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RESUM

Un dels factors de risc més importants pel desenvolupament del melanoma és la preséncia
de nevus. El desenvolupament dels nevus melanocitics adquirits és un procés dinamic que es
pot dividir en tres etapes: el creixement, una aturada de creixement per un possible
mecanisme de senescencia i la involucié o desaparicié del nevus. L’estudi de I'evolucié dels
nevus melanocitics adquirits pot ajudar no només a aclarir la historia natural d’aquests sin6

també a la comprensié de la melanomagénesi.

Per aquest motiu hem realitzat un treball que es divideix en tres parts: epidemiologia dels
nevus infantils, estudi sobre mutacié de BRAF i biomarcadors de senescéncia i, finalment,

descripcié del fenomen d’autoinvolucio.

L'estudi epidemiologic dels nevus adquirits a la infancia va confirmar la importancia de
diversos factors de risc, ja descrits previament, associats amb la seva aparicid (edat, sexe,
fototipus i exposicié solar) i, de forma original, va recolzar el paper protector dels filtres
solars en el seu desenvolupament. En el segon treball, es va detectar immunopositivitat per
BRAF/V600E en el 60% dels nevus comuns (NMCA) i el 35% dels displasics (ND). El patrd
dermatoscopic reticular va mostrar menor expressié de BRAF/V600E. Els ND van mostrar
nivells significativament més alts de hTERT i més baixos de pRB que els NMCA, pero tan sols
en els nevus de patré dermatoscopic multicomponent es va detectar significativament
menor expressié de pl16 i PTEN. El patré dermatoscopic de globuls periféerics va mostrar el
major nivell de Ki67, hTERT i BRAF/V600E. En conjunt, la dermatoscopia va proporcionar
informacié addicional sobre la biologia dels nevus a l'obtinguda per la classificacié
histopatologica. En el darrer estudi varem demostrar que la involucid dels nevus és un
fenomen comu en els pacients amb sindrome dels nevus displasic en seguiment mitjancant
SlIAscopia. Sol ser un procés lent, més freqlient en nevus de patro reticular i localitzats al
tronc. Histologicament, es caracteritza per escas infiltrat inflamatori i melanofagia, fibrosi
delicada i augment de vasos i a nivell immunohistoquimic, sembla que ni la presencia de
marcadors classics (CD4 i CD8) o resposta citotoxica (granzima B i TIA-1), d’inhibidors de
cél-lules T (FoxP3 i PD1) o de cél-lules dendritiques plasmacitoides (CD123) serien definitoris

d’aquest fenomen.
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RESUM

RESUM BREU: El desenvolupament dels nevus melanocitics adquirits es pot dividir en tres
etapes: el creixement, una aturada de creixement per un possible mecanisme de
senescencia i la involucid o desaparicié del nevus. Hem realitzat un treball que es divideix en
tres parts: epidemiologia dels nevus infantils, estudi sobre mutacié de BRAF i biomarcadors
de senescencia i descripcié del fenomen d’autoinvolucid. L'originalitat principal de I'estudi
epidemiologic dels nevus adquirits a la infancia va ser recolzar el paper protector dels filtres
solars en el seu desenvolupament. En el segon treball varem demostrar que la
dermatoscopia proporciona informacié addicional sobre la biologia dels nevus
(immunoexpresié de BRAF/V600E i marcadors de senescéncia) a I'obtinguda per classificacié
histopatologica convencional. En el darrer estudi varem comprovar que el fenomen
d'involucio és molt freqlient en pacients amb sindrome del nevus displasic; sol ser lent i més
comu a lesions amb patré reticular i localitzades al tronc. Histologicament, es caracteritza
per escas infiltrat inflamatori i melanofagia, fibrosi delicada i augment de vasos.

RESUMEN BREVE: El desarrollo de nevus melanociticos adquiridos se puede dividir en tres
etapas: el crecimiento, una parada del crecimiento por un posible mecanismo de
senescencia y la involucion o desaparicion del nevus. Hemos realizado un trabajo que se
divide en tres partes: epidemiologia de los nevus infantiles, estudio sobre mutacién de BRAF
y biomarcadores de senescencia y descripcion del fendmeno de autoinvolucién. La
originalidad principal del estudio epidemioldgico de los nevus adquiridos en la infancia fue
avalar el papel protector de los filtros solares en su desarrollo. En el segundo trabajo
demostramos que la dermatoscopia proporciona informacién adicional sobre la biologia de
los nevus (inmunoexpresion de BRAF/V600E y marcadores de senescencia) a la obtenida por
la clasificacion histopatoldgica convencional. En el ultimo estudio comprobamos que el
fendmeno de involucidon es muy frecuente en pacientes con sindrome del nevus displasico;
suele ser lento y mas comun en lesiones con patrén reticular y localizadas en el tronco.
Histolégicamente, se caracteriza por escaso infiltrado inflamatorio y melanofagia, fibrosis
delicada y aumento de vasos.

SHORT ABSTRACT: The development of acquired melanocytic nevi can be divided into three
stages: growth, growth arrest through a possible senescence mechanism and involution or
disappearance of nevus. Our work is divided into three parts: epidemiology of children nevi,
study of BRAF mutation and senescence biomarkers and description of the involution
phenomenon. The originality of the epidemiological survey was to support the protective
role of sunscreens in the development of nevi during childhood. In the second study, we
demonstrated that dermoscopy provides additional information on nevus biology
(immunoexpression of BRAF/V600E and senescence biomarkers) to that obtained by
conventional histopathological classification. In the last investigation we found that the
phenomenon of involution is very common in patients with dysplastic nevus syndrome;
usually slower and more common in reticular pattern and trunk located nevi. Histologically,
it is characterized by sparse inflammatory infiltrate and melanophagia, delicate fibrosis and
vessel increase.
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ABREVIATURES

Casp3A
Ca2+
DAB
DE
EDTA
E6/E7
FPS
GC/RP
hTERT

IHC
MLG
NC
NCA
ND

NI

NJ
NMCA
OR

PBS
PCR
PRB
PTEN

Q
RC/GP
RIQ
R-G/R-E
SIAscopia
SNPs
Svao
TMA
Tris-Hcl
SWA
VE1

Caspasa 3 activada

Calci ionitzat

Diaminobenzidina

Desviacio estandard

Acid etilendiamintetraacétic

Oncogens del virus del papil-loma huma 16
Factor de proteccio solar

Patré globular o area marré sense estructura central i reticle periféric
Enzim telomerasa

Interval de confianca

Immunohistoquimica

Models lineals generalitzats

Nevus compost

Nevus clinicament atipic

Nevus displasic

Nevus intradérmic

Nevus juntural

Nevus melanocitic comu adquirit

Odds ratio

Phosphate buffered saline

Polimerase chain reaction

Proteina del retinoblastoma

Phosphatase and tensin homolog
Quantitat

Reticle o area marré sense estructura central i globuls periférics
Rang interquartil
Reticulo-globular/reticulo-empedrat
Spectophotometric Intracutaneous Analysis
Single-nucleotide polymorphisms

Virus tumorogenic SV40

Tissue microarrays

Tris-hydrochloride

Swimwear area

Anticos anti-BRAF
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WT Wild type
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El melanoma cutani és el tumor maligne que deriva dels melanocits de la pell. Com succeeix
amb altres cancers cutanis, la seva incidéncia s’esta incrementant en els Ultims anys a un
ritme molt important en la poblacié caucasica d'arreu del mén amb un total de 232.000 nous
casos mundials entre homes i dones, el que suposa un increment anual del 1,6% segons
dades del GLOBOCAN 2012. Encara que no és ni molt menys la més freqient de les
neoplasies cutanies malignes (aproximadament I'1%), el melanoma és, amb diferéncia, el
cancer de pell que produeix major mortalitat (1). Les cél-lules de melanoma tenen una alta
capacitat d'invasié i de metastasi local i a distancia, fins i tot quan sorgeixen de tumors de
volum molt petit (2). Una vegada que el melanoma s’ha disseminat, és altament resistent als
tractaments convencionals contra el cancer, el que li confereix un mal pronostic (3). Per altra
part, el melanoma pot afectar a adults d'edat jove i mitjana (4,5) causant una mortalitat
desproporcionada en aquesta poblacid, ja que és responsable d'una de les taxes més altes
de péerdua de vida potencial per cancer als adults (6). Tot i que els tractaments disponibles
per al melanoma metastatic han millorat considerablement en els darrers anys,
especialment amb la introduccié de terapies contra dianes terapeutiques i immunologiques

(7), el melanoma cutani segueix constituint un problema serids de salut publica.

El melanoma pot apareixer "de novo" sobre pell normal o bé sobre una proliferacié
melanocitica benigna (nevus melanocitic) preexistent, ja sigui adquirida o congénita. De fet,
histologicament, en el 20-40% dels casos de melanoma es pot identificar un nevus
melanocitic en continuitat que, amb freqliencia, comparteix la mateixa mutacié (8). Sabem
que un nombre elevat de nevus melanocitics és un dels tres factors de risc més importants
en el desenvolupament del melanoma (junt amb I'exposicio a la radiacio ultraviolada i tenir
la pell clara i facilitat per cremar-se).

La infancia i lI'adolescéncia sén un moment important de la vida pel desenvolupament i
I'evolucid dels nevus, i la preséncia d'un major numero de nevus en els primers anys de vida
podria predir un major risc de desenvolupar melanoma (9-14). També hi ha una relacid risc-
lloc especific; una alta densitat de nevus en una regié anatomica especifica implica un major
risc de desenvolupar melanoma en aquesta regié (14,15). A més, un patré de distribucio
atipica de nevus i la preséncia de nevus atipics/displasics sabem que constitueixen

marcadors de risc per desenvolupar melanoma (14, 16, 17). Finalment, a banda dels factors
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ambientals (radiacié UV), els nevus adquirits i el melanoma comparteixen factors genetics
comuns en la seva etiopatogenia. Per exemple, determinats polimorfismes genétics poden
estar implicats tant en el nidmero i distribucié de nevus com en el risc de desenvolupar

melanoma (18-22).

Tots aquests motius son els que han generat el nostre interés en I'epidemiologia i el

comportament bioldgic del nevus melanocitics.
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1. ELS NEVUS MELANOCITICS

1.1. Concepte

La paraula nevus, que prové del llati Naevus, no s'aplica tan sols als nevus melanocitics, siné
que es va comencar a utilitzar, i es continua utilitzant, per designar lesions malformatives
circumscrites de la pell o de les mucoses degudes a un desenvolupament exagerat o una
hipertrofia de diferents components de les mateixes. Aixi podem trobar nevus de substrat
molt variat com nevus epidérmics, nevus sebacis, nevus connectius, nevus acromics, nevus

anémics, etc.... i nevus melanocitics.

Els nevus melanocitics estan constituits per agregats de cel-lules d'estirp melanocitica que,

en aquest context, reben el nom de cél-lules neviques.

Malgrat la definicié inicial de nevus com una lesié congénita del nounat, I'expressid “nevus
melanocitic” s’ha acabat aplicant, per extensié, també a les proliferacions benignes
melanocitiques adquirides. De manera que ara, quan diem simplement nevus, normalment

ens referim als nevus melanocitics, ja sigui en la seva vessant congenita o adquirida.

Tenim aixi, nevus melanocitics congénits, que es classifiquen segons la seva mida i nevus
melanocitics adquirits, del quals els més freqlients sén els nevus melanocitics comuns
adquirits, a més del nevus displasic (clinicament atipic o nevus de Clark), el nevus blau, el

nevus de Spitz/Reed en la seva versid eritematosa i pigmentada i altres (23).

1.2. Nevus melanocitics comuns adquirits

Els nevus melanocitics comuns adquirits (NMCA), també anomenats tipics, sén els tumors
cutanis benignes més freqiients en pacients de raca blanca, podent afirmar que en un
nombre més o menys important es troben a tots els individus. Solen ser multiples.

Apareixen després del naixement, ja durant la primera decada de la vida, i de forma més
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important, a la segona i tercera decades. Augmenten de mida de manera lenta i simétrica

fins que s'estabilitzen i, després d’un periode, poden involucionar.

1.2.1. Caracteristiques cliniques i classificacié histopatologica dels nevus melanocitics

comuns adquirits

Les caracteristiques cliniques dels NMCA varien de forma considerable. Generalment, el seu
aspecte a simple vista és uniforme. Les lesions tenen forma rodona o oval, contorn regular i
vores relativament ben definides, una superficie i un patré de coloracié homogenis, i una
mida que no supera 1cm de diametre (sovint <Smm). Els NMCA poden ser maculars, maculo-
papulars o papulars (abovedats o pediculats, de superficie llisa o papil-lomatosa). Acostumen
a ser marrons (ja que provenen de cel-lules que sintetitzen melanina), encara que també
poden ser rosats o del color de la pell. Els nevus més elevats tendeixen a tenir pigmentacié
més clara, i els més plans, més fosca. Sén de consisténcia elastica, com de goma, i no solen
tenir un tacte raspds, a diferencia de la majoria de tumors epitelials, que produeixen
queratina. A diferéncia del melanoma (que es caracteritza per la policromia), sovint sén d'un

sol color o no presenten més de dos (amb freqiiéncia marro clar i marré fosc) (23).

Segons la teoria classica de I'evolucié dels nevus (teoria de Unna), la majoria dels nevus
melanocitics s’inicien per una proliferacié dels melanocits normalment presents al llarg de la
unié dermoepidérmica, que s’agrupen formant "teques" o nius a aquest nivell. En aquesta
fase, en qué es denominen des del punt de vista histologic com nevus melanocitics junturals
o de la unid, les lesions sén clinicament maculars i mostren diferents graus

d’hiperpigmentacio.

A mesura que la lesié evoluciona, els nius de melanocits ja no estan situats només a la unid
dermoepidermica, sind que també s’observen teques de cel-lules neviques a la dermis
superficial. Parlem llavors de nevus melanocitics compostos, amb un component juntural i
un altre intradermic. En aquesta fase les lesions sén clinicament més elevades i adquireixen
la morfologia d’una papula simetrica de superficie lleugerament papil-lomatosa, amb

pigmentacido homogenia i vores regulars i llises.
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En lesions més evolucionades, les cel-lules néviques es troben Unicament situades en
I'espessor de la dermis i el component juntural es perd per complert. Histologicament es
classifiguen com nevus melanocitics intradérmics. Alguns d'ells perden la capacitat de
sintetitzar melanina pel que clinicament adquireixen el color de la pell normal. Son lesions
exofitiques, que a vegades presenten una morfologia pediculada, i poden ser de superficie

llisa (tipus Unna) o papil-lomatosa (tipus Miescher) (24) (figura 1).

N

o
W

Figura 1. Tipus de nevus melanocitics comuns adquirits. Es mostren els diferents tipus de nevus melanocitics

adquirits (juntural, compost, intradérmic) segons la teoria evolutiva de Unna.

1.3. Nevus clinicament atipics o displasics

Els nevus clinicament atipics (NCA) (25), malgrat ser proliferacions melanocitiques
adquirides benignes, comparteixen algunes caracteristiques cliniques amb el melanoma. Es
caracteritzen per ser maculo-papules, majors de 5 mil-limetres de diametre, amb vores

irregulars o mal definides, que presenten una pigmentacié desigual i una certa asimetria

(figura 2).
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Avui en dia es consideren marcadors de risc per desenvolupar melanoma, tot i que la
majoria d’aquestes lesions mai malignitzaran. Els pacients amb 1 NCA tenen un risc 1,5
vegades major que la poblacié general de desenvolupar un melanoma al llarg de la seva vida,
gue augmenta fins a 10 vegades en els pacients amb més de 5 NCA. En el cas d'aparicié d’un

melanoma, aquest pot desenvolupar-se sobre un NCA previ o sobre pell normal.

En l'estudi histopatologic d'aquest tipus de nevus, descrit per Clark, s’observa una
proliferacié de melanocits, habitualment agrupats en forma de nius o teques a la unid
dermoepidérmica i/o la dermis. Les cel-lules tenen aspecte epiteloide i/o fusocel-lular i cert
grau d’atipia citologica que es manifesta amb una mida major de la normal, pleomorfisme i
hipercromia nuclear. També existeixen alteracions estructurals consistents en un patré de
creixement lentiginds de I'epidermis, fusié d’algunes crestes epidermiques i fibroplasia

laminar.

Encara que molts dels nevus que presenten atipia clinica tenen les caracteristiques
histopatologiques de displasia descrites per Clark, no sempre es troba una correcta
correlacié clinicopatologica i el terme "nevus displasic" ha estat molt discutit i, inclus, per
alguns autors, s'hauria d'abandonar. Altres autors defensen utilitzar la nomenclatura de
"nevus clinicament atipic" per assenyalar aquells nevus amb caracteristiques d'atipia des del
punt de vista clinic i la de "nevus displasic" per a aquells nevus amb caracteristiques
atipiques des del punt de vista histopatologic. Altres prefereixen utilitzar la nomenclatura

"nevus de Clark".

Parlem de sindrome del nevus displasic o del nevus amb atipia clinica quan el pacient és
portador d'un nombre elevat de nevus melanocitics (habitualment més de 50 en edat
puberal o més de 100 en edat adulta) i presenta alguns NCA. La sindrome del nevus displasic
pot ser esporadica o hereditaria i augmenta la predisposicié al desenvolupament de
melanoma. El risc és molt més alt si el pacient té antecedents personals de melanoma,
especialment si ha tingut més d'un melanoma (melanoma multiple), si hi ha algun cas previ
de melanoma a la familia o si pertany a una familia d'alt risc de melanoma (melanoma

familiar), en el que s'anomena sindrome del nevus displasic o amb atipia clinica i melanoma
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familiar. En aquest ultim cas, la probabilitat acumulativa de presentar un melanoma arriba

fins a un 49% als 50 anys d'edat i a un 82% als 72 anys.

Figura 2. Caracteristiques cliniques dels nevus atipics. S’observen vores irregulars i pigmentacié variable en
moltes d’aquestes lesions. A la imatge inferior es mostren les caracteristiques histologiques dels nevus

displasics (26).
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2. LA DERMATOSCOPIA

La dermatoscopia també anomenada microscopia d’epiluminiscéncia és una técnica
diagnostica no invasiva que permet observar estructures de |'epidermis i de la dermis, que
son invisibles a simple vista, mitjangcant un sistema oOptic d'amplificacido de la imatge i una

font d'il-luminacié que disminueix I'index de reflexid i refraccid de la capa cornia (27-30).

Per aconseguir aquest efecte, els primers aparells dissenyats utilitzaven una font de llum que
incidia sobre la superficie cutania amb un angle de 20 graus i una lent de contacte de 10-40
augments que es col-locava sobre la pell a través d'una interfase liquida que eliminava el
reflex de la llum a la capa cornia. Com interfase liquida es podien utilitzar substancies
diverses, com ara oli, aigua, gel, alcohol-gel o glicerina. Els nous dermatoscopis de llum
polaritzada aconsegueixen un efecte optic similar, sense requerir la interfase fluida, el que
els fa molt més comodes. Els dos sistemes tenen avantatges i inconvenients, de manera que
alguns dermatolegs segueixen combinant ambdues técniques en la seva practica clinica.
L'ampliacid habitual proporcionada pels dermatoscopis manuals és de 10 augments, pero en
dermatoscops digitals s'empren ja dispositius de fins a 70 augments amb bona definicié de la

imatge.

Les estructures cutanies que permet visualitzar la dermatoscopia sén aquelles que
posseeixen color, pel que és especialment util per al diagnostic diferencial de les lesions
pigmentades (que contenen fonamentalment melanina) i per al reconeixement dels patrons
vasculars (per la presencia d'hemoglobina en els globuls vermells dels vasos sanguinis) (taula
1). L'observaci6 de la combinacié d'ambdues caracteristiques, pigment melanic i
hemoglobina, conformant diverses estructures, amb variacions pel que fa a preséncia o
abséncia, tonalitat, forma, mida, nimero, localitzacié, distribucid, etc. Es el que ha portat a
definir les caracteristiques dermatoscopiques tipiques i recognoscibles en les diferents

varietats de lesions cutanies.
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Taula 1. Interpretacio dels diferents colors que es poden observar mitjangant la imatge dermatoscopica

COLOR INTERPRETACIO

Negre Melanina localitzada en estrat corni i capes superiors de I'epidermis

Diferents tonalitats de marré  Melanina a I'epidermis i la unié dermoepidermica

Blau-gris Melanina a dermis papilar

Blau acer Melanina a dermis reticular

Blanc Fibrosi (blanc més clar que el de la pell del voltant)
Vermell Hemoglobina

L'origen i desenvolupament de la dermatoscopia des dels primers treballs recollits al segle
XVII fins I'actualitat s’entén per I'interes de visualitzar in vivo les lesions de la pell i millorar el
seu diagnostic. Al 1655, Peter Borrelus i, 8 anys més tard, Chistophorus Kolhaus van observar
la imatge dels capil-lars del Ilit ungueal mitjancant un microscopi (31). Dos segles més tard, el
1878, Abbe va suggerir les avantatges de |'aplicacié d'oli d'immersié per millorar la imatge,
avantatge que va utilitzar Unna en 1893 per a l'avaluacid de lesions cutanies (30,32). El
primer treball exhaustiu sobre les possibles aplicacions dermatologiques de la tecnica consta
de 4 publicacions i I'hi devem a Johann Saphier (33-36). A més, Saphier va ser el primer autor
que va encunyar el terme de "Dermatoscopia" amb les connotacions actuals (1920) i el que
va comencar a avaluar nevus melanocitics, descrivint per primera vegada els globuls,
parametre dermatoscopic actualment vigent. A la primera meitat del segle XX, alguns autors
varen realitzar diferents aportacions a la técnica: Lombard, Miller, Schur, Weiss, Jaensch i
Bettman varen estudiar les diferents aplicacions cliniques. Posteriorment, el 1971, després
d'uns 20 anys d'abséncia de referéncies a la dermatoscopia, Rona Mackie la va tornar a
I'actualitat per destacar, per primera vegada, la seva utilitat en l'increment de la precisié
diagnostica preoperatoria de les lesions pigmentades i en la diferenciacié entre lesions
benignes i malignes (37). L'any 1987, Pehamberger va realitzar un exhaustiu treball en el
qual va aplicar la dermatoscopia en |'avaluacié d'un ndmero elevat de tumors pigmentats,
descrivint una série de parametres i patrons dermatoscopics que amb petites modificacions
es fan servir actualment, establint les bases del procediment anomenat "analisi de
patrons”(38). El 1990, Braun-Falco i col-laboradors varen dissenyar el dermatoscopi manual
qgue permet una major difusié de la técnica a causa del seu facil maneig i preu més

assequible (39). A la década dels 90, comencaren a apareixer els algoritmes diagnostics que
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intenten facilitar i objectivar el diagnostic dermatoscopic del melanoma (Regla de I'ABCD -
Stolz el 1994 (40), Mete de Menzies -Menzies el 1996 (41), Regla dels 7 punts - Argenziano
en 1998 (42)). També en la década dels 90, s'han anat desenvolupant sistemes digitalitzats
de dermatoscopia que permeten magnificacions superiors a les subministrades pels
dermatoscopis manuals i I'obtencié de mapes corporals totals i I'arxiu d'imatges cliniques i
dermatoscopiques utils en el seguiment de pacients amb multiples lesions pigmentades (35-
38). Davant I'augment de la difusié de la dermatoscopia, es va fer necessari unificar criteris
pel que fa a la terminologia i a la definicié d'estructures dermatoscopiques. Al 2003, es van
publicar els resultats del "Consensus Net Meeting on Dermoscopy"” (CNMD) on es va unificar
la terminologia dermatoscopica. Es va demostrar que la técnica és fiable i reproduible, es va
revalidar el métode diagnostic en 2 etapes i es van contrastar els diferents algoritmes

diagnostics.

En definitiva, la dermatoscopia ha demostrat ser una eina diagnostica molt valuosa i
imprescindible en la practica diaria del dermatoleg. Actualment, encara que la majoria de les
publicacions segueixen tractant sobre lesions melanocitiques, hi ha cada vegada més treballs
gue caracteritzen dermatoscopicament tumors no melanocitics i lesions no tumorals. A més,
comencen a apareixer estudis que utilitzen la dermatoscopia per intentar explicar I'evolucid
natural de les lesions cutanies i la influéncia del tractament en els diferents processos

dermatologics.

2.1. Meétode de diagnostic dermatoscopic en 2 etapes

El metode de diagnostic en 2 etapes és |'algoritme en que es basa el diagnostic diferencial
en dermatoscopia. Aquest procediment diagnostic és I'acceptat per la immensa majoria dels
grups de treball a tot el mdn, va ser avalat pel Consensus Net Meeting on Dermoscopy (27) i
ha estat considerat pel Consensus Meeting of IDS (43) com 1 dels punts clau en l'informe

estandarditzat en dermatoscopia.

El métode diagnostic en 2 etapes permet avaluar dermatoscopicament una lesié cutania que

ha de ser previament considerada en el context clinic del pacient. Una vegada ha estat
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avaluada la informacié clinica rellevant del pacient i la descripcié clinica del tumor, es

procedeix a |'avaluacié dermatoscopica de la lesid cutania de la seglient manera (figura 4):

Primera etapa: en aquesta etapa, hem de discernir si ens trobem davant d'una lesié
melanocitica o no melanocitica. En primer lloc, avaluarem la preséncia d'una serie
d'estructures i patrons propis dels tumors melanocitics per etiquetar de lesi6 melanocitica.
Davant I'abséncia d'aquests criteris dermatoscopics, hem d'avaluar la preséncia dels criteris
especifics dels tumors no melanocitics (carcinoma basocel-lular, dermatofibroma, queratosi
seborreica i tumors vasculars) per etiquetar la lesié de: no melanocitica. En el cas que el
tumor no compleixi cap dels criteris de lesié melanocitica ni de lesié no melanocitica, ha de
ser considerat com de possible origen melanocitic per minimitzar el risc d'infradiagnostic de
melanomes poc expressius des del punt dermatoscopic (melanoma acromic, melanoma

hipopigmentat o melanoma amb extensa regressio).

Classificarem la lesié cutania com melanocitica si presenta una de les seglients estructures
dermatoscopiques: reticle pigmentat, agregats de globuls, extensions (projeccions radials o
pseudopodes), pigmentacié blava homogénia o patrd paral-lel, en el cas de les lesions de

localitzacié palmo-plantar (27-30) (figura 3).

Figura 3. Estructures dermatoscopiques dels tumors melanocitics. D’esquerra a dreta i de superior a inferior:
reticle pigmentat, agregats de globuls, extensions (projeccions radials o pseudopodes), pigmentacié blava

homogenia i patro paral-lel. (imatges obtingudes de la Dermatoweb: dermatoweb.udl.es)

TESI DOCTORAL SARA MORENO. UNIVERSITAT DE LLEIDA 2017




INTRODUCCIO 14

Segona etapa: quan la lesid presenta criteris de lesié melanocitica, es procedeix a la segona
etapa per tal de diferenciar si és benigna (nevus melanocitic) o maligna (melanoma),
mitjancant I'analisi de patrons fonamentalment o els diferents algoritmes diagnostics
dissenyats per a aquest fi. Es poden aplicar diversos métodes diagnostics desenvolupats amb
aquesta finalitat, incloent fonamentalment I'analisi de patrons, la regla de I'ABCD, el métode
de Menzies (41) i la llista dels 7 punts (42). En general, es recomana l'aplicacié dels 3 ultims
quan l'experiéncia de |'observador en dermatoscopia és limitada i la utilitzacié de I'analisi de
patrons quan s'ha adquirit certa experiéncia. Més recentment, s'han introduit altres
algoritmes per aquesta segona etapa, d’us no tan generalitzat, com per exemple I’algoritme

CASH (44).

Primera etapa

Criteris de lesid melanocitica

Criteris de lesié no
melanocitica

/ 4
s
B v

Analisi de patrons Menzies
ABCD Llista 7 punts

A(A)BCDE 7PPP
Cash

Figura 4. Algoritmes diagnostics del métode de diagnostic en 2 etapes.

2.2. l’analisi de patrons (dermatoweb.udl.es)
L'analisi de patrons consisteix en la valoracié completa de totes les caracteristiques
dermatoscopiques en una determinada lesid, tant el seu patro global, com els parametres o

estructures localitzades.?
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2.2.1. Patré global

Quan es troben dos patrons diferents en una mateixa lesio, s'adjudica a la lesié el patré que

predomina.

Patro reticular. Preséncia de reticle pigmentat en gairebé tota la superficie de la lesié. El
patré predominantment reticular és més freqiient en els nevus melanocitics, tot i que es pot

veure a melanomes superficials.

Patré globular. Preséncia de globuls que componen practicament la totalitat de la lesid. El

patré predominantment globular també és més freqlient en els nevus melanocitics.

Quan es combinen els patrons reticular i globular, de vegades es parla de "patré reticulo-

globular".

Patré en empedrat. Considerat per alguns autors com una varietat del patrd globular, esta
constituit per globuls grans, densament agregats (el que provoca un contorn angulat o
poligonal), que recorda morfologicament a un empedrat. Les estructures de tipus globul

solen ser de mida major als globuls del patré globular.

Patré homogeni. Constituit per una pigmentacid difusa marrd, blau, blau-gris o gris-negrosa,
en absencia de reticle o d'altres estructures dermatoscopiques. El patré homogeni
predominant sol veure’s en els nevus melanocitics, sent en cas de ser blau, l'aspecte

caracteristic del nevus blau.

Patréo en esclat d'estrelles. Preséncia de projeccions (lineals o digitiformes) radials
distribuides de forma regular per tota la periferia d'una lesié pigmentada. Tot i que és tipic
dels nevus de Spitz i/o Reed, en rares ocasions alguns melanomes poden adoptar aquesta
morfologia. Per aixd0 s’han d'extirpar les lesions amb aquest aspecte, especialment quan
apareixen en adults o posseeixen una historia de canvis recents pel que fa a grandaria, forma

o color.
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Patré paral-lel. Pigmentacio distribuida en linies o bandes paral-leles al llarg de les crestes o
els solcs dels dermatoglifs de la pell no pilosa. S'observa als palmells, les plantes i a les
mucoses. Ocasionalment també pot distribuir-se també seguint linies situades en angle recte

respecte a les crestes o els solcs dels dermatoglifs de la pell de palmes i plantes.

Patré multicomponent. Correspon a la combinacié de tres o més estructures o patrons
dermatoscopics. Es va descriure com caracteristic del melanoma, encara que pot observar-se
en altres lesions com els nevus clinicament atipics, els nevus congénits i els nevus de

Spitz/Reed.

Patro inespecific. Es denomina aixi al patré d'una lesié en la qual no s'identifica cap dels
patrons globals descrits anteriorment, i en la qual tampoc s'observen estructures que
permetin classificar-la com una lesié no melanocitica (com queratosi seborreica, carcinoma
basocel-lular o angioma). En aquesta situacié sempre s'ha de descartar que no es tracti d'un

melanoma.

2.2.2. Caracteristiques dermatoscopiques locals

Reticle pigmentat tipic/atipic. Al reticle pigmentat gruixut i irregular se li denomina "atipic" i
s’associa a melanoma i al fi i regular, "tipic" i s’associa a les melanocitiques benignes. El
reticle pot estar present com una malla sense interrupcions en tota la superficie de la lesié o
distribuir-se de manera "apedacada" (per exemple en alguns nevus clinicament atipics). El
reticle pigmentat tipic sol difuminar-se a les vores de la lesié, mentre que és freqiient que el
reticle pigmentat atipic acabi de forma abrupta. De la mateixa manera, la distribucié del

reticle atipic és freqlientment heterogenia i/o asimétrica.

Punts i globuls regulars/irregulars. Totes dues son estructures esfériques que podem trobar
distribuits de forma variable a l'interior o a la periféeria de la lesid. La diferéncia entre els
punts i els globuls resideix en la grandaria, sent el d'un punt <0,1 mm i el d'un globul >0,1
mm de diametre. Els globuls i els punts poden ser de diferents colors depenent del nivell de

profunditat en qué es trobin. L'homogeneitat o "regularitat”" en el color, mida, distribucié i
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agrupacio dels globuls i punts és tipica de lesions melanocitiques benignes, mentre que els

punts i globuls de grandaria i distribucié "irregulars" suggereixen malignitat.

Extensions (projeccions radials i pseudopodes). Corresponen a la fase de creixement radial
de les lesions melanocitiques i s'associen a la fase d'extensio superficial del melanoma, a
més del nevus de Spitz i/o Reed. Quan es distribueixen de forma regular en tota la periféria
de la lesid, conformen el patré en esclat d'estrelles. Es defineixen com "projeccions
irregulars" a les projeccions radials i als pseudopodes de forma i distribucid irregular. Sota

aquesta definicid, son molt caracteristics de melanoma.

Vel blau-blanquinds o blau-gris. Es defineixen aixi arees irregulars i sense estructura, de
pigmentacié blava, recobertes d'un vel blanquinés "en vidre esmerilat". Les zones
blanquinoses transltcides corresponen a arees d’ortoqueratosi compacta amb o sense
hipergranulosi situades sobre estructures intensament carregades de pigment. La
pigmentacio pot no ocupar tota la superficie de la lesid i normalment correspon a una zona
clinicament sobreelevada. S6n molt suggestives de melanoma, encara que també poden

apareixer en carcinomes basocel-lulars i en queratosis seborreiques gruixudes.

Estructures de regressio (arees blanques i/o arees blaves). Mitjancant dermatoscopia
podem identificar dos patrons fonamentals que reflecteixen el fenomen de regressio: la
"despigmentacio blanca tipus cicatriu” i les arees amb "puntejat blau en pebre". Les arees
blanques o pseudocicatricials es correlacionen histopatologicament amb fibrosi i
engruiximent dérmic. El to blanc és més clar que el color normal de la pell circumdant. Les
arees blaves de regressié contenen a més melanofags. Aquestes ultimes consisteixen en
zones amb pigmentacié blava menys confluent que la del vel blau-blanquinds en vidre

esmerilat i amb un puntejat fi (en pebre) al seu interior.

La distincid entre arees blaves de regressid i vel blau-blanquinds pot resultar impossible
quan s'utilitza un dermatoscopi de pocs augments i el puntejat blau és molt dens. Tot i que
el fenomen de regressid és molt caracteristic del melanoma, s'observa també en lesions

melanocitiques benignes i queratosis liquenoides. Mitjancant dermatoscopis de llum
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polaritzada, la presencia de fibrosi dérmica es pot visualitzar en forma de bandes

blanquinoses que reben el nom de "crisalides".

Arees hipopigmentades sense estructura o homogeénies. Arees focals, sense estructura,
hipopigmentades, que ocupen almenys un 10% de la superficie de la lesi6. No sén
especifiques, encara que en el melanoma solen ser irregulars i localitzades a la periferia. Es

veuen també en nevus displasics.

Taques de pigment. Sén arees intensament i homogéniament hiperpigmentades (negres o
marrd-negre), que impedeixen veure les estructures subjacents i que constitueixen almenys
un 10% de la superficie de la lesid. En lesions benignes solen estar localitzades en el centre i
ser Uniques o escasses en nombre i de distribucié simetrica. En el melanoma, es localitzen

freqlientment a la periféria, solen ser multiples i de distribucié asimeétrica.

Estructures vasculars. En lesions melanocitiques, es poden veure els seglients tipus
d'estructures vasculars:

- Vasos "en coma": vasos no ramificats en forma d'un petit arc, alguns amb un cap visible,
que recorden una coma. Sén tipics dels nevus melanocitics compostos i intradermics.

- Vasos "en forquilla": sén vasos en forma de nansa també anomenats "d'anada i tornada".
Quan son tipics (fins i regulars) sén caracteristics de les queratosis seborreiques. Quan sén
atipics (irregulars) es veuen en el melanoma, el nevus de Spitz, el carcinoma escamés i en la
periféria del queratoacantoma.

- Vasos "en llevataps": vasos prominents i tortuosos, en espiral. Son tipics del melanoma i les
metastasis de melanoma.

- Vasos "puntiformes": vasos petits que recorden a caps d'agulles. Dins de les lesions
melanocitiques, son caracteristics del melanoma i del nevus de Spitz. Es poden veure a més
en tumors no melanocitics, com el carcinoma escamas, i en dermatosis inflamatories com la

psoriasi.
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2.3. Caracteristiques dermatoscopiques dels NMCA

2.3.1. Nevus melanocitic juntural

Es caracteritzen per un reticle pigmentat tipic que recobreix tota la lesid i que es difumina
per les vores. En ocasions, podem observar punts negres (superposats a les linies de la xarxa)
i globuls marrons al centre de la lesid, o a manera de corona (si la lesid esta creixent). Alguns
nevus melanocitics junturals molt pigmentats presenten una taca de pigment central
anomenada "lamel-la negra". La lamel-la negra expressa una transeliminacié epidérmica
molt intensa de melanina que es concentra a les cél-lules mortes de la capa cornia, pel que
es pot eliminar total o parcialment de forma manual simplement fregant la lesi6 amb una

gasa.

2.3.2. Nevus melanocitic compost

Presenten diverses combinacions de reticle, globuls i arees sense estructura. Es freqiient
veure nevus compostos amb un patro globular de distribucio regular en tota la lesié o també
amb un patré difus o area sense estructura o en empedrat al centre i un reticle pigmentat

tipic periferic que es difumina cap a les vores.

2.3.3. Nevus melanocitic intradérmic

No mostren reticle pigmentat ni globuls o punts.

Els nevus melanocitics intradermics cerebriformes o berrucosos poden ser més o menys
pigmentats o amelanotics. En la seva variant pigmentada donen lloc al tipic patré en
empedrat. Posseeixen crestes, solcs i, fins i tot, quists tipus millium i taps cornis.

En els nevus melanocitics intradermics de superficie llisa solem observar traces de pigment

homogeni marré o gris (depenent del grau de pigmentacid) regularment interromputs per

arees d’hipopigmentacid perifol-licular.
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En els dos tipus es poden observar caracteristicament vasos en coma, que serien els vasos
gue de manera més freqlient trobem en aquests tipus de nevus, pero també s’ha descrit la

preséncia de vasos puntiformes, vasos en forquilla i vasos atipics/polimorfs (45, 46).

2.4. Caracteristiques dermatoscopiques dels NCA

Els nevus clinicament atipics dermatoscopicament es classifiquen avaluant dues variables:

I'estructura predominant i la distribucié del pigment.

2.4.1. Classificacié dels nevus clinicament atipics en funcio de I'estructura predominant

Tipus reticular. Es el més freqiient. El reticle és més o menys prominent, pero regular.

Tipus globular. Constituit per nombrosos punts i globuls. Es pot confondre amb els nevus

melanocitics congenits.

Tipus homogeni. Sense estructures dermatoscopiques. Es pot combinar en forma de tipus
homogeni-reticular o homogeni-globular. Si a aix0 s'associen a més punts negres, parlariem
ja de patré multicomponent. En el melanoma, si hi ha un patré predominantment homogeni,

se solen distingir, a més, estructura vasculars.

Tipus reticulo-globular. Es poc freqiient (al voltant del 15% dels nevus clinicament atipics),

pero significatiu, ja que una corona de globuls periferics indica creixement.

2.4.2. Classificacié dels nevus clinicament atipics en funcié de la distribucié de la

pigmentacio

Pigmentacié uniforme. Es el tipus més freqiient; sense diferéncies significatives en la

distribucié de la pigmentacié en tota la superficie de la lesid.
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Hipopigmentacié central o "tipus anul-lar". EI més comu és que I'area central
hipopigmentada estigui menys estructurada i que estigui envoltada per un reticle pigmentat

tipic (tipus homogeni-reticular).

Hipopigmentacié excéntrica. Es poc freqiient. No s'ha de confondre aquesta area

hipopigmentada amb una zona de regressio.

Hiperpigmentacié central o "en diana". La hiperpigmentacié central és del tipus "lamel-la
negra" (veure nevus melanocitics junturals, apartat 2.3.1) i acostuma a veure’s en nevus

clinicament atipics de tipus reticular.

Hiperpigmentacié excéntrica. Es el de major importancia ja que sota aquesta aparenca es
troben melanomes in situ o melanomes microinvasors, tot i que hi ha treballs contradictoris
respecte a aquesta questio. La hiperpigmentacié excentrica ha d'arribar fins la vora de la

lesid.

