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PALABRAS CLAVE Resumen Con el desarrollo de la enfermedad molecular, el diagnéstico y la comprension de
Melanoma; los tumores melanociticos ha experimentado un avance descomunal en los Gltimos anos. Esto
Melanocitoma; ha significado la aparicion de conceptos de dificil asimilacion en el mundo clinico, el cual no
Rutas patogénicas; esta siempre en contacto directo con las técnicas genéticas de laboratorio. Al mismo tiempo,
PRAME; sin embargo, al clinico se le esta exigiendo una terapéutica basada en muchas ocasiones en
Nevus melanocitico los hallazgos moleculares mas recientes de un tumor melanocitico. El presente articulo explora

los conceptos moleculares mas recientes de la clasificacion en rutas patogénicas de los tumo-
res melanociticos, incluidas las formas intermedias conocidas como melanocitomas, y repasa
las técnicas auxiliares usadas en el estudio de estos tumores, discutiendo los resultados mas
complejos, sus limitaciones, y sus solapamientos.
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licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

KEYWORDS Modern Concepts in Melanocytic Tumors

Melanoma;

Melanocytoma; Abstract The advent of molecular pathology has fueled unprecedented advances in the dia-
Pathogenic pathways; gnosis and understanding of melanocytic tumors. These advances, however, have also generated
PRAME; concepts that may be difficult to grasp for clinical practitioners, who are not always conversant
Melanocytic nevus with the array of genetic techniques employed in the laboratory. These same practitioners,

however, are being increasingly called on to provide treatments that are often based on the
latest molecular findings for melanocytic tumors. We review the most recent concepts in the
pathway classification of melanocytic tumors, including intermediate lesions known as mela-
nocytomas. We examine the genetic and molecular techniques used to study these tumors, look
at where they overlap, and discuss their limitations and some of the most difficult-to-interpret
results.
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En las Gltimas décadas, nuestro conocimiento etiopatogé-
nico del melanoma se ha incrementado considerablemente
gracias a técnicas genéticas y moleculares. Esto ha per-
mitido descifrar un puzle complejo en el que la dualidad
nevus benigno/melanoma maligno como 2 (inicas opciones,
ha dado paso a un espectro con varios pasos intermedios.

También nos ha llevado a reconocer que el melanoma no
es uno, sino que existen varios tipos de melanoma que pue-
den desarrollarse a través de rutas patogénicas diferentes y
sin relacion entre si.

El reconocimiento cada vez mas exacto de las formas
intermedias entre nevus y melanoma nos ha llevado a
diagndsticos de dificultad conceptual de entidades que no
son benignas o malignas en términos absolutos, sino una
progresion intermedia hacia el melanoma. Esto Gltimo se
comprendié mejor con el desarrollo del ganglio centinela
y la evidencia de tumores melanociticos que se diseminan
localmente, por ejemplo, a ganglios linfaticos, sin capacidad
para matar al individuo.

Este panorama conceptual complejo ha necesitado
recuperar para su arsenal descriptivo, términos que se
consideraban casi extintos en la literatura, como el de
melanocitoma. En consecuencia, existe una demanda del
dermatdlogo por la comprension del estado histopatoldgico
de tan actual y dinamico mapa.

El presente articulo tiene como objetivo la explicacion y
actualizacion de algunos de estos conceptos desde el punto
de vista del patélogo, adaptados a la aplicacion clinica del
dermatologo.

Como tantos otros tumores, los melanociticos, bien sean
benignos o malignos, son el resultado de alteraciones gené-
ticas de diversos tipos.

Los nevus suelen ser el resultado de una Unica muta-
cion en un melanocito, que da lugar a una expansion clonal
benigna. Los nevus adquiridos aparecen por mutaciones de
melanocitos que normalmente ya han alcanzado la epider-
mis, dando lugar a nevus junturales primero, que pasaran a
ser compuestos y luego intradérmicos. La gran mayoria de
nevus adquiridos presentan una mutacion del codon 600 del
gen BRAF' 2.

Por el contrario, en los nevus congénitos, la mutacion se
produce en algin momento durante la migracion del mela-
nocito hasta la epidermis desde la cresta neural. Cuanto
mas cerca esté el melanocito de la epidermis, menor sera el
tamano del nevus, mientras que si la mutacion se produce
en un momento precoz de la migracion, el nevus congé-
nito puede ser muy extenso y afectar a multiples zonas
corporales. Al contrario que los nevus adquiridos, los nevus
congénitos suelen mostrar mutaciones en el gen NRAS, fre-
cuentemente en el codon 6134,

Uno de los factores mas importantes —pero no el Unico—
en la tumorigénesis del melanoma es la exposicion solar®”.
Aquellos melanomas desarrollados en el contexto de una
intensa y prolongada exposicion solar son los que muestran
mas aberraciones genéticas® 3. Por el contrario, aquellos

melanomas probablemente poco o nada relacionados con la
exposicion solar —como el melanoma acral— muestran una
carga mutacional baja'*"">. Los rayos UVA son menos carci-
nogenos que los UVB: mientras que los primeros inducen la
oxidacion de la guanina en el ADN, los segundos generan
dimeros oncogénicos de ciclobuteno'®".

Si algo hemos aprendido durante todas estas décadas de
examen de melanomas al microscopio optico es la amplia
variedad morfoldgica que estos tumores presentan: mela-
nomas de extension superficial, nodular, spitzoides, acrales,
etc- Sin embargo, y a pesar de estas variaciones, los mela-
nomas suelen tener una patogenia gendmica limitada, que
afecta a un grupo reducido de vias moleculares. Las princi-
pales vias son'®%3:

1. La via MAPK/ERK (cinasas MAP, también conocidas como
ERK), que comprende varias cinasas reguladas por fac-
tores extracelulares. Entre las MAPK tenemos MAP2K1,
MAP3K, MAP2K o TRK. En esta ruta, la senal es transmi-
tida hasta el nlcleo a través de proteinas como RAS o
RAF y factores de transcripcion como MYC.

