivo 4+

pie superficial mm mm (+)

10 72 F Espalda Originadoen  80.0 20.0 Positivo 4+
nevo mm mm (+)
congénito

11 68 M Cara Desmoplasico 4.5mm 4.3 mm Positivo 4+

(+)

12 72 F Pierna Extension 15.0 0.74 Positivo 4+

superficial mm mm (+)



13 46 F Umbilical Lentigo 25.0 0.6 mm Positivo 4+

maligno mm (+)
14 84 F Pie Nodular 20.0 4,0 Positivo 4+
mm mm (+)

Tabla 7: Casos estudiados de melanoma invasor.

Tipo de lesion melanocitica ~ NUmero de casos PRAME (+) Porcentaje positividad

estudiados
Melanomas invasores 14 13 92.85%
Melanomas in-situ 3 3 100%
Nevos displasicos 4 0 0%
Nevos de union 3 0 0%

Tabla 8: porcentaje de positividad de PRAME en las lesiones estudiadas.

Tipo de lesion melanocitica ~ NUmero de casos PRAME (-) Porcentaje negatividad

estudiados
Melanomas invasores 14 1 7.15%
Melanomas in-situ 3 0 0%
Nevos displasicos 4 4 100%
Nevos de unién 3 3 100%

Tabla 9: porcentaje de negatividad de PRAME en las lesiones estudiadas

ANTICUERPO PRAME Melanomas (invasores e Nevos (displasicosy de  Total

in-situ). union).
Positivos 17 0 17
Negativos 1 6 7
18 6 24
Sensibilidad (%) 94.4 Valor Predictivo Positivo 100 (%)
Especificidad (%) 100 Valor Predictivo Negativo 85.7 (%)

Tabla 10: Sensibilidad, Especificidad, Valor Predictivo Positivo y Valor Predictivo
Negativo de PRAME en los casos estudiados.
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GRAFICOS:
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Grafica 1: Distribucién de casos estudiados por sexo.
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Grafica 2: Distribucion de los 24 casos estudiados por subtipo histolégico de lesion

melanocitica.
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XVI. DISCUSION:

Las lesiones melanociticas son tumores frecuentes en la poblacién mexicana; éstos
tienen variantes morfologicas diversas y las de estirpe maligno repercuten
negativamente en la morbi-mortalidad de la poblacion de este pais. Para el patélogo
quiruargico el diagndstico cotidiano de éstas es frecuente, sin embargo, también es
habitual que entre el gran nimero de casos se enfrenten a lesiones limitrofes
histol6égicamente, las cuales son dificiles encasillar en la bi-particion de benigno o
maligno. Algunos autores han propuesto lesiones de potencial maligno incierto
como las proliferaciones melanociticas atipicas superficiales de significado
desconocido (SAMPUS), los tumores melanociticos de potencial maligno incierto
(MELTUMP) y melanoma delgado de potencial metastasico incierto (THIMUMP); en
este sentido los marcadores por inmunohistoquimica utilizados habitualmente en los
laboratorios de anatomia patoldgica del pais incluyen HMB-25, S-100, MELAN-
A/MART-1, MITF-1 entre otros. Por lo que encontrar métodos diagnosticos
accesibles que puedan discernir entre células névicas y células de melanoma se
hace tentador. He ahi el objetivo de este estudio, determinar la factibilidad del uso
rutinario del anticuerpo PRAME en lesiones melanociticas de dificil diagndstico
histopatologico.

Se obtuvo una poblaciébn de 24 lesiones melanociticas, diagnosticadas en el
laboratorio de anatomia patoldgica del Hospital Médica Sur en el periodo de 3 afios
(enero 2019-diciembre 2022) con el objetivo de valorar la expresion y falta de
expresion de la proteina PRAME por inmunohistoquimica en nevos compuestos,
nevos displasicos, melanomas in-situ y melanomas invasores.

Las lesiones que se estudiaron en ese trabajo se basan en la clasificacion por la
Organizacion de las Naciones Unidas en el libro “WHO Classification of Tumors —
Skin Tumors” en su ultima edicion (4ta, 2018); sin embargo en nuestro medio no
contamos con marcadores de biologia molecular descritos en los diversos tumores
melanociticos como BRAF p.V600e, NF1, NRAS, BRAF distinto de p.V600e,
mutacion del promotor TERT, CDKN2A, via MAPK, PI3K- AKT, MITF) y NFkB, que
nos permitan clasificar estas lesiones molecularmente.