Hipo/hiperpigmentacié multifocal o apedagada. Es el tipus més comu de distribucid
heterogénia de la pigmentacié. Es freqiient en els tipus reticulo-globular i homogeni-

reticular.

La majoria dels individus amb sindrome del nevus displasic presenten predominantment el
mateix tipus dermatoscopic de nevus clinicament atipic. Per aix0, una lesié que s'aparti del

tipus predominant ha de ser estudiada amb especial atencié, buscant criteris de malignitat.

Aquesta idea de que el procés de deteccié del melanoma no es basaria tant en un procés

Ill

analitic com I'algoritme ABCD sind en un procés cognitiu global com el “signe de I'aneguet
lleig” ha estat estudiada dermatoscopicament en els ultims anys. En aquest sentit, es va
publicar un estudi en que es va es avaluar la variabilitat intra-individual dels nevus en una
escala clinica i dermatoscopica i van comprovar que tots els nevus d’un pacient pertanyien a
un numero baix de patrons dominants que podien ser percebuts de forma intuitiva. Aquesta
IIII

baixa variabilitat explicaria perqué el concepte de “I'aneguet lleig” funciona en la practica

dermatologica (47).
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3. LA SIASCOPIA

En els ultims anys s'han desenvolupat diferents técniques diagnostiques complementaries a
I'examen clinic per al diagnostic de les lesions pigmentades (figura 5). Dins d'elles s'inclou la
dermatoscopia multiespectral digital combinada amb I’analisi computacional, que és una
tecnica mitjancant la qual s'obtenen una serie de imatges a les que se li apliquen diversos
filtres amb diferents longituds d'ona per a ser estudiades i, posteriorment, ser analitzades
mitjancant un programa informatic. S'han desenvolupat dos eines que fan servir aquesta
tecnologia:

I'analisi espectrofotometric intracutani (Spectophotometric Intracutaneous

Analysis o SIAscopia) i el MelaFind®.

Modalidad

Ventajas y desventajas

Deteccidn visual

Dermatoscopia
Dermatoscopia con andlisis mediante ordenador (SolarScan®)
Microscopia confocal (Vivascope®™)

Dermatoscopia multiespectral digital combinada con el anilisis
computacional (Siascopia y MelaFind®)
Tomografia de coherencia éptica (SkinDex-300)

Ultrasonido de alta resolucién (DermaScan C)

Dermatoscopia seriada con fotografias (MoleMax 1I™)

Fotografia corporal total (Dermagraphix™™)

Algunos melanomas son ficiles de reconocer, pero algunas lesiones no
cumplen la regla ABCD

Mejora la decisién de lesién benigna o maligna y es barata

De utilizacién limitada por la variabilidad interobservador

Permite obtener una imagen en tiempo real con una buena resolucién y
correlacién con la dermatoscopia

Analiza caracteristicas cutdneas invisibles para el ojo humano, tiene una
alta sensibilidad y una baja especificidad para melanoma

Estudios en piel limitades, desconocida su sensibilidad/especificidad en
melanoma

Permite observar con detalle la vascularizacién de los tumores, coste
elevado y sensibilidad/especificidad para melanoma desconocida
Permite apreciar cambios precoces en lesiones melanociticas, aumenta la
sensibilidad de la dermatoscopia convencional

Permite detectar la aparicién de nuevas lesiones

Figura 5. Modalitats per a la deteccié del melanoma (48).

L’analisi espectrofotometric intracutani, més comunament denominat SlAscopia, és una
tecnica no invasiva que permet estudiar lesions de la pell utilitzant 8 filtres de diferents
longituds d'ona (entre els 400 i 1.000nm). Existeixen 2 modalitats de SlAscopia: la de no
contacte i la de contacte. La primera es realitza mitjancant una camera fotografica
convencional a la qual se li acobla un filtre luminic especific i s'utilitza per obtenir imatges
d'una regio cutania extensa, permetent aixi estudiar les diverses lesions presents en aquesta
regid. En canvi, la SIAscopia de contacte té com a objectiu I'estudi individualitzat de les
lesions i es realitza amb un capcal que es posa en contacte amb la pell del pacient permetent

estudiar un fragment de 24x24mm de diametre (figura 6).
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Figura 6. Imatge il-lustrativa del siascop. A) Equip complet de SIAscopia compost per un ordinador amb el
programari MoleManager®, el capgal per a la SIAscopia de contacte i la camara fotografica amb el filtre per
realitzar la SIAscopia de no contacte. B) Siascop de contacte a I'esquerra i camara fotografica amb filtre per

SlAscopia de no contacte a la dreta (48).

El funcionament de la SlIAscopia es basa en analitzar com interacciona la llum amb els
components de la pell que sén responsables del seu color (substancies cromofores) dins de
les quals s'inclouen la melanina, I'hemoglobina i el col-lagen. Quan un feix de llum incideix
sobre la pell, una part reflecteix en entrar en contacte amb I'epidermis i la resta es transmet
cap a capes més profundes. En arribar a la dermis, part del feix de llum restant tornara a
reflectir, i la llum restant sera absorbida per les substancies cromofores presents. El color de
la pell d'una determinada regid cutania s'obté perquée I'ull huma capta els feixos de llum
reflectits per la mateixa i, tant la quantitat com la longitud d'ona d'aquests feixos depenen
de les concentracions de melanina, hemoglobina i col-lagen del territori. El fonament de la
SIAscopia és deduir l'estructura interna de la part superior de la pell (fins a 2mm de
profunditat, arribant fins a la dermis papil-lar) analitzant aquests feixos de llum reflectits.
Posteriorment, el programa tradueix les dades registrades a una imatge anomenada siagrafic
(figura 7). Aixi, es creen siagrafics per la melanina total de la lesid, per la melanina dermica,
per I'hemoglobina i un altre pel col-lagen. Finalment, mitjangant la combinacié d'aquests 4
siagrafics s'obté la imatge en color, la qual s'assembla a la imatge observada mitjancant

dermatoscopia.
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Figura 7. Siagrafics. Imatge que il-lustra els siagrafics per la melanina de tota la lesié (els punts gris-negres
representen la preséncia de melanina i aquests son més foscos quanta més quantitat de melanina), per la
melanina dérmica (les zones blanques representen zones sense melanina dermica i els increments de la
concentracié de la melanina dérmica es representen pels colors verd, blau clar, blau fosc, lila i vermell,
ordenats en concentracié ascendent), per I'hemoglobina (les zones més eritematoses representen zones amb
major concentracié d'hemoglobina) i un altre pel col-lagen (les zones amb molt col-lagen es mostren amb un to

brillant, mentre que les zones amb poca concentracié sén fosques) (48).

El programa informatic permet escanejar lesions individualitzades, guardar els siagrafics
corresponents per realitzar I'estudi evolutiu i realitzar una série de modificacions sobre ells,
com ara variar el contrast, la brillantor, I'augment i fins i tot observar la lesié en tres
dimensions.

A banda de I'estudi individualitzat de la lesid, la SIAscOpia disposa d’un programa informatic
(antigament comercialitzat com “MoleManager®”) que permet realitzar mapes corporals
totals dels pacients. Inicialment, per mitja de la utilitzacié de la SIAscopia de no contacte
s'obtenen els siagrafics de zones amplies del cos del pacient. Posteriorment, el programa
ofereix la possibilitat de seleccionar les lesions desitjades mitjancant uns marcadors
numerics. Un cop marcades, s'utilitza la siascopia de contacte amb un altre programa

informatic (antigament comercialitzat com “MoleView®”) sobre cadascuna de les lesions que
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hem seleccionat préviament per poder obtenir els siagrafics del col-lagen, melanina total,
melanina dérmica, hemoglobina i color. El programa també permet la comparacié dels
siagrafics obtinguts amb la siascopia de contacte i no contacte, avaluant-se tots els canvis
evolutius de les lesions estudiades, com |'aparicié o desaparicié de lesions als mapes
corporals i/o els canvis morfologics de lesions individuals a partir de les imatges obtingudes
mitjancant la SIAscopia de contacte. Es a dir, es pot fer un seguiment dels pacients amb
mapes corporals totals i imatges de lesions individuals, semblant als seguiments realitzats
amb altres sistemes com Fotofinder® i MoleMax®, encara que les imatges individuals a
comparar no sén dermatoscopiques sind siascopiques. Els programes “MoleManager®” i
“MoleView®” actualment s’han fusionat en un altre programa anomenat “Simsys®”.
Finalment existeix un programa anomenat “MoleMate®”, especialment dissenyat per
metges de primaria, que incorpora exemples de siagrafics de lesions pigmentades no
melanocitiques (carcinomes basocel-lulars, queratosis seborreiques, angiomes...) ajudant al

diagnostic diferencial.

Tal i com es pot entreveure en les linies anteriors, la principal utilitat de la SIAscopia és el
diagnostic diferencial de les lesions pigmentades (49) pero progressivament s’esta utilitzant
en altres camps com en el seguiment de les plaques de psoriasi, el cancer cutani no

melanoma o la cicatritzacié de les ferides (50-52).
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4. ELS CANALS DE CALCI DE TIPUS T EN LA PROLIFERACIONS MELANOCITIQUES BENIGNES |
MALIGNES

El calci ionitzat (Ca2+) és un segon missatger ubic que intervé en diverses funcions
fisiologiques, com la proliferacié cel-lular, la supervivencia, |'apoptosi, la migracid i
I'expressid genica. La concentracio de Ca2+ en el medi extracel-lular és de 1-2 mM, mentre
qgue, en repos, el Ca2+ intracel-lular es manté a aproximadament a 100 nM. Les cél-lules
utilitzen diversos transportadors especifics de Ca2+ i proteines unides a Ca2+ per extreure
Ca2+ a través de la membrana plasmatica, transportar Ca2+ als reservoris intracel-lulars i
tamponar Ca2+ citosolic. Per contra, hi ha una diversitat de canals de Ca2+ en la membrana
plasmatica que permeten I'entrada de Ca2+ al citosol. L'influx de Ca2+ pot interactuar a la
vegada amb els canals de Ca2+ presents en el reticle endoplasmatic, el que dona lloc a
elevacions localitzades de Ca2+ que sén descodificades a través d'una varietat d’efectors

depenents de Ca2+ (53).

Existeixen diferents tipus de canals de calci, dels quals els més coneguts son els canals de
calci depenents de voltatge. Aquests canals difereixen uns dels altres en la seva subunitat
alfa. Es classifiquen en dos grups principals, els canals de calci d'alt voltatge (tipus L, tipus
P/Q, de tipus N i tipus R) que sén caracteristics de cél-lules excitables (com les musculars o
les del sistema nervids) i els canals de calci de baix voltatge (tipus T) que estan presents en
les cel-lules de tots els llinatges. Essent els canals de calci tan importants per ’lhomeostasi i
diverses funcions cel-lulars, durant la darrera década s’han estudiat en diverses neoplasies
malignes, s’han descrit sobreexpressats o infraexpressats i s'han proposat com a possibles

dianes terapeutiques (53).

Fins fa poc no s'havia descrit el patrd d'expressid de canals de calci en el melanoma. El 2012
el nostre grup va publicar un estudi pioner en qué vam demostrar, per RT-PCR, que tant les
cél-lules de melanoma com els melanocits normals expressaven diferents tipus de canals de
calci depenents de voltatge. Les variacions en aquesta expressio resultaven especialment

interessants pel que fa als canals de calci tipus T (en totes les seves isoformes: Cav3.1,
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Cav3.2 i Cav3.3), que son canals operatius a potencials de membrana negatius en les cel-lules
no excitables. En el nostre estudi, totes les cél-lules de melanoma analitzades (incloent linies
derivades de tumors primaris, linies derivades de metastasi i mostres tissulars congelades)
expressaven canals de tipus T, mentre que els melanocits control no tenien (o expressaven
minimament) aquests tipus de canals de calci. També vam demostrar que aquests canals
eren funcionals, que la seva expressid augmentava en condicions d’hipoxia i que el seu
bloqueig o inhibicid repercutia en la viabilitat de les cel-lules de melanoma i en la progressio

del cicle cel-lular de les mateixes (54).

En un segon treball més recent (55) varem comprovar que la inhibicié farmacologica dels
canals de calci de tipus T (mitjancant drogues amb pedigri terapeutic en els sistemes nervios
i cardiovascular, com Pimozide i Mibefradil) induia la mort de les cel-lules de melanoma
mitjangant la induccié d'estres del reticle endoplasmatic i la subsegiient inhibicidé de

I'autofagia constitutiva, tipica de les cel-lules de melanoma.

Finalment, acabem de publicar un article on descrivim per primera vegada Ila
immunoexpressio de les isoformes Cav.3.1 i Cav3.2 dels canals de calci de tipus T en mostres
parafinades de pell normal, NMCA, NCA o displasics i melanoma primari i metastatic (56)
(figura 8). Varen trobar que la immunoexpressié d’aquests canals augmentava gradualment
de la pell normal als NMCA, NCA i melanoma, pero amb diferéncies en la distribucid de les
dues isoformes. En particular, I'expressié de Cav3.2 va ser significativament major en el
melanoma metastatic que en el melanoma primari i la de Cav3.1 en els NCA respecte als
NMCA. En les mostres de melanoma, I'analisi estadistic de diferents biomarcadors va
demostrar una interaccié lineal entre la disminucié de I'expressié de PTEN, preséncia de la
mutacié BRAF/V600E, expressido de Cav3.1, de marcadors d’autofagia, proliferacié i cicle
cel-lular, expressié de Cav3.2 i de marcadors de hipoxia. Per altra part, utilitzant dades del
cBioPortal for Cancer Genomics, varem demostrar que la supervivencia lliure de malaltia i la
superviveéncia global es correlacionaven inversament amb la sobreexpressié de Cav3.2. En
conjunt doncs, vam descriure que I'expressid de Cav3.1 i Cav3.2 a la pell normal i els tumors
melanocitics benignes i malignes estava en linia amb els nostres estudis previs in vitro i que
semblava estar relacionada amb la progressié tumoral. Per tant, d'una banda, I'alta expressio

de Cav3.2 en el melanoma metastatic vs el melanoma primari i la seva associacié amb
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marcadors de proliferacié i d'hipoxia, i per I'altra, la correlacid positiva entre Cav3.1,
marcadors d’autofagia i mutacid BRAF/V600E, obre una nova possibilitat a la investigacié
sobre I'Us de bloquejants dels canals de calci de tipus T en les terapies dirigides contra el
melanoma disseminat i sobre les implicacions biologiques d’aquests canals en les neoplasies

melanocitiques.

B IR
Cav3.1 Cav3.2 wrn
A
*%%
300~ 300- .
#%
£ 200+ b £ 2001
g ¥ [&]
7]
2 8 -
2 * |7}
T 1004 T 1004
— ~
0- 0-
Normal ~ Acquired  Dysplastic Primary  Metastatic Normal  Acquired Dysplastic Primary  Metastatic
Skin Common Nevi ~ Melanoma Melanoma Skin Commaon Nevi  Melanoma Melanoma
Nevi Nevi
Cav.3.1 Cav.3.2
Kruskal-Wallis |<0.0001 <0.0001
Trend-Test <0.0001 <0.0001

Figura 8. Augment progressiu de canals de calci de tipus T des dels melanaocits de la pell normal al melanoma
(56).
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5. HISTORIA NATURAL DELS NEVUS MELANOCITICS ADQUIRITS

5.1. Epidemiologia i evolucio clinica dels nevus melanocitics adquirits

El desenvolupament de nevus melanocitics és un procés dinamic i complex que pot veure’s
afectat per molt factors tant endogens com exogens. El nimero de nevus incrementa des de
la infancia fins a la meitat de la vida i posteriorment decreix. Aquest comportament dinamic
es pot resumir (exceptuant els nevus melanocitics congenits) amb la frase que diu “naixem i

morim sense nevus".

D’aquesta manera, la vida d’'un nevus melanocitic la podem dividir conceptualment en 4
estadis que serien: la iniciacio, el creixement o promocid, una aturada de creixement (que
per una majoria d'autors estaria induida per mecanismes de senescencia) i la involucié o
desaparicio del nevus. Les dades que donen suport a |'existéncia d’aquests quatre estadis
estan basades en I'observacio clinica, en la dermatoscopia, en troballes histologiques i en

canvis a nivell molecular.

5.1.1. Factors de risc pel desenvolupament de nevus melanocitics adquirits

Sén nombrosos els estudis que han identificat possibles factors de risc pel desenvolupament
de nevus. S’han relacionat diversos factors constitucionals com: el sexe masculi, étnia
Europea, tenir la pell clara, ulls clars i cabells rossos, efelides, cremar-se facilment després de
I'exposicid solar o, en general, ser un individu de fototipus baix (57). Pero també s’han
descrit altres factors no endogens relacionats amb la preséncia de nevus com la radiacié
ultraviolada rebuda, ja sigui de forma natural o per I'Gs de pantalles solars. No obstant, hi ha

poc acord sobre quines d'aquestes estarien involucrades de manera especifica (9).

També s’ha comprovat com diversos polimorfismes genétics poden influir en el nUmero de

nevus, i inclus tenir relacié amb la seva distribucid i els seus patrons dermatoscopics.
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S’han associat polimorfismes de manera significativa tant amb un major nimero de nevus

(IRF4, PAX3) com amb una menor preséncia d’aquests (PARP1, CDK6 i PLA2G6) (18-22).

També s’ha vist com variants en la coneguda regié 9p21 podrien estar associades amb el
melanoma, els nevus i el fenotip d’aquests nevus en families propenses a desenvolupar
melanoma amb mutacions del gen CDKN2A (58, 59) . Es a dir, aquest gen no només influiria
en el nimero de nevus sind que també ho faria en com aquests nevus es distribueixen per la

superficie corporal.

També hi ha altres alteracions genetiques més novells que s’han associat al fenotip dels
nevus com és el cas del gen NID1 en 1g42, que s’ha associat al nombre de nevus

melanocitics presents als bragos aixi com a un major risc de melanoma (60).

Inclds en el cas dels nevus displasics, també hi ha estudis que suggereixen que algunes
variants genétiques de CDK6 i XRCC1 poden conferir susceptibilitat a tenir nevus displasics

que seria independent del risc de melanoma en families propenses a melanoma (61).

En relacid als patrons dermatoscopics dels nevus, el polimorfisme IRF4 rs12203952 s’ha
associat a la presencia de major niumero de nevus, mentre que l'al-lel rs12203952T s’ha
associat amb un augment en el nimero de nevus plans i menor nimero de nevus
sobreelevats (62). Polimorfismes d’un sol nucleotid (SNPs) en IRF4 i hTERT s’han associat
amb el patré globular, mentre que SNPs en CDKN1B, MTAP i PARP1 s’han associat amb el

patro reticular (en comparacié amb nevus homogenis).

Tots aquests estudis en numero de nevus entre els quals es troben diversos estudis
d’associacié genomica de genoma complet (anomenats GWAS segons les sigles en angles)
han identificat un nombre de /oci que expliquen només una petita proporcio del risc, el que

suggereix que altres loci addicionals queden per ser identificats.
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5.1.2. Variacié del nimero de nevus melanocitics adquirits amb I'edat

El desenvolupament de nous nevus durant la infancia i adolescéncia és un fenomen ben
establert i sén nombrosos els articles publicats en aquest sentit durant les ultimes dos

decades (25, 63-69).

Aquest nombre de nevus augmentaria fins als 20-30 anys per després disminuir
progressivament. Ja I'any 1985, el Dr. Mackie va realitzar un estudi sobre poblacié caucasica
on mostrava com la majoria dels nevus adquirits es desenvolupen sobre la 2a, 3a i 4a
decades de la vida. Aquesta prevalenca de nevus edat-depenent s’ha observat repetidament

de manera molt similar en altres paisos.

A la nostra area geografica, entre la poblacié adulta major a 16 anys de la regid sanitaria de
Lleida vam veure com el nombre maxim de nevus es veu a la década dels 30 anys per
després disminuir (Treball de Final de Grau de Rosa Plana Bolba, Universitat de Lleida, curs

2015-16) (figura 9).
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Figura 9. Distribucié total dels nevus per edats (p<0.05) (Treball de Final de Grau de Rosa Plana Bolba, Universitat de

Lleida, curs 2015-16) .
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En el cas dels nevus atipics o displasics que sén excepcionals durant la infancia, també s’ha
observat com aquest nimero decreix amb I'edat. No obstant, I'aparici6 de nous nevus
displasics és un fenomen encara freqlient des dels 30 als 50 anys i inclus per sobre de la

cinquena decada de la vida.

Que els nevus involucionen, desapareixen o despigmenten és un fet que sembla més que
evident tot i que no existeixen moltes publicacions focalitzades en I'estudi d’aquest

fenomen.

A nivell clinic s’ha comprovat que existeix una reduccié progressiva en el nimero total de
nevus conforme avanca I'edat. Aquest decreixement comencaria sobre els 40 i 50 anys i

continuaria més enlla de la sisena década de la vida.

Aquest fet sembla que seria més atribuible a una disminucié progressiva dels nevus de Clark
segons la classificacio d’Ackerman, per tant, de nevus de superficie plana juncionals o
compostos que als nevus intradérmics. Aixo reflectiria que els subtipus morfologics de nevus
son edat-depenents i aixd és el que ha portat a formular les hipotesis de nevogénesi més
recents i que es basen en els patrons dermatoscopics morfologics dels nevus que més

endavant explicarem.

5.2. Bases moleculars de la nevogeénesi

5.2.1. Mutacions involucrades en la fase d'iniciacio i promocio o creixement dels nevus

A diferéncia del melanoma en que s'han fet estudis moleculars molt amplis, els estudis

moleculars que s'han fet en nevus melanocitics s'han restringit fonamentalment als gens

implicats de forma classica en la melanomagenesi.

Entre les principals alteracions genétiques en oncogens del melanoma de pell i mucoses

s'han descrit alteracions en ordre de freqliencia la mutacié del gen BRAF, en segon lloc de
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NRAS i, en tercer lloc, de c-Kit. En el melanoma uveal s’han trobat mutacions dels gens

GNAQy GNA11.

Pel que fa als nevus melanocitics, als nevus congénits s'han trobat especialment mutacions
de NRAS (encara que també de BRAF), als nevus adquirits tant comuns com displasics s’han
trobat mutacions de BRAF (encara que també de NRAS), als nevus blaus mutacions de GNAQ
i GNA11 (encara que també de BRAF) i als nevus de Spitz mutacions de HRAS (aquestes no

descrites en el melanoma) a part de mutacions de BRAF, de NRAS i altres (70) (figura 10).

Contrariament, no s’han descrit mutacions de c-Kit en nevus melanocitics (8).

Classification Mutations and Relative Frequency
Congenital nevi NRAS > BRAF

Spitz nevi HRAS > BRAF > NRAS
Acquired nevi BRAF > NRAS

Blue nevi GNAQ > BRAF

Figura 10. Resum de les mutacions més freqiients en nevus congenits, d’Spitz, adquirits i nevus blau (70).

En els nevus congénits, s'ha descrit una majoria de mutacions de NRAS per sobre de
mutacions de BRAF. No obstant, aquesta diferencia no queda tan clara si es miren tots els
nevus congenits en el seu conjunt, pero si si es separen els nevus melanocitics congénits
gegants dels de mida petita o mitjana. En aquest cas, el percentatge de positivitat per

mutacions NRAS és del 97% i el BRAF del 30%, respectivament.

En els nevus blaus, com hem dit la mutacié més freqlientment descrita és la de GNAQ, que
comparteixen amb els melanomes uveals. S'han descrit també percentatges baixos de
mutacions de GNA11, BRAF, NRAS, i una mica més alts de KRAS (aquestes també sense

contrapartida en el melanoma).

En el cas dels nevus de Spitz, encara que hi han diferéncies segons les séries i els criteris

emprats, sembla ser que als nevus de Spitz classics predominen, com ja hem dit, les
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mutacions de HRAS, a part de BRAF i NRAS mentre que és als tumors melanocitics spitzoides
on s'han descrit mutacions de BRAF i perdua bial-lelica de BAP-1 o altres mutacions menys

freqlients com les de ROS1, ALK o RET.

En el cas dels NMCA, existeix un clar predomini de mutacions de BRAF sobre les de NRAS,
encara que pocs treballs han estudiat diferéncies en la seva distribucié entre els diferents

subtipus de nevus. Desenvoluparem una mica més aquest tema en el proper subapartat.

En resum doncs, molts dels gens implicats en la patogénesi de diferents tipus de melanoma
(NRAS (HRAS), BRAF, GNAQ) també intervenen en les fases d'iniciacié/promocio de diferents
tipus de nevus melanocitics, pel que un camp important de recerca és coneixer quins
mecanismes els deriven habitualment cap a l'aturada de creixement i involucié o,

eventualment, cap a la transformacié maligna.

5.2.2. Mutacions de BRAF en els nevus melanocitics adquirits

BRAF és un component clau de la via de les MAPkinases, RAS/RAF/MEK/ERK, que intervé en
el creixement, la supervivencia i la migracio cel-lular. Les mutacions activadores d'aquesta
proteina condueixen a la hiperactivacié de la via i, com a conseqiéncia, a una proliferacié i
supervivencia cel-lular incontrolades. Un 5-7% de totes les neoplasies humanes sén
portadores d'una alteraci6 de BRAF. La mutacié més freqlient del gen BRAF és la que
condiciona la substitucié de valina per acid glutamic en la proteina codificada, en la posicié
600 (V600E), encara que es poden veure altres mutacions no tan comuns com la V600K, la

K601E o altres.

La mutacio V600/BRAF és la més freqlientment trobada en el melanoma (40-60% de tots els
subtipus de melanoma). Aixd passa predominantment en els melanomes desenvolupats
sobre pell sense dany solar cronic (pell exposada al sol de forma intermitent), que
constitueixen el subtipus més comu en la nostra poblacié. En aquest subtipus de melanoma,
també s'han detectat més rarament mutacions de NRAS (mutuament excloents respecte a
les de BRAF). Per contra, en formes menys comuns de melanoma, com els relacionats amb el

dany solar cronic o sense relacié amb la llum UV, la taxa de mutacions de BRAF és menor. La
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mutacio V600E/BRAF constitueix el 90% de les mutacions de BRAF descrites en el melanoma.
Amb aquesta premissa, s'han desenvolupat diversos inhibidors especifics de la proteina
V600E/BRAF (Vemurafenib, Dabrafenib) per al tractament de pacients amb melanoma
disseminat que han demostrat una alta taxa de resposta a més d'una prolongacié del
periode lliure de progressié i de la supervivencia global en comparacié amb la quimioterapia

estandard amb dacarbazina.

En aquest context, sent tan important la mutacié V600E/BRAF en el melanoma, com per a
poder ser utilitzada com una diana terapeutica, resulta sorprenent que les mutacions de
BRAF siguin comuns en nevus melanocitics benignes. Es pensa que les mutacions de BRAF
(generalment la V600E) sén molt importants per a la proliferacid de les cel-lules d'estirp
melanocitica. Aquesta mutacié formaria part dels esdeveniments inicials del creixement de
les lesions melanocitiques benignes. No obstant aixd, aquestes, amb el temps, detindrien la
seva proliferacid i romandrien com neoplasies benignes. En aquelles lesions en les que
tinguessin lloc mutacions posteriors successives i acumulatives, com, per exemple, la perdua
d'un gen supressor de tumors, tindria lloc la transformacié del nevus melanocitic amb
mutacié de BRAF a melanoma. Aquesta progressio s'ha definit com la “via de la proliferacid”.
Els segons estimuls necessaris per a la progressid de nevus a melanoma sén encara poc
coneguts. El terme "vies de senescéncia" descriu el comportament benigne d’aquells nevus
qgue haurien aturat la seva proliferacié, que es calcula que ocorre en el 82% dels nevus

melanocitics amb mutacions de BRAF.

Com ja hem comentat préviament, els NMCA sén el subtipus de nevus que més s’han
relacionat amb la mutaciéo de BRAF. No obstant, existeixen encara pocs treballs on s’hagin
estudiat la seva freqiiencia en els diferents subtipus, pero s’estima que la freqiiencia total
estaria al voltant del 79%. En els nevus melanocitics junturals del 66%, en els compostos del

46-53% i en els nevus intradérmics entre el 50-88%.

Els nevus displasics (o NCA), considerats classicament com majorment predisposats a la
transformacié a melanoma, es calcula que en un percentatge lleugerament superior al 50%
(20-80%, segons les series) es veuen mutacions de BRAF i en aproximadament un 5%,

mutacions de NRAS.
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Existeix certa controvérsia respecte al fet de que la mutacié de BRAF es tracti d’'una mutacid
inicial o més tardana en la nevogénesi. Aixo es degut a que alguns autors han descrit que els
nevus melanocitics BRAF+ son tumoracions policlonals en qué no totes les cél-lules son
portadores de la mutacid. Segons aquestes troballes, la mutacié de BRAF no representaria
un esdeveniment iniciador de la formacié del nevus, sind que actuaria com un procés
secundari, ja en 'etapa de promocié de la nevogenesi. No obstant, aquesta afirmacio també
ha estat objecte de debat. Altres autors creuen que aquesta suposada policlonalitat es
deuria a que 'especificitat de les tecniques de seqlienciacid directa del DNA del tumor no és
del 100% degut a la preséncia de contaminacié estromal que podria infraestimar el nombre
de célllules mutades. Aquests autors defensen que si s'utilitza una técnica
immunohistoquimica especifica per la deteccié de la mutaci6 BRAF/V600E (mitjancant
I'anticos VE1), si que s’observa d’'una manera uniforme en la majoria, sind totes, les cél-lules

gue constitueixen el nevus.

Hi han altres evidéncies que recolzen que si seria un esdeveniment inicial. En primer lloc,
gue es tracta d’'una mutacio freqiient en pacients joves i en lesions que estan en creixement.
També recolzaria aquesta teoria que s’hagi vist la mateixa mutacié en melanomes i nevus
contigus dels quals se suposa 'origen, que es tracta d’'una mutacié freqiient en melanomes
en fase de creixement radial des de la qual s’inicia el creixement vertical, aixi com el fet de

que sigui una mutacio que es conservi en les metastasis de melanoma.

5.2.3. La senescéncia com un possible mecanisme de I’aturada dels nevus melanocitics

adquirits

La senescencia cel-lular és aquell procés pel qual les cél-lules somatiques normals deixen de
dividir-se després d'un nombre finit de vegades. Actualment, es considera com una barrera
crucial en el procés de tumorogénesi i és controlada fonamentalment per gens supressors de

tumors com p53 i la proteina del retinoblastoma (pRB) (71).

Classicament s'ha descrit la senescéncia com un procés lineal, en el qual existiria un primer

bloqueig cel-lular (M1) en el qual intervindrien p16 (71) i p53. Si es supera aquest primer
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bloqueig (per exemple mitjancant I'addicié d'oncogens), les cél-lules continuen proliferant
fins a un segon stop, |'stop de crisi (M2). Aquest segon bloqueig cel-lular esta relacionat amb
I'escurcament telomeéric. Els telomers es troben al final dels cromosomes de les cél-lules
eucariotes i consisteixen en milers de repeticions d'una seqiieéncia curta d'ADN. Aquestes
seqliencies no es repliquen correctament en el procés normal de divisié cel-lular, de manera
gue els cromosomes tendeixen a escurcgar-se en cada divisié. El enzim telomerasa (hTERT) es
troba inactiu en la majoria de cel-lules somatiques, pero es reactiva en el 80-90% de cel-lules
canceroses humanes, mantenint la longitud dels telomers i vulnerant el segon stop del

procés de senescencia cel-lular M2 o crisi.

Encara que també s’ha descrit com una alteracié somatica freqlient al melanoma, CDKN2A
va ser el primer gen identificat associat a susceptibilitat genetica a melanoma quan es troba
mutat a la linia germinal. CDKN2A posseeix la propietat de codificar 2 proteines diferents,
p16 i p14ARF (figura 11). Les dues actuen com supressors de tumors i es troben mutades en
moltes neoplasies. pl16 i el seu substrat CDK4 actuen sobre pRB, elements crucials en la
senescencia cel-lular i, si es perden o alteren, en el desenvolupament de neoplasies, com per
exemple, el melanoma. p14ARF actua en una via diferent, la via de p53, mitjancant la
inhibici6 de HDM2, encarregada de reduir la quantitat i l'activitat de p53 (figura 12).
Recentment, s'ha descrit en ratolins knock-out per pl4ARF perd amb p53 conservada, la
importancia de p14ARF, de forma independent a p53, en la senescéncia dels melanocits, ja

que aquests ratolins desenvolupen rapidament melanoma.

CDKN2A
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Figura 11. Locus CDKN2A. Codificacié de 2 proteines diferents (p14 i p16) a partir de la seqlienciacié en exons

diferents.

TESI DOCTORAL SARA MORENO. UNIVERSITAT DE LLEIDA 2017



INTRODUCCIO 38

Normal human
fibroblasts (& others)

40-70 > Partial telomere
doublings attrition
DNA damage
response
/Senescenua depenent

ﬂ svioor EaE7 |0 ONCOgens

M1/ senescence
(Growth arrest)

20=30 further _ | Severe telomere
doublings attrition

repllctlva M2/ crisis
(Net growth arrest;

Chromosome

division & death) damage, aneuploidy

Spontaneous clonal
reactivation of
telomerase {or ALT)

IMMORTALITY

Figura 12 . El model de senescéncia cel-lular amb M1 i M2. SV40: indica el virus tumorogenic SV40 o la seva

part llarga T oncogénica. E6/E7: oncogens del virus del papil-loma huma 16 (72).

Els nevus melanocitics semblen ser una proliferacio clonal de melanocits que han parat el
seu creixement per alguna rad. Un possible motiu seria la senescéncia cel-lular. Dona suport
a la idea de que els nevus melanocitics sdn clones senescents el fet que cultius de melanocits
provinents de nevus, tinguin una vida més curta que els obtinguts de pell normal. A més, els
cultius de melanocits névics tenen caracteristiques citologiques propies de cél-lules
senescents (mida augmentada, morfologia estrellada, binucleacié ocasional). D'altra banda,
els NMCA presenten activitat telomerasa baixa o absent, mentre que esta augmentada en el

melanoma i en alguns nevus displasics (72).

D'altra banda, s’ha descrit que la transfeccié de BRAF/V600E indueix en melanocits humans
en cultiu I'expressié nuclear de p16. Aquests mateixos autors descriuen immunopositivitat
per pl6 en aproximadament el 80% dels nevus melanocitics i abséncia de la mateixa en els

melanocits normals de la pell adjacent (2).
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Contrariament, hi ha autors que pensen que els nevus no sén cél-lules senescents. Els autors
es basen en queé s’ha vist en alguns estudis que les cel-lules néviques presentarien un cert,
encara que molt baix nivell mitotic i serien cél-lules capaces de proliferar en diverses
situacions com I’embaras, per la irradiacié ultraviolada i després de I'excisié incompleta d’un
nevus. També s’ha publicat un estudi on es comparen diversos marcadors de senesceéncia
entre melanocits normals i melanocits transformats sense observar-ne diferéncies. Per tant,
segons aquests autors, si sembla clar que els nevus aturarien el seu creixement per alguna

rad, perd aquesta rad no seria la senescencia mitjancada per oncogens (73).

5.2.4. Alteracions moleculars dels nevus clinicament atipics o displasics

Actualment esta clar que el melanoma cutani pot sorgir tant a la pell normal com sobre un
nevus melanocitic previ congenit o adquirit, essent probablement més freqiient la primera
situacio (74, 75). No obstant, el model de Clark per a la progressié del melanoma, en qué el
melanoma es desenvolupa a partir de nevus melanocitics benignes a través de nevus
displasics (76,77), és un model util per analitzar en espécimens humans el paper de
molécules potencialment rellevants per la biologia dels tumors melanocitics (figura 13). En
aquest sentit, en els nevus displasics s’han estudiat i detectat algunes alteracions moleculars
que semblen reflectir una perdua de senescencia en relacié als NMCA, perd amb moltes

dades contradictories entre els estudis i significat clinic desconegut.
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Figura 13. El model de Clark. Descriu els canvis histologics que acompanyen la progressio des dels melanocits

normals al melanoma (77).

En un estudi de tot el genoma realitzat amb nevus comuns, displasics i melanoma van
observar moltes similituds en relacio a I'expressié de multiples gens implicats en la mitosi,
apoptosi i la regulacié de la transcripcio (78). Respecte a marcadors cel-lulars d’apoptosi com
el Bcl-2 o la survivina, no existeix suficient evidéncia per afirmar que els nevus displasics sén
més resistents a I'apoptosi que els nevus comuns. En relacié als marcadors de proliferacio
com Ki-67 i ciclina D1, els nevus displasics poden presentar taxes més altes que els NMCA

pero més baixes que el melanoma (79).

En relacié a la mutacié de gens supressors tumorals, s’ha vist com alguns nevus displasics
presentarien més mutacions de pl1l6 i p53 que els NMCA, pero, segons alguns autors, el
nombre de nevus examinats seria insuficient per determinar si aquesta troballa és real. En
relacio a I'expressid de pl6 sembla ser que si podria veure’s compromesa en alguns nevus

displasics per la delecié del gen (explicat més endavant).
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Les mutacions en p53, que es regula positivament per la senyalitzacié de dany de I'ADN i
promou l'apoptosi, es troben en més de 50% dels cancers i en menor mesura en el
melanoma. Diversos estudis, tant moleculars com immunohistoquimics, han investigat la

presencia de mutacions de p53 en nevus displasics amb resultats dispars.

En quant a perdues al-leliques de p16, s’ha vist que alguns nevus displasics poden albergar
delecions a la regid cromosomica 9p21 codificadora d’aquesta proteina supressora de
tumors. Es important tenir en compte que la manca de deteccié de mutacions en un gen no
és sinonim de la preséncia del gen i/o expressio de la proteina salvatge. Aix0 és a causa de
que les delecions poden produir-se en un al-lel (supressid hemizigotica) que no sera detectat
per meétodes de seqiienciacio amb PCR. En el context d’aquesta perdua d’heterozigositat, la
mutacié o pérdua de I'al-lel restant pot resultar en la pérdua de funcié o I'abséncia completa

de la proteina, que en el cas d'un gen supressor tumoral pot promoure la transformacié.

En aquest sentit, sembla ser que un subconjunt de nevus displasics presenten aberracions
genéetiques no vistes en NMCA, que inclouen la pérdua d’heterozigositat de les regions que
contenen el gen que codifica pl16. Si la perdua d’heterozigositat de p16 hemizigotica és
compensada per l'al-lel restant o té com a resultat la disminucié dels nivells de la proteina
segueix sent una pregunta oberta. Un estudi immunohistoquimic va trobar nivells més
baixos de p16 amb localitzacié nuclear en nevus displasics en comparaci6 amb nevus

comuns, encara que un estudi anterior va trobar nivells comparables de p16 en ambdés.

PTEN, que actua com un supressor de tumors, estaria immunoexpressat en la majoria de
nevus (aproximadament 60-70%) i absent en la majoria de melanomes; pero segons el

publicat no s’observen diferéncies significatives entre nevus displasics i NMCA.

La inestabilitat de microsatellits sembla que si es veuria en alguns melanomes i nevus

displasics, perdo no en NMCA.
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Per ultim, sembla ser que els nevus displasics poden mostrar nivells més alts d’estres
oxidatiu que els nevus comuns. No obstant, el paper de Il'estrés oxidatiu en el

desenvolupament i la progressié potencial dels nevus displasics no s'ha investigat.

5.3. Lainvolucié dels nevus melanocitics adquirits

La regressio espontania de tumors és un dels fenomens més fascinants i alhora intrigants
que es poden observar en medicina. Aquest rar succés ha estat descrit en practicament tots
els tipus de cancers, i freqlientment en neoplasies melanocitiques cutanies, tant benignes
com malignes, en quée el fenomen és més evident per la perdua de pigment (80, 81). En la
induccié del fenomen de regressié s'han implicat multiples mecanismes, entre els quals
destaquen la resposta immune, I'apoptosi, la inhibici6 de I'angiogenesi, la diferenciacié
terminal cel-lular i la crisi gendmica (82, 83). En el cas dels tumors melanocitics sembla que

el mecanisme immune és el que, per ara, s'ha relacionat d'una manera més consistent (80).