La via PI3K/AKT/mTOR de la fosfatidilinositol-3-cinasa.
La via del oncogén p53.

La via del MITF.

La via del NFkB.

La via del ciclo celular (Punto G1/S).

La via del WNT vy la regulacion apoptética.

La via de la remodelacion de cromatina SWI/SNF.

PN RWN

Desde un punto de vista genético, lo que distingue a
unos tumores melanociticos de otros son los mecanismos de
alteracion de estas vias. Por ejemplo, la via MAPK puede
estar alterada por mutaciones en BRAF, NRAS o NF1242% (fre-
cuentes en nevus comunes y en melanoma asociado a baja
exposicion solar), mientras que la misma via MAPK puede
alterarse por mutaciones en HRAS o por fusiones en los genes
de las cinasas en el caso de los tumores de Spitz?’.

A pesar de que los nevus son tumores con mutaciones, estas
son insuficientes para transformar a la célula en invasiva
0 metastasica. Por el contrario, los nevus melanociticos
tienen un crecimiento limitado debido al proceso de senes-
cencia, mediante el cual una célula fracasa en su reingreso
en el ciclo celular, no perpetuando, por lo tanto, el proceso
mitotico?®. Varios mecanismos se encargan de inducir senes-
cencia, evitando el desarrollo de tumores incontrolables. De
entre los mecanismos mas conocidos esta el representado
por los genes supresores de tumores p53 y p16%°.

Si un nevus experimenta cambios genéticos y epige-
néticos adicionales, puede escapar a los mecanismos de
senescencia, convirtiéndose en una lesion intermedia con
bajo o alto riesgo de progresar o, finalmente, en un mela-
noma. Esta interpretacion de la naturaleza de los tumores
melanociticos ha derivado en la identificacion de varias
rutas patogénicas’*2. Cada ruta tendria una contrapartida
benigna névica o bien un precursor hiperplasico benigno,
asi como formas intermedias de malignidad hasta llegar al
melanoma. Algunas de las rutas estan relacionadas con la
exposicion solar como causa etioldgica, pero otras no*>. Este
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Rutas patogénicas simplificadas identificadas por la OMS en la formacion de los distintos tipos de melanoma

Tipo de melanoma

De extension
superficial
Melanoma por
inactivacion de
BAP1
Melanoma
penetrante
profundo
Melanoma
epitelioide
pigmentado
Melanoma lentigo
maligno

Melanoma
desmoplasico

Melanoma de Spitz

Melanoma acral

Melanoma
lentiginoso de
mucosas
Melanoma en
nevus congeénito
Melanoma en

Alteraciones genéticas
implicadas en la ruta

BRAF, NRAS, CDKN2A

BRAF, NRAS, BAP1

BRAF, NRAS, CTNNB1, APC

BRAF, PRKAR1A, PRKCA

NRAS, BRAF, KIT, CDKN2A

NF1, ERRB2, MAP2K1, BRAF,
MET, TERT, NRAS, PIK3CA

HRAS, ALK, ROS1, RET,
NTRK1, NTRK3, BRAF
(reordenamientos), MET,
CDKN2A

KIT, NRAS, BRAF, NTRK,
ALK, NF1, CDKN2A, CCDN1
KIT. NRAS, KRAS, BRAF,
NF1, CDKN2A, CCDNT,
MDM2

NRAS, BRAF (mutaciones y
reordenamientos)

GNAQ, GNA11, BAP1

Ruta Precursor benigno Formas intermedias
de la ruta
| Nevus Displasia
melanocitico melanocitica
Melanocitoma con
inactivacion de BAP1
Melanocitoma
penetrante profundo
Melanocitoma
epitelioide
pigmentado
Il ¢Proliferacion Lentigo maligno
intraepidérmica
benigna sin atipia?
1} ¢Proliferacion Melanoma in situ
intraepidérmica
benigna sin atipia?
v Nevus de Spitz Melanocitoma de
Spitz
\ ¢Nevus acral? Melanoma in situ
acral
Vi ¢Melanosis de Melanoma in situ de
mucosas? mucosas
Vil Nevus congétino Melanocitoma en
nevus congeénito
Vil Nevus azul Melanocitoma del
tipo nevus azul
celular
IX ¢Nevus uveal? 7

modelo tiene una gran carga hipotética, ya que los precur-
sores benignos de alguna de las entidades todavia no estan
bien categorizados.

Las rutas no siempre se inician en el primer paso. Por
ejemplo, un melanocitoma (a pesar de considerarse un paso
intermedio entre nevus y melanoma) puede surgir de novo.
De hecho, durante afos, el axioma general ha sido que
la mayoria de los melanomas se originan de novo, mien-
tras que solo una minoria se originan a partir de nevus**3>.
Este axioma requiere algunas puntualizaciones, ya que el
melanoma mas frecuente en nuestro medio, el melanoma
lentigo maligno, se origina a partir de pasos mutacionales
previos in situ (aunque no sean «névicos»), como el lentigo
maligno o similares. El surgimiento de novo de un melanoma
que posea directamente propiedades infiltrantes es dificil
de explicar genéticamente, ya que requeriria un cimulo
de eventos genéticos catastroficamente ocurridos de golpe,
como la cromoptisis o la cromoplexia®®, ambas infrecuentes.
Alternativamente, algunos autores han sugerido que mela-
nocitos histoldgicamente normales, podrian, sin embargo,
tener mutaciones iniciales que no induzcan proliferacion
(p. €j., en CDKN2A o en el promotor de TERT)***. Ade-
mas, hay autores que sefialan que nuestro conocimiento de

nevus azul

Melanoma uveal GNAQ, GNA11, BAP1

este proceso puede estar sesgado: la ausencia de un nevus
remanente en una extirpacion de un melanoma no necesa-
riamente significa que dicho melanoma no se haya originado
en un nevus: el crecimiento del melanoma o bien la res-
puesta inmunitaria a este pueden haber destruido los restos
névicos iniciales®®.