Microscopicamente de acuerdo al texto de tumores de la piel de la OMS (4ta edicion,
2018), los nevos displasicos muestran caracteristicas comunes como alteraciones
arquitectonicas, las cuales engloban la presencia de hombros de unién (extension
lateral) adyacentes a un componente dérmico, puentes de nidos entre crestas
interpapilares alargadas adyacentes, dispersion suprabasal de melanocitos
confinados a los niveles epidérmicos inferiores. menos acentuado que en el
melanoma, fibroplasia concéntrica y laminar alrededor de las crestas interpapilares
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alargadas y un infiltrado linfocitico parcheado. La atipia citolégica esta dada por
aumento de tamafo de los nucleos, aglutinacion de cromatina e hipercromatismo, y
nucléolos variablemente prominentes. Las mitosis de melanocitos lesionales
intraepidérmicos son infrecuentes, sin embargo, si estan frecuentes son
considerados una caracteristica citoldgica grave, lo que debate el diagnostico
diferencial de melanoma in situ (figura 2). Mientras que, en los nevos compuestos,
nidos de células neoplasicas estan presentes en la union dermo-epidérmica e intra-
dermicos. Las células de la dermis pueden evolucionar desde grandes células
epitelioides de tipo A del nevo hasta pequefas células de tipo B parecidas a
linfocitos y células fusiformes de tipo C con ndcleos serpentinos, estructuras que
imitan los 6rganos terminales de los nervios sensoriales y una menor tendencia a la
anidacion. El mecanismo de maduracién subyacente de este cambio fenotipico no
esté claro. La maduracion puede reflejar cambios citologicos inducidos por factores
secretados por estructuras epiteliales, como la epidermis y los apéndices (figura 3).

Los melanomas in situ e invasores mostraban proliferacion intraepidérmica de
células individuales en muchos niveles de la epidermis y nidos de tamafio variable
a lo largo de la unién dermoepidérmica. Los melanocitos atipicos tienen nucleos
grandes, cromatina agrupada irregularmente o densa, nucléolos prominentes y
citoplasma eosinofilico o ligeramente pigmentado, y en el caso del segundo grupo
con ruptura de la membrana basal e invasion a la dermis subyacente (figura 4).

En este estudio se revisaron los cortes tefildos con hematoxilina y eosina de 24
lesiones melanociticas. En el analisis microscopico identific6 y corrobord la
adecuada categorizacion diagndstica en melanomas invasores, melanomas in-situ,
nevos displasicos y nevos compuestos. En nuestro estudio tuvimos una poblacion
heterogénea de 14 hombres y 10 mujeres, con una edad promedio de 54 afios
(rango de 12 a 97 afios). En nuestra poblacion se identificaron puntos a resaltar de
acuerdo a cada tipo de lesidon estudiada. En primera instancia la localizacién no
siguié patrones repetitivos, de tal manera que se estudiaron topografias diversas.
En los nevos compuestos hubo tres localizaciones, la conjuntiva, la mejilla y la
region perianal; mientras que en los nevos displasicos dos casos se localizaron en
el muslo, uno en la espalda y el caso restante en sitio no especificado. Por su parte
en los melanomas in-situ, se incluyeron lesiones en la planta del pie, pierna 'y muslo
en los tres casos estudiados. En la mayor parte de la muestra representada por los
melanomas invasores es donde se destaca mayor diversidad localizados en la
planta del pie, espalda, piel cabelluda, pie y pierna con dos casos en cada zona, en
menor medida la mano, cara, regién umbilical y sitio no especificado con un caso
cada uno de ellos.

El tamafio de los tumores melanociticos en nuestro estudio fue altamente variable.
El de mayor tamafio fue un melanoma invasor originado en un nevo congénito en
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region dorsal, con una longitud en el eje mayor de 80.0 mm, y en cuanto a la
profundidad de invasion éste también fue el de mayor penetrancia con un indice de
Breslow de 20.0 mm.

Por lo anterior y debido a las dificultades que el patélogo puede enfrentar con un
analisis histopatolégico convencional solo con hematoxilina y eosina de estas
lesiones es indispensable el apoyo de estudios complementarios, por lo menos,
estudios de inmunohistoquimica, para realizar el diagnostico de lesiones
melanociticas benignas, displasicas o francamente malignas.