Tot i que la regressid parcial en el melanoma ocorre entre un 10 i un 35% dels casos, la
documentacié histologica de regressido completa és molt rara, amb una incidéncia estimada
d'un 0,22-0,27% (84, 85). Fins a la data, hi ha menys de 50 casos documentats, encara que
probablement estigui infradiagnosticada (86-88). Les séries més llargues de melanomes
xifren en aproximadament un 2,5-4% els casos de melanoma metastatics en els quals el
tumor primari és d'origen desconegut, el que fa intuir que molts d'aquests casos puguin
correspondre a melanomes que han patit un procés de regressié completa amb posterioritat

al procés de disseminacio (84, 86, 89).

Per contra, la regressido completa de nevus melanocitics és molt més freqient. Classicament,
la perdua de pigmentacio de les lesions melanocitiques s'ha associat a la presencia d'un halo
blanquinds perilesional. En els Jdltims anys s'han documentat mecanismes de
despigmentacio diferents a I'halo nevus, com per exemple, en nevus congenits gegants o

melanomes (84, 85, 88).

D'altra banda, la introduccié de la dermatoscopia digitalitzada, ha permes realitzar un

seguiment més estret dels pacients amb multiples nevus melanocitics, i millorar els
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coneixements morfologics de les lesions pigmentades, sobretot des d'un punt de vista
dinamic (90, 91). Gracies a aquest tipus d'aparells és possible disposar d'un control evolutiu
de les mateixes. D'aquesta manera, es poden apreciar canvis morfologics en els nevus, tant
transitoris com permanents, i és possible identificar mecanismes de despigmentacid

diferents a I'halo nevus, com comentarem posteriorment de forma més amplia.

Les caracteristiques essencials d'una lesié melanocitica que ha sofert un procés de regressié
espontania sén la substitucié de la poblacié cel-lular tumoral per un estroma fibrés amb
guantitats variables de melanofags, inflamacié i neovascularitzacié (84). Des d'un punt de
vista exclusivament histologic, quan la regressié és completa, és molt dificil determinar la
naturalesa biologica de la lesié previa, i en la majoria d'ocasions tan sols el desenvolupament

de metastasis en el seguiment posterior del pacient permet establir aquesta distincid.

5.3.1. Aportacions de la dermatoscopia a I'estudi de la nevogénesi i al seguiment evolutiu

dels nevus melanocitics adquirits

La utilitzacio de la dermatoscopia ha permes posar en dubte les teories classiques de I'origen
i evolucié dels nevus com la teoria de Unna. La classificacié dels nevus melanocitics adquirits
és una ciéncia que segueix evolucionant i, per tant, segueix sense haver-hi una classificacié
universalment acceptada. El que sembla que esta clar és que les teories classiques, que eren
teories basades en observacions histopatologiques no reflecteixen el caracter dinamic que
tenen els nevus. Feia falta un concepte integratiu de la nevogenesi i sembla que la

dermatoscopia ha permes aquesta integracio.

Aixi és com sorgeix la teoria dual de la nevogenesi (92) (figura 16). Segons aquesta, la
majoria dels nevus melanocitics a excepcid del nevus d’Spitz i el nevus blau poden ser
classificats segons 4 patrons utilitzant el dermatoscop: els nevus amb patré globular o en
empedrat, els nevus amb patrd reticular i els nevus amb patré mixt que es dividiria en dos:
nevus amb un patré globular o area marré sense estructura central i reticle periféric i nevus

amb un reticle o area marrd sense estructura central i globuls periféerics.
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Aquests patrons dermatoscopics presentarien una correlacid histopatologica, del tal manera
que (figura 14):

- Els nevus amb patré globular correspondrien a una proliferacié dérmica de grans nius de
melanocits.

- El patrd reticular reflectiria una proliferacid intraepidermica de melanocits amb una
elongacio regular de les crestes les quals es veurien més pigmentades gracies a un augment
dels melanocits a la capa basal i amb nius a la punta de la cresta.

- Els nevus amb patré mixt presentarien una proliferacié dérmica central i un component
més epidermic lateral. En el cas del patrdé globular o area marrd sense estructura central i
reticle periféric hi hauria una proliferacié central a la dermis papil-lar i un component
juncional bilateral (donant la imatge clinica d’ou ferrat). En els nevus amb reticle o area
marrd sense estructura central i globuls periférics hi hauria una proliferacié de nius a dermis
i epidermis i una proliferacié de grans nius juncionals bilateral que donaria lloc als globuls

periferics.

Globular/Cobblestone Mixed pattern with .
pattern Reticular pattern globular/structureless Mixed pattern with

areas in the center
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P e,

Centrally located nests of
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Figura 14. Els quatre patrons dermatoscopics més freqiients i la seva correlacié histopatologica. Els nevus
globulars/empedrat i els reticulars son proliferacions dérmiques i intraepitelials primaries respectivament. Els

nevus amb patré mixt revelen un component dérmic central i epidérmic lateral (92).

Aquests subtipus morfologics de nevus serien edat-dependents (figura 15). Aixi, els que

apareixen abans de la pubertat acostumen a presentar un patré globular. El patré mixt amb
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globuls periferics és més freqient durant la pubertat i adolescéncia. La majoria dels nevus
dels adults mostrarien un patré reticular o el patré mixt amb globuls centrals. Mentre que
els nevus en edats més avancades son tipicament nodulars i revelen I'aparenca tipica d’un
nevus intradérmic. La dermatoscopia en aquestes lesions no mostra cap estructura o a

vegades algun globul residual.

Childhood Adolescence Midlife Late adulthood

Figura 15. Patré dermatoscopic dels nevus relacionat amb I'edat (92).

Aguestes observacions, on hi ha una clara diferencia entre els patrons dermatoscopics,
sobretot reticular i globular, en funcié de I'edat, va portar als autors a proposar la hipotesi
de que la nevogenesi tindria lloc almenys per dos vies diferents (93) (figura 16). Una primera
via, la via constitucional o enddgena que donaria lloc als nevus amb patré globular amb
predomini de grans nius a la dermis, que serien nevus que apareixerien durant la infancia.
Estudis longitudinals han mostrat que la majoria d’aquests nevus mantindrien aquest patré
dermatoscopic mentre creixen de forma proporcional al creixement del nen. Un cop el nevus
s’ha estabilitzat, el nevus persistiria i adoptaria I'aparenca tipica d’'un nevus intradérmic.

Per altra banda, hi hauria la via adquirida que seria responsable de nevus amb un patré
predominantment reticular. Aquests nevus segurament derivarien de melanocits epidérmics,
els quals tindrien un cicle vital dinamic i podrien proliferar en resposta a factors com
I’exposicio a la radiacié ultraviolada. Aquest tipus de nevus tindrien la capacitat de proliferar

i presentar una migracié horitzontal al llarg de la membrana basal. Aquests nevus després de
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décades, podrien involucionar presentant una desaparicid gradual del pigment per

eliminacio transepidéermica de cel-lules apoptotiques.

Melanocytic nevi
|
| I

Endogenous Exogenous
(genetically determined) (UV radiation)
Globular or cobblestone Reticular

pattern pattern
Predominantly dermal Predominantly epidermal
melanocytes melanocytes
Migration vertical or immobile Migration horizental
Stable life cycle Dynamic life cycle

Figura 16. Resum esquematic de la teoria dual de la nevogénesi (93).

No obstant, no tots els autors estan d'acord amb aquesta teoria excessivament simplista i
s'ha descrit també que els nevus de patrd globular dels nens poden acabar tenint un patré

reticular.

Pel que fa al creixement dels nevus, la dermatoscopia ens ha permes tenir dades sobre
quines son les modificacions observades al llarg del temps en els nevus melanocitics comuns.
Un estudi va mostrar com la freqléncia de nevus en creixement era inversament
proporcional a I'edat, sent un fet relativament comu en pacients de menys de 20 anys i rar

en grups d’edat més grans (94).

També ha permes demostrar com el ribet de globuls periférics és una troballa freqlient en
nevus en creixement, observant-se en una de cada dos lesions (94). Aixo que ara ens sembla
evident, no ho era en el moment de la seva publicacid, ja que la preséncia de la corona
periférica de globuls s’havia interpretat com una caracteristica practicament patognomonica

del nevus de Reed.
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El fenomen d’involucié o desaparicié dels nevus també s’ha vist reflectit en alguns estudis
basats en dermatoscopia, principalment en pacients amb sindrome dels nevus amb atipia
clinica que segueixen un control dermatoscopic digital de les seves lesions melanocitiques
(95-97). No obstant, també esta descrit en pacients sense sindrome del nevus amb atipia

clinica, com un fenomen que pot esdevenir durant tota la vida i inclds durant la infantesa.

Alguns autors han proposat diferents vies d’involucié dels nevus segons els canvis en les
caracteristiques dermatoscopiques observades durant el seguiment digital (98) (figura 17).
La primera via seria mitjangant el fenomen de I’halo, per tant, un mecanisme immunomediat
pels limfocits T. Aquest seria el paradigma dels nevus melanocitics que pateixen una
regressio. La segona via seria la regressié amb I'aparicié d’estructures tipiques de regressié
com el peppering ("puntejat blau en pebre") i les arees de cicatriu blanca que es relaciona
histopatologicament amb la preséncia de melanofagia i fibroplasia, i la tercera via seria una
via sense cap d’aquestes dos caracteristiques anteriors, on clinicament s’observa un
fenomen de shading o esvaiment del nevus i en la que no esta clar quin seria el mecanisme

pel qual es produeix.

Aixi, el “shading”, “fading” o esvaiment de nevus melanocitics es defineix com el fenomen
que pateixen alguns nevus els quals desapareixen gradualment amb el temps, sense
presentar inflamacid macroscopica aparent. Els termes de esvaiment i involucid s'utilitzen
indistintament, perd haurien de diferenciar-se de regressid, que és un procés on hi ha
inflamacid i una resposta immunitaria evident. No obstant, malgrat que s’haurien d’utilitzar
de manera diferenciada, son termes que es barregen constantment quan fem referéncia a la

desaparicié dels nevus melanocitics (97).
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Figura 17. Diferents mecanismes de regressié o involucid dels nevus melanocitics. A la fila superior, el
fenomen de I'halo. A la fila central, regressié amb estructures tipiques (“peppering” i fibrosi). A la fila inferior,

fenomen d’autoinvolucié o “shading” (98).

En un altre estudi realitzat amb la intencié d’establir el valor de la dermatoscopia per
identificar possibles marcadors de regressi6 completa de lesions melanocitiques, varen
observar que existeix una gran variabilitat entre el temps de despigmentacid de les lesions i
les estructures morfologiques observades, el que suggeriria la implicacié de diferents

mecanismes en la regressié dels nevus melanocitics pendents de caracteritzar (95).

A nivell histopatologic, en un estudi en la mateixa linia de I'anterior (96), s’han intentat
definir les caracteristiques histologiques de regressié en un grup reduit de nevus que
presentaven una mitjana de temps de regressié completa rapida (mitja de 6,4 mesos). Van
observar que la preséencia d'una fibrosi que descriuen com delicada i de localitzacio
subepidermica i el predomini de limfocits T CD8 eren les caracteristiques histologiques més

significatives.
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Existeix un altre estudi que va tractar de caracteritzar I'immunofenotip de les cel-lules de
I'infiltrat inflamatori de nevus en halo i melanoma amb regressié en el que es van estudiar
les possibles diferéncies en marcadors classics (CD4 i CD8), de resposta citotoxica (granzima
B i TIA-1), en inhibidors de I'activitat de cel-lules T (FoxP3 i PD1) i en la preséncia de cél-lules
dendritiques plasmacitoides (CD123), aquests dos ultims grups implicats en la resposta
tolerogenica que s’encarrega de silenciar la resposta immune (99). Aquests autors van
observar que els marcadors de resposta citotoxica (TIA-1 i granzima B) serien més freqlients
en els halo nevus mentre que en el melanoma en regressié la proporcié CD123/TIA-1 seria
superior a 1 suggerint la preséncia d’'un mecanisme tolerogénic en aquests fenomen,
sobretot en les fases inicials. No obstant, els halo nevus també presentarien un augment de
la densitat de PD1, el que conjuntament amb les dades anteriors, indicaria la preséncia d’un
ambient immune més actiu que seria fortament contrarestat en els halo nevus en relacié al

melanoma.
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6. ANALISI IMMUNOHISTOQUIMIC PER A LA DETECCIO DE LA MUTACIO BRAF/V600E

La rapida i precisa deteccié de mutacions de BRAF en el moment del diagnostic de metastasi
en un melanoma és essencial per a una optima atencio al pacient a causa de |'existéncia dels
nous farmacs contra dianes terapeutiques que hem comentat en I'apartat 5.2.1. La técnica
gold standard per a la seva analisi és la seqlienciacid directa del DNA del tumor. Hi ha
disponibles altres técniques (totes d'analisi d'ADN), la majoria basades en PCR (PCR
guantitativa, seqlienciacid mitjancant locked Nucleic acid-PCR, piroseqlienciacid, assaigs
mitjancant tecnologia snapshot). La combinacié de diferents métodes és habitual. Cadascuna
de les técniques posseeix diferent sensibilitat, especificitat i costos. Requereixen
instrumental especialitzat costés, una técnica precisa i un control rigorés de qualitat, que no
és habitual trobar en molts laboratoris d'anatomia patologica. Per aquest motiu, moltes
vegades cal enviar el teixit tumoral a laboratoris especialitzats amb un obvi retard en el
diagnostic. L'analisi immunohistoquimic és una técnica ampliament utilitzada al laboratori.

Es més rapida, presenta una millor relacié cost-efectivitat i major sensibilitat.

El desenvolupament en els darrers anys d'un anticos monoclonal (VE1) que pot identificar
BRAF/V600E en un analisi immunohistoquimic de rutina, de mostres parafinades, pot

facilitar I'analisi molecular d'aquesta proteina per a fins diagnostics i pronostics.

Tot i que des de la primera publicacié d’aquesta tecnica I'any 2011 (100), sé6n multiples els
estudis que s’han anat publicant en la deteccié de BRAF/V600E en melanoma, s6n escassos

els que s’han fet en NMCA o nevus displasics (101-103).

Existeix un treball interessant que, utilitzant I'anticos VE1, mira la immunoexpressio de la
mutacié BRAF/V600E en nevus amb diferents patrons dermatoscopics i histologics,
observant que la preséncia de globuls versus reticle i la de creixement intradérmic o nius
junturals grans versus l'abséncia dels mateixos, s'associa clarament a la preséncia de la

positivitat per VE1 (104).
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Hipotesi 1: El numero de nevus infantils a I'area sanitaria de Lleida, la seva progressié amb
I'edat i la seva distribucié per arees anatomiques i génere és similar al observat en arees o
paisos del nostre entorn. Aquest niumero estaria relacionat amb factors constitucionals com
el fototipus i amb factors exogens com I'exposiciéd solar, les cremades solars i I'Us de

fotoprotectors.

Hipotesi 2: Els nevus melanocitics adquirits son proliferacions melanocitiques clonals, sovint
induides per la mutacié BRAF/V600E, que podrien haver aturat el seu creixement gracies a
I'activacid de molécules implicades en el procés de senescencia cel-lular (p16, p53, pRB i
hTERT). En els nevus melanocitics adquirits també s'ha demostrat una sobreexpressié dels
canals de calci de tipus T. Els patrons d'expressié d'aquestes molécules podrien ser diferents
en funcid del tipus de nevus melanocitic estudiat, tant segons la seva classificacié

histopatologica com dermatoscopica.

Hipotesi 3: L'analisi immunohistoquimic utilitzant un anticos anti-BRAF (VE1) per detectar la
preséncia de la mutacié BRAF/V600E en pacients amb nevus melanocitics i melanoma
primari i metastatic presentaria una bona especificitat i sensibilitat en comparacié a la

deteccid d'aquesta mutacié mitjancant seqlienciacié genética directa.

Hipotesi 4: La majoria dels fenomens de regressié observats en nevus en pacients amb
sindrome del nevus displasic difereixen de la regressio paradigmatica amb el fenomen d’halo
o de la regressié amb la preséncia d’estructures tipiques com el peppering/melanofagia o les
arees blanques de fibrosi. Pel contrari, es solen caracteritzar per presentar un temps mig de
regressid llarg i seguir una evolucié de tipus shading o esvaiment. Les caracteristiques
morfologiques a nivell histologic i la tipificacid del infiltrat inflamatori podrien ajudar a

definir criteris d’aquest fenomen.

TESI DOCTORAL SARA MORENO. UNIVERSITAT DE LLEIDA 2017






Objectius

TESI DOCTORAL SARA MORENO. UNIVERSITAT DE LLEIDA 2017






OBJECTIUS 57

1. Determinar en la poblacié pediatrica de I’'area Sanitaria de Lleida el numero de nevus
melanocitics adquirits, la seva distribucié anatomica i avaluar els factors constitucionals i
ambientals associats
A. Determinar el numero i distribucié anatomica dels nevus melanocitics comuns
adquirits en nens de tres grups d’edat diferents (4, 8 i 14 anys)
B. Recollir les caracteristiques de fototipus, color del cabell i dels ulls d’aquests nens
C. Investigar la historia d’exposicié solar dels nens (hores de sol/any i acumulades,
us correcte del fotoprotector, antecedents de cremades solars)
D. Investigar les diferéncies en el nimero de nevus segons edat, localitzacid
anatomica i génere
E. Analitzar la relacié entre el nimero de nevus amb els factors constitucionals dels

nens i amb les dades de la seva historia d’exposicid solar

2. Investigar la immunoexpressio diferencial en els nevus melanocitics adquirits de
marcadors de senescéncia, altres gens supressors tumorals, mutaci6 BRAF/V600E i canals
de calci de tipus T, segons la seva classificacid histologica i dermatoscopica
A. Investigar la sensibilitat i especificitat de I'estudi immunohistoquimic de I'estat
mutacional de BRAF en mostres parafinades de nevus melanocitics i melanomes
utilitzant un anticos anti-BRAF/V600E, usant com a control la preséncia de
mutacié demostrada mitjangant seqlienciacié directa del gen
B. Recollir una série de nevus melanocitics adquirits, amb un nimero proporcional
de nevus junturals, compostos, intradérmics i displasics, segons la seva
classificacio histologica
C. Classificar dermatoscopicament aquesta serie de nevus segons el patrd
dermatoscopic global i el patré dermatoscopic proposat per Iris Zalaudek (92)
D. Determinar les caracteristiques dermatoscopiques locals del nevus
E. Comparar entre si la classificacié histologica i les classificacions
dermatoscopiques
F. Avaluar la distribucié de les caracteristiques dermatoscopiques locals dels nevus

segons la seva classificacio histologica i les classificacions dermatoscopiques
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G. Valorar per immunohistoquimica l'expressié de marcadors de proliferacié i cicle
cel-lular (Ki67 i ciclina D1), marcadors de senescéncia (p16, p53, pRB i hTERT),
altres gens supressors tumorals (PTEN), mutacié BRAF/V600E i canals de calci de
tipus T (Cav3.1i Cav3.2)

H. Correlacionar les diferencies d’expressié dels biomarcadors immunohistoquimics
entre els diferents tipus de nevus melanocitics segons la classificacio histologica i

els dos tipus de classificacions dermatoscopiques emprades.

3. Estudi descriptiu del fenomen d’autoinvolucié en pacients amb sindrome del nevus
amb atipia clinica que es troben sota seguiment digital mitjan¢ant SlIAscopia
A. En una série amplia de pacients, revisar aquells que tenen nevus amb signes
d’autoinvolucié i recollir les seglients dades:
I.  Sexeiedat del pacient
Il.  Numero de nevus en autoinvolucid i localitzacié
lll.  Temps transcorregut en produir-se la despigmentacié
IV.  Caracteristiques obtingudes per SlAscopia de les imatges en color, de la
melanina total i de la melanina dérmica
B. Seleccid en els mateixos pacients d’'una serie petita de nevus en autoinvolucié a
extirpar. Estudi en els nevus extirpats de:
I.  Les caracteristiques histopatologiques
Il. Lexpressié immunohistoquimica de diferents marcadors immunologics,
d’apoptosi i mutacié BRAF/V600E
lll. Correlaciéd entre variables histopatologiques i immunohistoquimiques

seleccionades
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TREBALL 1: Epidemiologia dels nevus a la infancia a la Regio Sanitaria de Lleida

1.1. Disseny de I'estudi
Es va dissenyar un estudi transversal, que es va dur a terme entre abril del 2007 i setembre

del 2008.

1.2. Pacients

La poblacié a estudi comprenia nens de 4, 8 i 14 anys que vivien a la ciutat de Lleida
(Catalunya) o ciutats i pobles del voltant. Els nens van ser reclutats pels seus pediatres
d'atencié primaria quan assistien a la revisié medica de rutina del programa del nen sa. Es

van excloure pacients de raga negra.

1.3. Metodologia

Van participar vint pediatres d'atencio primaria de la Regio Sanitaria de Lleida. Es van dur a
terme per part de 2 especialistes en Dermatologia sessions de formacid abans de I'inici de
I'enregistrament de dades. Es varen mostrar i discutir un centenar d'imatges cliniques de

nevus melanocitics (comu, congénit, atipic, blau i halo nevus).

El mateix dia de la revisid medica del nen sa, el/la pediatre/a completava un qlestionari amb
els pares dels nens (per a nens de 4 i 8 anys) o amb els pares i fill/a (per a nens de 14 anys).
Se'ls va interrogar sobre el nimero d'hores d'exposicio al sol, la capacitat de bronzejar-se, el
fototipus, el nimero de cremades solars i I'Us de filtres solars (annex 1). Es va registrar el
color de cabell i ulls. Els pares van ser informats sobre I'estudi i es va sol-licitar el seu

consentiment.

1.3.1. Recompte de nevus

Es van definir com nevus melanocitics adquirits macules o papules pigmentades 22mm de
diametre, no congénites, de color marré-negre. Es va definir com nevus atipic aquell major
de 5mm amb una vora irregular i/o pigmentacié irregular. Es van excloure els nevus
congenits i nevus blaus. Per evitar qualsevol confusid entre nevus i efelides, es van

considerar només nevus amb un diametre >2mm. Les lesions maculars ubicades en zones
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fotoexposades amb una tendeéncia a la confluéncia i a la desaparicié durant I'hivern es van
considerar com efelides (105). No es va tenir en compte la diferenciacié del lentigen simple

amb el nevus melanocitic de la unié.

El dia de I'enquesta el pediatra examinava la pell dels nens buscant els nevus melanocitics
adquirits i registrant la seva mida. Es va excloure I'examen del cuir cabellut. Els nevus de 2-
4.9mm de diametre es van marcar amb el signe més (+) en una figura esquematica inclosa a
I'enquesta (annex 2). Els nevus 25mm es van registrar amb un cercle (o) i els nevus atipics
amb un quadrat (O0). Tots els nens amb nevus atipics o amb lesions equivoques van ser
revaluats al Departament de Dermatologia de I'Hospital Universitari Arnau de Vilanova
(Lleida). Es duia a terme una reunié mensual amb els pediatres d'atencié primaria per

discutir els casos dubtosos que van sorgir.

1.3.2. Caracteristiques constitucionals de pigmentacio

Es va recollir informacié sobre el color dels cabells (clar, fosc o pél-roig) i el color dels ulls
(clar o fosc). El color de la pell es va avaluar segons una escala de 7 graus en funcié del color
de la pell a la part interna dels bragos (blanc, marré clar, mitja, groguenc, fosc, quasi negre).
El patré de reaccié a I'exposicid al sol es va avaluar amb la pregunta: "Que li passa al seu
fill/a si ell/ella juga a la platja sense proteccid solar?" i es responia amb un d'aquests items:
es bronzeja molt, en general es bronzeja, generalment es posa vermell i algunes vegades es
bronzeja, sempre es posa vermell, no sap/no respon i sempre usa protector solar. D'altra
banda, la reaccidé habitual de la pell del nen a la llum solar es va registrar i es va classificar
com: sempre es crema, es crema gairebé sempre perd de vegades es bronzeja i gairebé
sempre es bronzeja i mai es crema. Aguesta pregunta es va afegir a |'anterior per evitar un
possible biaix a causa del sentiment de culpabilitat dels pares davant del metge si deien que

no aplicaven sistematicament crema solar als seus fills/es.

1.3.3. Recompte de nevus per regions anatomiques

El recompte de nevus es va fer tenint en compte les seglients 7 arees anatomiques: el cap
(es va excloure el cuir cabellut), el tronc, I'area coberta pel banyador (per la peca de baix del
banyador per a tots dos sexes), bracos (bracos i avantbracos), mans, cames (cuixes i cames) i

peus.
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1.3.4. Historia d'exposicio al sol i habits de proteccié solar

Per tal de calcular el numero total d'hores d'exposicié solar, es van contemplar 2 periodes
diferents de I'any (abril-juny i juliol-setembre, de les 10.00h fins a les 18.00h). Per al periode
d'abril a juny, es van considerar les seglients activitats: I'is de roba d'estiu o roba esportiva
(samarreta i pantalons curts/faldilla) per caminar a I’aire lliure, a I'escola (esbarjo i la classe
d'educacié fisica) i durant les activitats extraescolars a I'aire lliure. De juliol a setembre, es
van considerar les seglients activitats: hores que van passar a l'aire lliure amb roba d'estiu o
esportiva caminant, a l'escola i durant activitats extraescolars a l'aire lliure i hores amb
banyador a la piscina i/o la platja. L'exposicié al sol del periode d'octubre a marg¢ no es va
tenir en compte ja que, a la nostra regid, situada a l'oest i interior de Catalunya, el nimero

de dies assolellats durant aquests mesos és baix.

En quant a I'ds de protector solar, es va demanar als pares sobre el seu Us en certes
situacions: passejant a l'aire lliure amb samarreta i/o pantalons curts i a la platja/piscina.
També es va registrar la freqiieéncia de reaplicacié del protector solar i el factor de proteccié

solar.

1.3.5. Nombre de cremades solars
Es van registrar el niumero i la intensitat (sense o amb butllofes) de les cremades solars al

llarg de la vida dels nens.

1.4. Analisi estadistic
La descripcié de cada grup de nens inclou la mediana més el rang interquartil (o mitjana i
desviacié estandard) i les freqliéncies, per a les variables quantitatives i qualitatives,

respectivament.

La preséncia de qualsevol nevus melanocitic (és a dir, excloent els nevus atipics, ja que el seu
numero era molt baix en totes les cohorts: <1) es va analitzar per lloc anatomic i I'edat. Les
diferéncies en cada lloc anatomic per edat es van avaluar utilitzant el test x2 (o el test de
Fisher en preséncia de qualsevol freqglieéncia esperada inferior a 5), i si era significatiu, es van

calcular la odds ratio (OR) i els intervals de confianca del 95% (IC) per comparar els diferents
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grups d'edat (8 anys vs 4 anys i 14 anys vs 8 anys d'edat i, en cas de no obtenir resultat
significatiu, també la OR de 14 vs 4 anys d'edat). Es va utilitzar el mateix analisi per mirar
diferéncies en I'Us de proteccié solar. El test de Mann-Whitney (i la prova t si el suposit de
normalitat és cert) es va utilitzar per avaluar les diferéncies en el nimero de nevus

melanocitics entre els nens i nenes segons la seva localitzacié anatomica i edat.

Degut a la presencia de sobredispersid, es van estimar models de regressié binomial
negativa pel nombre de nevus melanocitics en cada grup d’edat, ajustats per sexe, tipus de
pell (I-1l vs. 11I-1V), Us de protector solar, i I’exposicié solar acumulada a platges i piscines, aixi
com en altres activitats a I'aire lliure. També es van proporcionar els coeficients i els seus
intervals de confianca del 95%. Els possibles factors de confusidé (canvis >20%) i els efectes
de la interaccio entre les variables explicatives van ser revisats, estratificant I'analisi en el cas

d'interaccions significatives.
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TREBALL 2: Immunoexpressid diferencial de marcadors de senescéncia, gens supressors de
tumors, BRAF/V600E i canals de calci de tipus T en nevus adquirits d'acord amb la seva

classificacid histopatologica i dermatoscopica

2.1. Material

2.1.1. Mostres de nevus melanocitics

Corresponen a una seérie de nevus melanocitics de pacients visitats a la seccid de
Dermatologia de I'Hospital Arnau de Vilanova que van ser seleccionats de manera
prospectiva durant el meu periode de Residéncia (2009-2013). La seleccio es va fer tenint en
compte l'orientacié diagnostica segons els criteris clinics de nevus juntural, intradérmic,
compost o atipic. No es varen incloure nevus localitzats a mans o peus. En tots els casos es
van realitzar fotografies cliniques (amb referéncia de la seva mida en mm) i
dermatoscopiques abans de practicar I'exéresi quirdrgica. Posteriorment, un cop estudiats
des del punt de vista histopatologic per 2 patolegs independents, es va realitzar una
redistribucio dels casos en els diferents subtipus histologics de nevus melanocitics, seguint
criteris uniformes preestablerts. La série final seleccionada estava composta per 80 bidpsies
[60 nevus melanocitics comuns adquirits (20 junturals, 20 compostos, 20 intradérmics) i 20

nevus displasics)].

2.1.2. Mostres de melanoma primari i metastatic

Es va utilitzar una série de biopsies de I'arxiu del Servei d'Anatomia Patologica i Genetica
Molecular de I'Hospital Universitari Arnau de Vilanova de Lleida (HUAV). Agquesta série
estava composta per 39 melanomes primaris (20 d'extensio superficial, 6 nodulars, 6 sobre
lentigen maligne, 6 lentiginosos acrals i 1 inclassificable) i 25 metastasi de diversa localitzacié
(10 cutanies, 10 ganglionars, 2 pulmonars, 1 d’epiplon, 1 suprarenal i 1 parotidia).

(Totes les mostres biologiques provinents de pacients varen estar obtingudes mitjangant

consentiment informat especific, aprovat pel CEIC del nostre Centre).
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2.2. Métodes

2.2.1. Recollida de dades

Els nevus que varen ser seleccionats per I'estudi se’ls hi va assignar una referéncia
identificativa. Per cada un d’ells es varen recollir les dades seglients: niumero d’historia
clinica, nimero de bidpsia, edat, sexe, localitzacié, area en mm? i classificacio histologica.
L’area en mm? es va calcular dividint la superficie total del nevus en figures geométriques

d’area coneguda i fent el sumatori.

Pel que fa a la localitzacid es van considerar els seglients grups: cap/coll, pectoral, abdomen,
esquena superior, esquena inferior, extremitat superior i extremitat inferior. Aquesta
localitzacié a la vegada es va classificar en dos grups com: area d’exposicié solar cronica o

intermitent.

2.2.2. Analisi de les imatges dermatoscopiques

L'estudi es va realitzar sobre fotografies dermatoscopiques de cada nevus per tres
observadors independents, especialistes en Dermatologia, sense informacié sobre la imatge
clinica de la lesid i el seu diagnostic histopatologic. Les diferents caracteristiques

dermatoscopiques observades varen ser recollides en una taula dissenyada préviament.

En primer lloc, es va valorar el patré dermatoscopic global, segons I'analisi de patrons que,
de manera simplificada, es va agrupar en les seglents categories: 1.Reticular.
2.Globular/empedrat 3.Reticulo-globular/empedrat. 4.Homogeni. 5.Esclat d’estrelles. 6.
Paral-lel. 7. Multicomponent (considerant com a tal aquell en que es combinaven 3 0 més
estructures dermatoscopiques en una lesid) 8. Inespecific (en el nostre treball es va definir
com a tal, el patrd caracteritzat per I'abséncia de pigment o preséncia Unicament de traces

de pigment marrd-gris que no permetia englobar-lo en cap dels patrons anteriors).

En segon lloc, els nevus varen ser classificats utilitzant la classificacié dermatoscopica
proposada per Iris Zalaudek (92) en qué es consideren el seglients patrons: 1. Patré reticular.

2. Patré globular/empedrat. 3. Patré mixte: patrd globular o area marrd sense estructura
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central i reticle periferic (GC/RP). 4. Patré mixte: reticle o area marrd sense estructura
central i globuls periférics (RC/GP).

En tercer lloc, es van recollir les caracteristiques locals dels nevus: 1. Reticle tipic/atipic. 2.
Globuls regulars/irregulars. 3. Projeccions radials regulars/irregulars. 4. Vel blau-blanquinés.
5. Arees de regressié. 6. Hipopigmentacié. 7. Despigmentacié. 8. Traces de pigment marré-
gris. 9. Taques de pigment simeétriques/asimetriques. 10. Vasos: en coma, en forquilla,

puntiformes, lineals irregulars i vasos i/o eritema dins d’estructures de regressio.

En els casos de discrepancia entre observadors, es va triar l'opci6 en qué dos dels
observadors estaven d'acord. Si hi havia discrepancies entre els tres observadors, el cas en

particular es va discutir fins arribar a un acord.

2.2.3. Disseny i construcciéo dels arrays matricials de teixit (TMA) amb les mostres de
melanoma

Es varen elaborar 2 TMA, un amb les mostres provinents de melanomes primaris i un altre
amb melanomes metastasics (apartat 2.1.2 de material) amb I'ajuda d'un instrument per a la
construccio dels Tissue Micro Arrays (Beecher Instruments TMA apparatus) (figura 18). Per a
la seleccié de les zones més representatives de cada tumor, es varen efectuar tincions
simples d'hematoxilina-eosina sobre els talls complets de les mostres obtingudes. Es va
utilitzar un sistema manual per a I'extraccié i insercié dels cilindres. La técnica va consistir en
prendre un petit cilindre del bloc de parafina de la mostra d'interes (bloc donant), segons el
mapa elaborat préviament sobre els talls tenyits, i inserir de manera precisa en un bloc
receptor de parafina (bloc "en blanc") adequadament perforat. Es varen utilitzar cilindres d'1
mm de gruix. L'homogeneitzacid de les mostres un cop introduides en el bloc receptor es va
realitzar mitjangant calor. Es va anotar la posicié de cada cilindre per poder identificar-los
posteriorment. D'aquesta manera, es va controlar la identificacido de cada cilindre, la seva

disposicio a la matriu i la determinacioé del nombre de mostres.
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Se utiliza
un Tissue
Arrayer
(Becher
instrument
,MD).

¢

| —

Se selecciona la zona de interés
del blogue de parafina dador.

Se obtienen cilindros del bloque dador y se dipositan en el bloque receptor.

Figura 18. Construccié de TMA.

2.2.4. Preparacio de les mostres de nevus melanocitics

La preparacid de les lesions melanocitiques benignes no es va poden realitzar mitjancant
TMAs ja que la seleccié de zones de 0,4 o0 1 mm de diametre en nevus junturals o displasics
corria el risc de no obtenir material representatiu, en especial, perdre el component
juntural, a part del problema que representa les reduides dimensions d’alguns d’aquests
tipus de nevus. L ‘estudi immunohistoquimic dels nevus, per tant, es va realitzar fent tincions

de les seccions completes.

Es van reconstruir blocs de parafina agrupant 5 mostres de cada nevus a cada bloc/lamineta
respectant la classificacio per subtipus histologics per tal d’optimitzar el metode

immunohistoquimic i reduir els costos.

2.2.5. Estudi immunohistoquimic de ki67, ciclina D1, p16, p53, pRB, hTERT, PTEN, VE1
(BRAF/V600E), Cav3.1i Cav3.2

Es varen practicar seccions de 3 micres de gruix dels blocs de parafina que es van deixar
assecar durant 16h a 5629C, es van desparafinar amb xile i es varen rehidratar mitjangant una
serie successiva de solucions amb una graduacio decreixent d'etanol per, finalment, rentar-

los amb PBS. El desemmascarament antigenic es va realitzar en una plataforma de DAKO,

TESI DOCTORAL SARA MORENO. UNIVERSITAT DE LLEIDA 2017



MATERIAL | METODES 69

anomenada PT Link. El PT link combina un bany amb solucions aquoses (contenen EDTA,
Tris-Hcl) a pH diferents (6-9pH) en funcié de I'antigen a recuperar amb elevades
temperatures (95-979C) durant aproximadament uns 20 minuts. Abans d'iniciar la tincio, es
va bloquejar la peroxidasa endogena.

A les mostres provinents de nevus melanocitics, es van emprar com anticossos primaris Ac
anti-Ki67, anti-ciclina D1, anti-p16, anti-p53, anti-pRB, anti-hTERT, anti-PTEN, anti-
BRAF/V600E (VE1), anti-Cav3.1 i anti-Cav3.2 en un interval de dilucions de 1:400 a 1:600 (la
dilucié dels Ac anti-p16, anti-p53, anti-RB i anti-Ki-67 ja s'havia determinat previament en el
nostre laboratori) (Annex 3). A les mostres provinents de melanomes, Unicament es va fer la
immunotincid de BRAF/V600E que, posteriorment, es va comparar amb el resultat de
I'estudi mutacional de BRAF.

Després de la incubacié dels esmentats anticossos primaris, la reaccié es va visualitzar amb
el Kit Envision Flex+ Detection (DAKO) emprant com a substrat el cromogen
diaminobenzidina (DAB). No obstant, la deteccié per IHC de VE1 es va realitzar sota les
condicions i plataforma de Ventana Medical Systems, Inc de Roche®(Arizona, USA). La prova
es va realitzar en un instrument de tincié IHC/ISH Benchmark XT amb un pretractament (Cell
Conditioning 1) durant 64 minuts, i I'anticos primari durant 16 minuts. La concentracié final
de la VE1 va ser ~ 12ug/ml. Per detectar la proteina es va utilitzar el Kit de deteccié de IHC
DAB OptiView. Les seccions es van tenyir amb hematoxilina i el reactiu Bluing Reagent
durant 4 minuts. Per mesurar el nivell de senyal de fons no especific, cada teixit també es va
tenyir amb un anticos monoclonal de ratoli (MOPC-211) [Control Negatiu (monoclonals),
Ventana Medical Systems, Inc]. Aquest anticos no esta dirigit contra cap epitop conegut

present en els teixits humans. Les seccions es varen contrastar amb hematoxilina.

Els resultats de la tinciéd immunohistoquimica varen ser avaluats per dos observadors seguint
criteris uniformes preestablerts. La immunoexpresié es va graduar de forma
semiquantitativa considerant el percentatge i la intensitat de la tincié. A cada mostra se li va
assignar una puntuacio histologica (histoscore) que oscil-lava des de 0 (tincié negativa) fins a
300 (maxima immunoreactivitat). La puntuacié es va obtenir aplicant la féormula seglient:
Histoscore = 1X (% tincié debil) + 2X (% tincié moderada) + 3X (% tincid intensa). La validesa
d'aquest sistema de puntuacid per avaluar els resultats de tincions immunohistoquimiques

ha estat demostrada préviament (106). Per assegurar la representativitat de les mostres
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observades en el TMA, es va realitzar una validacié mitjangant tincié aleatoria d'uns 30 casos

en els blocs d'origen.

En els nevus melanocitics junturals de patrd lentiginds en els que no es va poder identificar
teques neviques a la unié dermo-epidermica no es varen valorar les tincions dels marcadors
de proliferacié i cicle cel-lular (Ki-67 i ciclina D1) per la dificultat de diferenciar les céel-lules

neviques proliferatives dels queratinocits proliferatius de la capa basal epidermica.

2.2.6. Estudi mutacional de BRAF en nevus melanocitics i melanoma

Per a I'estudi mutacional de BRAF es varen seleccionar totes les mostres de melanoma
primari i metastasic (39 i 25 mostres respectivament) i 5 mostres de cada subtipus histologic
de nevus (juntural, compost, intradérmic i displasic), per tant, 20 nevus en total.

En els casos de melanoma que per motius assistencials s’havia determinat la preséncia de
mutacio de BRAF per Cobas, en el cas que el resultat fos negatiu, no es varen fer més estudis
i la mostra es va considerar negativa. En el cas que el resultat fos positiu, es va seqiienciar ja

que per Cobas no es pot distingir si la mutacié de BRAF és V600E o V60O0K.