Las rutas reconocidas por la OMS se detallan a
continuacion®*3® (tabla 1).

Ruta Il (baja exposicion solar): acaba en el melanoma
tradicionalmente conocido como «de extension superficial».
El 90% de los tumores melanociticos de esta ruta presen-
tan mutaciones en el gen BRAF, siendo la mas frecuente la
mutacion V600E. Las mutaciones en NRAS son mucho menos
frecuentes.

A este tipo de melanoma se puede llegar por distintos
caminos:

A través de una displasia de bajo grado primero y de alto
grado después.

A través de inactivacion del gen BAP1 primero y de muta-
ciones adicionales después.

A través de un nevus penetrante profundo primero, con
mutaciones adicionales después.
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- A través de un melanocitoma epitelioide pigmentado pri-
mero, con mutaciones adicionales después.

En esta ruta no es infrecuente que en las fases proximas
a la malignidad haya pérdida de expresion de p16 por altera-
ciones del gen CDKN2A*°. Sin embargo, la evaluacion de p16
requiere algunas consideraciones. Aunque p16 se considera
un marcador de senescencia y, por lo tanto, tranquilizador
cuando se expresa’®*?, no esta, sin embargo, expresado, en
melanocitos normales. Su expresion puede inducirse frente
al estrés celular®’. Puede haber nevus comunes que expre-
sen poco p16, sin que eso signifique una inactivacion de
CDKN2A.

Ruta Il (alta exposicion solar): acaba en el melanoma de
tipo lentigo maligno, iniciandose en el lentigo maligno o en
otros tipos de melanoma in situ.

Ruta Ill (también de alta exposicion solar): acaba en
el melanoma desmoplasico, iniciandose como melanoma in
situ.

Ruta IV: acaba en el melanoma de Spitz, iniciandose en
el nevus de Spitz benigno***°. Suele tener mutaciones acti-
vadoras de HRAS (con o sin amplificaciones concomitantes
del 11p, que es donde esta localizado el gen HRAS), reor-
denamientos de los genes del receptor de las tirosin-cinasas
(ROS1, ALK, MET, NTRK1, NTRK3 o RET) o reordenamien-
tos de los genes de las serin/treonin-cinasas involucradas
en la ruta MAPK (BRAF, RAFF1, MAP3K8)*’“¢. Los reorde-
namientos en las cinasas son mutuamente excluyentes (la
presencia de uno excluye los otros). Los reordenamientos
de BRAF no implican mutaciones en el gen (que son, por el
contrario, frecuentes en la ruta |). En ocasiones, en los genes
adyacentes a las zonas reordenadas de los tumores de Spitz,
incluso benignos, pueden producirse cambios numéricos (p.
ej., amplificaciones), sin necesidad de que impliquen mayor
riesgo de progresion.

Una caracteristica curiosa de la ruta de los tumores de
Spitz, es que pueden presentar inactivacion del gen CDKN2A
(en muchos casos como Unica alteracion genética), con pér-
dida de la expresion de p16, un hecho que seria preocupante
en tumores melanociticos de cualquier otra ruta?. Se nece-
sitan, por lo tanto, mutaciones adicionales a la inactivacion
de CDKN2A para la transformacion maligna. Por ejemplo,
alteraciones en el promotor del TERT.

Otra caracteristica comUn de este grupo es que las lesio-
nes malignas pueden conservar las mutaciones previas de
las lesiones benignas precursoras. Por lo tanto, aunque las
mutaciones HRAS son tipicas de los nevus de Spitz, demos-
trarlas no es garantia de benignidad: un melanoma de Spitz
puede también tenerlas*®*°. Sin embargo, puesto que las
mutaciones en HRAS estan presentes en menos de un 1%
de melanomas®’ su evidencia resulta tranquilizadora en un
tumor de morfologia Spitz.

Ha habido intentos de correlacionar las alteraciones
genéticas evidenciadas en los tumores de Spitz, con
los hallazgos histopatoldgicos en la hematoxilina-eosina®,
empezando por la sugerencia de que las mutaciones HRAS
activan con mas vigor la via PI3K/AKT/mTOR que las
mutaciones BRAF o NRAS y, por lo tanto, inducen células
tumorales de mayor tamafo y menos pigmentacion que las
vistas en los nevus comunes o congénitos®’. Aunque esas
correlaciones no son siempre faciles de evaluar, se sabe, por

ejemplo, que las mutaciones en HRAS estan asociadas con
caracteres desmoplasicos; los reordenamientos en MAP3K8,
con predominio de células epitelioides, células multinuclea-
das y ulceracion; los reordenamientos en RET con una silueta
tumoral en placa y con nidos celulares poco cohesivos; los
reordenamientos en NTRK3, con tumores pigmentados; los
reordenamientos en NTRK1 con presencia de seudorrosetas;
los reordenamientos en ROS1, con abundancia de cuerpos
de Kamino, y los reordenamientos en ALK, con tumores
grandes polipoides o cupuliformes, muchas veces con un
habito arquitectural fasciculado y en ocasiones con promi-
nente deposito mixoide. Sin embargo, estas correlaciones
no son completas. Asi, por ejemplo, un fenotipo desmopla-
sico puede encontrarse sin asociacion a mutacion de HRAS
o amplificacion 11p y, por el contrario, asociarse a fusiones
de cinasas como ROST.

Los reordenamientos en BRAF, al contrario que las
fusiones en otras cinasas, parecen ser eventos bastante ter-
minales en la ruta, es decir, asociados mas a la parte maligna
del espectro, ya que se han visto preferentemente en mela-
nomas de Spitz y en melanocitomas de Spitz y, en mucha
menor medida, en nevus de Spitz.

Ruta V: acaba en el melanoma acral, iniciandose quiza
en nevus acrales o en lesiones precursoras acrales malignas
in situ.

Ruta VI: se inicia en la melanosis con displasia y acaba
en el melanoma lentiginoso de mucosas. No sabemos si la
melanosis no displasica podria ser el inicio de la ruta.