Al realizar la reaccion por inmunohistoquimica con el anticuerpo PRAME evaluado
con un puntaje de evaluacion donde cero no tifié en absoluto, 1+ tifié del 1 al 25%
de células tumorales, 26 a 50% se califica como 2+, 51 a 75% como 3+ y el puntaje
4+ corresponde a mas de 76% de las células tumorales con expresion nuclear difusa
y control interno en las glandulas sebaceas de la unidad pilo-sebacea dérmica
(figura 1) (de acuerdo al estudio de Lezcano C. et al. 2018), se obtuvieron resultados
interesantes, en la hipétesis planteada se plasmé que los melanomas in-situ e
invasores tendran expresion de PRAME, mientras que los nevos compuestos y
displasicos seran negativos. En ese sentido en 13 de los 14 melanomas invasores
con una sensibilidad del 92.85%, el caso negativo corresponde a un melanoma
invasor, tipo extension superficial localizado en la espalda en una mujer de 32 afios
con un tamafio de 4.02 mm y una profundidad de invasién medida con el indice de
Breslow de 0.75 mm, mientras que los melanomas in-situ fueron positivos en 3 de
3 casos estudiados. En la contraparte las lesiones melanociticas no malignas como
los nevos compuestos y los nevos displasicos no tuvieron expresion nuclear de
PRAME en ninguno de los casos realizados.

El estudio que realizamos se centr6é primordialmente en el aspecto diagndéstico de
este grupo de lesiones melanociticas para hacer una distincién inmunohistoquimica
entre células névicas benignas o displasicas y células de melanoma francamente
malignas. La bibliografia disponible pone en evidencia la poca utilizacion de este
anticuerpo en regiones como Latinoamérica, mientras que ha sido mayormente
estudiado y utilizado en paises como Estados Unidos y gran parte de Europa, de
donde se obtuvieron las fuentes de informacion. Por lo que es un area de
oportunidad y una herramienta accesible el contar con el anticuerpo PRAME, para
el diagnostico cotidiano de lesiones melanociticas dificiles de diagnosticas entre
benignas y malignas, principalmente en laboratorios de anatomia patoldgica sin
area de biologia molecular.
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melanoma in-situ (caso 1). B) Inmunohistoquimica PRAME 40x; control interno con
tincion citoplasmica en células de la glandula sebacea.
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Figura 2: A) Hematoxilina/eosina 40x; melanoma in-situ (caso 1). B)
Inmunohistoquimica PRAME 40x; positivo nuclear 4+ en células de melanoma
insitu.
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Figura 4: A) Hematoxilina/eosina 40x; nevo compuesto (caso 3). B)
Inmunohistoquimica PRAME 40x; negativo en células névicas.
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Figura 3: A) Hematoxilina/eosina 40x; melanoma invasivo, subtipo nodular en piel
acral (caso 1). B) Inmunohistoquimica PRAME 40x; positivo nuclear 4+ en células
de melanoma invasor nodular.
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XVIlI. CONCLUSIONES:

Se revisaron 24 lesiones diagnosticadas en el laboratorio de anatomia patoldgica
del Hospital Médica Sur de la ciudad de México en un periodo de 3 afios. Los
tumores analizados tuvieron los diagnésticos de nevo compuesto, nevo displasico,
melanoma in-situ y melanoma invasor. Se evalu6 las caracteristicas
histopatoldgicas e inmunofenotipicas con el marcador PRAME. Se encontr6 una alta
sensibilidad y especificidad en cuanto a la positividad de células de melanoma en
los melanomas in-situ y en los melanomas invasores (100% y 92.85%
respectivamente), mientras que en las células névicas de los nevos compuestos y
los nevos displasicos el anticuerpo no tuvo expresion; esto corresponde a una
sensibilidad del 94.4% y una especificidad de 100%, asi como un Valor Predictivo
Positivo del 100% y un Valor Predictivo Negativo del 85.7%. Los diversos subtipos
de las lesiones melanociticas categorizados en la calificacibn actual de la
Organizacion Mundial de la Salud, son bastos, de tal manera que es fundamental
distinguir entre cada uno de ellos, en ese sentido la bi-particion fundamental del
diagnéstico se divide entre benignas y malignas, sin embargo, en ocasiones hay
entidades morfolégicamente dificiles de categorizar en estos dos rubros, es ahi
donde estriba la importancia de encontrar y realizar técnicas y métodos que ayuden
al patélogo, en ese caso de analiz6 el anticuerpo PRAME como un auxiliar util,
siempre de la mano con el aspecto histopatolégico para poder diferenciar estas
lesiones entre benignas y malignas, o dicho de otro modo, entre nevos y
melanomas.
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