En els melanomes en que va ser precis la determinacié de la mutacio per seqlienciacid i en
tots els nevus, aquesta es va realitzar de la manera segiient: I'ADN genomic va ser extret a
partir de biopsies fixades en formol i parafina. L'analisi de les mutacions es va dur a terme
mitjancant seqlienciacié directa dels productes generats mitjancant PCR amb encebadors
especifics dissenyats per cobrir els exons d'interes del gen BRAF (NM_004333). Els
encebadors de BRAF utilitzats varen ser I'ex6 15 50-TCA TAA TGC TTG CTC TGA TAG GA-30
(forward) i 50- GGC CAA AAA TTT AAT CAG TGG A-30 (reverse). Les condicions per a les
reaccions de PCR van ser les seglients: desnaturalitzacié a 952C durant 2 minuts, seguit de 35
cicles a 962C durant 30 segons, 552C durant 30 segons, 722C durant 30 segons i completat
amb una etapa d'extensio a 722C durant 10 minuts. Els productes d'amplificacié varen ser
purificats utilitzant el MinElute PCR Purification Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) i
sequenciats en ambdues direccions amb la parella d'encebadors originals utilitzant BigDye
v1.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA) en combinacié amb un seqienciador d'ADN ABI
PRISM 3100 DNA (Applied Biosystems).
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2.2.7. Correlacions entre les diferents variables estudiades

Es varen correlacionar les diferents variables en els seglients aspectes:

1.

10.
11.

Diferencies en les dades cliniques (edat, sexe, localitzacid, fotoexposicid i area en mmz)
entre nevus comuns i displasics.

Diferéncies en les dades cliniques (edat, sexe, localitzacid, fotoexposicid i area en mmz)
segons el patré dermatoscopic global.

Diferéncies en les dades cliniques (edat, sexe, localitzacid, fotoexposicid i area en mmz)
segons la classificacido dermatoscopica proposada per |. Zalaudek.

Comparacio entre les diferents classificacions (histologiques vs dermatoscopiques).
Avaluacié de l'associacid entre les caracteristiques dermatoscopiques locals i la
classificacio dermatoscopica per patrons globals.

Avaluacié de l'associacid entre les caracteristiques dermatoscopiques locals i la
classificacio dermatoscopica segons |. Zalaudek.

Avaluacié de l'associacié entre les caracteristiques dermatoscopiques locals i les
classificacions histologiques.

Diferencies d’'immunoexpressid dels biomarcadors segons el patré dermatoscopic global.
Diferencies d'immunoexpressié dels biomarcadors segons els patrons dermatoscopics
proposats per |. Zalaudek.

Diferencies d'immunoexpressid dels biomarcadors entre nevus comuns i displasics.
Diferencies d’immunoexpressio dels biomarcadors entre nevus junturals, compostos,

intradémics i displasics.

2.2.8. Determinacié de la sensibilitat i especificitat de I'estudi immunohistoquimic de

I’estat mutacional de BRAF en mostres parafinades mitjan¢ant I’anticos VE1, usant com a

control la preséncia de la mutacié demostrada per seqiienciacié directa del gen

Per aquest analisi es van incloure 64 melanomes (primaris i metastatics) i 5 nevus de cada

subtipus tal i com s’ha explicat a I'apartat 2.2.6.

En el cas dels melanomes, es van considerar com a negatius des del punt de vista molecular

els casos negatius per la mutacié de BRAF i els portadors de la mutacié V600K.

L’avaluacié de I'associacio entre la positivitat/negativitat de V600E mitjancant PCR i els seus

nivells d’expressié per immunohistoquimica es va realitzar amb el test parametric t-Student i

no parametric test Mann-Whitney.
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La determinacié d'un punt de tall en [I'escala histoscore per a discriminar la

positivitat/negativitat de V60OE es va realitzar mitjangant ODratios.

2.2.9. Analisi estadistic

Per garantir una poténcia estadistica del 80% (beta=0,2) i poder detectar diferéncies quan
aquestes siguin, com a minim del 58% a |'escala Histoscore, utilitzant per a aixd una prova t-
Student amb un error de tipus | del 5% (alfa = 0,05), es va utilitzar una mida mostral de 60
nevus comuns i 20 displasics.

En primer lloc, es va realitzar un estudi d'especificitat i sensibilitat de la deteccié
immunohistoquimica respecte la mutacié BRAF/V600E en seccions histologiques de nevus i
melanomes establint com a control el resultat de I'analisi mutacional de les mateixes
mostres mitjancant seqiienciacid genetica directa. Per a aix0, es van utilitzar els mateixos
casos de melanoma seleccionats per al projecte FIS P112/00260 (2013-2015), on ja s’havia
justificat la mida mostral. Per a I'analisi de sensibilitat i especificitat es va obtenir la taula de
freqliencies creuada a partir de la qual es va estimar la proporcié de positius per
immunohistoquimica en els veritables positius (sensibilitat) i la proporcié de negatius en els
veritables negatius (especificitat), aportant una estimacio dels intervals de confianca.

En segon lloc, es van estudiar les diferencies en els nivells d'immunoexpressié observats per
als diferents marcadors de senescencia segons la preséencia o absencia de la proteina mutada
BRAF/V600E i també segons les caracteristiques cliniques, histologiques i dermatoscopiques
dels nevus melanocitics. Es van realitzar analisis estadistics descriptius habituals (mitjana,
mediana, desviacid estandard i rang) i es van mesurar les diferéncies a nivell absolut i a nivell
relatiu (fold-change). Es va avaluar la significacid estadistica per dades continues a partir de
la prova parameétrica t-Student i la no parametrica de Mann-Whitney per comparar dues
condicions. La prova parametrica ANOVA i la prova no parametrica de Kruskal-Wallis, en el
cas de comparacié de més de dues condicions. Es va avaluar la significacié estadistica per
dades discretes mitjangant taules de contingencia les quals van ser analitzades amb la prova
d’independéncia de Pearson (x?) o el test exacte de Fisher.

Tots els analisis estadistics es van realitzar mitjancant el paquet estadistic R, fixant un nivell

de significacio del 5% (alfa = 0,05).
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TREBALL 3: Estudi del fenomen d’autoinvolucio

3.1. Material

3.1.1. Seleccid de pacients

La font d’informacié comu per als diferents subapartats de |‘estudi del fenomen
d’autoinvolucid van ser els pacients amb sindrome del nevus amb atipia clinica que es
trobaven sota seguiment digital amb el sistema de SlAscopia al Servei de Dermatologia de

I’Hospital Arnau de Vilanova de Lleida recollits des d’abril del 2007 fins juliol del 2014.

3.1.2. Mostres de nevus
A) Casos. Es van seleccionar de manera aleatoria 14 nevus adquirits que presentaven signes
d’autoinvolucid/regressié de pacients que seguien control digital mitjancant SlAscopia,

després d'obtenir el seu consentiment informat.

B) Controls. Per tal de poder realitzar un analisi comparatiu sobre les caracteristiques
immunohistoquimiques de linfiltrat inflamatori i de les cel-lules néviques del casos de
I'estudi amb un grup control, es van seleccionar 11 nevus melanocitics escollits de forma

aleatoria de I'arxiu d'imatges del Servei de Dermatologia de I'Hospital Arnau de Vilanova.

3.2. Métodes

3.2.1. Estudi descriptiu segons imatges de SlIAscopia del fenomen d’autoinvolucié en
pacients amb sindrome del nevus amb atipia clinica que es troben sota seguiment digital

en aquest sistema

A) Disseny de I'estudi
Descriptiu transversal.
Es van recollir el nUmero total de pacients registrats en SIAscopia des d’abril del 2007 fins

juliol de 2014. Es van excloure de I'estudi els pacients amb mapes regionals, on només es
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representaven una o unes poques arees anatomiques i els nevus congenits gegants. Es varen
excloure de l'estudi aquells pacients que presentessin un seguiment inferior a 3 anys.
Finalment, també es van excloure els abandonaments, excepte els casos amb més de 3 anys

de seguiment.

D’aquest total resultant, es van seleccionar tots els nevus que presentessin signes
d’autoinvolucid/regressié a I'inici o durant el seguiment. Es van excloure aquells nevus en els
que el pacient referia un antecedent traumatic. Es van recopilar tots els siagrafics

corresponents de cada nevus.

Totes les lesions que van mostrar indicis suficients d’atipia clinica i/o dermatoscopica o
canvis sospitosos en el seguiment van ser extirpades. No es van extirpar aquelles en que el
procés de despigmentacid es va realitzar de manera gradual sense augment del diametre ni

aparicié d’estructures noves, fent un seguiment estret dels pacients.

B) Recollida de dades
I.  Sexeiedat del pacient
Il.  Numero total de nevus registrats durant el seguiment
lll. Dades cliniques recollides de manera protocol-litzada en pacients en seguiment
digital amb SlAscopia: fototipus, color del cabell, color dels ulls, antecedents
personals de melanoma, antecedents personals de cancer cutani no melanoma,
antecedents familiars de sindrome del nevus amb atipia clinica, antecedents familiars
de melanoma, exposicid solar a la infancia i edat adulta, exposicié UV artificial,
nimero de cremades a la infancia i edat adulta, Us de fotoprotector a la infancia i
edat adulta.
IV. Numero de nevus que presenten signes d’autoinvolucid/regressio progressiva
V. Localitzacié anatomica de cada nevus amb signes d’autoinvolucié/regressio
VI. Data d’inici i final de I'autoinvolucié/regressid. El criteri que es va utilitzar per decidir
que un nevus amb autoinvolucid/regressi6 parcial ja havia acabat
d’autoinvolucionar/regressar va ser que en un periode de 6 mesos no s’objectivessin

nous canvis.
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VII.

Caracteristiques obtingudes per SlAscopia de les imatges en color, de la melanina

total i de la melanina dérmica. Es van recollir en una taula les seglients dades:

Desaparicio total o no del nevus

Patré dermatoscopic estructural predominant. Es va considerar el patré
globular, patré reticular, patré homogeni, patré paral-lel, patré6 combinat (dels
anteriors) i altres.

Percentatge de despigmentacié. Es va considerar el percentatge de
despigmentacio respecte a la imatge inicial, en rangs de 10 (0%, 1-10%, 11-20%,
21-30%, 31-40%, 41-50%, 51-60%, 61-70%, 71-80%, 81-90%, 91-100%).

Tipus de despigmentacié (homogénia o heterogenia). Es va considerar com
despigmentacido homogenia aquella que s’iniciava per la periferia del nevus. Els
nevus que no complien aquesta caracteristica es van classificar com
despigmentacio heterogenia (95).

Preséncia de fibrosi, punts blau-grisos, halo i/o estructures vasculars. Es va
registrar si a I'inici o durant el seguiment es va apreciar despigmentacio blanca
tipus cicatriu (fibrosi), punts blau-grisos (melanofagia), la preséncia d’halo clinic
i/o dermatoscopic i I’aparicio d'estructures vasculars (proliferacié vascular).
Disminucié de la melanina total i disminucié de la melanina dérmica. Es va
registrar si durant el seguiment es va apreciar disminucié quantitativa de la
melanina total i dérmica.

Canvi de color de la melanina dérmica. La melanina que s’observa en el siagrafic
de la melanina dérmica presentara un color o un altre en funcié de la seva
profunditat en aquest ordre de superficial a profunda: verd clar, blau clar, blau
fosc, lila i vermell. Es va registrar si durant el seguiment es van apreciar canvis en

el color d’aquesta i quin era aquest canvi.

3.2.2. Estudi descriptiu de les caracteristiques dermatoscopiques, estudi histopatologic i

immunohistoquimic dels nevus en autoinvolucié

A) Disseny de I'estudi
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Descriptiu prospectiu. Es varen seleccionar un total de 14 casos i 11 controls (veure apartat

3.1.2).

B) Descripcio de les caracteristiques dermatoscopiques

Es recull en una taula:

Patré estructural majoritari del nevus (reticular, globular, homogeni, combinat,

altres)

Tipus i percentatge de despigmentacié (comentat a I'apartat 3. 2. 1. B, VII)

Caracteristiques dermatoscopiques de regressié/autoinvolucié (comentades a

I'apartat 3.2.1. B, VII)

C) Descripcio de les caracteristiques histologiques

Es descriuen els fenomens histologics observats en tincions convencionals d'hematoxilina-

eosina. Es recullen les dades seglents:

VI.
VII.
VIII.

Subtipus histologic del nevus (juntural, compost, intradérmic o displasic)
Quantitat de nevus present. Es va utilitzar la tinci6 amb melan-A per fer la

valoracié i es va quantificar mitjancant una escala gradual de 0 a 3 (O:

gens/1:poc/2:moderat/3:molt).

Infiltrat inflamatori

e Quantitat*

e Distribucié (parxejat, focal, continu)
Melanofagia

e Quantitat*

e Distribucié (parxejada, focal, continua)
Fibrosi

e Quantitat*

e Tipus (laminar, delicada, compacta)(96)

e Preséncia d’accentuacid subepidérmica: si/no

Augment de vasos
Apoptosi de cél-lules tumorals

Atrofia epidermica
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*En relacio a la quantitat d’infiltrat inflamatori, melanofagia i fibrosi es va valorar en una
escala gradual tenint en compte el percentatge que ocupava el parametre en qilestié en
relacio al total de I'area de la seglient manera:

e 0=absent

e 0.5=moltlleu

o 1=lleu

e 1.5 =moderat

e 2-=intens

e 3 =moltintens

D) Preparacio de les mostres de nevus melanocitics
L'estudi immunohistoquimic dels nevus es va realitzar fent tincions de les seccions

completes.

E) Estudi immunohistoquimic de CD3, CD4, CD8, FoxP3, PD1, Granzima B, TIA-1 i CD123,
Casp3Ai VE1 (BRAF/V600E).

Les immunotincions d’aquests marcadors es van realitzar seguint les mateixes directrius que
en I'estudi de biomarcadors de senescéncia, BRAF/V600E i canals de calci (apartat 2.5). La
immunotinciéo de Casp3A i VE1 (BRAF/V600E) es va avaluar mitjangant histoscore, també
definit a I'apartat 2.5 de I'anterior estudi. La valoracioé de la tincié dels antigens T (CD3, CD4 i
CDS8), FoxP3, PD1, Granzima B, TIA i CD123 no es va realitzar mitjancant un histoscore, sind
considerant Unicament el percentatge de tincio respecte al total d’infiltrat inflamatori (pero

no la seva intensitat).

F) Correlacions entre algunes variables escollides

I. Diferéncies en les caracteristiques histologiques (intensitat infiltrat, melanofagia i

fibrosi, tipus fibrosi, accentuacié subepidérmica, atrofia epidérmica i augment de

vasos) entre els casos i els controls.
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Il. Diferéncies d’'immunoexpressié dels diferents biomarcadors (CD3, CD4, CD8, TIA1,
FoxP3, CD123, PD1, granzima B) entre casos i controls.
e Diferéncies en la ratio CD123/TIA-1 entre els casos i controls.
lll.  Correlacié entre la immunoexpressié de la caspasa-3 activada i:
e laintensitat de l'infiltrat inflamatori en els casos i els controls.
e (D3, CD4, CDS8, TIA1, FoxP3, CD123, PD1, granzima B en els casos i els

controls.

G) Analisi estadistic

Es van realitzar analisis estadistics descriptius habituals (desviacié estandard o la freqiiencia
absoluta i percentatge, segons el més convenient) de les dades discretes i continues. Es van
avaluar les diferéncies en les caracteristiques histologiques entre els casos i els controls
mitjancant la prova no parametrica de Mann-Whitney per dades continues i el test exacte de
Fisher per a dades discretes. Les diferencies d'immunoexpressio dels diferents biomarcadors
entre casos i controls es van avaluar mitjancant la prova no parameétrica de Mann-Whitney.
Les correlacions entre la immunoexpressié de la caspasa-3 activada i la intensitat de
I'infiltrat inflamatori; els biomarcadors o el ratio CD123/TIA-1 en els casos i els controls es
van realitzar calculant els coeficients de correlacié de Pearson.

Tots els analisis estadistics es van realitzar mitjancant el paquet estadistic R, fixant un nivell

de significacio del 5% (alfa = 0,05).
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TREBALL 1: Epidemiologia dels nevus a la infancia a la Regio Sanitaria de Lleida

Durant l'estudi, van ser examinats 369 nens entre abril de 2007 i setembre del 2008. Les

caracteristiques demografiques i cliniques de la poblacioé d'estudi es recullen a la taula 2.

Taula 2. Caracteristiques cliniques i demografiques de la poblacié a estudi (N=369)

Variable

n

4 anys
182

8 anys
125

14 anys
62

Raga caucasica

170 (93,4%)

116 (92,8%)

61 (96,8%)

Sexe Home 97 (53,3%) 59 (47,2%) 32 (50,8%)
Dona 85 (46,7%) 66 (52,8%) 30 (49,2%)
Nevus* Total 1(3) [0-17] 5(7) [0-40] 10(20) [0-84]
25mm 0(0) [0-2] 0(0) [0-3] 0(0) [0-8]
Atipics 0(0) [0-4] 0(0) [0-1] 0(0) [0-1]
Color ulls Clar 34 (18,7%) 21 (16,8%) 15 (23,8%)
Fosc 148 (81,3%) 104 (83,2%) 48 (76,2%)
Color cabell Clar o pél-roig 93 (51,1%) 51 (40,8%) 22 (34,9%)
Fosc 89 (48,9%) 74 (59,2%) 41 (65,1%)
Fototipus I-1l 22 (12,1%) 17 (13,6%) 15 (23,8%)
n-1v 160 (87,9%) 108 (86,4%) 47 (76,2%)

Exposicio solar Acumulades (al llarg de la vida) 1344 (982) 3192 (2068) [686- 5530 (3796) [946-
(hores)* [48-5232] 10098] 18340]
Percentatge d’hores a platges 19,1 (21) 24,3 (19) 24,5 (20,6)
/piscines* [0-100] [0-65,6] [2,9-54,8]
Anual [mitjana hores/anuals (DE)] 387,6(223,4) 450,8(217,8) 456,5(242,4)
Us de Cada 2 hores 119 (65,4%) 69 (55,2%) 26 (41,3%)
fotoprotector FPS 215 155 (85,2%) 102 (81,6%) 55 (87,3%)
Cada 2h and FPS215 106 (58,2%) 60 (48%) 24 (38,7%)
Numero cremades Lleu-moderada (dolorosa) 7 (3,8%) 8 (6,4%) 22 (33,9%)
(freqiiencia, %) Severa (butllofes) 2(1,1%) 0 (0%) 2 (3,2%)

Es mostren freqliencia absoluta i percentatge o mitjana, mediana i rang segons el més convenient. FPS: factor

de proteccio solar; DE: desviacié estandard

A continuacid es descriuen els resultats relacionats amb la caracteritzacié de la nostra
poblacidé pediatrica en termes de prevalenga de nevus, habits d'exposicio solar i factors

constitucionals.
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1.1. Recompte total de nevus i distribucio regional dels nevus

La mitjana del nUmero de nevus per a tots els grups va ser de 6 (rang 0-84). La distribucid per
edat, nUmero de nevus grans i nevus atipics es mostren a la Taula I. En resum, el nimero de

nevus atipics i nevus >5mm va ser baix per als 3 grups d'edat, amb una mitjana inferior a 1

en totes les cohorts.

La distribucié regional dels nevus va ser la seglient: 106 nens tenien nevus al cap, 241 al

tronc, 27 a la zona del banyador, 108 als bracos, 10 a les mans, 117 a les cames i 14 als peus

(Taula 3).

Taula 3. Preséncia de nevus en cada area anatomica estratificat per edat

Area anatomica

Edat

Preséncia de nevus

Diferéncies

4 31(17,0%) Test X’ p=0,000005:

Cap 8 48(38,4%) OR (8 vs. 4) = 3,0, 95% IC=[1,73, 5,35]
14 27(43,5%) OR (14 vs. 8) = 1,2, 95% I1C=[0,63, 2,40]
4 80(44,0%) Test X* p<0,000001:

Tronc 8 105(84,0%) OR (8 vs. 4) = 6,7, 95% 1C=[3,72, 12,35]
14 56(90,3%) OR (14 vs. 8) = 1,8, 95% 1C=[0,64, 5,71]
4 11(6,0%)

Area del banyador 8 14(11,2%) Test de Fisher p=0,108
14 2(3,2%)
4 35(19,2%) Test X’ p<0,000001:

Bragos 8 48(38,4%) OR (8 vs. 4) = 2,6, 95% IC=[1,51, 4,54]
14 35(56,4%) OR (14 vs. 8) = 2,1, 95% IC=[1,07, 4,05]
4 1(0,5%) Test de Fisher p=0,021129:

Mans 8 6(4,8%) OR (8 vs. 4) = 9,1, 95% 1C=[1,08, 421,15]
12 3(4,8%) OR (14 vs. 8) = 1,0, 95% IC=[0,16, 4,92]
4 40(22,0%) Test X’ p=0,000001:

Cames 8 41(32,8%) OR (8 vs. 4) = 1,7, 95% 1C=[1,00, 2,99]
14 36(58,1%) OR (14 vs. 8) = 2,8, 95% IC=[1,44, 5,58]
4 5(2,7%)

Peus 8 6(4,8%) Test de Fisher p=0,504
14 3(4,8%)

Es mostren la freqiiencia absoluta i percentatge. OR: odds ratio; IC del 95%: interval de confianc¢a del 95%

Quan es va analitzar la densitat de nevus (nUmero de nevus/area anatomica) dins de cada

grup d'edat, es van observar diferencies significatives en la distribucié dels nevus entre les
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diferents arees, és a dir, trobavem almenys una zona amb una densitat de nevus

estadisticament diferent de les altres. El tronc va ser I’area anatdmica on els nevus eren més

comuns i també va ser la regié que va mostrar un augment més rapid en el nimero de nevus

amb I'edat (figura 19).

Comman MN count
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Figura 19. Comparacié entre el nimero de nevus/area anatomica dins de cada grup d'edat (4, 8 i 14 anys

d'edat). Es mostra la distribucié de la mediana i rang interquartil del nimero de nevus en cada grup d'edat

d'acord a I'area anatomica. SWA: swimwear area (area del banyador).

Quan es va analitzar la densitat de nevus (nUmero de nevus/area anatomica) dins de cada

area, a la recerca de diferencies entre els diferents grups d'edat, es van trobar diferencies

significatives en el cap, el tronc, els bracos i les cames, observant-se un creixent nimero de

nevus amb |'edat (Taula 4).
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Taula 4. Densitat de nevus melanocitics per area anatomica i edat en la mostra de nens de 4, 8 i 14 anys

d'edat.
. Mitjana de nevus/area Mediana nevus /area
Area anatomica Edat Diferencies
anatomica (DE) anatomica (RIQ) [min-max]

4 0,3(0,8) 0 (0-0) [0-5]

Cap 8 1,08 (2,32) 0(0-1) [0-20] p=0,0000005
14 1.87 (3.31) 0 (0-2) [0-13]
4 0.38(0.99) 0(0-2) [0-8]

Tronc 8 3,6 (3,6) 2(0-5) [0-17] p<0,0000001
14 8,92 (8,98) 5 (2,25-14,75) [0-38]

. 4 0,06 (0,24) 0(0-0) [0-1]

Area del

banyador 8 0,17 (0,53) 0(0-0) [0-3] p=0,08679
14 0,06 (0,40) 0(0-0) [0-3]
4 0,38(0,99) 0 (0-0) [0-5]

Bragos 8 0,97 (2,02) 0(0-1) [0-17] p<0,0000001
14 4,05 (6,04) 1,5 (0-5,75) [0-26]
4 0,01 (0,07) 0(0-0) [0-1]

Mans 8 0,06 (0,26) 0(0-0) [0-2] p=0,05487
14 0,05 (0,28) 0 (0-0) [0-2]
4 0,43 (1,18) 0 (0-0) [0-9]

Cames 8 0,87 (2,47) 0(0-1) [0-20] p=0.0000001
14 2,10 (3,63) 1(0-2) [0-20]
4 0,03 (0,16) 0(0-0) [0-1]

Peus 8 0,05 (0,21) 0 (0-0) [0-1] p=0,6298
14 0,05 (0,28) 0 (0-0) [0-2]

DE: desviacio estandard; RIQ: rang interquartil.

La figura 20 i la Taula 5 mostren la mediana i la mitjana del recompte de nevus per cada area
anatomica estratificat per edat i sexe. L'analisi estadistic va mostrar diferéncies significatives
en la distribucié dels nevus només en el grup de nenes de 8 anys d'edat on hi havia un major

numero de nevus a les cames.
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Figura 20. Distribucié de nevus melanocitics (MN) segons la densitat per area anatomica, I'edat i el sexe en
una mostra de nens de 4, 8 i 14 anys d'edat. Es mostren la mediana i rang interquartil dels nevus per a cada

area anatomica, estratificada per edat i sexe. SWA: swimwear area (area del banyador).

Taula 5. Densitat de nevus melanocitics per area anatomica, edat i sexe en la mostra de nens de 4, 8 i 14 anys

d'edat. DE: desviacié estandard; RIQ: rang interquartil.

Area Nens Nenes
anatomica IIEIM Mediana (RIQ) [min-max]  Mitjana (DE) Mediana (RIQ) [min-max]  Mitjana (DE) vaterp
¢ 0,0(0-0) [0-5] 03(038) 0,0 (0-0) [0-4] 03(08 055
Cap 8 0,0 (0-2) [0-20] 1,5(3) 0,0 (0-1) [0-7] 0,7 (1,3) 0,17
14 0,0(0-2,3) [0-12] 2(3,3) 0,0 (0-1,8) [0-13] 1734 071
¢ 0,0(0-1,3) [0-4] 08 (1,1) 0,0(0-2) [0-8] 11(17) 081
Tronc 8 3 (1-5,5) [0-17] 3,8(3,7) 2 (1-4) [0-17] 3,3(3,5) 0,41
e 6 (3-18,3) [0-38] 11,1(10,2) 4 (2-9,8) [0-26] 6,6 (6,9) 0,063
A 4 0,0(0-0) [0-1] 01(02) 0,0 (0-0) [0-1] 0,1(0.2) 0,93
Area del
banyador 8 0,0(0-0)[0-3] 02(0,7) 0,0 (0-0) [0-2] 0,1(0,4) 0,19
14 0,0(0-0) [0-3] 0,1(0.6) 0,0 (0-0) [0-0] 0(0) 017
4 0,0 (0-:0) [0-5] 04 (1) 0,0 (0-0) [0-5] 0.4 (1) 021
Bragos 8 0,0 (0-1) [0-8] 0.8(1,6) 0,0 (0-2) [0-17] 1(2,3) 0,33
14 2,5 (0-5,5) [0-22] 4,7 (6,5) 1(0-6) [0-26] 3,7 (5,7) 0,59
4 0,0(0-0) [0-4] 0(0) 0,0 (0-0) [0-1] 0(01) 0,29
Mans 8 0,0 (0-0) [0-2] 0,1(0,2) 0,0(0:0) [0-1] 0103) EY
14 0,0 (0-0) [0-1] 0,1(0,2) 0,0 (0-0) [0-2] 0,1(0,4) 0,64
4 0,0 (0-0) [0-7] 0,4 (1,1) 0,0 (0-0) [0-9] 05(13) 041
Cames 8 0,0 (0-0) [0-3] 0,3(0,7) 0,0 (0-1) [0-15] 1,1(2,3) 0,023
14 0,0(0-1) [0-14] 16(3) 1(0-3) [0-20] 26(42) 0083
& 0,0(0-0) [0-1] 0(0,1) 0,0 (0-0) [0-1] 0(0.2) 055
Peus 8 0,0 (0-0) [0-1] 0,1(0,3) 0,0 (0-0) [0-1] 0(0,2) 0,34
“ 0,0(0-0)[0-1] 01(02) 0,0(0-0) [0-2] 01(04) 064
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1.2. L'us de fotoprotector i I'exposicio solar

En relacié als protectors solars i considerant els dos grups (sense tenir en compte el factor de
proteccio solar (FPS) i si es torna a aplicar cada 2 hores) o bé, especificat com "I'Us de
protector solar amb SPF>15 i reaplicat cada 2h") es va observar una tendéncia decreixent de
I’'ds de la proteccid solar amb I'edat. Es van trobar diferencies significatives en I'Us de

proteccid solar a l'aire lliure i a platges i piscines entre els diferents grups d'edat (taula 6).

Taula 6. Us de protector solar estratificat per edat en la mostra de nens de 4, 8 i 14 anys d'edat

Us de fotoprotector ‘ Edat
4 anys 8 anys 14 anys Diferéncies
Test X’ p=0,007289:
Sempre/quasi sempre 37 (20,3%) 13 (10,4%) 4(6,5%) OR (8 vs. 4) = 0,46, 95% IC=[0,21, 0,93]

OR (14 vs. 8) = 0,60, 95% 1C=[0,14, 2,04]

Test X* p=0.002389:
146 (80,2%) 100 (80,0%) 37(59,7%) OR (8 vs. 4) =0.99, 95% IC=[0.54, 1.83]
OR (14 vs. 8) = 0.37, 95% 1C=[0.18, 0.77]

Sempre/quasi sempre

platges/piscines

Test X° p=0,000100:
Sempre/quasi sempre
28 (15,4%) 4(3,2%) 1 (1,6%) OR (8 vs. 4) =0,18, 95% I1C=[0,05, 0,54]
FPS>15 i cada 2 hores
OR (14 vs. 8) = 0,50, 95% I1C=[0,01, 5,17]

Test X° p=0,036166:
Sempre/quasi sempre
) OR (8 vs. 4) = 0,69, 95% IC=[0,42, 1,12]
FPS>15 i cada 2 hores 94 (51,6%) 53 (42,4%) 21(33,9%)

y OR (14 vs. 8) = 0,70, 95% IC = [0,35, 1,37]
platges/piscines

OR (14 vs. 4) = 0,48, 95% IC= [0,25, 0,91]

FPS: factor de proteccio solar; OR: odds ratio; 95% IC: 95% interval de confianga

L’exposicio solar total (al llarg de la vida) i la mitjana d'hores anuals del total d’exposicié
solar es mostren a la Taula 2. El percentatge de I'exposicid solar total a platges/piscines era
el 19,1% als 4 anys d'edat del grup, el 24,3% en el grup de 8 anys d'edat, i el 24,5% en el grup
de 14 anys d'edat.

1.3. Recompte de nevus en relacié amb el fototipus i les cremades solars

L'analisi bivariant va mostrar diferéncies estadisticament significatives en el recompte total
de nevus entre els fototipus clars (I-1l) i foscos (lll-IV) en els nens de 4 i 14 anys d'edat (p
<0,05), amb un major niumero de nevus en fototipus clars (taula 7). Tenint en compte la

mida dels nevus, la distribucid dels nevus petits (2-4,9mm) va presentar les mateixes
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diferéncies significatives que les observades en el grup global (p <0,05). Aquesta troballa pot

explicar-se per I'escas nimero de nevus grans observats a la mostra.

Taula 7. Numero total de nevus melanocitics comuns segons els fototipus

4 anys 8 anys 14 anys
N -1V 1-11 -1V I-ll -1V I-11
Mitjana 160,000000 21,000000 107,000000 17,000000 48,00000 14,00000
Desv.Std. 1,975000 3,476190 6,616822 7,941176 13,89583 29,00000
Min 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 3,00000
Mediana 1,000000 3,000000 4,000000 6,000000 7,00000 19,00000
Max 17,000000 12,000000 36,000000 40,000000 84,00000 64,00000
Wilcoxon test Valor p=0,0485 Valor p=0,4419 Valor p=0,0030

El nimero de cremades pel sol i la distribucid entre cremades solars lleu-moderades
(eritema) i cremades greus (butllofes) es mostren a la Taula I. Tot i que no es va observar una
correlacié significativa entre haver patit cremades solars i el nUmero de nevus (excepte en el

grup de 14 anys d'edat), es va veure una tendéncia a un augment del recompte de nevus en

relacié amb el nimero de cremades solars en tots els grups d'edat (taula 8).

Taula 8. Nimero de nevus comuns segons si ha patit cremades, amb o sense butllofes

4 anys 8 anys ‘ 14 anys
No Si No Si No Si
N 174,00000 7,00000 116,00000 8,00000 41,00000 | 21,00000
Mitjana 2,109195 3,142857 6,879310 5,625000 15,21951 | 21,38095
Desv.Std. 3,007625 4,845223 7,685283 3,248626 19,08993 | 16.49387
Min 0,000000 0,000000 0,00000 1,000000 0,00000 2,00000
Mediana 1,000000 1,000000 4,500000 6,000000 7,00000 16,00000
Max 17,000000 | 12,000000 | 40,000000 | 11,000000 | 84,00000 | 64,00000
Wilcoxon Rank sum test | Valor p =0,9817 Valor p =0,7790 Valor p = 0,0297

1.4. L'analisi multivariant

Amb I'objectiu d'explicar la relacié entre el nimero de nevus i la resta de les variables, i
degut a que les dades van mostrar un excés de dispersio, es va aplicar un model de regressid
basat en la distribucié binomial negativa. Les variables independents van ser: sexe (masculi),
fototipus clar (I-1l), el numero total d'hores d'exposicié solar, el nimero d'hores a la
platja/piscina i el nimero d'hores a l'aire lliure, la historia de cremades solars, I'is comu de

proteccio solar i I'Us correcte de proteccio solar (Taules 9 i Taula 10).
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Grup de quatre anys d'edat. L'Unica variable associada amb el nimero de nevus va ser el
total d'hores d'exposicid solar. No obstant aixd, aquesta associacid es va relacionar
Unicament amb el numero d'hores a l'aire lliure i no amb I'exposicié solar a les platges i
piscines. Per tant, un major nimero d'hores a l'aire lliure (exceptuant el temps a
platges/piscines) es va associar amb un major nimero de nevus en el grup de 4 anys d'edat.
Grup de vuit anys d'edat. L'Unica variable associada amb el nimero de nevus va ser el total
d'hores d'exposicié solar. No obstant aixd, aquesta associacid es va relacionar Unicament
amb el numero d'hores a platges i piscines, i no a I'exposicio al sol a l'aire lliure. Per tant, un
major numero d'hores acumulades a platges i piscines es va associar amb un major nimero
de nevus en el grup de 8 anys d'edat.

Grup de catorze anys d'edat. El total d'hores acumulades d’exposicié solar, el fototipus de
pell clar (I-11) i el sexe (masculi) sén les variables que expliquen una part significativa de la
variabilitat observada en el niumero de nevus en els nens de 14 anys d'edat. Un cop més,
I'associacid del numero de nevus amb I'exposicid solar era només pel niumero d'hores
acumulades a platges i piscines, i no a I'exposicié al sol a l'aire lliure, com en el grup de 8
anys d'edat.

En el grup de 14 anys, pel que fa a les variables restants, I'associacié estadisticament
significativa observada en I’analisi bivariant entre I'Us de protector solar amb el numero de
nevus, desapareix quan |I'Us de protector es va ajustar per altres variables en |'analisi
multivariant. De fet, el nimero d'hores acumulades d'exposicié solar a platges/piscines té
una associacio significativa amb el nimero de nevus, depenent de |'Us correcte del protector
solar, el que significa que hi ha una interaccio significativa. Els resultats estratificats segons
I’ds de protector solar ajustat per sexe i fototipus (I-1l vs IlI-IV) van mostrar que I'exposicio
solar a platges/piscines s’associava a major nimero de nevus melanocitics només en els

nens que havien fet una proteccié solar no adequada (Taula 10).
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Taula 9. Analisi multivariant dels factors associats a nevus melanocitics en la mostra de nens de 4, 8 i 14 anys

d'edat

Variable GLM negatiu binomial per cada grup d’edat

4 anys 8 anys 14 anys
Sexe masculi 0,212 0,149 0,003
Fototipus I-1l vs llI-IV 0,097 0,573 <0,001
Exposicié solar acumulada a I'aire lliure 0,019 0,472 0,834
Exposici6 solar acumulada a platges/piscines (“A”) 0,673 0,011 0,001
Us de fotoproteccié* a platges/piscines (“B”) 0,924 0,568 0,005
Interaccié de “A” i “B” 0,476 0,210 0,027

L'Us de proteccio solar es defineix com: Us de FPS> 15 i tornar a aplicar cada 2h. Valors p ajustats per al model
de regressido multivariant en el recompte dels nevus melanocitics en cada grup d'edat. Les cremades solars no
van mostrar una contribucié significativa a cap dels models i per tant no es van incloure. Els valors significatius
(p<0,05) es mostren en negreta i remarcats. MLG: models lineals generalitzats. Diferéncies estadisticament

significatives, representades pel valor p

Taula 10. Mesures d’associacio significatives multivariants (després de comprovar I'efecte de confusid)

GLM negatiu binomial per cada grup d’edat

Variable 14 ANYS
DESPROTEGITS PROTEGITS

Sexe masculi - - 1,79 [1,06, 3,01] 2,55[1,11, 6,11]
Fototipus I-1l vs llI-IV - - 2,32 [1,31,4,30] 2,93 (1,14, 8,61]
Exposicio solar acumulada a 1,0005 - - -
Iaire lliure [1,0002,1,0008]
Exposicié solar acumulada a - 1,0004 1,0004 1,0000
platges/piscines [1,0002,1,0006]  [1,0002,1,0005] [0,9996, 1,0003]

Es mostren I'exponencial dels coeficients i els intervals de confianga del 95% (IC) dels mateixos models
presentats a la Taula 9 un cop simplificats eliminant les variables sense contribucidé estadisticament
significativa, és a dir, els factors de confusié (no hi ha canvis en els coeficients de les altres variables
explicatives del model de >20% en cas que aquestes desapareguin). Com es mostra, totes les associacions
estadisticament significatives amb factors constitucionals son positives, el que significa que el nombre de nevus

s'incrementa en qualsevol d'aquestes caracteristiques. MLG: models lineals generalitzats.
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TREBALL 2: Immunoexpressié diferencial de marcadors de senescéncia, gens supressors de
tumors, BRAF/V600E i canals de calci de tipus T en nevus adquirits d'acord amb la seva

classificacié histopatologica i dermatoscopica

2.1. Caracteristiques cliniques dels pacients i els nevus

L'edat mitja dels pacients va ser de 42,8 anys amb una desviacié estandard de 16,9; la
mediana d’edat va ser de 39,5 anys (rang 9-90). El 73,7% varen ser dones i el 26,3% homes.
El 15% del nevus es varen localitzar a cap i coll, el 5% al térax, el 15% a I'abdomen, el 33,75%
a la part alta de I'esquena, el 8,75% a la part baixa de I'esquena, el 3,75% a les extremitats
superiors i el 18,75% a les extremitats inferiors. Segons aquestes localitzacions, el 15%
estaven situats a zones de fotoexposicid cronica i el 85% a arees de fotoexposicid
intermitent. L’area mitja de les lesions va ser de 33,1mm amb una desviacié estandard de

21,26 (Taules 14, 15 16).

2.2. Caracteristiques dermatoscopiques del nevus

2.2.1. Patré global segons I’analisi de patrons

El 31,25% dels nevus presentava un patrd reticular, el 21,25% un patré globular/en
empedrat, el 7,5% un patré inespecific, el 21,5% un patrd mixt reticulo-globular o reticular-
en empedrat (R-G/R-E) i el 18,75% un patré multicomponent. No es va identificar cap nevus

amb patré homogeni ni amb patré d’esclat d’estrelles (Taula 15 i figura 21).

TESI DOCTORAL SARA MORENO. UNIVERSITAT DE LLEIDA 2017



RESULTATS 91

Figura 21. Patrons dermatoscopics globals. A) Reticular. B) Reticulo-globular. C) Globular. D) En empedrat. E)

Multicomponent. E) Inespecific.

2.2.2. Patré dermatoscopic segons la classificacié de I. Zalaudek

El 32,9% dels nevus mostrava un patro reticular, el 30,4% un patré globular/en empedrat, el
29,1% un patré globular o area marré sense estructura central i reticle periféric (GC/RP) i el
7,6% un reticle o area marré sense estructura central i globuls periférics (RC/GP). En 1 cas va
ser impossible determinar el patro, pel que es va excloure. Les dades relacionades amb els
nevus segons la classificacié de |. Zalaudek varen incloure doncs, 79 lesions, en comptes de

80 (Taula 16 i figura 22).