Ruta VII: esta ruta se refiere a los melanomas originados
sobre nevus congénito. Sobre estos Ultimos pueden aparecer
nodulos de crecimiento, debidos a mutaciones adicionales
a las del nevus, por lo que se consideran melanocitomas
de riesgo bajo/intermedio de evolucion a melanoma. La
ruta acaba en el melanoma sobre nevus congénito. En esta
ruta, las lesiones melanociticas contienen mutaciones hots-
pot NRAS, y menos frecuentemente, mutaciones en BRAF.

Ruta VIII: se inicia con el nevus azul, pasando por el nevus
azul celular (incluido dentro de los melanocitomas de riesgo
bajo/intermedio de evolucion a melanoma), el nevus azul
celular atipico y, finalmente, el melanoma sobre nevus azul,
una entidad rara. Esta ruta se debe fundamentalmente a
oncogenes que activan la via de la G-alfa-q, siendo la alte-
racion genética mas comuin, las mutaciones activadoras en
GNAQ o en GNAT11. En las uUltimas fases de malignizacion
puede mostrar mutaciones en el gen supresor de tumores
BAP1.

Ruta IX: esta es la ruta del melanoma uveal. Se desco-
noce cuales puedan ser los pasos histologicos previos hasta
su transformacion en melanoma. Puede presentar mutacion
del gen supresor de tumores BAP1.

Este esquema de las rutas patogénicas, permite facil-
mente explicar por qué el nUmero de nevus es mayor en
individuos con piel clara, o con sindromes de susceptibili-
dad al melanoma, puesto que son mas predispuestos a una
mutacion en sus melanocitos. También por qué episodios
de exposicion intermitente al sol durante la infancia estan
asociados con un mayor nimero de nevus. Y también por
qué un mayor nimero de nevus implica un mayor riesgo de
melanoma.

Se debe destacar que la OMS considera que no todos
los tumores melanociticos muestran el mismo riesgo de
progresion a melanoma. Algunos son catalogados como de
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riesgo bajo/intermedio (como las melanosis atipicas, los
melanocitomas en nevus congénitos, el nevus penetrante
profundo o el melanocitoma de tipo nevus azul), mientras
otros estan considerados de riesgo intermedio/alto (como
el melanocitoma por inactivacion de BAP1, el melanocitoma
penetrante profundo, el melanocitoma epitelioide pigmen-
tado, el lentigo maligno, el melanoma in situ —bien sea
acral, de mucosas o en nevus congénito— o el nevus azul
celular atipico). También explica por qué algunas lesiones
aparentemente poco aparatosas desde el punto de vista his-
topatoldgico (como, por ejemplo, un melanoma acral in situ,
a veces con cambios histopatologicos muy sutiles, dificiles
de diferenciar de un nevus), progresan rapidamente hasta
melanoma invasivo si no se diagnostican correctamente a
tiempo.

El término melanocitoma se ha consolidado en la clasifica-
cion de la OMS para referirse a tumores melanociticos con
una posicion intermedia en la evolucion de una lesion a lo
largo de una ruta patogénica desde la benignidad hacia la
malignidad®’. Se les ha segregado como grupo individuali-
zado distinto al de los nevus, al comprobar que presentan
mutaciones driver multiples. En ocasiones puede verse un
melanocitoma coexistiendo en el seno de un nevus melano-
citico comun; sefal de que dentro del nevus ha surgido una
nueva poblacion clonal del melanocitoma, como resultado
de mutaciones o reordenamientos adicionales. Sin embargo,
a veces los melanocitomas surgen de novo, por lo que el
paso mutacional previo de los nevus comunes, no siempre
es necesario.

Muchos de los melanocitomas tienen capacidad de
diseminacion a los ganglios linfaticos regionales, sin metas-
tatizar mas alla. La OMS los divide en 2 grupos de riesgo de
progresion a melanoma: los de grado bajo/intermedio y los
de grado intermedio/alto.

En la actualidad, estos son los principales tipos de mela-
nocitoma reconocidos:

- Melanocitoma por inactivacién del BAP152: esta lesion
melanocitica esta incluida en la ruta patogénica del
melanoma por exposicion solar intermitente (ruta ). Los
tumores de este grupo muestran inactivacion bialélica
del gen supresor de tumores BAP1, la mayoria de las
veces por asociacion de una mutacion truncante en uno
de los alelos del cromosoma 3 (locus 3p21) y pérdida
completa o parcial del otro. Seria un paso intermedio
entre el nevus de Wiesner (también llamado BAPoma) y
los melanomas con inactivacion de BAP1. El concepto de
melanocitoma por inactivacion de BAP1 es fundamental-
mente genético y los hallazgos histologicos por si solos
no siempre permiten distinguir con firmeza un BAPoma
de un melanocitoma. Por ello, algunos autores han suge-
rido gradar la atipia como informacion adicional en este
tipo de diagnosticos™. De igual manera, el melanoma
por inactivacion de BAP1, suele presentar alteraciones
histopatoldgicas suficientes que permitan sugerir ese diag-
nostico. Pero ante cualquier tumor con inactivacion de
BAP1 y cierto grado de atipia, la demostracion de la ausen-
cia de alteraciones genéticas tipicas de un melanoma
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permitira descartar dicha progresion. La inactivacion de
BAP1 puede coexistir con mutaciones de NRAS y BRAF.
Por lo tanto, y en contra de lo que se pensaba en el
pasado, no se trata de una variante de tumor de Spitz.
En la mayoria de los casos se puede demostrar la inacti-
vacion del gen mediante inmunohistoquimica, observando
la pérdida de tincion nuclear®®. Sin embargo, la inmuno-
histoquimica no detecta aquellos casos con mutaciones
«sin sentido» en donde se sigue produciendo una proteina
no funcional.Algunos individuos presentan una mutacion
germinal de BAP1 en uno de los alelos, manifestando un
sindrome de predisposicion tumoral multiorganico®, con
un mayor riesgo de presentar mesoteliomas, carcinomas
renales, colangiocarcinomas, carcinomas basocelulares vy,
frecuentemente, melanomas cutaneos y uveales.La OMS
considera que el riesgo de transformacion de un melano-
citoma con mutacion BAPT a un melanoma es medio-alto,
aunque esto no concuerda con la experiencia de todos
los autores®’. Este tipo de melanocitoma generalmente
no tiene mitosis o muestra ocasionales mitosis. Un indice
alto de mitosis es un signo alto de sospecha de que la
transformacion a malignidad ya ha ocurrido.Se debe recor-
dar que las mutaciones en BAP1 no son exclusivas de
este melanocitoma. Pueden también verse en otros tipos
de tumores melanociticos, por lo que una inmunohisto-
quimica negativa para BAP1 no garantiza el diagnostico
de este melanocitoma. Es mas, las mutaciones en BAP1
son caracteristicas de las fases tardias (de malignizacion)
de otras rutas patogénicas (como el melanoma uveal®
o el melanoma sobre nevus azul®), por lo que tendran
que considerarse con cautela y preocupacion en esos
contextos.