Figura 22. Patrons dermatoscopics segons |. Zalaudek. A) Reticular. B) Globular/empedrat. C) Reticle o area
marrd sense estructura central i globuls periférics (RC/GP). D) Patré globular o area marrd sense estructura

central i reticle periféric (GC/RP).

2.2.3. Caracteristiques locals dermatoscopiques

En un 25% dels casos es va observar reticle tipic, en un 46,25% reticle atipic i el 28,75% dels
casos no mostrava reticle. En un 53,75% dels nevus s’identificaven globuls regulars, en un
20% irregulars i en el 26,25% aquests estaven absents. La majoria de les lesions (95%) no
presentaven taques de pigment, en el 2,5% de les lesions es varen observar taques de
pigment simetriques, en un 2,5% asimetriques. En la majoria dels nevus (98,75%) no es
varen identificar projeccions radials. El percentatge de nevus amb projeccions radials
irregulars va ser del 1,25% (1 cas); no es varen observar projeccions radials regulars. Es varen
identificar vasos en coma en el 35% dels nevus, puntiformes en el 3,75%, lineals irregulars en

el 11,25% i vasos i/o eritema a I'interior d’estructures de regressio en el 8,75% del nevus; en
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cap de les lesions es varen observar vasos en forquilla o en llevataps. El 15% dels nevus

mostraven vel blau-gris, el 5% despigmentacio i el 27,5% estructures de regressio (arees

blanques i/o arees blaves). En un 8,75% de les lesions es varen observar arees

hipopigmentades sense estructura o homogeénies. Finalment, el 17,5% de les lesions

mostraven traces de pigment marré-gris (Taules 18, 19, 20 i 21 i figura 23).

Figura 23. Caracteristiques dermatoscopiques locals. A) Arees

d’hipopigmentacid. C) Traces de pigment marré-gris.

2.3. Resultats de I’estudi immunohistoquimic

de despigmentacié. B) Arees

La mitjana dels histoscores i la seva desviacido estandard calculada per cadascun dels

marcadors estudiats va ser la seglent: Ki67: 10,42 (10,75), Ciclina D1 97,2 (49,52), p16
116,25 (75,48), PTEN 169,25 (62,64), pRB 7,56 (19,29), p53 4,12 (10,15), hTERT 188,75
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(VE1) 72 I?a“‘“% sal e, 5 [ f,.;,m | 4,75), cav3.1
_' |l u-":,l . “:ih'a ‘.‘t‘ -_‘.I%‘:T:. ~ J'II.J":.JL _;
17,75 @_1_}_4 e R S S Sl (25,61), Cav3.2
ST T ;,' T f**__ _ % -
108,5 m{'i \ ‘u.az._;:-:;{%’. _ f""'- __-.w S (46,83) (Taules
30,31,32 [+ . L. 5 % L TR : i 33 i figura 24).
Wy . (O RN
5 A (R 24 Moy
. ot § Y
j L il :. .
.-l-.' .‘-;-}: ¥ ._i.‘. ‘I ___"'l, "- - 3 -.," r-l‘_‘ -‘ .“—
| e b Pyl .‘u"--..- = e G -.!':"-‘- =

TESI DOCTORAL SARA MORENO. UNIVERSITAT DE LLEIDA 2017



RESULTATS 93

Figura 24. Exemples de les tincions immunohistoquimiques en els nevus. A) p1l6 en nevus intradermic. B)

PTEN en nevus intradérmic. C) BRAF (VE1) en nevus compost. D) BRAF (VE1) en nevus juntural.

2.4. Estat mutacional de BRAF en la série de nevus i melanomes per seqiienciacié directa

del gen mitjangat Sanger i/o Cobas

Es va detectar la mutacié de BRAF en 22 de les 64 mostres de melanoma (34,4%), en 19 la
mutacié V600E (29,7%) i, en 3, la V600K (4,7%); les restants 41 mostres varen ser negatives.
En quant als nevus melanocitics, 11 dels 20 casos estudiats (55%) presentaven mutacié de

BRAF, tots Unicament la mutacié V60O0E i cap la V60OK.

2.4.1. Associacio entre la positivitat/negativitat de V600E per seqiienciacid i els seus nivells
d'expressio detectats per immunohistoquimica (Ac VE1) en nevus i melanoma i
determinaci6 d'un punt de tall en Il'escala histoscore per discriminar Ila

positivitat/negativitat de V600E

S'observa, de manera molt remarcable que els casos amb preséncia de la mutacidé V600E
(n=30) presentaven uns valors de immunoexpressié determinats per VE1 significativament
superiors als casos no mutats (wild type/V600K, n=54), essent la diferéncia estadisticament

significativa (Taula 11 i figura 25).

Taula 11. Analisi dimmmunoexpressio entre els casos positius (V600E) i negatius (WT/V600K)

Total (n=84) V600E (n=30) WT/V600K (n=54) No paramétric Parameétric
IHC 59,64 (77,45) 114,80 (77,24) 28,98 (58,71) <0,00001 <0,00001
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Figura 25. Immunoexpressié dels casos positius (V600E) i negatius (WT/V600K)

Respecte al punt de tall, s'observa que aquells casos amb un valor d'histoscore superior o
igual a 45 presentaven una probabilitat de mutacié del 72,7% enfront del 11,76% dels casos
amb valors inferiors (p <0,00001). La sensibilitat i especificitat eren del 80% (95% IC el 61% -
92%) i 83% (95% IC el 71% -92%) respectivament (Taula 12).

Taula 12. Sensibilitat i especificitat de la immunotincié6 amb VE1 considerant un punt de tall de I’histoscore

de 45/300

Total (n=84) V600E (n=30) WT/V600K (n=54)  No paramétric Parameétric
Tall IHC
[0,45] 51 (60,71%) 6 (20%) 45 (83,33%) <0,00001 <0,00001
(45,300] 33 (39,29%) 24 (80%) 9 (16,67%)

Varem intentar determinar un punt de tall en l'escala histoscore per discriminar la
positivitat/negativitat de V600OE amb major especificitat malgrat menor sensibilitat. Varem
observar que aquells casos amb un valor d'histoscore superior o igual a 117,5 presentaven
una probabilitat de mutacid del 72,7% enfront del 11,76% dels casos amb valors inferiors (p=
0,0006). La sensibilitat i especificitat eren del 43% (95% IC 25% -63%) i 91% (95% IC 80% -

97%) respectivament (Taula 13).

Taula 13. Sensibilitat i especificitat de la immunotincié amb VE1 considerant un punt de tall de I’histoscore

de 110/300

Total (n=84) V600E (n=30)  WT/V600K (n=54) No paramétric  Paramétric
Tall IHC
[0,110] 66 (78,57%) 17 (56,67%) 49 (90,74%) 0,0006 0,0008
(110,300] 18 (21,43%) 13 (43,33%) 5 (9,26%)
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En conjunt, doncs, tot i intentar augmentar |'especificitat, augmentant el punt de tall del
histoscore de 45 a 117,5, 5 pacients sense mutacid V600E seguirien apareixent com a
positius (i candidats al tractament amb un inhibidor de BRAF). En canvi en 66 pacients
(78,57% del total, que serien considerats com negatius amb aquest punt de tall de
I'histoscore), s’hauria de realitzar la seqlienciacié mitjangant tecniques moleculars per
determinar si realment sén negatius per V600E (wild type o V600K) (figura 26).

El punt de tall de I'histoscore que varem triar per considerar la immunotincié amb VE1

positiva per la mutacié V600E, amb millor sensibilitat i especificitat, va ser doncs de 45.
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Figura 26. Sensibilitat i especificitat de la immunotincié amb VE1 segons els dos possibles punts de tall.

2.5. Correlacié entre les caracteristiques cliniques i la classificacio dels nevus segons

criteris histopatologics i dermatoscopics

2.5.1. Correlacié entre les variables cliniques i els grups de nevus segons la seva

classificacid histopatologica

No es varen observar diferencies significatives en la distribucié dels grups de NMCA vs nevus
displasic entre les diferents caracteristiques cliniques recollides, el que indica que la mostra

era homogeénia i no estava esbiaixada cap a cap grup clinic en concret (Taula 14).
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Taula 14. Analisi d’homogeneitat entre els 2 tipus histopatologics de nevus (NMCA vs displasic) en relacié al

sexe, edat, localitzacio, tipus de fotoexposicid i area (mida) del nevus

2 Subtipus

Total Comuns Displasics No
Parametric
n =80 (100%) n = 60 (75%) n =20 (25%) parametric
Edat 42,75 (16.78) 40,78 (16,56) 48,65 (16,42) 0,08 0,07
Sexe 1 1
Dona 59 (73,75%) 44 (73,33%) 15 (75%)
Home 21 (26,25%) 16 (26,67%) 5(25%)
Area anatomica 0,52 0,39
Capii coll 12 (15%) 11 (18,33%) 1(5%)
Torax 4 (5%) 4(6,67%) 0 (0%)
Abdomen 12 (15%) 9 (15%) 3(15%)
Esquena superior 27 (33,75%) 17 (28,33%) 10 (50%)
Esquena inferior 7 (8,75%) 5(8,33%) 2 (10%)
Extremitats superiors 3(3,75%) 3 (5%) 0 (0%)
Extremitats inferiors 15 (18,75%) 11 (18,33%) 4 (20%)
Exposicio solar 0,28 0,28
Cronica 12 (15%) 11 (18.33%) 1(5%)
Intermitent 68 (85%) 49 (81.67%) 19 (95%)
Area (mm3 ) 33,16 (21,26) 31,89 (20,75) 36,75 (22,81) 0,45 0,41

Es mostren la mitjana (i la desviacié estandard) i la freqiiencia absoluta (i percentatge). La significacio de les
diferéncies es va avaluar amb proves parametriques (t-test i prova d’independéncia de Pearson (XZ)) 0 proves

no parametriques (Mann-Whitney o la prova exacta de Fisher), segons el més convenient.

2.5.2. Distribucié dels nevus classificats segons el patré global de I'analisi de patrons en

relacio a les diferents variables cliniques recollides

Es varen observar diferencies estadisticament significatives en relacié a totes les variables

estudiades (taula 15).
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Respecte a I'edat (p=0,03), el patré globular/en empedrat va ser més freqlient entre els
pacients més joves (edat mitjana 38,06 anys, DE 15,68) i el multicomponent entre els

pacients més grans (51,87 anys, DE 20,45).

Respecte al sexe (p=0,01), encara que la mostra contenia més dones que homes, es van
observar diferéencies en el seglient sentit: el patré inespecific va ser mes freqiient a les dones
(100%), aixi com el globular/en empedrat (88,24%), mentre que el multicomponent es va
veure en un 53,33% als homes i en un 46,67% a les dones i el mixt R-G/R-E en un 35,29% als
homes i un 64,75% a les dones; no es va extirpar cap nevus de patrd inespecific als homes

(0%).

En quant a la localitzacié (p>0,001), el patré globular/en empedrat (41,18%) i el patrd
inespecific (50%) varen ser més frequents a cap i coll i inexistents a la part inferior de
I'esquena (0 i 0% respectivament); tampoc es va veure cap nevus de patrd inespecific a
I'abdomen, la part superior de I'esquena i les extremitats, tant superiors com inferiors. La
localitzacid més freqlient dels nevus amb patré multicomponent va ser la part superior de
I’'esquena (60%) i, en segon lloc, les extremitats inferiors (20%); no es va recollir cap nevus
amb patré multicomponent a la part anterior del torax, la part inferior de I'esquena ni les
extremitats superiors i tan sols 1 (6,67%) a cap i coll. Entre els nevus amb patro reticular, la
localitzacié més freqlient va ser les extremitats inferiors (40%), seguida per la part superior
de I'esquena (28%), 'abdomen (16%) i la part inferior de I'esquena (12%); tan sols es va
veure 1 a cap i coll (4%) i cap a cara anterior del térax i a les extremitats superiors.
Finalment, en quant als nevus amb patré mixt R-G/R-E, la majoria d’ells estaven localitzats a
la part superior de I'esquena (35,29%), I'abdomen (29,41%) i la part inferior de I'esquena
(23,53%), cap a cap i coll o abdomen i tan sols 1 a les extremitats superiors o inferiors (5,88%

i 5,88%, respectivament).

Respecte al tipus d’exposicid solar, segons la localitzacié (p=0,01), els nevus de patré
globular/en empedrat i inespecific es varen localitzar tant a les zones d’exposicidé cronica
com intermitent (41,18% i 58,82%; 50% i 50%, respectivament) mentre que cap nevus de
patré mixt R-G/R-E (0%) i tan sols 1 de patrd reticular (4%) i 1 de patré multicomponent

(6,67%) es varen localitzar a zones d’exposicié solar cronica.
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Per acabar, en relacié a la mida, valorada com I'area en mm?, dels nevus extirpats, els de
patro globular/en empedrat eren els més grans (mitjana 40,74mm, desviacié estandard
19,36) seguits dels de patré multicomponent (38,89mm, DE 22,63), els de patré mixt R-G/R-E
(28,5, DE 15,68) i els de patro reticular (25,74, DE 21,32) essent els de patré inespecific els
més petits (18mm, DE 4,94).

Taula 15. Distribucié dels nevus segons el patré6 dermatoscopic global de I'analisi de patrons (globular/en

empedrat, inespecific, multicomponent, reticular, mixt R-G/R-E) en quant a sexe, edat, localitzacid,

fotoexposicio solar i area (mida) de nevus

Patré dermatoscopic global

Total Globular/ Inespecific Multi- Reticular R-G/R-E Valor p
n=80 (100%) Empsdiat n=6 (7,5%) component n=25 n=17(21,25%)
Liste(c 7o) n=15(18,75%)  (31,25%)

Edat 42.75 16,78 38,06 (15,68)  45,17(10,18) 51,87 (20,45) 42,04 (16,47) 39,59 (16,56) 0,024
Sexe 0,02
Dona 59 (73,75%) 15 (88,24%) 6 (100,00%) 7 (46,67%) 20 (80,00%) 11 (64,71%)
Home 21 (26,25%) 2(11,76%) 0 (0,00%) 8(53,33%) 5 (20,00%) 6 (35,29%)
Area anatomica <0,001
Capicoll 12 (15,00%) 7 (41,18%) 3 (50,00%) 1(6,67%) 1 (4,00%) 0(0,00%)
Térax 4 (5,00%) 3(17,65%) 1(16,67%) 0(0,00%) 0(0,00%) 0(0,00%)
Abdomen 12 (15,00%) 1(5,88%) 0 (0,00%) 2(13,33%) 4 (16,00%) 5(29,41%)
Esquena superior 27 (33,75%) 3(17,65%) 2(33,33%) 9 (60,00%) 7 (28,00%) 6 (35,29%)
Esquena inferior 7 (8,75%) 0(0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%) 3(12,00%) 4(23,53%)
Extr. Superiors 3(3,75%) 2(11,76%) 0 (0,00%) 0(0,00%) 0(0,00%) 1(5,88%)
Extr. Inferiors 15 (18,75%) 1(5,88%) 0 (0,00%) 3 (20,00%) 10 (40,00%) 1(5,88%)
Exposicio solar 0,001
Cronica 12 (15,00%) 7 (41,18%) 3 (50,00%) 1(6,67%) 1 (4,00%) 0(0,00%)
Intermitent 68 (85,00%) 10 (58,82%) 3 (50,00%) 14 (93,33%) 24 (96,00%) 17 (100,00%)
Area (mm2) 33.16 (21.26%) 40,72 (19,36) 18 (4,94) 39,89(22,63) 25,74 (21,32) 28,5 (15,68) 0,01

Es mostren la mitjana (i desviacié estandard) i freqlieéncia absoluta (i percentatge). La significacié de les
diferéncies es va avaluar amb proves no parametriques Kruskal-Wallis o la prova exacta de Fisher, segons el

més convenient). R-G/R-E: patrd mixt reticulo-globular o reticular-en empedrat.

2.5.3. Distribucio dels nevus classificats segons el patré dermatoscopic de la classificacié de

I. Zalaudek en relacié a les diferents variables cliniques recollides
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Es varen observar diferéncies estadisticament significatives en quant al sexe, la localitzacié i

la fotoexposicid solar (Taula 16).

Respecte al sexe (p<0,001), donat que la mostra contenia més nevus de dones que d’homes,
a diferencia del que succeia a I'analisi de patrons, en tots el grups varen ser més abundants
els nevus en dones que en homes. Malgrat aixo, el patrd globular/en empedrat va ser molt
més frequent a les dones (91,67%) que als homes (8,33%), mentre que en els altres patrons
no es varen observar tantes diferéncies (60,87% de nevus amb patré GC/RP, 73,08% de

nevus amb patré reticular i 66,7% de nevus amb patré RC/GP a les dones).

En relacié a la localitzacio (p<0,001), la majoria de nevus amb patrd globular/en empedrat
provenien de cara i coll (41,67%), seguit de la part alta de I'esquena (25%) i la part anterior
del térax (16,36%); no es va observar cap nevus amb aquest patré (0%) a la part inferior de
I'esquena i tan sols 1 a I'abdomen (4,17%) i les extremitats inferiors (4,17%). Respecte al
patré GC/RP, la majoria de nevus es varen localitzar a la part superior de I'esquena (52,17%),
seguida de la zona inferior de I'esquena (17,39%) i a parts iguals 'abdomen (13,04%) i les
extremitats inferiors (13,04%); cap nevus amb aquest patré provenia de cap i coll o de la
zona anterior del térax i tan sols 1 (4,34%) de les extremitats superiors. Entre els nevus amb
patro reticular, la localitzaciéd més freqlient va ser les extremitats inferiors (38,46%), seguida
per la part superior de I'esquena (30,77%) i, a distancia, I'abdomen (15,38%%) i la part
inferior de I'esquena (11,54%); tan sols es va veure 1 a cap i coll (3,85%) i cap a cara anterior
de térax i a les extremitats superiors. Finalment, en quant als nevus amb patré RC/GP, la
majoria estaven situats a I'abdomen (66,67%), seguits a distancia i a parts iguals per la part
superior de I'esquena (16,7%) i les extremitats inferiors (16,7%); no es va extirpar cap nevus
amb aquest patré de cap i coll, cara anterior del térax, part inferior de I'esquena ni

extremitats superiors.

En quant al tipus d’exposicié solar, segons la localitzacié (p<0,001), els nevus de patré
globular/en empedrat es distribuien tant a les zones d’exposicié cronica com intermitent
(41,67% i 58,33, respectivament) mentre que cap nevus de patré GC/RP ni RC/GP (0% i 0%) i

tan sols 1 de patro reticular (3,85%) provenien de zones d’exposicid solar cronica.
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Taula 16. Distribucié dels nevus segons el patré dermatoscopic de la classificacié de I. Zalaudek (globular/en

empedrat, GC/RP, reticular, RC/GP) en quant a sexe, edat, localitzacié, fotoexposicié solar i area (mida) del

nevus
Patré dermatoscopic segons Zalaudek
Global Globular/ GC/RP Reticular RC/GP Valor p
n=79 (100%) empedrat n=23 (29,11%) n=26 (32,91%) n=6 (7,59%)
n=24 (30,38%)

Edat 42.35 (16,5) 42,43 (16,66) 42,14(16,78) 45,08 (17,45) 36,17 (11.96) 0,88
Sexe <0,001
Dona 59 (74.68%) 22 (91,67%) 14(60,87%) 19 (73,08%) 4 (66,67%)
Home 20 (25.32%) 2(8,33%) 9(39,13%) 7 (26,92%) 2(33,33%)
Area anatomica <0,001
Capicoll 11(13,75%) 10 (41,67%) 0(0,00%) 1(3,85%) 0(0,00%)
Térax 4 (5,00%) 4 (16,367%) 0(0,00%) 0(0,00%) 0(0,00%)
Abdomen 12 (15,00%) 1(4,17%) 3(13,04%) 4 (15,38%) 4 (66,67%)
Esquena superior 27 (33,75%) 6 (25%) 12 (52,17%) 8(30,77%) 1(16,67%)
Esquena inferior 7 (8,75%) 0(0,00%) 4(17,39%) 3(11,54%) 0 (0,00%)
Ext. Superiors 3(3,75%) 2(8,33%) 1(4,34%) 0(0,00%) 0(0,00%)
Ext. Inferiors 15 (18,75%) 1(4,17%) 3(13,04%) 10 (38,46%) 1(16,67%
Exposicio solar <0,001
Cronica 11 (13,75%) 10 (41,67%) 0(0,00%) 1( 3,85%) 0 (0,00%)
Intermitent 68 (85,00%) 14 (58,33%) 23 (100,00%) 25 (96,15%) 6 (100,00%)
Area (mm2) 33,33 (21,35) 35,85 (20,87) 33,76 (21,46) 32,17 (23,11%) 40,17 (19,69%) 0,3

Es mostren la mitjana (i desviacid estandard) i frequéencia absoluta (i percentatge). La significacido de les
diferéncies es va avaluar amb proves no parametriques Kruskal-Wallis o la prova exacta de Fisher (segons el
més convenient). GC/RP: globuls o area sense estructura marro central i reticle periféric. RC/GP: reticle o area

sense estructura marro central i globuls periferics.

2.6. Correlacio entre les diferents classificacions (histologiques vs dermatoscopiques)
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Tant si separem els nevus adquirits en dos grups (NMCA vs nevus displasic), com si tenim en
compte els 3 grups de NMCA (juntural, compost i intradérmic) trobem una correlacié
estadisticament significativa quan comparem ambdues classificacions (classificacid
histologica vs classificacié segons I'analisi de patrons o classificacio histologica vs classificacié

de I. Zalaudek) (Taula 17).

En la distribucid dels NMCA i nevus displasics respecte als patrons globals de I'analisi de
patrons (p=0,001), la majoria dels NMCA (28,33%) tenien un patrd globular/en empedrat,
seguit d’aprop pels patrons reticular (25%) i mixt R-G/R-E (21,25%) i, en menor grau, patrons
inespecific (10%) i multicomponent (11,67%). En els nevus histologicament displasics varem
descriure una majoria (50%) de lesions amb patro reticular, seguit del patré multicomponent
(40%); en tan sols 2 lesions patré mixt R-G/R-E (10%) i en cap un patrd globular/en empedrat

o inespecific.

En la distribucié dels NMCA i nevus displasics respecte als patrons de la classificacié de I.
Zalaudek (p=0,01), la gran majoria dels NMCA presentaven patré globular (40,67%), després
era més freqlient el patré GC/RP (27,11%), seguit del reticular (26,75%) i, per altim, el patro
RC/GP (6,77%). Els nevus histologicament displasics mostraven majoritariament un patrd
reticular (55%), seguit del patré GC/RP (35%); tan sols 2 nevus es varen classificar en el patré

RC/GP (10%) i cap en patré globular/en empedrat.

En la comparacio entre els 4 tipus de nevus melanocitics adquirits respecte als patrons
globals de I'analisi de patrons (p<0,001), als nevus junturals el patré predominant era el
reticular (40%), seguit del patré mixt R-G/R-E (35%) i del multicomponent (20%) amb tan sols
1 classificat com a patré globular/en empedrat (5%) i cap amb patré inespecific. Els nevus
compostos mostraven majoritariament patré mixt R-G/R-E (40%) i reticular (35%) amb un
15% de patré multicomponent i un 10% (2 casos) de patré globular/en empedrat; cap
mostrava un patrd inespecific. En cap dels nevus intradérmics es va identificar un patré
multicomponent (0%), reticular (0%) o mixt R-G/R-E (0%); tots mostraven o un patrd
globular/en empedrat (70%) o inespecific (30%). En els nevus displasics, com ja s’ha

comentat, es va identificar una majoria (50%) de lesions amb patro reticular (50%), seguit del
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patré multicomponent (40%); en tan sols 2 lesions patré mixt R-G/R-E (10%) i en cap un

patro globular/en empedrat o inespecific.

En la comparacio entre els 4 tipus de nevus melanocitics adquirits respecte als patrons de la
classificacio de I. Zalaudek (p<0,001), als nevus junturals, els patrons predominants varen ser
el reticular (42,11%) o GC/RP (42,11%), sent molt menys freqiients el patré RC/GP (10,52%) i
el patré globular/en empedrat (5,26%). Als nevus compostos, el patrons predominants
varen ser el GC/RP (40%) i el reticular (35%) i sent molt menys freqlients els patrons
globular/en empedrat (15%) i RC/GP (10%). En quant els nevus intradérmics, el 100% van
presentar un patré globular/en empedrat. De nou el patré dermatoscopic que varem trobar
en els nevus displasics extirpats ja esta descrit en el segon paragraf d'aquest apartat; en
aquestes lesions es va identificar majoritariament un patrd reticular (55%), seguit del patro

GC/RP (35%) i RC/GP (10%). Cap nevus displasic va presentar patré globular o en empedrat.

Taula 17. Avaluacié de la comparacié entre les diferents classificacions de nevus (histologiques vs

dermatoscopiques)

2 Subtipus 4 subtipus

Total NMCA ND NJ NC NI ND

n =80 n =60 n=20 n=20 n=20 n=20 n=20

(100%) (75%) (25%) (25%) (25%) (25%) (25%)
PATRO GLOBAL <0,001 <0,001
Globular/empedrat 17 (21,25%) 17 (28,33%) 0 (0%) 1(5%) 2 (10%) 14 (70%) 0 (0%)
Inespecific 6(7,5%) 6 (10%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 6 (30%) 0 (0%)
Multicomponent 15 (18,75%) 7 (11,67%) 8 (40%) 4 (20%) 3 (15%) 0 (0%) 8 (40%)
Reticular 25 (31,25%) 15 (25%) 10 (50%) 8 (40%) 7 (35%) 0 (0%) 10 (50%)
R-G/R-E 17 (21,25%) 15 (25%) 2 (10%) 7 (35%) 8 (40%) 0 (0%) 2 (10%)
PATRO ZALAUDEK 0,01 <0,001
Globular/empedrat 24 (30,38%) 24 (40,67%) 0 (0%) 1(5,26%) 3 (15%) 20 (100%) 0 (0%)
GC/RP 23(29,11%) 16 (27,11%) 7 (35%) 8(42,11%) 8 (40%) 0 (0%) 7 (35%)
RC/GP 6 (7,59%) 4(6,77%) 2 (10%) 2 (10,52%) 2 (10%) 0 (0%) 2 (10%)
Reticular 26(32,91%) 15 (25,42%) 11 (55%) 8(42,11%) 7 (35%) 0 (0%) 11 (55%)

Es mostren la freqliéncia (i percentatge). La significacié de les diferencies es va avaluar amb proves no
parameétriques (prova exacta de Fisher). R-G/R-E: reticulo-globular/reticulo-empedrat. GC/RP: globuls o area
sense estructura marrd central i reticle periféric. RC/GP: reticle o area sense estructura marro central i globuls

periferics. NJ: nevus juntural, NC: nevus compost, NI: nevus intradermic, ND: nevus displasic.

2.7. Associacid entre les caracteristiques dermatoscopiques locals i els diferents grups de

les classificacions dermatoscopiques i histologiques
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2.7.1. Associacio entre les caracteristiques dermatoscopiques locals i els diferents grups de
les classificacions dermatoscopiques

Els resultats es poden veure a les taules 18 i 19.

2.7.1.1. Respecte a la distribucié de les caracteristiques dermatoscopiques locals i la
classificacié segons els patrons globals de I’analisi de patrons, es varen trobar diferéncies
estadisticament significatives respecte a I'abséncia/preséncia i/o caracteristiques dels
seglients 11 parametres: del reticle (p<0,001), globuls (p<0,001), vasos en coma (p<0,001),
vasos puntiformes (p=0,02), vasos lineals irregulars (p=0,007), vasos i/o eritema a l'interior
d’estructures de regressié (p=0,008), vel blau-gris (p<0,001), estructures de regressio
(p<0,001), despigmentacidé (p=0,046), arees hipopigmentades sense estructura o

homogenies (p=0,005) i traces de pigment marroé-gris (p<0,001).

Taula 18. Avaluacié de I'associacio entre les caracteristiques dermatoscopiques locals amb les categories de

la classificacié dermatoscopica basada en els patrons globals de I’analisi de patrons

Patré dermatoscopic global

Total Globular/ inespecific Multicomp Reticular R-G/R-E
Caracteristica =80 empedrat onent Valor p
dermatoscopica (100%) (n=17; (n=6; (n=15; (n=25; (n=17;
local 21,25%) 7,5%) 18,75%) 31,25%) 21,25%)
Reticle <0,001
Tipic 20 (25%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (13,33%) 13 (52%) 5(29,42%)
Atipic 37 (46,25%) 0 (0%) 0(0%) 13(86,67%) 12 (48%) 12 (70,58%)
NO reticle 23 (28,75%) 17 (100%) 6 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Globuls <0,001
Regulars 43 (53,75%) 16 (94,12%) 3 (50%) 4 (26,67%) 7 (28%) 13 (76,47%)
Irregulars 16 (20%) 1(5,88%) 0 (0%) 9 (60%) 2 (8%) 4 (23,53%)
NO globuls 21 (26,25%) 0 (0%) 3 (50%) 2 (13,33%) 16 (64%) 0 (0%)
Taques de pigment 0,21
Simétriques 2(2,5%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(4%) 1(5,88%)
Asimetriques 2(2,5%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (13,33%) 0 (0%) 0 (0%)
NO taques pigm. 76 (95%) 17 (100%) 6(100%) 13 (86,67%) 24 (96%) 16 (94,12%)
Projeccions radials -
Regulars 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Irregulars 1(1,25%) 0 (0%) 0 (0%) 1(6,67%) 0 (0%) 0 (0%)
NO projeccions 79 (98,75%) 17 (100%) 6 (100%) 14 (93,33%) 25 (100%) 17 (100%)
Vasos en coma <0,001
sf 28 (35%) 16 (94,12%) 6 (100%) 1(6,67%) 1(4%)  4(23,53%)
NO 52 (65%) 1 (5,88%) 0(0%) 14 (93,33%) 24 (96%) 13 (76,47%)
Vasos puntiformes 0,02
Si 3(3,75%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 3(17,65%)
NO 77 (96,25%) 17 (100%) 6 (100%) 15 (100%) 25(100%) 14 (82,35%)
Vasos lineals irregulars 0,007
Si 9 (11,25%) 5(29,41%) 2 (33,33%) 2 (13,13%) 0 (0%) 0 (0%)
NO 71(88,75%) 12 (70,58%) 4 (66,67%) 13 (86,67%) 25 (100%) 17 (100%)
Vasos i/o eritema dins d’estructures de regressié <0,001
Si 8 (8,75%) 0 (0%) 0 (0%) 6 (40%) 1(4%) 1(5,88%)
NO 72 (91,25%) 17 (100%) 6 (100%) 9 (60%) 24 (96%) 16 (94,12%)
Vel blau-gris <0,001
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si 12 (15%) 0 (0%) 0(0%)  8(54,33%) 3 (12%) 1 (5,88%)
NO 68 (85%) 17 (100%) 6 (100%) 7 (46,67%) 22 (88%) 16 (94,12%)
Regressio <0,001
Si 22 (27,5%) 0 (0%) 0 (0%) 12 (80%) 4 (6%) 6 (35,3%)
NO 58 (72,5%) 17 (100%) 6 (100%) 3 (20%) 21 (84%) 11 (64,7%)
Hipopigmentacio <0,001
si 7 (8,75%) 0 (0%) 0(0%)  5(33,33%) 2 (8%) 0 (0%)
NO 73 (91,25%) 17 (100%) 6 (100%) 10 (66,67%) 22 (92%) 17 (100%)
Despigmentacio 0,046
Si 4 (5%) 0 (0%) 0 (0%) 3 (20%) 0 (0%) 1(5,88%)
NO 76 (95%) 17 (100%) 6 (100%) 12 (80%) 25(100%) 16 (94,12%)
Traces pigment marré-gris <0,001
Si 14 (17,5%) 7 (41,18%) 6 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 1(5,88%)
NO 66 (82,5%) 10 (58,82%) 0 (0%) 25 (100%) 15 (100%) 16 (94,12%)

Es mostren la freqliéncia (i percentatge). La significacié de les diferencies es va avaluar amb proves no

parameétriques (prova exacta de Fisher). R-G/R-E: reticulo-globular/reticulo-empedrat.

Comentem els seglients exemples sobre les variables significatives:

Obviament en els patrons globular/en empedrat i inespecific no es va observar reticle,
mentre que aquest si va ser present en els altres 3 patrons (multicomponent, reticular i mixt
R-G/R-E), la majoria dels nevus amb patré multicomponent varen presentar reticle atipic
(86,67%), pero forces nevus amb patré mixt R-G/R-E (70,58%) també el varen presentar. En
la majoria de nevus amb patré globular/en empedrat i inespecific es varen identificar globuls
regulars (94,12%) i en la majoria de nevus amb patré multicomponent globuls irregulars
(60%). Els nevus en que varen predominar els vasos en coma varen ser en els de patrd
globular/en empedrat i inespecific (94,12% i 100% dels mateixos, respectivament) mentre
que es va descriure en 1 sol cas (4%) de nevus amb patro reticular. Malgrat que no es van
veure amb molta freqliéncia vasos i/o eritema dins d'estructures en regressio (8,75% del
total de nevus), es varen identificar en el 40% de nevus amb patré multicomponent i en cap
(0%) dels nevus de patro globular/en empedrat i inespecific. El vel blau-gris, tampoc molt
freqlient en el conjunt (15%) es va concentrar en el 54,3% de nevus amb patré
multicomponent, sent també nul (0%) en nevus de patré globular/en empedrat i inespecific.
Es varen observar estructures de regressio en el 80% del nevus de patré multicomponent i
en el 35,3% de nevus amb patré mixt R-G/R-E, pero en cap (0%) de patrdé globular/en
empedrat i inespecific. Les arees hipopigmentades sense estructura o homogeénies i la
despigmentacid, també poc comuns al global dels nevus (8,75% i 5%), varen estar presents
en forca nevus de patré multicomponent (33,3% i 20%). Finalment va ser en els nevus amb

patré inespecific on varen predominar les traces de pigment marré-gris (en el 100% dels
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mateixos), mentre que estaven absents (0%) en els de patrdé multicomponent o reticular i es

varen observar en 1 sol cas (5,88%) de nevus de patré mixt R-G/R-E.

2.7.1.2. En quant a la distribucié de les caracteristiques dermatoscopiques locals i la
classificacio segons els patrons definits per I. Zalaudek, es varen trobar diferéncies
estadisticament significatives respecte a |'absencia/preséncia i/o caracteristiques dels
segiients 7 parametres: del reticle (p<0,001), globuls (p<0,001), vasos en coma (p<0,001),

vasos lineals irregulars (p=0,002), vel blau-gris (p=0,02), estructures de regressié (p=0,003) i

traces de pigment marré-gris (p<0,001).

Taula 19. Avaluacio de I'associacié entre les caracteristiques dermatoscopiques locals amb les categories

de la classificacié dermatoscopica segons els patrons definits per I. Zalaudek

6 (8,75%)

0 (0%)

2 (12%) 3 (0%) 1(16,67%)
Patra derraatosconic segons Zalsudek

Despigmentacio 0,25
Caracteristica IR cmoede) SUao%) . LMA%) | D{0%) Valorp
dermatoscopica o £12%) P (131705%) 225496%) ;l;];%%)

Traces pigment marro-gris <0,001
Reticle 14 (18,75% 13 (60% 1(4,17%) 0 (0%) 0(0% <0,001

| I[pic 26(8%,33%]  11040%] 20 082536))  261106%] 1 Ep6avl

Atipic 36 (45,57% 1(4,35% 17 (70,83%) 13 (50% 5(83,33%

NO reticle 23(29,11%)  23(95,65%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Globuls <0,001
Regulars 43 (54,43%) 19(79,16%) 14 (60,87%) 7 (26,92%) 3 (50%)

Irregulars 15 (18,99%) 1(4,34%) 8(33,34%) 3(11,54%) 3 (50%)

NO globuls 21(26,58%) 4 (16,67%) 1(4,34%) 16 (61,54%) 0 (0%)

Taques de pigment 0,09
Simetriques 2(2,53%) 0 (0%) 0 (0%) 1(3,85%) 1(16,67%)
Asimeétriques 2(2,53%) 0 (0%) 2 (8,33%) 0 (0%) 0 (0%)

No taques de pigment 75 (94,94%) 24 (100%) 21 (91,67%) 25(96,15%) 5(83,33%)

Projeccions radials 0,48
Regulars 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Irregulars 1(1,25%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(16,67%)

No projeccions 78(98,73%) 24 (100%) 23 (100%) 26 (100%)  5(83,33%)

Vasos en coma <0,001
Si 28 (35,44%) 22 (91,3%) 5 (25%) 1(4%) 0 (0%)

NO 51 (64,56%) 2(8,7%) 17 (75%) 25 (96%) 6 (100%)

Vasos puntiformes 0,27
Si 3 (4%) 0 (0%) 3(12,5%) 0 (0%) 0 (0%)

NO 76 (96%) 24 (100%) 20 (87,5%) 26 (100%) 6 (100%)

Vasos lineals irregulars 0,001
Si 8 (10%) 7 (30%) 1(3%) 0 (0%) 0 (0%)

NO 71 (90%) 17 (70%) 22 (97%) 26 (100%) 6 (100%)

Vasos i/o eritema dins d’estructures de regressié 0,41
Si 7 (8,75%) 0 (0%) 4 (15,5%) 2(7,69%) 1(16,67%)

NO 72 (91,25%) 24 (100%) 19 (84,5%) 24 (92,31%)  5(83,33%)

Vel blau-gris 0,02
Si 12 (15%) 0 (0%) 5 (20%) 4(11,54%) 3 (50%)

NO 67 (85%) 24 (100%) 18 (80%) 22 (88,46%) 3 (50%)

Regressio 0,002
Si 21 (26,25%) 0(0%) 11 (41,67%) 6(23,08%) 4 (60%)

NO 59 (73,75%) 24 (100%) 12 (58,33%) 20 (76,92%) 2 (40%)
Hipopigmentacio 0,40
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Es mostren la freqliéncia (i percentatge). La significacié de les diferencies es va avaluar amb proves no
parameétriques (prova exacta de Fisher). GC/RP: globuls o area sense estructura marrd central i reticle periferic.

RC/GP: reticle o area sense estructura marro central i globuls periférics.

Comentem els seglients exemples sobre les variables significatives:

Respecte al reticle, aquest va estar absent en el 95,65% dels casos de patré globular/en
empedrat i obviament present en el 100% dels casos de patro reticular, sent en aquests en el
50% tipic i en el 50% atipic. Els percentatges de reticle atipic en el patrons GC/RP i RC/GP
varen ser més alts (70,83% i 83,33%, respectivament). En quant als globuls, tendien a estar
presents i ser regulars (79,16%) en el patro globular/en empedrat, mentre que en el patré de
predomini reticular hi havia un 61,54% de lesions sense globuls. Encara que es varen trobar
4 casos sense globuls en el patré globular/en empedrat, s'ha de considerar que en la
classificacio de I. Zalaudek no es contempla la possibilitat de patré inespecific utilitzada a la
classificacio per patrons globals pels nevus intradérmics acromics o intensament hipocromics
en el que tan sols es veien traces de pigment. Els vasos en coma predominaven al patré
globular/en empedrat (91,3% de les lesions), estant totalment absents al patré RC/GP. De la
mateixa manera, els vasos lineals irregulars, malgrat ser poc comuns al global (10%), es
concentraven al grup de nevus de patré globular/en empedrat (30%), estant presents en el
0% de les lesions amb patro reticular o RC/GP. Mai es va veure vel blau-gris als nevus de
patré globular/en empedrat (0%) i en quantitat variable als altres patrons, sent el patrd
RC/GP el que presentava en més alta proporcié aquesta caracteristica (50% de les lesions).
Les estructures de regressié tampoc es van observar al patré globular/en empedrat (0%)
sent el grup de nevus de patré RC/GP els que les va presentar amb major freqiiéncia (60% de
les lesions). Finalment, les traces de pigment marré-gris, tot i no ser molt freqlients en el
global (18,75%) es varen concentrar en els nevus de patré globular/en empedrat (60% dels

mateixos).
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2.7.2. Associacio entre les caracteristiques dermatoscopiques locals i els diferents grups de

les classificacions histologiques

Els resultats es poden veure a les taules 20 i 21.

2.7.2.1. Respecte a la distribucié de les caracteristiques dermatoscopiques locals i la

classificacié histologica entre NMCA i nevus displasics, es varen trobar diferéncies

estadisticament significatives respecte a I'abséncia/preséncia i/o caracteristiques dels

seglients 9 parametres: del reticle (p<0,001), globuls (p=0,005), vasos en coma (p<0,001),

vasos lineals irregulars (p=0,03), vasos i/o eritema a l'interior d’estructures de regressiod

(p=0,009), vel blau-gris (p=0,008), estructures de regressidé (p=0,04) i traces de pigment

marrod-gris (p=0,02).

Taula Si 12 (15%) 5(8,33%) 7 (35%)
NO 68 (85%) 55 (91,67%) 13 (65%)
Regressio 0,04
Tipus histupaivingic
Hipopigmentacio 1
e n 7 $8,7500%%) n S @037%%) A €1066425%) o
Iu-l.dl 79 (01,2E0 ) CC (Ollﬂ'lo ) 10 (OI‘\O )
Despigmentacio 0,15
élﬂ‘llll, L?, é o) - J.J.%J.(%,@'z o) 71((4‘&%09}
NepPc E2A5 éégsl BV og (0 15 xae?ﬁt
P z 4 ) 4 )Y A
Traces pigment marro-gris 0,015
_ﬁp\’"u"’ 14 117 [={ A\ 14 23,330 A} faW /a1 /A 0,005 |
[ EFgUtars ‘yc(‘.a@z'h,é) 1683301 AL O
—trregutars 1+ 45 o), 6% - Dz:)u o)l
NO globuls 21 (26,25%) 13 (21,67%) 8 (40%)
Taques de pigment 0,49
Simétriques 2(2,5%) 1(1,67%) 1 (5%)
Asimetriques 2(2,5%) 1(1,67%) 1(5%)
NO taques de pigment 76 (95%) 58 (96,67%) 18 (90%)
Projeccions radials 0,25
Regulars 0(0%) 0 (0%) 0 (0%)
Irregulars 1(1,25%) 0 (0%) 1(5%)
NO projeccions 79 (98,75%) 60 (100%) 19 (95%)
Vasos en coma <0,001
Si 28 (35%) 27 (45%) 1 (5%)
NO 52 (65%) 27 (45%) 0 (0%)
Vasos puntiformes 1
s 3 (3,75%) 3 (5%) 0 (0%)
NO 77 (96,25%) 57 (95%) 20 (100%)
Vasos lineals irregulars 0,03
Si 9 (11,25%) 9 (15%) 0 (0%)
NO 71 (88,75%) 51 (85%) 20 (100%)
Vasos i/o eritema dins d’estructures de regressio <0,001
Si 8 (8,75%) 3 (5%) 5 (25%)
NO 72 (91,25%) 57 (95%) 15 (75%)
Vel blau-gris <0,001

20.
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Avaluacié de l'associacid entre les caracteristiques dermatoscopiques locals amb les 2 categories de la

classificacio histopatologica, NMCA i nevus displasics

Es mostren la freqUéncia (i percentatge). La significacié de les diferéncies es va avaluar amb proves no

parameétriques (prova exacta de Fisher).

Comentem els seglients exemples sobre les variables significatives:

Dintre dels nevus displasics, no hi ha cap cas (0%) que no mostri reticle i en una majoria

(55%) aquest és atipic; malgrat aix0, també es va observar reticle que es va considerar atipic
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en un 43,33% de NMCA. Tant la presencia de globuls com el fet de que aquests fossin
regulars va ser una caracteristica del 68,33% dels NMCA. Dintre del grup dels nevus
displasics, molt pocs varen mostrar vasos en coma o vasos lineals irregulars (5% i 0%) que, en
canvi, varen estar presents en el 45% i el 15% del NMCA, respectivament. Pel contrari,
malgrat ser una caracteristica poc freqiient del global de nevus (8,75%), es varen identificar
vasos i/o eritema dins d'estructures de regressio en el 25% del nevus displasics i tan sols en
el 5% dels NMCA. El vel blau-gris i les estructures de regressié també varen ser forga més
freqlients als nevus displasics (35% i 45%, respectivament) que als NMCA que tan sols
presentaven aquestes caracteristiques en un 8,33% i un 20% dels mateixos. Les arees
hipopigmentades sense estructura o homogenies i la despigmentacié varen ser poc comuns
al global dels nevus (8,75% i 5%) i van estar presents de manera similar als nevus displasics
(10% i 5% ) i als NMCA (8,33% i 5%) respectivament. Finalment, cap nevus displasic va
presentar traces de pigment marrd-gris (0%), mentre que aquestes es varen identificar en el

23,33% dels NMCA.

2.7.2.2. Respecte a la distribucié de les caracteristiques dermatoscopiques locals i la
classificacid histologica entre els diferents tipus de NMCA (juntural, compost, intradérmic)
i nevus displasics, es varen trobar diferéncies estadisticament significatives respecte a
I’'abséncia/presencia i/o caracteristiques dels seglients 8 parametres: del reticle (p<0,001),
globuls (p=0,003), vasos en coma (p<0,001), vasos lineals irregulars (p=0,02), vasos i/o
eritema a l'interior d’estructures de regressié (p=0,01), vel blau-gris (p=0,02), estructures de

regressio (p=0,005) i traces de pigment marroé-gris (p< 0,001).

Taula 21. Avaluacié de I'associacié entre les caracteristiques dermatoscopiques locals amb les 4 categories

de la classificacid histopatologica, nevus junturals, compostos, intradérmics i displasics

Tipus histopatologic

Caracteriticas NJ NC NI
dermatoscopcas Total n=20 n=20 n=20 Valor p
local N=80 (100%) -25% -25% -25%
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Reticle <0,001
Tipic 20 (25%) 4 (20%) 7 (35%) 0 (0%) 9 (45%)
Atipic 37 (46,25%)  15(75%) 11 (55%) 0(0%) 11 (55%)
NO reticle 23 (28,75%) 1(5%) 2 (10%) 20 (100%) 0 (0%)
Globuls 0,02
Regulars 43 (53,75%) 9 (45%) 11 (55%) 17 (85%) 6 (30%)
Irregulars 16 (20%) 5 (25%) 5 (25%) 0 (0%) 6 (30%)
NO globuls 21 (26,25%) 7 (35%) 4 (20%) 2 (10%) 8 (40%)
Taques de pigment 0,19
Simetriques 2 (2,5%) 0 (0%) 1(5%) 0 (0%) 1(5%)
Asimeétriques 2(2,5%) 1(5%) 0 (0%) 0 (0%) 1(5%)
NO taques de pigment 76 (95%) 19 (95%) 19 (95%) 20 (100%) 18 (90%)
Projeccions radials 1
Regulars 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Irregulars 1(1,25%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(5%)
NO projeccions 79 (98,75%) 20 (100%) 20 (100%) 20 (100%) 19 (95%)
Vasos en coma <0,001
Si 28 (35%) 2 (10%) 5(25%) 20 (100%) 1(10%)
NO 52 (65%) 18 (90%) 15 (75%) 0 (100%) 19 (95%)
Vasos puntiformes 1
Si 3(3,75%) 1 (5%) 2 (10%) 0 (0%) 0 (0%)
NO 77(96,25%)  19(95%)  18(90%) 20 (100%) 20 (100%)
Vasos lineals irregulars 0,03
Si 9 (11,25%) 1(5%) 2 (10%) 6 (30%) 0 (0%)
NO 71 (88,75%) 19 (95%) 18 (90%) 17 (70%) 20 (100%)
Vasos i/o eritema dins d’estructures de regressio 0,02
Si 8 (8,75%) 2 (10%) 1 (5%) 0 (0%) 5 (25%)
NO 72(91,25%) 18 (90%)  19(95%) 20 (100%) 15 (75%)
Vel blau-gris 0,02
Si 12 (15%) 3 (15%) 2 (10%) 0 (0%) 7 (35%)
NO 68 (85%) 17 (85%) 18 (90%) 20 (100%) 13 (65%)
Regressio <0,001
Si 21 (26,25%) 7 (35%) 5 (25%) 0 (0%) 9 (45%)
NO 59 (73,75%) 13 (65%) 15 (75%) 20 (100%) 11 (55%)
Hipopigmentacio 0,5
Si 7 (8,75%) 2 (10%) 3 (15%) 0 (0%) 2 (10%)
NO 73 (91,25%) 18 (90%) 17 (85%) 20 (100%) 18 (90%)
Despigmentacio 0,61
Si 4 (5%) 0 (0%) 3 (15%) 0 (0%) 1(5%)
NO 76 (95%) 20 (100%) 17 (85%) 20 (100%) 19 (95%)
Traces pigment marr6-gris <0,001
NO 14 (17,5%) 0 (0%) 1(5%) 13(65%) 0 (0%)
si 66 (82,5%) 20(100%) 19 (95%) 7(35%) 20 (100%)

Es mostren

parametriques (prova exacta de Fisher). NJ: nevus juntural, NC: nevus compost, NI: nevus intradérmic, ND:

la freqliéncia (i percentatge). La significacié de les diferéncies es va avaluar amb proves no

nevus displasic.

Comentem els seglients exemples sobre les variables significatives:

En quant al reticle, va estar absent a tots els nevus intradérmics, tant tipic com atipic.
Malgrat aixo es va descriure el reticle com atipic en el 55% dels nevus displasics, perd també

en el 75% dels junturals i el 55% dels compostos. Els globuls estaven presents en la majoria
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de nevus intradérmics, sent a més regulars (85%), els displasics varen presentar de forma
idéntica globuls regulars o irregulars (30% i 30%) i en els junturals i compostos, si
presentaven globuls, aquests solien ser regulars (45% i 55%). Els vasos en coma es varen
observar en el 100% dels nevus intradérmics, en un 30% dels compostos, en 2 junturals
(10%) i en un Unic displasic (5%). Els vasos lineals irregulars també es varen observar amb
més freqiéncia als nevus intradérmics (30%) i compostos (10%) i a cap displasic (0%). En
canvi, es varen identificar vasos i/o eritema a l'interior d'estructures de regressié en un 25%
de nevus displasics, tan sols 2 (10%) junturals, 1 compost (5%) i 0% intradérmics. De la
mateixa manera, les estructures de regressié estaven presents en quasi la meitat dels nevus
displasics (45%), 35% dels junturals, tan sols en 5 compostos (25%) i cap intradermic. Com
hem comentat, les arees hipopigmentades sense estructura o homogenies i la
despigmentacié varen ser poc comuns al global dels nevus (8,75% i 5%); la primera
caracteristica va estar present de forma similar als diferents grups de nevus; 10% dels
displasics, 10% dels junturals, 15% dels compostos, encara que en cap intradérmic (0%);
mentre que la despigmentacié va ser més freqlient als nevus compostos (15%), en un 10%
dels displasics i cap juntural o intradérmic (0% i 0%). Finalment, les traces de pigment marré-
gris es varen concentrar en els nevus intradérmics (65% dels mateixos); pel que fa a la resta,

es varen veure en 1 compost (5%) i en cap juntural o displasic (0% i 0%).

2.8. Positivitat per BRAF/V600E en els diferents tipus de nevus

2.8.1. Preséncia de la mutacié BRAF/V600E determinada per seqiienciacio en els diferents
tipus histologics de nevus

Malgrat ser un grup massa reduit de nevus (n=20), amb 4 subtipus diferents, per buscar
diferencies estadisticament significatives, es pot fer una descripcié dels resultats, que es
mostren a les taules 22, 23 i figura 27.

Com ja s’ha comentat a l'apartat 4, cap dels nevus melanocitics adquirits estudiats va
presentar mutacions de BRAF diferents a la V600E (ni V600K ni altres). Dels 11 nevus
melanocits adquirits amb mutacié BRAF/V600E, el grup de NMCA eren portadors de la

mutacié en un 53,3% i el grup de nevus displasics en un 60% dels casos. Si considerem els
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diferents tipus de NMCA per separat, els nevus intradéermics eren portadors de la mutacié en

el 100% dels casos, els compostos en el 40% i els junturals en el 20%.

Taula 22. Mutacié BRAF/V600E determinada per seqiienciacié als NMCA vs nevus displasics

TOTAL NMCA ND
n=20 (100%) n=15(75%)  n=5 (25%)

BRAF/V600E 11 (55%) 8 (53,3%) 3 (60%)

Wild type 9 (45%) 7 (46,7%) 2 (40%)

NMCA: nevus melanocitics comuns adquirits, ND: nevus displasics

Taula 23. Mutacié BRAF/V600E determinada per seqiienciacid als 4 tipus diferents de nevus adquirits

TOTAL NJ NC NI ND

n=20 (100%) n=5 (25%) n=5 (25%) n=5 (25%) n=5 (25%)
BRAF/V600E 11 (55%) 1(20%) 2 (40%) 5 (100%) 3 (60%)
Wild type 9 (45%) 4 (80%) 3 (60%) 0 (0%) 2 (40%)

NJ: nevus junturals, NC nevus compostos, NI nevus intradérmics, ND nevus displasics

Figura 27. Immunoexpressié de BRAF/V600E en diferents subtipus histologics. Cas positiu per BRAF/V600E en
en un nevus intradermic (A) i cas negatiu (B) en un nevus displasic. La pigmentacié marré de la imatge B

correspon a melanina.
2.8.2. Preséncia de la mutaci6 BRAF/V600E determinada per immunohistoquimica

mitjangant I'anticos VE1

2.8.2.1. Avaluacié immunohistoquimica de la preséncia o abséncia de la mutacié

BRAF/V600E als diferents grups histologics de nevus emprant un punt de tall a I’histoscore

Utilitzant el punt de tall de 45 respecte a I’histoscore de la immunotincié amb I'anticos VE1

(calculat en I'estudi de sensibilitat i especificitat, apartat 4.1), la preséncia o abséncia de la
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mutacié BRAF/V600E als diferents grups histologics de nevus es pot observar a les taules 24 i

25.

Considerant globalment els NMCA, es va observar un percentatge major d'immunopositivitat
per BRAF/V600E entre el nevus comuns (60% dels mateixos) que en els nevus displasics
(35%) (p=0,046). Si separem els NMCA per grups histologics, de nou la positivitat dels nevus
intradermics era del 100%, com en I'estudi per seqlienciacié. En els nevus compostos era del
55%, també superior que als displasics, pero en el grup de nevus junturals es veia tan sols en

el 25% dels mateixos (p<0,001).

Taula 24. Mutacié BRAF/V600E determinada per immunohistoquimica als NMCA vs nevus displasics

TOTAL NMCA ND
n=80 (100%) n=60 (75%)  n=20 (25%) Valor p

VEL (+)>45 43 (53%) 36 (60%) 7 (35%)
VE1(-)s45 37 (47%) 24 (40%) 13 (65%) s

Taula de contingéncia analitzant el nombre de casos positius i negatius per VE1 segons el punt de tall de
I’histoscore (> o <45) tenint en compte el tipus de nevus (NMCA vs ND). Es mostren la frequencia (i
percentatge). La significacié de les diferéncies es va avaluar amb proves no paramétriques (prova exacta de

Fisher). NMCA: nevus melanocitics comuns adquirits, ND: nevus displasics.

Taula 25. Mutaci6 BRAF/V600E determinada per immunohistoquimica als 4 tipus diferents de nevus
adquirits

TOTAL NJ NC NI )
n=80 (100%) n=20 (25%) n=20 (25%)  n=20(25%)  n=20 (25%) Valor p

BRAF (+) >45 43 (53%) 5 (25%) 11 (55%) 20 (100%) 7 (35%)
BRAF (-) <45 37 (47%) 15 (75%) 9 (45%) 0 (0%) 13 (65%) RG.001

Taula de contingéncia analitzant el nombre casos positius i negatius per VE1 segons el punt de tall de
I'histoscore (> o <45) tenint en compte el tipus de nevus (NJ vs NC vs NI vs ND). Es mostren la freqiéencia (i
percentatge). S’ha utilitzat la prova exacta de Fisher per analitzar la significanca. NJ: nevus junturals, NC nevus

compostos, NI nevus intradermics, ND nevus displasics.

2.8.2.2. Avaluacié immunohistoquimica de la mutaci6 BRAF/V600E als diferents grups

histologics i dermatoscopics mitjangant histoscore
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Si en comptes d’emprar un punt de tall, s’utilitza I’histoscore com una variable continua, els

resultats obtinguts es poden observar a les taules 26, 27, 28 i 29.

Com es pot veure a les dos primeres taules, la valoracié amb histoscore de la immunotincié
de BRAF/V600E, encara que va ser menor als nevus displasics (mitjana 49) que al grup de
NMCA (79,67), no va mostrar diferencies significatives. Les diferéncies si varen ser
estadisticament significatives quan es varen comparar els 4 tipus histopatologics de nevus,
essent el valor especialment alt als nevus intradérmics (110,5), mitja als compostos (81,72),
baix als displasics (54,57) i encara menor als junturals (33), el que concorda amb la
positivitat/negativitat mesurada pel punt de tall de I'histoscore. Malgrat aixo, si es compara
cada grup de NMCA amb els nevus displasics, es veu que tan sols hi ha una diferencia

significativa en front als nevus intradermics.

Taula 26. Histoscore de la immunotinci6 de BRAF/V600E mitjangant I'anticos VE1 als NMCA vs nevus
displasics

TOTAL NMCA | ND valor p
n=80 (100%) n=60 (75%)  n=20 (25%)
VE1  72(64,79) 79,67 (66,5) 49 (54,57) 0,14

Es mostren la mitjana i la desviacié estandard (DE). La significacié de les diferencies es va avaluar amb proves
no parameétriques (prova de Mann-Whitney). NMCA: nevus melanocitics comuns adquirits, ND: nevus

displasics.

Taula 27. Histoscore de la immunotincié de BRAF/V600E mitjangant I’anticos VE1 als 4 grups histologics de

nevus adquirits

Diferéncies Diferéncies vs ND

globals

n=80 n=20 n=20 n=20 n=20 NJ vs ND NCvsND NIlvsND
(100%) (25%) (25%) (25%) (25%)
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VE1  72(64,79) 33(50,46) 95,5(81,72) 110,5(30,86) 49 (54,57) <0,001 n.s. n.s. 0,002

Es mostren la mitjana i la desviacié estandard (DE). La significacié de les diferencies es va avaluar amb proves
no parametriques (prova de Kruskal-Wallis amb post-hoc de Bonferroni comparison test). NJ: nevus junturals,
NC: nevus compostos, NI: nevus intradermics, ND: nevus displasics. n.s: diferencia estadisticament no

significativa.

Com es pot veure a les dos segiients taules, la valoracié amb histoscore de la immunotincié
de BRAF/V600E als diferents grups dermatoscopics de nevus va donar diferéncies globals
estadisticament significatives en les dos classificacions. En la classificacié per patrons globals,
els valors més baixos els varen mostrar els nevus de patré multicomponent (48) i reticular
(50,2), mentre que els més alts varen ser els dels nevus de patré globular/en empedrat
(102,35) i inespecific (100) (figura 28). En la classificacié de I. Zalaudek, el valor més baix de
I'histoscore el varen mostrar de nou els nevus de patro reticular (42,50), pero el més alt el
varen mostrar les lesions de patré RC/GP (125), seguides d’aprop per les de patrd

globular/en empedrat (102,02); les de patré GC/RP varen mostrar un valor mig (61,88).

Taula 28. Histoscore de la immunotincié de BRAF/V600E mitjan¢ant I'anticos VE1 als grups dermatoscépics

de nevus adquirits classificats segons els patrons globals

Globular/empedrat Inespecific ~ Multicomponent Reticular R-G/R-E Valor p
n=80 (100%) n=17 (21,25%) n=6(7,5%) n=15(18,75%)  n=25(31,25%)  n=17 (21,25%)
VE1 72 (64,79) 102,35 (42,06) 100 (28,28)  48(55,83) 50,2 (73,18) 85 (72,2) 0,02

Es mostren la mitjana i la desviacié estandard (DE). La significacié de les diferencies es va avaluar amb proves

no parametriques (prova de Kruskal-Wallis). R-G/R-E: mixt reticulo-globular/reticulo-empedrat.
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Figura 28. Immunoexpressié de BRAF/V600E en nevus de diferent patré global. A) Es mostra la positivitat de
la immunotincié d’un nevus amb patré globular/en empedrat. B) Es mostra la negativitat de la immunotincié

d’un nevus amb patré reticular. La pigmentacié marré de la imatge B correspon a melanina.

Taula 29. Histoscore de la immunotincié de BRAF/V600E mitjan¢ant 'anticos VE1 als grups dermatoscopics

de nevus adquirits classificats segons els patrons de I. Zalaudek

Total Globular/empedrat GC/RP \ Reticular RC/GP Valor p \
n=79 (100%) n=24(30,38%) n=23(29,11%) n=26(32,91%)  n=6 (7,59%)
VE1 72,91 (64,69) 102,02 (44,20) 61,88 (63,91) 42,50 (64,02) 125 (62,85) <0,001

Es mostren la mitjana i la desviacié estandard (DS). La significacié de les diferéencies es va avaluar amb proves
no parametriques (prova de Kruskal-Wallis). GC/RP: globuls o area sense estructura marré central i reticle

periféric. RC/GP: reticle o area sense estructura marré central i globuls periférics.

2.9. Immunoexpressio diferencial dels biomarcadors estudiats entre els grups de nevus de

les diferents classificacions histopatologiques i dermatoscopiques

Les diferencies d'immunoexpressid dels biomarcadors estudiats en els diferents grups de
nevus (marcadors de proliferacio: Ki67; de cicle cel-lular: ciclina D1; de senescéncia induida
per oncogens: p16, pRB i p53; de senesceéncia replicativa: hTERT; PTEN, mutacié BRAF/V600E
-mitjancant I'anticos VE1-; isoformes dels canals de calci de tipus T, Cav3.1 i Cav3.2) es

poden veure a les taules 30, 31, 32 i 33.
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Taula 30. Immunoexpressio diferencial dels biomarcadors estudiats entre els grups de NMCA vs nevus

displasic
Total Displasics Comuns N
(n = 80; 100%) (n = 20; 25%) (n = 60; 75%)

Ki67 10,42 (10,75) 13 (13,9) 9,3 (9,02) 0,4
Cicl D1 97,2 (49,52) 87,75 (50,54) 101,3 (49,06) 0,24
pl6 116,25 (75,48) 95,5(72,94) | 123,17 (75,63) 0,18
PTEN 169,25 (62,64) 146 (78,43) 177 (55,03) 0,1
pRB 7,56 (19,29) 0,5(2,24) 9,92 (21,77) 0,007
p53 4,12 (10,15) 1(2,62) 5,17 (11,46) 0,15
hTERT 188,75 (21,08) 205,5(20,12) 183,2 (25,94) | <0,001
VE1 72 (64,79) 49 (54,57) 79,67 (66,5) 0,14
Cav3.1 17,75 (25,61) 38,5 (30,66) 10,83 (19,51) | <0,001
Cav3.2 108,5 (46,83) 108 (48,73) | 108,67 (46,59) 0,97

Es mostren la mitjana (i desviacié estandard) de I'histoscore. La significacié de les diferéncies es va avaluar amb

proves no parametriques (Mann-Whitney test).

Com es pot veure a la taula 30, si es compara el grup de NMCA vs els nevus displasics, tan
sols s'observen diferéncies significatives en la immunoexpressié segons histoscore de pRB
(retinoblastoma), que és menor als nevus displasics, i hTERT (telomerasa) i Cav.3.1, que és
major als nevus displasics. Encara que I'expressié dels supressors de tumors p16, PTEN i p53
és menor als nevus displasics, la diferéncia no és estadisticament significativa (figures 29 i

30).

Figura 29. Immunoexpressié de Cav 3.1 i hTERT. A) Negativitat per Cav3.1 en nevus intradérmic. B) Positivitat
per Cav3.1 en nevus displasic. C) Preséncia de moderada tincid citoplasmatica i poc nuclear d’hTERT en un

nevus intradermic. D) Tincié molt intensa tant nuclear com citoplasmatica d’hTERT en un nevus displasic.
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Figura 30. Immunoexpressié de PTEN i p16. A i D) Nevus intradérmic. S’observa positivitat intensa per PTEN i
per pl6. B i E) Nevus compost. S'observa positivitat per PTEN i p16. C i F) Nevus displasic. S’observa

negativitat per ambdues tincions. La pigmentacio marré de les imatges Ci F correspon a melanina.

Taula 31. Immunoexpressié diferencial dels biomarcadors estudiats entre els 4 grups histopatologics de

nevus adquirits

Tipus histologic nevus (4 subtipus) Diferen- Diferéncies
cies vs
globals grup nevus displasic

Total Displasic Compost Intradermic Juntural 4 grups NCvs NI vs NJ vs

n =80 n=20 n=20 n=20 n=20 (Tots els ND ND ND

(100%) (25%) (25%) (25%) (25%) subtipus)
Ki67 10,42 (10,75) 13 (13,9) 13,15 (9,05) 3,25 (4,67) 16,67 (8,16) <0,001 n.s 0,0009 n.s
Cicl D1 97,2 (49,52) | 87,75 (50,54) 110 (45,19) 93 (50,48) 100 (60,33) 0,47 - - -
pl6 116,25 (75,48) 95,5 (72,94) 129,5 (61,94) 168 (69,91) 72 (64,2) <0,001 n.s 0,006 n.s
PTEN 169,25 (62,64) 146 (78,43) 171,5 (50,29) 192,5 (42,16) 167 (68,6) 0,19 - - -
pRB 7,56 (19,29) 0,5 (2,24) 16,5 (30,53) 0,25 (1,12) 13(19,63) | <0,001 0,003 n.s | <0,001
p53 4,12 (10,15) 1(2,62) 14 (16,35) 1,5 (4,01) - <0,001 <0,001 n.s n.s
hTERT | 188,75(21,08) | 205,5(20,12) | 183,5(29,43) | 167,5(20,74) | 198,5(16,94) | <0,001 n.s | <0,001 n.s
VE1 72 (64,79) 49 (54,57) 95,5 (81,72) 110,5 (30,86) 33 (50,46) <0,001 n.s 0,002 n.s
Cav3.1 17,75 (25,61) 38,5 (30,66) 18,5 (30,14) 3(5,71) 11 (10,71) <0,001 0,007 <0,001 0,001
Cav3.2 108,5 (46,83) 108 (48,73) 105 (58,26) 117 (30,11) 104 (48,28) 0,93 - - -

Es mostren la mitjana (i desviacié estandard). La significacio de les diferéncies es va avaluar amb proves no

parameétriques (prova Mann-Whitney o prova Kruskal-Wallis, segons el més convenient).
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Com s'observa a la taula 31 si es comparen globalment els 4 grups de nevus melanocitics
adquirits, les diferencies significatives afecten a I'histoscore de molts més biomarcadors
(Ki67, p16, pRB, p53, hTERT, VE1 i Cav3.1). Al comparar cada subgrup de NMCA amb els
nevus displasics, veiem que les diferéncies significatives observades es deuen especialment a
diferéncies entre els nevus displasics i intradérmics (que no afecten als altres dos grups de
NMCA) respecte als seglients biomarcadors: I'expressié de Ki67 i hTERT és més alta als nevus
displasics, mentre que I'expressio de p16 i, com ja hem comentat, BRAF/V600E (VE1) és més
baixa als displasics. En el cas de pRB, també esta infraexpressat als nevus displasics pero en
front dels junturals i compostos. p53 esta infraexpressat als nevus displasics al comparar-los
amb els de patré compost. Finalment, I'expressié de la isoforma Cav3.1 dels canals de calci

tipus T és més alta als nevus displasics respecte al tres tipus de NMCA.

Taula 32. Immunoexpressié diferencial dels biomarcadors estudiats entre els grups dermatoscopics de nevus

classificats pel seu patré global

Patr6 dermatoscopic global

Globular/ Multi-

Total empedrat Inespecific component Reticular R-G/R-E Valor

n =80 n=17 n=6 n=15 n=25 n=17 -

(100%) (21,25%) (7,5%) (18,75%) (31,25%) (21,25%)
Ki67 10,42 (10,75) 5,35 (6,24) 1,67 (2,58) 13,46 (12,14) 15 (12,62) 12,08 (9,72) 0,001
Cicl D1 97,2 (49,52) 112,94 (48,19) 58,33 (40,7) 95,38 (61,46) 95,88 (41,54) 98,08 (48,03) 0,23
pl6 116,25 (75,48) 152,35 (70,11) 196,67 (68,31) 82 (61,09) 84,4 (65,13) 128,82 (73,9) 0,002
PTEN 169.25 (62.64) 200 (34,64) 171,67 (47,5) 124 (84,33) 166,8 (52,66) | 181,18 (63,23) 0,03
pRB 7,56 (19,29) 3,53 (14,55) 0,83 (2,04) 8,33 (20,85) 11 (25,21) 8,24 (15,41) 0,14
p53 4,12 (10,15) 2,65 (5,62) 2,5(6,12) 1,67 (3,62) 5(12,58) 7,06 (14,04) 0,89
hTERT 188,75 (21,08) 164,7 (22,39) 170,0 (17,89) 190,7 (19,07) 201,6 (23,40) 198,8 (23,95) <0,001
VE1 72 (64,79) 102,35 (42,06) 100 (28,28) 48 (55,83) 50,2 (73,18) 85(72,2) 0,02
Cav3.1 17,75 (25.+,61) 2.35(5.62) 6,67 (8,16) 27,33 (28,9) 25,6 (30,29) 17,06 (24,43) 0,001
Cav3.2 108,5 (46,83) 121,76 (37,79) 101,67 (33,71) 102,67 (56,5) 109,6 (37,8) 101,18 (61,73) 0,78

Es mostren la mitjana (i desviacié estandard). La significacio de les diferéncies es va avaluar amb proves no

parametriques (prova Kruskal-Wallis). R-G/R-E: reticulo-globular/reticular-empedrat

A la taula 32 es poden veure les diferéncies estadisticament significatives en Ia
immunoexpressio dels biomarcadors quan es comparen de forma global els 5 grups de nevus

classificats segons el patrd global de I'analisi de patrons. Els histoscores de Ki67 i hTERT sén
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especialment alts al patrd reticular, seguits d’aprop pel patré multicomponent, mentre que
sén baixos als nevus de patrd globular/en empedrat i inespecific. La immunoexpressié de
pl6 i PTEN és especialment baixa als nevus de patré multicomponent, seguits del patré
reticular, essent més alta a la resta de patrons. Com ja s'ha comentat a |'apartat 8.1.2, els
valors més baixos de I'histoscore per BRAF/V600E (VE1) els varen mostrar els nevus de patré
multicomponent i reticular, mentre que els més alts varen ser els dels nevus de patré
globular/en empedrat i inespecific. Per acabar, els nevus de patré multicomponent sén els
gue varen mostrar nivells més alts de Cav3.1, especialment al comparar-los amb els de patré

globular/en empedrat i inespecific.

Taula 33. Immunoexpressid diferencial dels biomarcadors estudiats entre els grups dermatoscopics de nevus

classificats segons els patrons definits per I. Zalaudek

Patr6 dermatoscopic Zalaudek

Globular/empedrat GC/RP Reticular RC/GP
n=79 n=24 n=23 n=26 n=6 Valor p
(100%) (30,38%) (29,11%) (32,91%) (7,59%)
Ki67 10,43 (10,84) 5,88(9,17) 12,94 (11,05) 13,16 (11,93) 13,4 (8,38) 0,006
Cicl D1 97,62 (49,79) 101,3 (52,03) 104,1 (47,44) 77,63 (43,35) 134 (53,2) 0,14
pl6 116,58 (75,9) 160,4 (71,46) 105,2 (81,62) 86,92 (64,73) 113,33 (41,31) 0,011
PTEN 170,63 (61,8) 192,1 (38,56) 152,6 (76,23) 158,8 (58,4) 205 (65,35) 0,11
pRB 7,66 (19,4) 7,7 (26,86) 10,65 (20,30) 5,96 (10,86) 3,33 (8,16) 0,2
p53 4,18 (10,2) 5,0 (12,94) 5,0 (11,18) 2,5 (5,15) 5 (12,25) 0,91
hTERT 188,75 (21,08) 165,8 (21,04) 194,8 (22,74) | 201,5(22,92) 201,7 (17,22) <0,001
VE1 72,91 (64,69) 106,3 (43,52) 58,91 (63,64) | 42,50 (64,02) 125 (62,85) <0,001
Cav3.1 17,59 (25,73) 4,17 (7,17) 14,78 (22,54) | 27,69 (31,54) 38,33 (30,61) <0,001
Cav3.2 119,62 (46,03) 117,5 (36,62) 90,87 (58,54) 111,9 (38,89) 140 (34,64) 0,12

Es mostren la mitjana (i desviacié estandard). La significacio de les diferéncies es va avaluar amb proves no

parameétriques (prova Kruskal-Wallis).

Tenint en compte la classificacio de patrons dermatoscopics segons |. Zalaudek (taula 33), al
comparar globalment els 4 grups, podem veure les seglients diferéncies: tant els histoscores
de Ki67, com hTERT, com BRAF/V600E (VE1), com Cav3.1 sdn especialment alts als nevus de
patré RC/GP; en el cas de Ki67, hTERT i Cav3.1 seguits d’aprop pels nevus de patro reticular,
pero, en el cas de BRAF/V600E (VE1), seguits pels nevus de patrd globular/en empedrat.
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Finalment p16 és forcament immunoexpressat pels nevus de patré globular/en empedrat i

poc pels de patro reticular (figura 31).

Figura 31. Tincions immunohistoquimiques de nevus amb patré RC/GP (reticle central/globuls periférics).

S’observa positivitat intensa per hTERT (A) i BRAF/V600E (VE1) (B)
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TREBALL 3: Fenomen d’autoinvolucio

3.1. Estudi descriptiu segons imatges de SIAscopia del fenomen d’autoinvolucié en
pacients amb sindrome del nevus amb atipia clinica que es trobaven sota seguiment digital

en aquest sistema

3.1.1. Recompte de pacients i nevus inclosos a I'estudi

El nimero total de pacients enregistrats al sistema de SlIAscopia des d’abril del 2007 fins
juliol del 2014 va ser de 119. Es van excloure: 1 pacient amb nevus congenit gegant, 19
pacients seguits amb mapes regionals, 12 pacients que varen abandonar el seguiment digital
(excepte 1 pacient que en aquell moment portava més de 8 anys de seguiment) i 14 pacients
amb seguiment inferior a 3 anys. El numero total de pacients amb mapes corporals totals

avaluats va ser doncs, de 74.

El numero total de nevus total registrats va ser 783. La mitjana de nevus registrats per
pacient va ser de 10,35 amb una desviacié estandard de 4,23. La mediana va ser de 9 lesions

per pacient amb un rang de 4-25.

La mitjana d’edat dels pacients era de 48,1 anys en el moment de la recollida de dades amb
una desviacié estandard de 11,85 i una mediana de 46 anys (rang de 27-78 anys). La

proporcié d’homes i dones va ser del 68% i 32% respectivament.

3.1.2. Recompte de pacients amb nevus en regressio

El nimero de pacients amb nevus en regressié va ser 60 (81% del total de pacients). El

numero total de nevus en regressié va ser de 198 (25% del total de nevus enregistrats en el

sistema). La mitjana de nevus en regressié per pacient va ser de 3,3 amb una desviacio
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estandard de 1,84. La mediana va ser 3 amb un rang de 1-8. En 12 dels 60 pacients hi havia

una unica lesié en regressio.

La mitjana d’edat dels pacients que presentaven nevus en regressio va ser de 47,7 anys amb
una desviacié estandard de 11,5 i una mediana de 46 amb un rang de 27 a 78 anys. La
proporcié d’homes i dones va ser del 63 i 37% respectivament. L’edat mitjana a l'inici de la
regressié de les lesions va ser de 42,7 anys amb una desviacié estandard de 11,4 i una

mediana de 40 amb un rang de 21-76 anys.

Dels nevus amb fenomens de regressié inclosos a I'estudi, es van extirpar 3 lesions per
sospita de malignitzacié. D’aquests 3 nevus extirpats, un va ser un melanoma in situ sobre
nevus displasic, un altre un nevus displasic i el tercer un nevus compost amb canvis

regressius.

3.1.3. Caracteristiques constitucionals de pigmentacid, antecedents de cancer cutani,
historia d'exposicid solar, cremades solars i habits de fotoproteccio dels pacients inclosos a

I'estudi amb nevus en regressio

La distribucié dels pacients amb nevus en regressido per fototipus va ser la seglient: 7
pacients presentaven fototipus 1 (11,7%), 39 pacients fototipus 2 (65%), 10 pacients
fototipus 3 (16,7%) i 4 pacients fototipus 4 (67%). 42 pacients tenien el cabell de color
castany (70%), 8 negre (13,3%), 9 ros (15%) i 1 pél-roig (1,7%). El color dels ulls va ser clar en
27 pacients (45%) i fosc en 33 (55%).

Un 21,1% dels pacients tenia antecedents personals de melanoma i un 8,8% antecedents
personals de cancer cutani no melanoma. El 71,2% dels pacients tenien algun familiar amb
sindrome del nevus amb atipia clinica i un 15,8% tenia antecedents familiars de melanoma.

Cap pertanyia a una familia amb melanoma familiar.

Del total de pacients, un 47,5% referia haver presentat una exposicié solar intensa durant la
infancia i un 29,8% durant I'’edat adulta. En relacié a la radiacié ultraviolada artificial, un

15,8% dels pacients reconeixia haver estar exposat de manera ocasional. Un 41,1% referien
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haver-se cremat entre 1-5 vegades durant la seva infancia, un 10,7% entre 6 i 10 vegades i
un 9% més de 10 vegades. Un 39,3% dels pacients negaven haver patit cremades durant la
seva infancia. En relaci6 a les cremades a I’edat adulta, un 40,4% referien haver-se cremat de
1-5 vegades, un 3,5% entre 6-10 i un 3,5% referien haver-se cremat >10 vegades. Un 50,6%

dels pacients inclosos negaven haver presentat episodis de cremades durant I’edat adulta.

Pel que fa a I'Us de fotoprotector, només un 3,5% referien haver fet una proteccié amb
pantalla total i FPS50, tant durant la seva infancia com d’adults, i un altre 3,5% referien
haver utilitzat fotoprotector amb FPS>30 durant aquestes 2 etapes de la vida. Un 57,9% dels
casos referien haver fet una mala o nul-la fotoproteccié durant la infancia, encara que
utilitzaven un fotoprotector amb FPS>30 durant 'edat adulta. Un 19,3% dels pacients
referien haver fet una mala o nul-la fotoproteccié durant la infancia i usar un FPS<30 durant
I’edat adulta. Per ultim, un 15,8% dels pacients referien no utilitzar fotoprotector ni durant

la infancia ni durant I’edat adulta.

3.1.4. Distribucio regional dels nevus en regressio

La distribucié regional dels 198 nevus en regressid va ser la seglient: 67 a esquena superior,
35 a térax, 33 a abdomen, 28 a esquena inferior, 23 a les cames, 6 als bracgos, 5 a les natges i

1 nevus acapicoll.

3.1.5. Temps de regressio

El temps mig de regressio des del primer control fins a la finalitzacié de I’estudi dels nevus va
ser de 46,7 mesos amb una desviacio estandard de 20,2 i una mediana de 47 amb un rang de

6-84 mesos.

En un 74,2% dels casos, els nevus presentaven fenomen de regressidé en la primera imatge
del seguiment. El 95,9% dels nevus encara presentaven signes de regressio a I’Ultim control

registrat (any 2014 o 2n semestre del 2013).
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En 5 nevus es va observar una regressid6 completa amb un temps mig de 16 mesos, una

desviacid estandard de 8,8, una mediana de 17 i un rang de 6 a 27 mesos.