Melanocitoma penetrante profundo®: también pertene-
ciente a la ruta patogénica |, seria una lesion intermedia
entre el nevus penetrante profundo y el melanoma
desarrollado en nevus penetrante profundo. Desde un
punto de vista histologico, el melanocitoma muestra algu-
nos rasgos atipicos que el nevus no, tales como gran
tamano, asimetria, disposicion «en sabana» de melano-
citos, mitosis y atipia citolégica severa. Sin embargo,
un melanocitoma no mostrara todavia las alteraciones
genéticas propias de un melanoma, por lo que en los
casos de melanocitomas mas atipicos, la ausencia de pro-
gresion a melanoma debera ser demostrada mediante
técnicas especiales (véase mas adelante). Este grupo
muestra mutaciones (generalmente puntuales) que inacti-
van la betacatenina, lo cual puede demostrarse mediante
positividad inmunohistoquimica para el marcador de
betacatenina® o, alternativamente, para LEF1 (el recep-
tor nuclear de betacatenina)®”. En el caso de nevus
comunes, la positividad para betacatenina se observa
solo en los melanocitos proximos a la epidermis y a los
anejos, mientras que en el melanocitoma penetrante pro-
fundo la betacatenina tine de modo uniforme y difuso
los citoplasmas de los melanocitos tumorales y a veces
también intensamente los nucleos. La betacatenina no es
el Unico mecanismo por el que se genera un melanoci-
toma penetrante profundo. Otro mecanismo alternativo
es, por ejemplo, la pérdida bialélica de funcion del gen
APC (adenomatous polyposis coli)*’. La OMS considera que
el riesgo de transformacion de un melanocitoma pene-
trante profundo a un melanoma es medio/alto, como
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queda demostrado con casos que, tras progresion, cau-
saron la muerte del paciente®®.

- Melanocitoma epitelioide pigmentado: también es un
melanocitoma de ruta patogénica | y suele tener muta-
ciones en BRAF. Se trata de un melanocitoma indolente
que, a pesar de mostrar invasiones ganglionares en un
numero elevado de pacientes, no suelen producir metas-
tasis a distancia, sin que se hayan informado muertes
debidas a este tumor. A pesar de su parecido histologico
con los nevus azules, no esta genéticamente relacio-
nado con ellos.Dentro de este grupo hay una variante
conocida como melanocitoma con inactivacion del gen
supresor de tumores PRKAR1A®"®2 (mal llamado en el
pasado nevus azul epitelioide), relacionado con el com-
plejo de Carney®®. La inactivacion de PRKAR1A puede
demostrarse mediante la negatividad para el anticuerpo
anti-PRKAR1A en estudio inmunohistoquimico. Paralela-
mente, otros melanocitomas epitelioides pigmentados
muestran combinacion de mutaciones en BRAF con inac-
tivacion de PRKAR1A. Por (ltimo, otros tumores de este
grupo presentan otras alteraciones genéticas como muta-
ciones en GNAQ, MAP2K1 o incluso fusiones en PRKCA. Esta
por definir si tales tumores pueden seguir incluyéndose en
este grupo de melanocitomas indolentes o si representan
otro tipo de tumores melanociticos pertenecientes a otras
rutas patogénicas.La OMS considera que el riesgo de trans-
formacion de los melanocitomas epitelioides pigmentados
a un melanoma es medio/alto.

- Melanocitoma de Spitz*®: pertenece a la ruta patogénica
IV que va desde los nevus de Spitz hasta el melanoma
de Spitz. El melanocitoma de Spitz presenta alteracio-
nes del gen CDKN2A que codifica para p16 y p14*. Por
ello, mientras que la pérdida de expresion de p16 es un
evento preocupante en muchos tumores melanociticos,
sobre todo de ruta patogénica I, es bastante comun en
la ruta patogénica de los Spitz. La inactivacion genética
de CDKN2A sucede a menudo por delecion homocigota,
pero también puede suceder por mutacion truncadora
en un alelo, seguida de pérdida de heterocigosidad, a
menudo debido a pérdida de parte del cromosoma 9.
Puesto que puede haber tumores con retencion de una
copia de CDKN2A que permanece activa, la FISH no nos
proporciona informacion de tales casos, debiendo com-
plementarse con la inmunohistoquimica para p16 (que
se mantendra positiva). Esta Gltima puede ser citoplas-
mica o nuclear y, a menudo, se ve en «mosaico», es
decir, células positivas y negativas de modo alternante.
Los melanocitomas de Spitz tienen una alta tendencia a
invadir ganglios linfaticos regionales, pero con un com-
portamiento global benigno y baja tasa de recurrencia. La
OMS considera que su riesgo de transformacion a un mela-
noma es bajo/medio. Mientras que el melanocitoma de
Spitz muestra una delecién heterocigota de CDKN2A, una
delecion homocigota deberia ser altamente sospechosa
de melanoma de Spitz. También mutaciones adicionales,
como en el promotor del TERT, pueden alertar sobre un
progreso a la malignidad en un melanocitoma de Spitz.