Si separem els temps de despigmentacié entre els dos tipus de despigmentacié que vam
considerar (homogeénia i heterogenia), vam veure com els nevus que van presentar una
despigmentacid homogeénia van fer-ho amb una mitja de 50,2 mesos amb una desviacid
estandard de 18,6 i una mediana de 50 amb un rang de 8 a 83. En el cas de la
despigmentacio heterogenia, la mitjana va ser de 43,9 mesos amb una desviacio estandard

de 20,9 i una mediana de 45 amb un rang de 6 a 84.

3.1.6. Caracteristiques dermatoscopiques (veure taula 34)

Patro estructural global

El patrd estructural predominant observat en dermatoscopia va ser per aquest ordre de
freqUéncia: patré reticular (78,3%), patrd reticulo-globular (18%), patré globular/en

empedrat (7,6%) i altres (1%).

El patrd reticulo-globular es va classificar en patré amb globuls centrals i reticle periferic
(5,6% del total de casos), patréo amb reticle central i globuls periférics (4% del total de casos)
i patré reticulo-globular que no es podia englobar en cap de les descripcions anteriors (3,5%

dels casos).

Caracteristiques de la despigmentacio

En un 49,5% dels casos es va observar una despigmentacié de tipus homogeni i en un 50,5%
dels casos una despigmentacido de tipus heterogeni (figura 32). En els nevus que van
presentar regressié completa sobtada (6 mesos) entre dos controls no es va poder valorar

aquesta caracteristica (2 nevus).
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Figura 32. Tipus de despigmentacio. A) Heterogénia. B) Homogénia

En relacid al percentatge de despigmentacié observada al final de I'estudi, un 44,4% dels
nevus va presentar una despigmentacio inferior o igual al 10% respecte al primer control. En
un 82,3% dels casos la despigmentacid va ser inferior o igual al 50% respecte al primer
control. Només en un 3,1% dels nevus la despigmentacio va ser quasi completa en el darrer

control (>90%).

Preséncia d’estructures de regressio

Es va observar la preséncia de punts blau-grisos en 24 nevus (12,1%).

El fenomen de I'halo només va ser present en 3 casos (1,5%). D’aquests 3 casos, en una de
les lesions es va observar una regressié completa, en la segona de més del 95% i en la
tercera del 50%, durant o al final de I'estudi.

La preséncia de fibrosi va observar-se en 16 nevus del total (8,1%).

Es van observar estructures vasculars en 67 dels nevus (33,8%).
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Disminucio de la melanina total i melanina dérmica en els siagrafics

Es va observar una disminucioé progressiva de la melanina total en 156 nevus (78,8%).

En 55 nevus es va detectar la preséncia de melanina dérmica en el siagrafic inicial (27,8%).
En els nevus en qué es va detectar la presencia de melanina dérmica, en 24 aquesta havia
desaparegut totalment al final de I'estudi i en 1 cas va augmentar. Respecte a la profunditat
de la melanina dermica, en 22 dels casos la imatge dels siagrafics no va canviar de color, en 4
casos va canviar de color verd a blau clar i blau fosc (de més superficial a més profunda), i en
2 casos a la inversa (de més profunda a més superficial) (figura 33); 1 de blau fosc a blau clar
i verd i 1 de blau fosc i clar a verd. En cap cas, es va observar melanina dérmica en capes

molt profundes (colors lila i vermell).

Figura 33. Canvi de pigmentacio de la melanina dermica. S’observa un canvi del color de la melanina de color

blau fosc a verd, és a dir, de melanina més profunda a més superficial.
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Taula 34. Recull de les principals caracteristiques dermatoscopiques dels nevus en autoinvolucié

Caracteristiques dermatoscopiques Percentatge

Patro reticular 78,3%
Patré estructural global Patr6 reticulo-globular 18%
Patré globular/en empedrat 7,6%
Altres 1%
Homogeénia 49,5%
Despigmentacio
Heterogénia 50,5%
<10% 44,4%
% despigmentacio <50% 82,3%
>90% 3.1%
Punts blaus-grisos 12,1%
Halo 1.5%
Estructures de regressio
Fibrosi 8.1%

2008 2009 2010 2011 2012 2013
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Figura 34. Exemple de siagrafics d’'un nevus en autoinvolucid. Es pot observar una perdua de la melanina total

molt gradual (segona filera) i wuna pérdua total de Ila melanina dérmica (tercera filera).
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3.2. Estudi descriptiu de les caracteristiques dermatoscopiques, estudi histopatologic i

immunohistoquimic dels nevus en autoinvolucié

3.2.1. Subtipus histologics
Dels 14 casos de nevus en autoinvolucid, que varen ser extirpats per estudi histologic i
immunohistoquimic, la distribucid segons el tipus histologic va ser la segilient: 3 nevus

junturals, 10 nevus compostos i 1 nevus intradérmic.

La distribucio dels 11 casos controls, seleccionats a |'atzar, va ser: 1 nevus juntural, 5 nevus

compostos i 5 nevus displasics.

3.2.2. Valoracié semiquantitativa (0-3) i descriptiva de les caracteristiques histologiques

Els resultats de la valoraci6 semiquantitativa i descriptiva de les caracteristiques

histologiques es poden veure a la taula 35.

3.2.2.1. Quantitat de nevus restant

En els casos, la valoracid semiquantitativa de la quantitat de nevus restant va mostrar una
mitjana de 1,93 amb una desviacié estandard de 0,7 i una mediana de 2,5 amb un rang de 0
a 3. En els controls, la mitjana de la quantitat de nevus restant va ser de 2,82 amb una

desviacid estandard de 0,40 i una mediana de 3 amb un rang de 2 a 3.

3.2.2.2. Infiltrat inflamatori

Pel que fa a l'infiltrat inflamatori, la mitjana de la puntuacié semiquantitativa en els casos va
ser de 0,89 amb una desviacio estandard de 0,45 i una mediana de 1 amb un rang de 0,5 a 2.
En els controls, la mitjana va ser de 1,91 amb una desviacid estandard de 0,94 i una mediana
de2ambunrangdela3.

Si calculem la mitjana de la quantitat l'infiltrat inflamatori dins el grup control dividint el
grup en nevus comuns i displasics respectivament, les mitjanes obtingudes van ser 1,5 2,4

respectivament.
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En relacid a la distribucio d’aquest infiltrat, en el 92,9% dels casos aquest es va distribuir de
manera parxejada i en un 7,1% dels casos, de manera continua. En el grup control, en el
27,3% dels nevus controls l'infiltrat es va distribuir de manera parxejada, en el 27,3% de

manera continua i en el 45,5% dels casos només de manera focal.

3.2.2.3. Melanofagia

La puntuacio semiquantitativa de la quantitat de melanofagia en els casos va resultar de 0,79
de mitjana, amb una desviacié estandard de 0,96 i una mediana de 0,5 amb un rang de 0 a 3.
En els controls, la mitjana va ser de 1,1 amb una desviacié estandard de 0,54 i una mediana

de lambunrangdeOa 2.

La distribucio de la melanofagia, en els casos, es distribuia de la seglient manera: en els
casos: en el 21,4% era focal, en el 14,3% casos parxejada, el 21,4% continua i en el 42,9%
casos era absent. En els controls: el 18,2% era focal, en el 54,5% dels casos parxejada, el

18,2% continua i en el 9,1% dels casos era absent.

3.2.2.4. Fibrosi
La mitjana de la quantitat de fibrosi en els casos va ser de 1,29 amb una desviacié estandard
de 0,51 i una mediana de 1 amb un rang de 0,5 a 2. En els controls la mitjana va ser de 1,18

amb una desviacio estandard de 0,40 i una mediana de 1 amb un rang de 1 a 2.

En el 85,7% dels casos es va detectar una fibrosi laminar, també en el 85,7% hi havia fibrosi
delicada i en un 7,1% dels casos clarament compacta. En el 28,6% dels casos es va observar
fibrosi compacta de manera focal. En el 36,4% dels controls es va observar fibrosi laminar, en
el 81,8% delicada i en cap nevus control la fibrosi era compacta.

En el 85,7% dels casos i en el 72,7% dels controls es va observar accentuacid subepidérmica.

3.2.2.5. Cel-lules apoptotiques
No es va observar la preséncia de cel-lules apoptotiques ni en els casos ni en els controls

pero en 3 dels casos si que es va veure una necrosi focal de queratinocits.
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3.2.2.6. Atrofia epidérmica

En el 50% dels casos i en el 36,4% dels nevus control hi havia atrofia epidérmica.

3.2.2.7. Augment de vasos

En relacidé a I'augment de vasos, la mitjana de la seva valoracié semiquantitativa en els casos
va ser de 1,29 amb una desviacio estandard de 0,47 i una mediana de 1 amb unrangde 1 a
2. En els controls, la mitjana va ser de 0,82 amb una desviacid estandard de 0,60 i una

medianade 1 ambunrangdeOa 2.

Taula 35. Resum de les caracteristiques histologiques més significatives

CASOS CONTROLS Valor p ‘
Q nevus 1,93 (0,7) 2,82 (0,40)
Q infiltrat inflamatori 0,89 (0,44) 1,91 (0,94) 0,0038
Parxejat 13 (92,9%) 3 (27,3%)
Continu 1(7,1%) 3(27,3%)
Focal 0 (0%) 5 (45,5%)
Absent 0 (0%) 0 (0%)
Q melanofagia 0,79 (0,96) 1,1 (0,54) 0,1389
Parxejada 2 (14,3%) 6 (54,5%)
Continu 3(21,4%) 2 (18,2%)
Focal 3 (21,4%) 2 (18,2%)
Absent 6 (42,9%) 1(9,1%)
Q fibrosi 1,29 (0,51) 1,18 (0,40) 0,6167
Delicada 12 (85,7%) 9 (81,8%) 0,6043
Laminar 12 (85,7%) 4 (36,4%) 0,0159
Compacta 5 (35,7%) 0 (0%) 0,0377
Accentuacio subepidéermica 12 (85,7%) 9(72,7%) 0,3783
Cel-lules apoptotiques 0 (0%) 0 (0%)
Atrofia epidéermica 7 (50%) 4 (36,4%) 0,3925
Augment de vasos 1,29 (0,47) 0,82 (0,60) 0,0497

Es mostren la mitjana i desviacié estandard o la freqliencia absoluta i percentatge segons el més convenient.

En negreta i remarcat es senyalen els valors significatius. Q: quantitat.
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3.2.3. Valoracié semiquantitativa dels diferents marcadors immunohistoquimics

Els resultats de la valoracié de la immunoexpressié (percentatge o histoscore) dels

marcadors immunohistoquimics estudiats es pot veure a la taula 36.

La mitjana dels percentatges i dels histoscores i la seva desviacié estandard calculada per
cadascu dels marcadors estudiats va ser la segiient en els casos: CD3: 59,55 (15,72), CD4:
60,45 (17,53), CD8: 28,64 (14,33), TIA1: 9 (8,1), FoxP3: 7,73 (7,54), CD123: 3,5 (7,78), PD1:
15,56 (12,36), Granzima B: 2,73 (2,61), Caspasa 3 activada: 72 (60,15), BRAF: 44,55 (64,24).

En els controls: CD3: 50,71 (17,85), CD4: 47,86 (13,26), CD8: 19,29 (16,04), TIA1: 5,36 (6,92),
FoxP3: 7,5 (8,26), CD123: 0,71 (1,82), PD1: 15,71 (10,72), Granzima B: 3,21 (2,49), Caspasa 3
activada: 24,29 (25,93), BRAF: 67,21 (64,12).

(figures 36, 37, 38 39)

Cal destacar que la immunoexpressié de caspasa 3 va ser citoplasmatica en tots els casos.

En tots els casos va existir un predomini de cél-lules CD4 positives respecte a les CD8
positives (figura 35). La mitjana del percentatge de cel-lules CD8 positives dividint el grup

control en nevus displasics i nevus comuns, va ser del 33% i del 25% respectivament.

Al calcular la ratio CD123/TIA1 en els casos es va obtenir una mitjana de 0,13 amb un
desviacid estandard de 0,33 i una mediana de 0 amb un rang de 0 a 1. En els controls, la
mitjana va ser de 0,79 amb una desviacié estandard de 1,86 i una mediana de 0 amb una

ratio de 0 a 5.
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Taula 36. Estudi dels biomarcadors relacionats amb involucié en casos i controls

CONTROLS CASOS

BIOMARCADORS Mitjana DE Min Max Mitjana ] 3 Min

CcD3 59,55 15,72 45 85 50,71 17,85 25 75 0,15
CDh4 60,45 17,53 45 85 47,86 13,26 35 75 0,06
CD8 28,64 14,33 5 55 19,29 16,04 5 65 0,07
TIA1 9 8,1 0 25 5,36 6,92 0 25 0,22
FoxP3 7,73 7,54 0 25 7,5 8,26 0 25 0,83
CD123 3,5 7,84 0 25 0,71 1,82 0 5 0,34
PD1 15,56 12,36 0 35 15,71 10,72 5 45 1,0
Granzima B 2,73 2,61 0 5 3,21 2,49 0 5 0,65
Casp 3 Activa 72 60,15 0 170 24,29 25,93 0 70 0,03
BRAF 44,55 64,24 0 150 67,21 67,12 0 200 0,37

En les diferents columnes es mostren els valors de la mitjana, desviacid estandard, el valor minim i el maxim. A
més es va realitzar un analisi estadistic mitjancant el test no parameétric Mann-Whitney per avaluar les

diferéncies entre els biomarcadors en ambdds grups. En negreta i remarcat es senyalen els valors significatius.

VK CD&

Figura 35. Tincié immunohistoquimica de cél-lules T CD4+ i CD8+ en linfiltrat inflamatori d’'un nevus en

autoinvolucid. S’observa un predomini de CD4+.
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Nevus displasic — zona regressio
"W . - \

%

Granzima B 5¢:1-10

Figures 36 i 37. Tincions immunohistoquimiques en nevus en autoinvolucié. Es mostren les diferents tincions
realitzades i el seu Histoscore (Sc) en un nevus control (tipus nevus displasic). A la imatge superior s’observa
una zona de regressio i en la imatge inferior una zona de teques. El percentatge de positivitat esta calculat pel

global, no per zones.
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en autoinvolucid.

Figura 39. Tincié de la Caspasa 3 activada. Observem una tincié intensament positiva en un dels controls (A) i

una tincié débilment positiva en un dels casos dels nevus en autoinvolucié (B).

3.2.4. Estudi comparatiu de les dades histologiques (veure taula 35)

Es van observar diferéncies estadisticament significatives entre els casos i controls respecte
a les seglents caracteristiques: en la quantitat d’infiltrat inflamatori amb una major
intensitat en el grup control (p=0,0038), en la preséncia d’una fibrosi de tipus laminar i
compacta que varen ser més freqlients en els casos (p=0,0159 i p=0,0377, respectivament) i

en I'augment de vasos (p=0,0497), que va ser més freqlient en els casos (figura 40).
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No es van observar diferéncies estadisticament significatives entre casos i controls respecte
a la intensitat de la melanofagia, la intensitat de la fibrosi, la preséncia de fibrosi delicada o

de I'accentuacio subepidérmica de la mateixa ni respecte a la preséncia d’atrofia epidermica.

Figura 40. Quantitat d’infiltrat inflamatori. S’observa un infiltrat molt lleu en un dels casos de nevus en
autoinvolucié (A) i un infiltrat molt intens amb intensa melanofagia en un dels controls (de tipus nevus

displasic) (B).

3.2.5. Estudi comparatiu de la dades immunohistoquimiques

En relacid als diferents marcadors immunohistoquimics estudiats, només es van observar
diferéncies estadisticament significatives entre els casos i controls en la Caspasa 3 activa

amb una major immunoexpressié en els controls (p=0,03) (veure taula 37).

També es va comparar la ratio CD123/TIA1 entre els casos i els controls sense observar-se

diferéncies estadisticament significatives.

3.2.6. Correlacié entre alguns marcadors immunohistoquimics seleccionats

3.2.6.1. Correlacid entre la caspasa amb la intensitat de l'infiltrat inflamatori

Al correlacionar la quantitat d’infiltrat inflamatori amb I'expressié de la caspasa 3 activa, en
el grup control només es van trobar diferéncies estadisticament significatives (p>0,05) quan
es comparaven els nevus amb lleu infiltrat inflamatori (1) respecte als que el presentaven
molt intens (3) segons I'escala gradual (veure punt 3.2.2.C de material i métodes) (Figura

41).
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En els casos no es van trobar diferéncies estadisticament significatives en la comparacié de

cap dels grups.

CASP3act casos CASP3act controls
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Figura 41. Correlacié entre la quantitat d’infiltrat inflamatori i la caspasa activada. Es mostra la relacié entre

la intensitat d’infiltrat inflamatori i la quantitat de caspasa 3 activada (histoscore) en casos i controls.

3.2.6.2. Correlacio de la caspasa 3 activa amb els marcadors immunohistoquimics (CD3,

CD4, CDS, TIA1, FoxP3, CD123, PD1, Granzima B)

Es va fer una correlacié entre la immunoexpressié de la caspasa 3 activa i els diferents
marcadors estudiats (taula 37).

En els casos, no es va observar cap correlacio significativa.

En el grup control, es van veure diferéncies estadisticament significatives (p=0,025)
Unicament en la correlacié entre |'histoscore de la caspasa 3 activada i el percentatge de

cel.lules CD8+.

Caspasa vs CASOS CONTROLS
Taula 37. Correlacié | CD3 0,6272 0,2340 de Ila caspasa 3
activada amb els | CD4 0,8964 0,5399 diferents
biomarcadors CD8 0,4291 0,0250 immunohistoquimics
en els casos i | TIA-1 0,3187 0,3332 controls.

FOXP3 0,2598 0,7180

CD123 0,7509 0,2599

PD1 0,5986 0,1312

GRANZIMA B 0,3150 0,2701
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TREBALL 1: Epidemiologia dels nevus a la infancia a la regié sanitaria de Lleida

La tendencia a l'augment de les taxes mundials de melanoma es reflecteix també en el
nostre ambit en un estudi multicéntric publicat fa pocs anys on es reporten els pacients amb
melanoma diagnosticats en 23 hospitals catalans, durant el periode de 2000 a 2007 (107). El
nostre centre, que va participar en aquest estudi, és el principal hospital de la zona de Lleida

i cobreix una poblacid d'aproximadament 450.000 habitants.

La mitjana del nimero de nevus en nens de 4, 8 i 14 anys de la nostra area geografica van
ser d'1, 5i 10, respectivament. El fenomen de desenvolupament de nous nevus durant la
infancia i adolescencia ha estat préviament establert (65,67-69,108). Al comparar els nostres
resultats amb els d'altres estudis realitzats en paisos mediterranis situats en una latitud
similar, vam poder observar el seglient: (i) en un estudi de nens italians (109), es va observar
una mitjana d'11 nevus entre els nens d'edats compreses entre els 13-14 anys; aixo és
comparable al nostre resultat de 10 nevus en el grup de 14 anys d'edat. (ii) En un estudi
realitzat a Turquia (110) la mitjana de nevus va ser 6,53 en nens de 0-16 anys; un niumero
molt proper a la mitjana de la nostra poblacié (6,28 nevus). (iii) Aguilera et al. (9) van
reportar una mitjana de 17,5 nevus entre els nens de Barcelona amb edats entre els 1-15
anys. En aquest ultim estudi, van trobar un major nimero de nevus que el nostre i altres
estudis. Aix0 podria ser degut al fet que en I'estudi d’Aguilera es van incloure nevus de <2
mm de diametre. (iv) En un estudi més recent realitzat a Granada van observar una mitjana
de nevus de 19,38 entre els nens de 8-10 anys d'edat. Aquest valor és més alt que la mitjana
de 5 nevus observada en el nostre de grup 8 anys d'edat. Aquest resultat podria atribuir-se

de nou a la inclusié de nevus <2mm de diametre (111).

En comparar els nostres resultats amb els d’estudis realitzats en paisos en diferents latituds,
es va observar un menor nimero de nevus en comparacié amb els nens de la mateixa edat.
(v) Els nens australians de 3 anys (12) presentaven una mitjana de 10 nevus, que és superior
a la mitjana del nostre grup de 4 anys d'edat (1 nevus). Nosaltres van obtenir una mitjana de
5 nevus en el grup de 8 anys d'edat. En comparar amb els nens de diferents regions

d'Australia i d'Escocia, Whiteman et al. (12) van assenyalar |'existéncia d'una associacid
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inversa entre la latitud i el nimero de nevus, el que dona més suport a la idea que |'exposicié
solar juga un paper clau en la proliferacié de nevus melanocitics en la primera infancia. No
obstant aix0, Synnerstad et al. (14) de Suecia, va reportar una mitjana de 8 nevus en nens de
8-9 anys, el que suggereix que, a més del patré d’exposicid solar, altres factors com el

fenotip poden jugar un paper important.

Les variacions en la densitat dels nevus segons el sexe, amb un major nUmero de nevus en
els nens en comparacié amb les nenes, s'ha documentat en repetides ocasions (11, 66). Tot i
que existeixen dades discrepants (112), aquests resultats podrien explicar-se per un possible
paper diferencial en els dos sexes del creixement i les hormones sexuals en el
desenvolupament dels nevus (9, 113). En la nostra serie, el sexe masculi era un factor
independent de presentar major nimero de nevus (p=0,003) només en el grup de 14 anys
d'edat. Com es mostra a la Taula 10, donades les altres variables com constants, un nen de
14 anys d'edat, tenia el doble de nevus melanocitics en comparacié amb una nena. El fet que
les diferéncies entre el sexe només s'observessin a I'edat de 14 anys podria explicar-se per
una potencia estadistica més forta en relaci6 amb un major nimero de nevus observat a

aquesta edat i/o degut a canvis secundaris a la influéncia hormonal.

En quant a la distribucié anatdmica, els nevus eren presents amb major freqiiencia al tronc,
seguit de les cames, els bracos, el cap, area del banyador i peus i mans. Aquesta distribucio
és coherent amb la distribucido dels nevus (114,115) i el melanoma en els adults en la
poblacié espanyola (5). Aquesta distribucié dels nevus es va observar en tots els grups
d'edat, encara que en els nens més petits només es van observar nevus al tronc. Els
adolescents mostraven una distribucié similar als adults; més nevus al tronc, seguit de les
extremitats (bracos i cames). El nUmero de nevus a la zona del banyador i peus i mans va ser
extremadament baix en tots els grups d’edat. Es van trobar diferéencies significatives en la
densitat dels nevus en arees d’exposicié solar intermitent (tronc, bracos i cames). D'altra
banda, no es van obtenir diferencies estadistiques en les arees no foto-exposades (area del
banyador i peus). Les troballes a les zones exposades al sol de manera cronica sén més
dificils d'explicar (van obtenir diferéncies significatives en la densitat dels nevus al cap pero
no a les mans). Potser el comportament de les arees exposades cronicament es relaciona

més amb les caracteristiques biologiques de la pell en aquestes regions que a la influéncia de
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I'exposicié solar. De fet, els melanomes que sorgeixen a les mans i els peus comparteixen
caracteristiques epidemiologiques i cliniques comuns i no estan relacionats amb I'exposicié
solar, mentre que els melanomes al cap sén epidemioldgicament i clinicament diferents i
estan relacionats amb I'exposicio solar cronica (116). Aquesta hipotesi ha estat proposada
anteriorment per altres autors, en base a estudis epidemiologics i experimentals en ratolins

(12, 18).

La distribucio regional dels nevus i el melanoma maligne cutani mostren diferents patrons en
homes i dones adults. Els homes tenen més nevus i melanoma al tronc, mentre que les
dones tenen més nevus i melanoma a les cames (17). D'acord amb aixo0, i amb altres estudis
anteriors de la distribucié de nevus en nens (14, 112), trobem diferéencies estadisticament
significatives entre els 2 sexes en el recompte de nevus a les cames, on les nenes tenen un
major nimero de nevus que els nens en aquesta regid. Aixi mateix, es va observar una
tendéncia a un major nimero de nevus al tronc en els nens. Un cop més, el creixement i les
hormones sexuals que afecten els sexes de manera diferent podrien tenir importancia per al

desenvolupament de nevus.

Es va trobar una associacio significativa entre el fototipus més clar (I-1) i major nimero de
nevus com una variable independent, només en el grup de 14 anys (p= 0,0002). Per exemple,
com es mostra a la Taula 10, donades les altres variables com constants, un nen de 14 anys
d'edat amb fototipus de pell I-1l va mostrar un nimero de nevus d'aproximadament 2,5
vegades superior que els nens amb fototipus IlI-IV. L'associacié del fototipus amb el nimero
de nevus és controvertida. Diversos estudis observacionals han mostrat aquesta associacid
amb pell clara (117, 118). No obstant, alguns estudis en adults han demostrat una associacié

entre la pell fosca i un major numero de nevus (116).

El principal factor ambiental associat amb el desenvolupament de nevus melanocitics és
I'exposicié solar (112,119). Existeixen evidencies que tant I'exposicié cronica com la
intermitent sén importants. La variabilitat topografica en la densitat dels nevus, amb un
major numero de nevus en zones exposades al sol, observat en molts estudis, aixi com en el
nostre, és compatible amb I'associacié de I'exposicié UV tant cronica com intermitent amb el

desenvolupament de nevus. A la nostra série, I'analisi multivariant va mostrar diferéncies en
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el nimero de nevus en relacié a la quantitat d'hores d'exposicié solar en els 3 grups d'edat.
Per als nens menors de 4 anys, només va ser significativa (p=0,01) I'exposicid solar a l'aire
lliure (excloent el temps a platges/piscines). Aquest fet es podria explicar per una conducta
adequada dels pares evitant I'exposicio a platges i piscines en aquesta franja d’edat. En els
grups de 8 i 14 anys d’edat, I'exposicio al sol a les platges i piscines es va identificar com un
factor independent (amb valors de p de 0,02 i 0,01, respectivament). D'altra banda, en el
grup de 14 anys d'edat, I'Us de protector solar va modificar I'efecte de |'exposicid solar total
en el numero de nevus, amb un major nimero de nevus observats en nens que feien un Us
no adequat de la proteccidé solar (Taules 9 i 10). En resum, els resultats d'aquest estudi
confirmen la influencia de I'exposicid solar en el desenvolupament dels nevus i la funcid

protectora de la crema solar.

En relacié a I'Us de protector solar, es va observar una disminucio del seu s amb I'edat, amb
diferéncies estadisticament significatives entre el grup de 14 i els grups de 8 i 4 anys d'edat,
o entre els grups de 14 i 8 anys vs els grup de 4 anys, en funcié del métode d'avaluacio de
I'ds de protector solar (sempre vs gairebé sempre, sempre/gairebé sempre a la
platja/piscina, sempre/gairebé sempre FPS> 15 i cada 2h, etc.). Creiem que aix0 podria
explicar-se perque els nens més grans s6n menys propensos a aplicar protector solar i estan
menys controlats pels seus pares. De fet, en un estudi realitzat el 2004 a la nostra regio
(117), es va observar que només el 14,6% de la nostra poblacié general utilitza protector
solar adequadament. Si comparem aquest resultat amb ['obtingut en el present estudi
(47,8%), ens trobem amb un percentatge clarament més alt d'Us correcte del protector solar
en els nens. Hi ha 2 explicacions per a aquestes diferencies. En primer lloc, els subjectes de
I'estudi sGn nens que estan sota la supervisié dels seus pares i el nostre estudi anterior es va
realitzar en adults (majors de 50 anys). En segon lloc, podria reflectir I'éxit de les campanyes

de prevencio del cancer de pell realitzats al nostre pais en els Ultims anys.

La relacid entre |'Us de protector solar i el nimero de nevus també és objecte de
controveérsia. L'Us regular de proteccid solar s'ha associat amb un menor nimero de nevus
en els nens en un estudi aleatoritzat (112, 120) i en alguns estudis observacionals.
Contrariament, altres estudis han demostrat una associacio entre I'Us de protector solar i un

augment del nimero de nevus (71, 121). Els autors van suggerir que I'Us de protector solar
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pot donar als pares una falsa sensacio de seguretat i fa que els nens estiguin exposats al sol
durant més temps. No obstant aixo, com ja s'ha esmentat, en el nostre estudi el protector
solar sembla tenir un paper protector per al desenvolupament de nevus clarament

demostrat en el grup de nens de 14 anys.

Finalment, es va observar un nimero creixent de cremades amb I'edat. Com en el cas de I'Us
de protectors solars, aquests resultats podrien reflectir el comportament dels adolescents,
sent menys probable que apliquin protector solar ja que estan menys controlats pels seus
pares. En l'estudi bivariant es va obtenir una correlacié significativa entre haver patit
cremades solars i el numero de nevus en el grup de 14 anys d'edat (p <0,05) i una tendéncia
en els grups de 4 i 8 anys. Malgrat aix0, no hem trobat associacid significativa entre les
cremades solars i el recompte de nevus en cap dels 3 grups en I'analisi multivariant. Una
possible explicacié d'aquests resultats podria ser la poténcia de l'estudi (baix nUmero de
cremades solars en els 3 grups d'edat). Per altra banda, la manca d'associacié entre aquestes

2 variables també s'ha documentat en altres estudis (110).

En conclusid, el nostre estudi va recollir el nimero i distribucid dels nevus melanocitics
adquirits en una amplia mostra de nens de la nostra regié i es va analitzar la seva associacié
amb l'edat, el genere, fototipus i diferents factors ambientals (I’exposicié solar, la historia de
cremades solars i I'Gs de fotoprotector). A diferéncia d'altres treballs, els nens explorats
pertanyien a tres grups d'edat clarament diferenciats (4, 8 i 14 anys), el que li dona a I'estudi
fort valor estadistic ja que no hi ha variabilitat dins dels grups a causa de |'edat. Per tant,
permet el calcul de les diferéncies en el nUumero de nevus entre els grups d'edat amb la

maxima precisio.

L'analisi estadistic d'aquest estudi va avaluar diversos factors de risc associats amb la
densitat i la distribucid dels nevus ja reportats previament per altres autors, com ara I'edat,
el génere, el fototipus i I'exposicid al sol. La densitat de nevus va augmentar amb |'edat. Els
nens tenien més nevus en el tronc i les nenes tenien més nevus a les cames. Els nevus eren
més nombrosos al tronc i les extremitats. Els nens amb fototipus clar tenien més nevus que
aquells amb fototipus fosc. Una major quantitat d'exposicio solar acumulada es relacionava

amb una major numero de nevus. Tot i que no es va observar una correlacié significativa
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entre haver patit cremades i el nUmero de nevus (excepte en el grup de 14 anys d'edat, en
I'analisi univariant), es va observar una tendencia a un creixent nimero de nevus en relacio

al numero de cremades solars en tots els grups d'edat.

Particularment d'interes, I'analisi multivariant del nostre estudi ha confirmat el paper
protector de |'Us de filtres solars en el desenvolupament de nevus melanocitics adquirits.
Aquesta conclusid, a més a més de destacar el fet que els habits de proteccio solar es perden
progressivament en els nens de més edat, remarca la necessitat de campanyes de promocio
per a la salut per educar en els habits de fotoproteccid per tal de reduir el desenvolupament

de nevus i, a llarg termini, per prevenir el melanoma maligne a la vida adulta.

A manera de resum: tot i que la majoria dels factors de risc associats als nevus adquirits
avaluats pel nostre estudi s'han descrit anteriorment, els punts a destacar del nostre treball
son I'avaluacio dels nevus en tres grups d'edat pediatrica clarament diferenciats i, sobretot,
el fet de que els resultats proporcionen dades que recolzen un paper protector dels filtres

solars en el desenvolupament de nevus melanocitics adquirits.
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TREBALL 2: Immunoexpressid diferencial de marcadors de senescéncia, gens supressors de
tumors, BRAF/V600E i canals de calci de tipus T en nevus adquirits d'acord amb la seva

classificacid histopatologica i dermatoscopica

El principal objectiu d’aquest treball va ser investigar les diferéncies entre diversos grups de
nevus melanocitics adquirits, establerts segons la seva classificacido histologica i
dermatoscopica, en la immunoexpressio de les seglients molécules: BRAF/V600E, marcadors
de senescéncia induida per oncogens i replicativa (p16, pRB, p53, hTERT), marcadors de
proliferacié i cicle cel-lular (Ki67 i ciclina D1), la proteina supressora de tumors PTEN i dos
isoformes dels canals de calci de tipus T (Cav3.1 i Cav3.2). No obstant, aquest estudi va ser
precedit per una valoracié de la sensibilitat i especificitat de la immunotincié de la proteina
BRAF/V600E mitjancant I'anticos VE1 i una série d’estudis de correlacié entre les diferents
classificacions histologiques i dermatoscopiques, entre elles mateixes, amb algunes
caracteristiques cliniques dels pacients i els nevus i amb caracteristiques dermatoscopiques

ocals, que varen donar consisténcia als resultats de I’objectiu principal.
local d t [ Itats de I'object [

En 'estudi de sensibilitat i especificitat de la immunotincio de la proteina BRAF/V600E
mitjangant lanticos VE1, el percentatge de melanomes amb les mutacions V600E/K
determinades per técniques moleculars (5) va ser una mica inferior al descrit als melanomes
de la nostra poblacid, que esta establert al voltant del 40% (122). No obstant, potser el fet de
gue entre els melanomes primaris s’incloguessin 6 (15,4%) casos de melanoma nodular, 6
(15,4%) de melanoma lentiginds acral i 6 (15,4%) de melanoma sobre lentigen maligne, que,
per una part, presenten en un baix percentatge mutacions de BRAF i que, en segon lloc,
especialment el melanoma lentiginds acral, sén bastant menys freqients que el melanoma
d’extensié superficial (5) que, en canvi, és el que més comunament les presenta (123),

podria explicar en part aquests resultats.

Establint un punt de tall de I'histoscore a 45 (d’'un rang de 0 a 300), la sensibilitat i
especificitat de la deteccié immunohistoquimica de la mutacié BRAF/V600E respecte a la
seva confirmacié molecular varen ser bones, en concret del 80% i 83% respectivament, pero

una mica més baixes que les obtingudes en altres articles (100, 124). Malgrat aix0, segons els
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nostres resultats, no varen ser suficientment bones com per pensar que aquest test pogués
substituir al diagnostic molecular com a prova de cribratge per identificar aquells pacients
amb melanoma metastatic candidats a tractament amb inhibidors de BRAF, encara que
tindria una clara aplicacié en investigacido (com és el cas d'aquest treball) i altres fins de

diagnostic histopatologic.

En quant a la correlacio entre les caracteristiques cliniques i la classificacié dels nevus
segons criteris histopatologics i dermatoscopics, encara que els nevus es varen triar amb la
finalitat de tenir grups homogenis segons els tipus histologics (20 nevus de cada subtipus) i,
per tant, no representaven exactament el que es troba a la poblacié general respecte al
global de nevus, si que reflecteixen algunes caracteristiques ja descrites. En primer lloc, tan
sols es varen extirpar dos nevus de pacients menors de 18 anys (en concret de 9 i 15 anys)
pel que els resultats de la nostra série no es poden comparar al descrit en la poblacié infantil
i juvenil; el que repercuteix també en haver recollit tan sols 6 nevus amb el patrd expansiu
RC/GP, descrit per |. Zalaudek, tipic dels nevus en periode de creixement. Per altra part, el
fet d’observar major nombre de nevus de patré globular/en empedrat o inespecific a les
dones, pensem que simplement és el resultat de que més dones varen estar d’acord en que
li fos extirpat un nevus melanocitic intradérmic (que solen presentar aquests patrons) per
motius estetics. En canvi, respecte a la localitzacio, si que alguns resultats concorden amb la
literatura (114,125,126). Per exemple, s’han descrit més nevus de patré globular/en
empedrat (al que, en el nostre estudi, s’hauria d’afegir I'inespecific) a cap i coll, més nevus
amb patro reticular a la part superior de I'esquena i més nevus de patré RC/GP al ter¢ mig
del tronc, tant anterior com posterior. Com també era d’esperar, la segona localitzacié dels
nevus de patré reticular, després de les extremitats, va ser I'esquena superior. Finalment, els
nevus de patré multicomponent predominaven a la part superior de I'esquena, és a dir, on
més sovint trobem nevus clinicament atipics. En relacié a la mida (valorada com l'area en
mm), els nevus de patré globular/en empedrat (que solen ser nevus intradérmics) eren els
més grans, seguits dels de patré multicomponent (que solen ser nevus displasics), com

podriem esperar.

Respecte a la correlacio de les diferents classificacions histopatologiques i

dermatoscopiques entre si, veiem com, de forma logica, en les dos classificacions
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dermatoscopiques, dins dels nevus intradérmics es varen trobar el 100% de nevus de patrd
globular/en empedrat (i inespecific) i com al voltant del 40% de nevus junturals mostraven
un patrod reticular, mentre que els nevus compostos solien mostrar amb més freqiéncia
patrons mixtes. En la classificacid per patrons globals, el patré multicomponent (que
reflecteix atipia morfologica) s’associava amb més freqliencia als nevus displasics, mentre
gue en la classificacido dermatoscopica segons |. Zalaudek (que no reflecteix I'atipia, sin6 el
patrd de creixement) els nevus displasics estaven distribuits entre els altres patrons

(exceptuant el globular/en empedrat), especialment en el reticular i en el GC/RP.

En relacid a la distribucié de les caracteristiques dermatoscopiques locals als diferents
grups de les classificacions dermatoscopiques i histopatologiques, veiem com, en |'estudi
estadistic en qué varen trobar més associacions significatives (n=11) era el que va relacionar
les caracteristiques dermatoscopiques locals amb les categories de la classificacié
dermatoscopica basada en els patrons globals. Aixo és logic, tenint en compte que ambdues
valoracions s'utilitzen de forma complementaria en la segona etapa del diagnostic
dermatoscopic basat en I’analisi de patrons. Dintre d’aquest estudi, aquestes associacions
mostraven un comportament coherent. Per exemple, dintre del patré multicomponent es
concentraven les caracteristiques relacionades amb atipia (com globuls irregulars, vasos i/o
eritema dins d’estructures de regressio, vel blau-gris, regressié i despigmentacié blanca
cicatricial); i dins dels patrons globular/en empedrat i inespecific les tipiques dels nevus
intradérmics (com I'abséncia de reticle, globuls regulars, vasos en coma i traces de pigment
marré-gris). El segon i tercer estudis estadistics, en qué es varen trobar més associacions
significatives (n=8) eren els que relacionaven les caracteristiques dermatoscopiques locals
amb les categories de la classificacio histologica, tant en I'estudi NMCA vs nevus displasics
com en l'estudi que tenia en compte els quatre grups de nevus melanocitics adquirits. En
aquesta classificacio, malgrat que sabem que no sempre hi ha una bona correlacié
histopatologica entre les caracteristiques d’atipia clinica i atipia histologica (25, 26), tornaven
a tenir molt pes les caracteristiques dermatoscopiques locals associades a atipia, que es
concentraven als nevus displasics, encara que les podiem trobar en ocasions a alguns nevus
comuns per multiples motius, no analitzats en aquesta Tesi com, per exemple, la regressid
histologica. En I’estudi que relacionava les caracteristiques dermatoscopiques locals amb les

quatre categories de la classificacid histologica dels nevus melanocitics, el nimero (n=8) i
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tipus d’associacions significatives varen ser les mateixes, agrupant-se als nevus intradermics
caracteristiques dermatoscopiques propies dels mateixos com globuls regulars, abséncia de
reticle, traces de pigment marrd-gris i vasos en coma. El darrer estudi estadistic, en ordre, en
gue es varen trobar menys associacions significatives (n=7) era el que relacionava les
caracteristiques dermatoscopiques locals amb les categories de la classificacio
dermatoscopica de |. Zalaudek. Aquest resultat també era esperable, ja que la classificacid
de I. Zalaudek no conté cap grup de nevus especificament de caracteristiques atipiques, sind
que esta basada en diferents patrons de creixement. De tota manera, mostrava algunes
associacions logiques com I'abséncia de criteris d’atipia (vel blau-gris, regressio, etc.) en el
patro globular/en empedrat (que sol correspondre a nevus intradérmics) i la preséncia en el
mateix de globuls regulars, abséncia de reticle, vasos en coma i traces de pigment marro-
gris. Potser la caracteristica dermatoscopica que s’ajustava menys a l'esperat va ser la
preséncia de reticle atipic ja que, encara que era més freqlient als nevus displasics (i
especialment als de patré dermatoscopic multicomponent), la seva baixa freqiencia als
nevus comuns es debia a una total absencia als nevus intradéermics, perd0 era una
caracteristica forga comuna als compostos i especialment als junturals. Potser ha existit una
sobrevaloracié d’aquesta caracteristica per part dels dermatolegs avaluadors de la
dermatoscopia que, a més, ha pogut estar influenciada per fenomens histopatologics que no
s’han valorat en aquesta Tesi com I'eliminacié transepidérmica de melanina o la preséncia

de melanofagia.