- Melanocitoma en nevus congénito®*: se trata de una lesién
nodular de caracter intermedio aparecida sobre un nevus
congénito, por lo tanto, perteneciente a la ruta VIl. En
la clasificacion de la OMS, este melanocitoma es sindbnimo
del término «nodulo en nevus congénito». A pesar de su

aspecto histoldgico alarmante, estos melanocitomas sue-
len mostrar pérdidas o ganancias de cromosomas enteros,
al contrario que los melanomas, que muestran altera-
ciones numéricas de segmentos cromosomicos®>.La OMS
considera que su riesgo de transformacion a un melanoma
es bajo/medio.

- Melanocitoma azul: también llamado, en el pasado, nevus
azul celular®®. Como tumor perteneciente a la ruta VIII,
suele mostrar mutaciones que activan la via G-alfa-q
(mutaciones en GNAQ). Al contrario que el melanocitoma
penetrante profundo, que muestra expresion nuclear de
betacatenina, el melanocitoma azul presenta expresion
membranosa de ese marcador. La OMS considera que su
riesgo de transformacion a melanoma es bajo/intermedio.

Aunque la OMS aconseja una escision completa con mar-
genes amplios (5 mm) para aquellos tumores melanociticos
de alto riesgo de progresion a melanoma, no todos los auto-
res estan de acuerdo en que el riesgo de progresion de los
distintos melanocitomas sea un hecho probado®’.

tabla 2

El melanoma de Spitz es el punto final de la ruta patogé-
nica IV que se inicia en los nevus de Spitz y pasa por el
melanocitoma de Spitz.

Esta ruta conlleva alteraciones genéticas tipicas de la
«familia Spitz», como la ausencia de mutaciones en BRAF, en
NRAS o en NF1, y frecuente presencia de reordenamientos en
los genes de las cinasas o mutaciones HRAS. Como las cina-
sas no suelen expresarse en melanocitos maduros normales
y como la fusion de cinasas suele conllevar su expresion,
estas fusiones pueden detectarse por inmunohistoquimica,
mediante el uso de anticuerpos contra ellas. Sin embargo, se
debe tener en cuenta que no todas las fusiones son igual de
efectivas en propiciar la expresion de la cinasa correspon-
diente. Sobre todo, por lo que respecta a ALK y a ROS1,
la positividad en inmunohistoquimica puede ser variable,
yendo desde citoplasmica difusa a moteada (dot-like). De
hecho, la tincion con ROS1 es frecuentemente débil. En el
caso de NTRK (1 y 3), la expresion suele ser tan intensa,
que expresiones moderadas, débiles o parcheadas, deberian
ser consideradas dudosas por varios motivos: 1) porque hay
isoformas de NTRK que pueden expresarse en melanocitos
normales, y 2) porque NTRK puede expresarse en tumores
melanociticos no Spitz (como nevus azules o nevus penetran-
tes profundos), debido a sobreexpresion de ALK mediante
otros mecanismos moleculares. También se debe tener en
cuenta la expresion nuclear de NTRK, que suele verse mas
en Spitz con fusiones de NTRK3 que en los de NTRK1. En la
evaluacion inmunohistoquimica de la expresion de las cina-
sas no se debe malinterpretar como positiva la tincion de los
macrofagos. Para otras cinasas (BRAF, RAF1 o MAP3K8), la
inmunohistoquimica no parece servir para predecir la exis-
tencia de fusiones®.

Existen tumores melanociticos (tanto benignos como
malignos) con rasgos spitzoides en el estudio con hemato-
xilina eosina que no son, sin embargo, tumores de Spitz,
porque no siguen la ruta patogénica de los Spitz y, por lo
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Diferencias entre los principales tumores melanociticos con fenotipo «spitzoide»

Principales alteraciones genéticas

implicadas

Nevus de Spitz Mutaciones en HRAS,

Ruta patogénica por
la que se origina

Significado clinico

\" Tumor benigno

reordenamientos en ALK, ROS1, RET,

NTRK1, NTRK3, BRAF, MET
Melanocitoma de Mutaciones en HRAS,
Spitz

NTRK1, NTRK3, BRAF, MET

Frecuente delecion heterocigota de

CDKN2A.

Melanoma de Spitz Mutaciones en HRAS,

reordenamientos en ALK, ROS1, RET,

\% Tumor de malignidad
intermedia con
capacidad de
diseminacion local y
un riesgo su riesgo
bajo/medio de
transformacion a
melanoma si no es
extirpado

1\ Tumor maligno

reordenamientos en ALK, ROS1, RET,

NTRK1, NTRK3, BRAF, MET

Frecuente delecion homocigota de

CDKN2A
BRAF, NRAS, CDKN2A
BRAF, NRAS, BAP1

Melanoma spitzoide
Melanoma por
inactivacion de BAP1

tanto, no muestran las alteraciones genéticas caracteristi-
cas de estos. Un ejemplo serian los tumores spitzoides en
adultos que siguen la ruta patogénica | y que frecuente-
mente muestran mutaciones en BRAF, NF1 0 NRAS. De hecho,
y puesto que la transformacion maligna de un tumor de Spitz
benigno en un melanoma es un fendmeno raro, los melano-
mas de Spitz no son frecuentes. Son mucho mas habituales
los melanomas con aspecto spitzoide.

De entre los melanomas spitzoides, hay un grupo que
requiere mencion especial: se trata de los que presentan
inactivacion de BAP1. No hace mucho, estas lesiones mela-
nociticas se consideraban erroneamente en el espectro de
los tumores de Spitz. No dejaba por ello de sorprender, que
en su mayoria mostrasen mutaciones de BRAF o de RAF1¢7,
algo perfectamente entendible en el presente, ya que sabe-
mos que estos melanomas pertenecen a la ruta patogénica
I, de baja exposicion solar, y las mutaciones en BAP1 son
un evento mas en la transformacion a melanoma. Por eso
en el examen con hematoxilina eosina, la mayoria de los
BAPomas corresponden a nevus combinados, con un nodulo
focal del melanocitoma con mutacion en BAP1, en el seno
de un nevus comUn con mutaciones en BRAF. El nddulo del
melanocitoma comparte la misma mutacion en BRAF que
el resto de los nevus debido a que la mutacion en BAPTha
sido posterior a la de BRAF. A veces estos tumores muestran
aspecto de tumor spitzoide, pero con infiltrado inflamatorio
prominente, por lo que en el pasado, muchos fueron clasi-
ficados de nevus de Spitz en halo. Sin embargo, no todos
los tumores melanociticos spitzoides con prominente infil-
trado son BAPomas. Asi, verdaderos tumores de Spitz con
fusiones en NTRK1 pueden tener gran cantidad de linfocitos
acompanantes.

| Tumor maligno
| Tumor maligno

Por el mismo motivo, el melanocitoma de Spitz pertenece
a la ruta patogénica de la familia Spitz. Por consenso, un
melanocitoma de Spitz debe mostrar delecion del CDKN2A
con negatividad para p16 pero en ausencia de aberraciones
cromosomicas numéricas adicionales y sin otras mutaciones
adicionales, especialmente en el promotor del TERT. Aunque
los términos melanocitoma de Spitz y tumor de Spitz atipico
se han intercambiado en muchas ocasiones en la literatura,
el término melanocitoma de Spitz deberia ser reservado para
aquellas lesiones con las alteraciones genéticas comentadas.

Por otro lado, muchos de los nevus que en el pasado
fueron clasificado como tumores de Spitz atipicos son hoy
reconocidos como otros tipos de tumores melanociticos
incluidos en otras rutas patogénicas, como la | (de baja
exposicion solar), dadas sus alteraciones en BRAF, NRAS o
BAP1.

Algunos nevus melanociticos muestran caracteristicas atipi-
cas o preocupantes en el estudio con hematoxilina eosina.
Sin embargo, los estudios genético y molecular de estos
nevus no han revelado resultados de riesgo en términos pro-
nosticos o de progresion a malignidad. Esto hace pensar que
las alteraciones histoldgicas son resultado de la localizacion
de dichos nevus en zonas topograficas especiales (zonas de
roce o exposicion a otros agentes, por ejemplo)®.
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Principales técnicas complementarias empleadas en el estudio de los tumores melanociticos

Definicion de la técnica

Inmunohistoquimica Deteccion de antigenos
mediante anticuerpos
marcados con sustancias
coloreadas. Las zonas de los
antigenos se veran de color

al microscopio

FISH Hibridacion de sondas
genéticas marcadas con
color, con segmentos del
ADN de las células a

estudiar

Hibridacion genomica
comparada

Compara mediante
hibridacion el genoma de la
célula problema con el de
una célula normal. De este
modo detecta pérdidas o
ganancias de segmentos
genéticos

PCR Amplifica genes o
segmentos de genes
previamente seleccionados.
Si se bloquean previamente
los segmentos normales no
mutados, la amplificacion
solo se producira cuando los
segmentos genéticos estén
mutados

Secuencian fragmentos muy
grandes de cromosomas,
incluso cromosomas enteros
o todo el genoma de una
célula

Técnicas de
secuenciacion masiva
(NEXT generation)

Los principales «sitios especiales» son la mama y los plie-
gues corporales, el cuero cabelludo, el area genital y las
zonas acrales®®,

Las alteraciones histologicas evidenciadas en estos nevus
son variadas pero muchas veces preocupantes e incluyen
confluencia de tecas, cierto grado de extension pagetoide,
areas de fibrosis dérmica, infiltrados inflamatorios, pérdida
de cohesion melanocitica en las tecas, patron irregular de
distribucion de las tecas o hipercromasia nuclear melanoci-
tica. El conocimiento de las posibles alteraciones asociadas a
cada localizacion anatéomica es mandatorio para no realizar
un sobrediagnostico de melanoma en estos casos.

Otra de las importantes consideraciones sobre estos
nevus de sitio especial es que, a pesar de mostrar atipia no
son «nevus displasicos», entendiendo por tal el concepto

Principales ventajas

Es barata y esta extendida
(accesible a practicamente todos
los laboratorios)

Permiten estudiar deleciones,
amplificaciones y traslocaciones,

segun el tipo de sonda empleados.

Permiten también saber si una
delecion o un reordenamiento es
homocigoto o heterocigoto
Permite estudiar todo el material
genético de la célula problema

Permite el estudio rapido de
mutaciones

Permite la deteccion de
alteraciones genéticas
previamente no identificadas en
un tumor «a estudiar»

Es valida para la demostracion de
alteraciones numéricas,
mutaciones, deleciones,
inserciones y reordenamientos

Principales desventajas

Solo permite detectar
alteraciones genéticas
cuando estas Ultimas
tienen repercusion en la
proteina (pérdida de
antigenos, pérdida de
expresion de la proteina)
Muchas veces no puede
distinguir entre proteina
funcional y mutada

La evaluacion de la
técnica lleva tiempo

La técnica no detecta
mutaciones puntuales

Es una técnica cara y
casi inaccesible a la
mayoria de laboratorios
Puede no detectar las
pérdidas o ganancias de
segmentos genéticos
cuando son muy
pequenos

No permite la
investigacion de
reordenamientos
genéticos del tipo de las
traslocaciones o las
amplificaciones

Es una técnica cara y no
accesible a todos los
laboratorios, aunque va
ganando terreno

de nevus marcador del riesgo de melanoma en algunas
familias®® y, por lo tanto, no deberian ser diagnosticados

como tales.

tabla 3

Los tumores melanociticos muestran alteraciones genéticas
desde su inicio, es decir, incluso cuando son benignos. Tam-
bién pueden existir alteraciones epigenéticas que inactiven
al gen, sin necesidad de que haya alteraciones estructura-
les. Estas Ultimas no podrian ser, por lo tanto, detectadas
por las técnicas genomicas habitualmente empleadas. Las
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alteraciones genéticas son variadas, y van, por ejemplo,
desde mutaciones puntuales hasta pérdidas de segmen-
tos cromosémicos mas o menos grandes, brazos completos,
cromosomas enteros o duplicaciones de material genético
(partes de cromosomas o0 cromosomas enteros).

Con la técnica de FISH logramos hibridaciones de sondas
coloreadas y segmentos cromosomicos del tumor melanoci-
tico. De ese modo, podemos detectar ausencia, cambio de
posicion (traslocaciones, fusiones, etc.) o amplificaciones de
tales segmentos. Hay 3 sondas especiales que merecen men-
cién en el diagnostico de tumores melanociticos de dificil
filiacion’®”": sondas para las regiones CCND1 (11q13), RREB1
(6p25) y MYB (6923). La combinacion de las 3 ha dado bue-
nos resultados en la distincion entre melanomas y nevus.
Los resultados deben siempre ser contextualizados con los
hallazgos histopatoldgicos. Asi, por ejemplo, una sola traslo-
cacion de las mencionadas no es sinénimo de melanoma. De
igual manera, un test negativo para varias sondas tampoco
es garante absoluto de benignidad.

Con la hibridacion genémica comparada (HGC), el
genoma del tumor melanocitico es comparado con el de una
célula normal adyacente a la lesion’?. De ese modo se detec-
tan pérdidas o ganancias de segmentos cromosomicos mas
o menos grandes, e incluso de cromosomas enteros. Solo
cuando los segmentos son demasiado pequenos pueden que-
dar «invisibles» a la HGC. Mientras que los nevus no suelen
tener alteraciones en las copias de segmentos cromosomi-
cos (con algunas excepciones, como las amplificaciones de
11p vistas en algunos nevus de Spitz), los melanomas sue-
len presentar muchas alteraciones numéricas, que incluyen
segmentos de cromosomas o0 cromosomas completos.

La PCR es una técnica de amplificacion de segmen-
tos cortos gendmicos que permite detectar mutaciones en
un determinado gen. Se basa en el principio siguiente:
mediante un polimero sintético similar al ADN, se bloquean
los segmentos normales del gen a estudiar, de tal manera que
solo se amplificaran en los ciclos de PCR aquellos segmen-
tos mutados. Esta técnica da muy buenos resultados para la
deteccion de mutaciones en BRAF y NRAS”>.

El resultado optimo final de la transcripcion y la traduc-
cion de un gen es la produccion de proteina. Las proteinas
pueden detectarse mediante inmunohistoquimica, que usa
anticuerpos contra antigenos proteicos. De esta manera, por
ejemplo, detectamos las cinasas citoplasmicas de muchos
tumores de Spitz*®. También tiene valor la pérdida de
expresion de proteina, que significa negatividad en inmuno-
histoquimica. Las limitaciones de esta técnica son aquellos
casos de produccion de proteinas andmalas no funcionales,
en los que la inmunohistoquimica seguiria siendo positiva.
Dentro de la inmunohistoquimica, merece mencién especial
el anticuerpo PRAME (del inglés PReferentially expressed
Antigen in MElanoma), cuya expresion nuclear debe verse
con preocupacion ante una lesién melanocitica histoldgica-
mente atipica’*’°. La tincion con PRAME no debe evaluarse
en términos absolutos (positividad/negatividad), sino rela-
tivos (intensidad y porcentaje de tincion), y debe siempre
ser contextualizada con los hallazgos histoldgicos. Usada
de esa manera ha contribuido mucho a la orientacion de
muchas lesiones melanociticas en la practica diaria. Uno de
sus mayores inconvenientes son, sin embargo, los tumores
melanociticos de morfologia spitzoide, donde los resulta-
dos con PRAME no son tan buenos como en otros tipos de

tumores melanociticos. En este sentido, recientemente, sin
embargo, hay un articulo reciente que ha presentado la com-
binacion de la inmunohistoquimica para p16 y BRAF V600,
como superior a PRAME en tumores de fenotipo spitzoide’®.
Complementariamente a las técnicas de secuenciacion
de segmentos genéticos cortos, se han desarrollado técnicas
de secuenciacion masiva, que permiten la secuenciacion de
fragmentos muy grandes de ADN. Ademas de poder estudiar
el genoma entero, permiten el estudio selectivo del exoma,
o de unos cuantos genes seleccionados. Esto permite detec-
tar alteraciones genéticas incluso no descritas en un tumor
concreto. Las secuenciaciones de nueva generacion (next
generation sequencing [NGS]) combinan secuenciaciones de
material ingente de ADN con unos costes asequibles para el
uso diagnostico diario. La NGS es capaz de demostrar alte-
raciones numeéricas, mutaciones, deleciones, inserciones y
reordenamientos. Esta técnica ha sido usada con éxito en la
categorizacion y diagndstico del melanoma’’.

En los Gltimos anos se ha impuesto la evidencia de que los
tumores melanociticos malignos se desarrollan en rutas que
implican alteraciones genéticas y epigenéticas acumulati-
vas y que van desde precursores benignos, de malignidad
intermedia, o formas malignas in situ, hasta el polo final
maligno del espectro. Hasta la fecha, han sido identificadas
9 rutas patogénicas que acaban en algun tipo de melanoma.
Algunas de estas rutas muestran una gran relacion con
exposicion solar mientras que otras no estan relacionadas
con el sol. Cada ruta muestra unas alteraciones genéticas
caracteristicas identificables que nos han resultado crucia-
les para el diagndstico correcto cada tumor melanocitico.
La histopatologia con hematoxilina-eosina sigue, no obs-
tante, representando un papel diagnéstico fundamental y
es el escenario en el que todas las demas técnicas auxiliares
usadas, se deben contextualizar.

Los autores declaran no tener ningln conflicto de intereses.
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