Respecte a la distribucié de la mutacio BRAF/V600E als diferents grups de nevus, en |'estudi
molecular, malgrat que sigui una n petita (20 nevus, 5 de cada grup histopatologic) cal
remarcar, en primer lloc, que no es va trobar cap nevus amb mutacio de BRAF diferent a la
V60OE i, en segon lloc, que el 100% dels nevus intradérmics eren portadors d’aquesta
mutacié. De fet en un estudi publicat al 2005 (127) en el que es varen estudiar les mutacions
de lesions melanocitiques adjacents a melanomes i el melanoma corresponent i es varen
classificar histopatologicament en lesions clarament benignes, lesions intermitges
probablement benignes, lesions intermitges probablement malignes, melanoma in situ,
melanoma invasiu T1, T2, T3 i T4 i metastasi de melanoma, cap de les lesions del grup
inequivocament benigna presentava una mutacid de BRAF diferent a la V600E. Les

mutacions de tipus V600K o altres mutacions de BRAF (com K601E) ja es veien als dos grups
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de lesions intermitges. En un altre estudi, que també comparava les mutacions de
melanomes, nevus associats i nevus control (102), d’un total de 71 nevus, varen trobar un
sol cas de nevus portador de la mutacié V600K, perd no assenyalaven si aquest era un nevus
amb cert grau d’atipia histologica o no. Altres estudis moleculars de nevus en qué s’han
detectat algunes mutacions de BRAF diferents a la V600E, s’han fet en poblacions de
pacients amb nevus displasics (128, 129), encara que en un altre dels articles revisats es

recollien dos nevus classificats com compostos amb la mutacié K601E (130).

En I'estudi immunohistoquimic, ja sigui utilitzant el punt de tall establert de |’histoscore
(puntuacié de 45) com si s'utilitzava I’histoscore com una variable continua, varem observar
qgue, una vegada més, els nevus intradérmics eren els que mostraven major nivell de
positivitat (positivitat en el 100% dels casos, segons punt de tall), seguits, per ordre, pels
nevus compostos, els displasics i els junturals. Globalment, els nevus displasics mostraven un
nivell d'immunoexpressid menor que els NMCA. Des del punt de vista de la significacio
estadistica, es va observar que la utilitzacié d’un punt de tall discriminava millor que
I’histoscore sobre les diferéncies en la immunoexpressié de BRAF/V600E entre els NMCA vs
displasics, ja que aquesta diferencia era estadisticament significativa a I'utilitzar el punt de

tall, mentre que aquesta significacid es perdia a I'utilitzar la puntuacio global de I’histoscore.

El percentatge de nevus melanocitics adquirits amb mutacié BRAF/V600E varia d’uns articles
a altres. En un article de revisid, publicat al 2015 (131), assenyalen percentatges de
positivitat variables en diferents estudis; pels nevus displasics entre el 22 i el 80% i pels
NMCA entre el 56% i el 88%. Els nostres resultats son consistents amb estudis previs
moleculars que descriuen que els NMCA sén més sovint portadors de mutacions de BRAF
que els displasics (49% vs 24% i 60% vs 17%) (128). També sén coherents amb treballs
publicats sobre NMCA, que mostren que els nevus intradermics sén significativament més
propensos a tenir mutacions de BRAF que els nevus de la unié (132, 133) i que els nevus
BRAF/V600E positius tenen menys probabilitats de tenir un component juntural o un

creixement lentiginos que els nevus WT per BRAF (102).

Si, a més, tenim en compte la classificacido dermatoscopica, veiem que els nostres resultats

indiquen que els nevus amb menor histoscore per BRAF/V600E son, en la classificacid per
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patrons globals, els de patré multicomponent, és a dir, dermatoscopicament atipics
(histoscore de 48) i els de patrd reticular (histoscore de 50,2) i, en la classificacio de I.
Zalaudek (que no té en compte I'atipia), els de patrdé reticular (histoscore de 42,5). En aquest
sentit, existeix un treball interessant (104) que mira, també amb I'anticos VE1 la
immunoexpressid de les mutacions de BRAF/V600E en nevus amb diferents patrons
dermatoscopics i histologics i demostra que la presencia de globuls vs reticle (des del punt
de vista dermatoscopic) i la de creixement intradérmic o en nius grans vs I'abséncia dels
mateixos (des del punt de vista histopatologic), s'associa clarament a un major percentatge
de mutacions de BRAF. Aquest treball també assenyala una tendéncia no estadisticament
significativa entre I|'abséncia de desordre arquitectonic i atipia citologica i la
immunopositivitat per BRAF/V600E. Coherentment amb tot I’anterior, en el nostre estudi,
els nevus de patrd globular/en empedrat i inespecific (que es corresponien el 100% amb
nevus intradérmics) eren els que mostraven nivells d'histoscore més alts (102,35 i 100,
respectivament en la classificacid per patrons globals i 106,3 en la classificacié d'l. Zalaudek)
amb I'excepcié dels nevus de patré RC/GP que encara mostraven un valor més alt de
I'histoscore (125). Aquest patrd, descrit per |. Zalaudek com un patré expansiu o de nevus en
creixement no tindria traduccid en la classificacid histopatologica convencional (per
exemple, en el nostre estudi inclou 2 nevus displasics, 2 compostos i 2 junturals). De fet, la
mateixa |. Zalaudek ja va descriure, també en una série curta, estudiada en aquest cas
mitjangant técniques moleculars (130), que el 90,9% dels nevus amb el patré RC/GP eren
portadors de la mutacié BRAF/V600E. Com nosaltres el que hem fet és una valoracié amb
histoscore de la quantitat de proteina i no tan sols de I'abséncia o preséncia de la mutacio,
ens podriem aventurar a dir que els nevus amb aquest patré expansiu no tan sols sén
portadors de la mutacié sind que estan sintetitzant una gran quantitat de proteina en el
moment evolutiu en el que es va fer la biopsia. No obstant, com els nevus amb patré RC/GP
només representaven el 7,59% de la nostra serie (6/80), és obvi que caldrien fer més estudis

per corroborar aquestes dades.

En resum, segons els nostres resultats, des del punt de vista immunohistoquimic, els nevus
displasics sén portadors de la mutacié BRAF/V600E amb menys freqiiéncia que els NMCA,
encara que aquesta diferencia és tan sols significativa quan els comparem amb el nevus

intradermics dels quals, en la nostra série, el 100% eren BRAF/V600E positius, tant en el
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I'estudi immunohistoquimic com molecular. En I'estudi molecular no varem trobar cap nevus
amb mutacioé de BRAF diferent a la BRAF/V600E, com la V600K o altres i, segons el que hem
recollit de la literatura, aquestes no es veuen en lesions melanocitiques inequivocament
benignes. En la nostra série, els nevus que presentaven la mitjana més baixa de I'histoscore
per la mutacié BRAF/V600E (o que eren amb més freqlieéncia negatius si utilitzaven un punt
de tall) eren els nevus junturals. En consonancia, en la classificacio dermatoscopica, el patré
reticular s'associava amb un histoscore baix i els patrons globular/en empedrat i inespecific
amb un histoscore alt. No obstant, en la classificacié per patrons globals, el patré
multicomponent (que englobava nevus displasics, perd també algun nevus juntural i
compost) era el que presentava els valors d'histoscore més baixos i, en la classificacié de I.

Zalaudek, el patré RC/GP era el que presentava els valors d'histoscore més alts.

En relacid a la immunoexpressié diferencial dels biomarcadors de proliferacio i cicle
cel-lular, senescéncia induida per oncogens i replicativa, i supressor de tumors PTEN, tal
com hem comentat als resultats, al comparar els nevus displasics amb els NMCA, tan sols es
detectaven diferencies estadisticament significatives respecte a pRB i hTERT, mentre que si
es feia la comparativa amb els subtipus de NMCA, les diferéncies significatives s'estenien a
Ki67 (displasics vs intradermics), p16 (displasics vs intradermics) i p53 (displasics vs
compostos). Com hem mencionat en la introduccié de la Tesi, diversos estudis, encara que
amb diferéncies entre ells, ja han assenyalat I'augment de marcadors de proliferacid, com
Ki67, i la preséncia de mutacions de p53 i perdues al-leliques de p16 en els nevus displasics
(78, 79). Un altre treball també reporta una major expressido de hTERT als nevus displasics
que als NMCA, encara que menor que al melanoma (134). En l'article ja comentat de Shain
et al., descriuen les mutacions del promotor de hTERT com unes de les alteracions més
precoces que tenen lloc a les lesions melanocitiques histopatologicament intermitges
(probablement benignes o malignes) i en el melanoma in situ. En aquest tipus de lesions
també troben perdua heterozigota de CDKN2A, que podria comportar una menor expressio
de pl6, mentre que la perdua homozigota de pl6 és exclusiva del melanoma invasor i
metastasic (127). Aquestes troballes estarien totalment en consonancia amb els nostres
resultats. En canvi, aquests autors tan sols detecten mutacions de p53 (encara que aix0 no
és el mateix que canvis en I'expressié de la proteina) en melanomes invasors o metastatics.

Tenint en compte que la mutacid de p53 donaria lloc a un augment d'expressid de la
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proteina, no sabem com explicar les diferencies en la immunotincié de p53 que va resultar

significativament més intensa en els nevus compostos que en els displasics.

Si mirem la immunoexpressié diferencial dels biomarcadors als diferents grups de nevus de
les classificacions dermatoscopiques, veiem que el patré multicomponent de la classificacio
per patrons globals (que és el que s'associaria amb atipia dermatoscopica) no tan sols era el
que expressava nivells significativament més alts de Ki67, sind també nivells més baixos de
pl6 i PTEN. L'existéencia d’una intensa expressido citoplasmatica de PTEN als nevus
melanocitics ja ha estat descrita, aixi com la seva perdua al melanoma (135-137),
especialment als casos avancats el que dona suport a un paper de la perdua de PTEN en la
patogenesi del melanoma. No obstant, no hem trobat que s'hagi reportat una diferéncia en
I'expressid de PTEN entre els NMCA i els displasics, encara que si s'han descrit mutacions de
PTEN als nevus atipics en la situacid particular dels pacients amb xeroderma pigmentosum
(138). Shain et al. (127) també descriuen la presencia d’alteracions genetiques bial-léliques
de PTEN com una caracteristica exclusiva de melanomes profunds o metastatics. Malgrat tot
aix0, nosaltres si hem observat una distribucié diferencial significativa de I'expressié de PTEN
guan els nevus es classifiqguen segons el patré dermatoscopic global, sent I'expressid
particularment baixa als nevus de patré multicomponent. Potser aquet fet es podria explicar
per algun mecanisme post-transcripcional. Finalment, el patré RC/GP de la classificacid
dermatoscopica de |. Zauladek es va associar a nivells més alts de Ki67 i hTERT, el que sembla

logic donat que aquest patrd s'ha descrit com un tret tipic de nevus en fase de creixement).

En quant a I'expressio de les isoformes Cav3.1 i Cav3.2 dels canals de calci de tipus T, de
forma coherent al que hem publicat recentment (56) (estudi en el que a més es va utilitzar la
mateixa série de nevus melanocitics adquirits), no varem trobar diferéncies significatives en
la distribucié de Cav3.2, mentre que els nevus displasics mostraven un histoscore
significativament més alt de Cav3.1 (38,5) que els NMCA (10,83). A més, en la comparacio
per parells entre els nevus displasics i els subtipus de NMCA, Cav3.1 va ser I'Unic
biomarcador que va mostrar diferencies estadisticament significatives en totes les
comparacions (junturals vs displasics, compostos vs displasics i intradermics vs displasics).
Aquest analisi no s'havia fet amb anterioritat, ni per part nostra ni per altres autors. Al

analitzar la distribuci6 de Cav3.1 en els grups de nevus de les classificacions
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dermatoscopiques, en la classificacié per patrons globals, I'histoscore més alt el va mostrar el
patré multicomponent (dermatoscopicament atipic) (27,33) i, en la classificacié d'l. Zalaudek,
I'histoscore més alt el va mostrar el patré RC/GP (38,33), que és el que també mostrava, com
hem comentat, nivells més alts de BRAF/V600E, Ki67 i hTERT, que concorda amb un

comportament de nevus en periode expansiu o en creixement.

En conjunt, doncs, malgrat que existeix certa coheréncia en la immunoexpressié diferencial
dels biomarcadors estudiats segons la seva classificacio histopatologica o dermatoscopica,
pensem que la dermatoscopia aporta informacié addicional a la histopatologia convencional
sobre el comportament biologic dels nevus melanocitics, com la presencia de valors
d'histoscore especialment baixos de p16 i PTEN al patré multicomponent de la classificacié
per patrons globals o especialment alts de BRAF/V600E, Ki67, hTERT i Cav3.1 al patré RC/GP

de la classificacio de |. Zalaudek.
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TREBALL 3: Fenomen d’autoinvolucio

3.1. Estudi descriptiu segons imatges de SIAscopia del fenomen d’autoinvolucié en
pacients amb sindrome del nevus amb atipia clinica que es troben sota seguiment digital

en aquest sistema

Els nevus melanocitics son entitats dinamiques que canvien al llarg de la vida d'una persona.
Aquests canvis son evidents clinica, dermatoscopica i histologicament (97,139-142). La
majoria s'adquireixen durant la infancia i I'edat adulta primerenca i posteriorment la seva
prevalenca decreix (143,144). Es postula que aquest fet podria ser degut a la involucié

espontania (“fading” o esvaiment).

Des del primer cas publicat I'any 1960, els articles sobre la involucié espontania dels nevus
melanocitics segueixen essent molt escassos (97, 98, 145-148). Classicament, la pérdua de
pigmentacid de les lesions melanocitiques s'ha associat a la preséncia d'un halo blanquinds
perilesional, conegut con fenomen "d'halo nevus" o "nevus en halo", pero la introduccié de
la dermatoscopia digitalitzada ha permés un seguiment dinamic d’aquestes lesions que han

portat a poder identificar mecanismes de despigmentacioé diferents (95).

En el nostre estudi hem pogut observar com un 81% del total de pacients en seguiment
digital presentava algun nevus amb criteris d’autoinvolucié i com un de cada quatre nevus
(25%) enregistrats presentava aquest fenomen. Aquest treball contrasta amb un publicat per
un grup australia (97) en el que descriuen un fenomen de “fading” en tan sols 45 nevus
melanocitics de 21 pacients durant un periode de 2 a 11 anys, d'un total de 1.000 individus
controlats digitalment mitjancant el sistema Molemap. Aquestes dades indicarien que el
fenomen estava present tan sols en un 2,1% del pacients, molt per sota de I'observat en la
nostra serie i, de fet, els autors assenyalen que és una troballa poc comuna. Donat que la
mitjana d'edat dels pacients (51 anys) no difereix gaire de la nostra (47,7 anys) i tampoc la
relacié6 home/dona (66,6% i 33,3% en el seu estudi en front a 63% i 37% en el nostre), no

sabem on pot radicar la diferéncia. La definicié que ells utilitzen per autoinvolucié es
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simplement "pérdua significativa de color i/o estructures tant en les imatges
macroscopiques com dermatoscopiques en comparacio a imatges previes" pel que podria
ser superposable a la nostra, encara que nosaltres tan sols comparem imatges siascopiques.
Nosaltres hem comptabilitzat també els nevus en halo, perd com tan sols hem trobat 3
casos, aixo no justifica aquesta diferéncia tant important en el percentatge de pacients amb
nevus amb involucid; ni tan sols si restem els 5 nevus del nostre estudi que varen presentar
un temps mig de regressié molt més curt. Ni a material i metodes, ni a la resta del text de
I'article, ni a les imatges que mostren indiquen que utilitzessin un criteri d'inclusio tan
restrictiu com que el fenomen d'autoinvolucié fos total o quasi total o de determinat
percentatge al final de I'estudi. Dubtem molt que la diferencia en fototipus entre la poblacioé
australiana i la nostra pugui explicar aquesta discordanca, més tenint en compte que en la
nostra serie el 11,7% dels pacients tenia un fototipus 1 i el 65% un fototipus 2. El que
realment no queda clar a material i metodes de I'estudi australia és el temps de seguiment
ni la perdua de seguiment del global de pacients, que podria explicar que no donés temps a
observar aquest fenomen a molts d'ells. Realment, la finalitat del treball de Vyas et al. és
més la descripcié morfologica del fenomen que calcular la seva incidencia. En canvi, Scope et
al. (149) varen descriure en poblacid infantil seguida clinica i dermatoscopicament durant 3

anys que fins a un 28% de nens presentava la desaparicié d’almenys un nevus melanocitic.

Unicament en un 20% dels pacients que presentaven nevus en autoinvolucié només hi havia
una Unica lesié en regressié. Aixo indica que, en general, no es tracta d’un fenomen aillat,
sind que és freqient trobar diversos nevus en un mateix pacient i en un mateix moment del

seguiment que presenten aquestes caracteristiques.

La mitjana d’edat dels pacients que presentaven nevus en regressié (47,7 anys) i la proporcid
d’homes-dones (63% i 37%) era molt semblant a la publicada en altres estudis del fenomen
de “fading” dels nevus, aixi com la seva distribucié (97), amb un clar predomini de I'area del

tronc.

Curiosament, no es va observar cap nevus en autoinvolucié de localitzacié palmo-plantar.
Potser, aixi com els melanomes que sorgeixen a les mans i peus comparteixen

caracteristiques epidemiologiques i cliniques comuns i no estan relacionats amb |'exposicid
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solar (116), també el comportament biologic dels nevus de localitzacié acral podria ser
diferent i el fenomen d'autoinvoluciéd menys freqlient, pero es necessitarien més estudis per

afirmar-ho.

El temps mig d’involucidé va ser 46,7 mesos. En un 95,9% dels nevus encara s’obserbaven
signes d’involucidé en I'dltim control i en el 74,2% ja s’obserbaven en la primera imatge del
seguiment, el que indica que probablement el temps d’involucié espontania d’aquests nevus
encara seria molt més llarg. De fet, en una altra serie (97) van veure com el periode més llarg
era d’11 anys i tot i aixi, una certa activitat residual melanocitica en el nevus encara era

evident.

El patré estructural predominant observat en dermatoscopia va ser el patré reticular, seguit
pel reticulo-globular i globular/en empedrat posteriorment. Aquesta dada és coincident amb
altres estudis (97) i és consistent amb la hipotesi dual de la nevogénesi. Recordem que
aquesta hipotesi defensa la idea que els nevus amb patrdé globular, que serien nevus que
apareixerien durant la infancia, serien nevus que, després de creixer i estabilitzar-se,
persistirien i adoptarien I'aparenca tipica d’'un nevus intradermic. Mentre que els nevus amb
patrd reticular serien els que tindrien un cicle vital dinamic, amb capacitat de proliferar i
després de decades, podrien involucionar presentant una desaparicié gradual del pigment
(93). Aquesta caracteristica, sembla ser que també seria un tret diferencial de I’halo nevus

on el patré predominant estructural seria el globular (150).

En el nostre estudi, el tipus de despigmentacié parcial es va repartir de manera practicament
equitativa entre la despigmentacid de tipus homogenia i heterogénia. Alguns autors intenten
explicar la preséncia d’aquests dos tipus de despigmentacié amb la idea que en el cas de la
despigmentacio heterogenia existirien una serie de modificacions antigéniques que només
afectarien una clona o clones determinades de melanocits, que serien els destruits pel
sistema immune, pero no a totes les cel-lules integrants de la lesié (82, 151). En els casos en
qgue es produeix una despigmentacid parcial homogénia, probablement el procés s’iniciaria a
expenses de les cel-lules situades a la periferia. Potser els melanocits localitzats en la porcid
central serien capacos de desenvolupar mecanismes d’escapatoria davant el sistema

immune o simplement el procés de regressié seria molt més lent que en els altres casos.
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De fet, i de manera concordant, en el nostre estudi, els nevus que van presentar una
despigmentaciéo homogenia van presentar un temps mig discretament superior (50,2 mesos)

respecte als nevus que van presentar despigmentacio heterogenia (4,9 mesos).

En relacid al percentatge de despigmentacid, en quasi la meitat dels nevus es va observar
una despigmentacié inferior al 10% i en més d’'un 80% dels casos inferior al 50%. Si
comparem amb els halo nevus, la despigmentacid s'esdevé majoritariament en els 6 primers
mesos arribant a reduir la seva area fins a un 5% cada mes durant el primer mig any (150). Es
a dir, que la despigmentacié en el fenomen d'autoinvolucié és molt més gradual que en el

fenomen dels nevus en halo.

Pel que fa a les estructures de regressid, les més freqlients van ser en aquest ordre:
presencia d’estructures vasculars (33,8%), punts blaus-grisos (12,1%), fibrosi (81%) i
fenomen de I’halo (1,5%). Curiosament, en els nevus que van presentar regressié completa i
gue van presentar un temps mig de regressid molt més curt (16 mesos), si es van observar
de manera més freqlient estructures de regressié (dels 5 nevus: 1 estructures vasculars, 2

punts blau-grisos, 3 fibrosi i 1 fenomen de I’halo).

La pérdua de la melanina ha estat la caracteristica més significativa d’aquests nevus. Es va
observar una disminucid progressiva de la melanina total en el 78,8%. En aquells nevus en
qué hi havia melanina dermica, en la majoria de casos aquesta va desapareixer. En aquells
nevus on aquesta no desapareixia, el fenomen més freqiient era dipositar-se en capes més

profundes, el que podria correspondre a la melanofagia a nivell histologic .

De manera observacional, una de les caracteristiques de la imatge de SIAscopia que es va
anar repetint en aquests nevus (pero que no es va quantificar) va ser I'aparicié al llarg del
seguiment d’una desestructuracié del patrd reticular adoptant una morfologia de feixos
paral-lels (figura 42). Aix0, conjuntament amb la despigmentacid, conformarien les dos
caracteristiques principals dels nevus en involucié espontania o amb fenomen de “fading” o

esvaiment observats en la nostra série.
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Figura 42. Nevus en autoinvolucid. A i B) nevus 681 (2009 i 2014 respectivament). C i D) nevus 114
(2007 i 2014 respectivament). Dos nevus en involucid espontania amb patré reticular, amb
despigmentacid heterogénia i homogénia respectivament i la preséncia d’una desestructuracié del

reticle amb I'aparicié de feixos paral-lels.
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3.2. Estudi descriptiu de les caracteristiques dermatoscopiques, estudi histopatologic i

immunohistoquimic dels nevus en autoinvolucié

Si la caracteritzacié clinica i dermatoscopica dels nevus que presenten signes d’autoinvolucio

o “fading” ja esta poc descrita, a nivell histopatologic encara sén més escassos els estudis.

Sabem que les caracteristiques essencials d'una lesid melanocitica que ha sofert un procés
de regressid espontania sén la substitucié de la poblacio cel-lular tumoral per un estroma

fibrés amb quantitats variables de melanofags, inflamacié i neovascularitzacié.

En els nostres nevus, la preséncia d’infiltrat inflamatori va ser superior en el grup control
gue en els casos de manera estadisticament significativa. Aix0 es podria explicar per dos
motius. En primer lloc, perqué realment aquest mecanisme de “fading”, que es descriu com
“sense inflamacié macroscopica aparent”, correspongui també a una abséncia d’inflamacio a
nivell histologic. En segon lloc, en el grup control, practicament la meitat dels casos eren
nevus displasics, i aixo explicaria la preséncia en aquest grup de molta inflamacid, troballa
comuna en aquest tipus de nevus (26,152). De fet, la mitjana de quantitat d’infiltrat
inflamatori en els nevus displasics del grup control era superior a la dels nevus comuns del

mateix grup ( 1,5 2,4 respectivament).

A més a més, la distribucié d’aquest infiltrat va ser molt més homogénia en els casos mentre

qgue en els controls I'infiltrat era més intens i focal.

Aixi sembla que ni la presencia d’un intens infiltrat inflamatori ni la seva localitzacié al
voltant del nevus que esta desapareixent serien caracteristiques especifiques del fenomen

d’autoinvolucio o “fading”.

Respecte al tipus de fibrosi, la que vam observar amb més freqiliéncia és la delicada. En |'Unic
estudi histologic que hem trobat a la bibliografia que s’ha fet en nevus en autoinvolucid, els

autors també van observar amb major freqliencia una fibrosi delicada de localitzacié
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subepidérmica, que va ser present en un 61,5% dels casos. En segon lloc de freqiiéncia
també als dos estudis es va observar fibrosi laminar (85,7% i 38,4% respectivament). Malgrat
aixo, en el nostre treball, va ser significativament més freqiient la preséncia d’una fibrosi de
tipus compacta o laminar en els casos que en els controls. No trobem una explicacié raonada
d’aquest darrer fet, ja que la fibrosis laminar i compacta esta descrita com caracteristica dels

nevus displasics i el melanoma.

En relacio a les cél-lules néviques apoptotiques, no es van detectar a cap dels dos grups. La
preséncia d’'una intensa apoptosi és una caracteristica molt definitoria dels halo nevus,
juntament amb |’abséncia de fibrosi i la presencia d’un infiltrat inflamatori intens. Aquests
fets assenyalen que els mecanismes subjacents al fenomen de I'halo nevus sén molt

diferents als observats en el fenomen d’autoinvolucié estudiat per nosaltres.

També vam veure que l'augment de vasos va ser més frequent en els casos que en els
controls de manera estadisticament significativa. Aquest resultat estaria en concordanca
amb les dades obtingudes a I’estudi de SIAscopia on vam observar per dermatoscopia que la
presencia d’estructures vasculars era la caracteristica de regressié més freqilient en els nevus

amb fenomen d’autoinvolucio.

Quan es va comparar I'expressié dels diferents marcadors immunohistoquimics, només es
van observar diferéncies estadisticament significatives entre els casos i controls respecte a la
caspasa 3 activada amb una major immunoexpressidé en els controls. Les caspases
comprenen una familia de 14 enzims. Es sintetitzen com enzims pro-inactius i s'activen
després de la seva escissido en un residu d'aspartat (153). L'activacid de caspases és un
esdeveniment clau durant I'apoptosi (153, 154). La caspasa 3 es pot activar tant per la via
extrinseca com per la via intrinseca de I'apoptosi i es considera una caspasa efectora. Com la
caspasa 3 s’activa al citoplasma i posteriorment es translocalitza al nucli per exercir la seva
funcid, la deteccié immunohistoquimica de la caspasa 3 activada permet distingir entre dos
etapes de "apoptosi, inicial o avancada, depenent de que la caspasa 3 activada es detecti al

citoplasma o al nucli cel-lular, respectivament (155, 156).
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Hi ha també evidéncia de que les caspases poden tenir altres funcions a més de la induccié
de I'apoptosi, com ara la promocié de la proliferacid cel-lular, i I'escissié de certes quinases i
factors de transcripcié (157-159). Per tant, les caspases semblen estar implicades en un
delicat equilibri que connecta la mort cel-lular programada amb el procés oposat; la
supervivencia i la proliferacié cel-lular. De fet, hi han estudis que han observat una major
expressio de la caspasa 3 activada en metastasi de melanoma i en el melanoma avancat de
manera estadisticament significativa respecte a un grup de nevus comuns (160,161). Aquests
resultats estan en la linia amb altres investigacions recents que han mostrat una connexid
entre I'expressid de la caspasa 3 i I'augment del comportament maligne en alguns tumors,
com ara limfomes, carcinomes colorectals i els cancers de mama (162-164). Els mecanismes
exactes pels quals aquests tumors escapen de l'apoptosi fins i tot en preséncia de les

caspases activades estan per esclarir i requereixen noves investigacions.

Segons aquests estudis i tenint en compte els nostres resultats, podriem argumentar que el
fet d’existir una major immunoexpressié de caspasa 3 activada citoplasmatica en el grup
control (on la preséncia de nevus displasics era important) es deuria precisament a |’atipia
histologica dels nevus displasics i al seu paper controvertit com a marcadors de risc i

eventuals precursors de melanoma.

Per altra part, al correlacionar la mitjana de |'histoscore de caspasa 3 activada amb la
intensitat de l'infiltrat inflamatori, es va observar una correlacié positiva només en el cas que
I'infiltrat fos molt intens (1 vs 3 a I'escala gradual). Aquest fet es podria explicar de nou
simplement perque, com hem comentat abans, dins del grup control els nevus displasics
(amb atipia histologica) eren majoria. Pero també perque aquest major infiltrat inflamatori
fos el responsable de provocar l'inici de I'apoptosi a les cel-lules néviques. També aniria en
aquesta linia la correlacié estadisticament significativa entre I'expressié de caspasa 3
activada i el percentatge de cel-lules citotoxiques CD8+ en el grup control (que de nou és
major als nevus displasics que als nevus comuns del grup control: mitjanes de 33% vs 25%
respectivament). El fet de trobar menys caspasa 3 activada, menys infiltrat inflamatori i
menys limfocits CD8+ (encara que aquests darrers de forma no significativa) en els casos que
en els controls podria reflectir, com ja hem comentat, que els mecanismes subjacents a

I’autoinvolucié/fading dels nevus melanocitics fossin diferents a la regressié acompanyada
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de fenomens inflamatoris importants que sovint es veuen tant clinica com histologicament
als nevus displasics. De tota manera, en cap del dos grups es varen identificar
histologicament cél-lules néviques apoptotiques ni es va observar caspasa 3 activada de
localitzacid nuclear, caracteristica de I'apoptosi avancada. No sabem com acabar d’explicar
aquestes troballes. Segurament farien falta series més amplies de cadascu dels subtipus de

nevus i altres estudis addicionals per esbrinar-les.

També vam estudiar la relacid entre els marcadors immunohistoquimics CD123/TIA-1 per tal
de determinar si en I'esvaiment d’aquests nevus hi havia un predomini de I'activitat
citotoxica (TIA1) o bé si aquest fenomen tenia lloc mitjancant un mecanisme tolerogénic
(CD123), pero no vam trobar diferencies significatives entre casos i controls. Probablement,
cap dels dos mecanismes explica aquest fenomen que si s’ha descrit en els halo nevus i en el

melanoma respectivament (99).
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1. El nombre de nevus adquirits a la infancia s'associa de forma positiva amb I'edat, el sexe

masculi, els fototipus baixos (li 1) i la historia prévia d'exposicio al sol.

2.  En conjunt, els nevus son més nombrosos al tronc i les extremitats. Els nens tenen més

nevus al tronc i les nenes més nevus a les cames.

3. En els nens adolescents (14 anys d'edat), I'Us de protector solar modifica I'efecte de
I'exposicié solar total sobre el nimero de nevus, amb un major nimero de nevus en els

nens que han fet un Us no adequat de la proteccié solar durant la vida.

4. L'anticos VE1 permet identificar la mutacié BRAF/V600E amb una sensibilitat del 80% i

una especificitat del 83%.

5. S'observa immunopositivitat per BRAF/V600E en el 60% dels nevus melanocitics comuns
i el 35% dels displasics. Dintre del nevus comuns, el percentatge de positivitat als nevus

intradérmics és del 100% i als nevus junturals del 25%.

6. Els patrons dermatoscopics que mostren menor expressi6 de BRAF/V600E son el

multicomponent i el reticular.

7. Els nevus displasics mostren nivells significativament més alts de hTERT i més baixos de

PRB que els nevus melanocitics comuns adquirits.

8. La immunoexpressid de Cav3.1 és significativament més alta als nevus displasics que a
tots els altres grups histologics de nevus comuns adquirits per separat (junturals,
compostos i intradérmics) i als patrons dermatoscopics multicomponent i amb globuls

periférics.
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9. La dermatoscopia proporciona informacié addicional sobre alguns aspectes de la
biologia dels nevus melanocitics adquirits a I'obtinguda segons la classificacié
histopatologica convencional:

a. Els nevus amb patré dermatoscopic multicomponent presenten significativament
menor expressio de p16 i PTEN.
b. El patré dermatoscopic de globuls periferics mostra el major nivell de Ki67,

hTERT i BRAF/V600E.

10. L'autoinvolucié dels nevus melanocitics és un fenomen comu en els pacients amb
sindrome dels nevus displasic en seguiment mitjancant SIAscopia.
a. Sol ser un procés lent, més freqiient en nevus de patrd reticular i localitzats al
tronc.
b. Histologicament, es caracteritza per escas infiltrat inflamatori i melanofagia,
fibrosi delicada i augment de vasos.
c. A nivell immunohistoquimic, sembla que ni la preséncia de marcadors classics
(CD4 i CD8) o resposta citotoxica (granzima B i TIA-1), d’inhibidors de I'activitat de
cél-lules T (FoxP3 i PD1) o de cel-lules dendritiques plasmacitoides (CD123) serien

definitoris d’aquest fenomen.
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ANNEX 1. Formulari per la recollida de dades de I'estudi de I'epidemiologia dels

nevus infantils

Estudio:

"Epidemiologia de los nevus infantiles"

ninos de 14 anos

Médico que realiza el estudio

Identificacion (num HC: ); raza: (arellenar por el médico)
Sexo

(1) varén

(2) hembra

Altura cm; peso kg

Lugar de nacimiento
Ciudad Pais Fecha: / /

Modo de realizacion de la entrevista: postal (1); cara a cara (2); por el propio paciente (3); por teléfono
(4); Otros (5) (anotar)

Indique a continuacion donde vivié el nifio en los siguientes afios

Lugar de residencia del nifio
Edad Afio Ciudad (pais)
(afios)
Meses menos soleados meses soleados
(abril-junio) (julio-octubre)
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
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Protocolo de recogida de datos

Para calcular el nimero de horas de exposicion solar sumaremos las que pasa al aire libre con ropa de
verano o deportiva (camiseta y pantalén corto o falda) paseando (primer y segundo afio) o en la escuela
(patio y clases de educacion fisica, tercer y cuarto afio), de lunes a viernes, y en actividades
extraescolares durante toda la semana a lo largo de los meses menos soleados de abril a junio. Luego
contaremos el ndmero de horas que pasa al aire libre con ropa de verano en la escuela o con ropa
deportiva en actividades extraescolares y las que pasa con bafiador en la piscina y en la playa, por
separado, durante los meses mas soleados de julio a septiembre. Para cada situacion marque la casilla
correspondiente si su hijo estuvo en la situacién descrita y en ese caso calcule de forma aproximada el
namero de horas al dia, el nimero de dias a la semana, el nimero de semanas al mes y el niumero de
meses. En cuanto a los meses hemos de tener en cuenta que en el periodo de 2 a 4 afios los hemos de
contar respecto a un total de 9 meses, entre los 5 y los 8 afios respecto a 12 meses y entre los 9 y los 14
respecto a 18 meses en cada una de las dos tablas.

1. Numero de horas de sol

abril-junio
Edad Situacion horas|dias a lajlsemanas| mese
(anos) al dia|[semana| al mes S
1 ? Al aire libre con ropa de verano o deportiva de 9 a 17h

2-4 [? Al aire libre con ropa de verano o deportiva de 9 a 17h

5-8 [? Al aire libre con ropa de verano o deportiva de 9 a 17h

9-14 [? Al aire libre con ropa de verano o deportiva de 9 a 17h

julio-septiembre

Edad Situacion horas|dias a lajlsemanasmeses
(anos) al diaj[semana| al mes
1 ? Al aire libre con ropa deportiva o de verano de 9 a 17h

? En la piscina descubierta con bafiador de 9 a 17h

? En la playa con traje de bafio de 9 a 17h

2-4 [? Al aire libre con ropa deportiva o de verano de 9 a 17h

? En la piscina descubierta con bafiador de 9 a 17h

? En la playa con bafiador de 9 a 17h

5-8 [? Al aire libre con ropa deportiva o de verano de 9 a 17h

? En la piscina descubierta con bafiador de 9 a 17h

? En la playa con bafiador de 9 a 17h

? Al aire libre con ropa deportiva o de verano de 9 a 17h

9-14 |? En la piscina descubierta con bafiador de 9 a 17h

? En la playa con bafiador de 9 a 17h
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2. Tipo de piel

1. ¢ Qué color de pelo tiene su hijo?

1. pelirrojo

2. claro (castafio claro o rubio)

3. oscuro (castafio oscuro o0 negro)

2. ¢De que color tiene su hijo los 0jos?
1. oscuro (marrén o negro)

2. claro (azul, gris o verde)

3. ¢Qué color tiene la piel de su hijo en las zonas donde no le toca el sol (cara interna de
los brazos)?

completamente blanco

bastante claro

marrén claro

marrén medio

amarillento (pacientes de ascendencia asiatica)

marrén oscuro

casi negro

otro (especificar)

ONok~whE

4. ;Qué sucede cuando su hijo juega en la playa sin fotoprotector?
1. se pone muy moreno
2. se pone moreno
3. suele ponerse rojo, solo alguna vez se ha puesto un poco moreno
4. no se pone moreno, siempre se pone rojo
5. nose
6

siempre le pongo fotoprotector

5. En general, ¢como reacciona la piel de su hijo respecto al sol?
1. siempre se quema, nunca se pone moreno

2. casi siempre se quema, pero consigue ponerse un poco moreno

3. casi hunca se quema, casi siempre se pone moreno

4. nunca se quema, siempre se pone moreno

5. nose
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3.

Uso del fotoprotector

Uso del fotoprotector

Edad Situacidn Siempre o [La mitad de [Pocas |Nunca o
(afios) casi siempreflas veces  |veces [casi
nunca
1 ? Durante el primer afio de vida, ¢le puso crema o locién

fotoprotectora cuando estaba de paseo al aire libre con camiseta
de manga corta y/o pantalones cortos?
? ¢le puso crema o locién fotoprotectora a su hijo cuando
llevaba bafador en la piscina?
? ¢le puso crema o locion fotoprotectora a su hijo cuando
jugaba en la playa con bafiador?

2-4 [??Cuéndo su hijo tenia entre 2 y 4 afios, ¢le ponia crema o locién
fotoprotectora cuando estaba de paseo al aire libre con camiseta de
manga corta y/o pantalones cortos?
? ¢le ponia crema o locién fotoprotectora cuando iban a la piscina?
? ¢le ponia crema o locion fotoprotectora cuando estaba en la
playa con traje de bafio?
? ?Cuando su hijo tenia entre 5 y 8 afios, ¢le ponia crema o locién
fotoprotectora cuando estaba de paseo al aire libre con camiseta de
manga corta y/o pantalones cortos?

5-8 ? ¢le ponia crema o locion fotoprotectora cuando iban a la piscina?
? ;le ponia crema o locién fotoprotectora cuando estaba en la
playa con traje de bafio?
?? Entre los 9 y 14 afios, ¢se pone su hijo crema o locion
fotoprotectora cuando esta paseando o realizando actividades
extraescolares
al aire libre con camiseta de manga corta y/o pantalones cortos?

0-14 |? ¢se pone crema o locion fotoprotectora cuando va a la piscina?

? ;se pone crema o locién fotoprotectora cuando esta en la
playa con traje de bafio?

1. Por lo general, cuando su hijo esta expuesto al sol en la piscina o la playa

durante varias horas, ¢le vuelve a aplicar la crema fotoprotectora?

1. Si, alas 2 horas

2. Si, por la tarde

3. muy pocas veces
4. nunca o casi hunca

2. ;Qué factor de proteccion solar llevan las cremas que le pone a su hijo?

0-8
9-15
15-30
> 30
No sabe
No usa

ouhkwnE
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4. Quemaduras

1. ;/Qué sucederia si su hijo se expusiera al sol por primera vez en verano durante
media hora al mediodia sin fotoprotector?
1. le apareceria una quemadura importante con ampollas
2. le apareceria una quemadura dolorosa durante unos dias y luego la piel le descama
3. tendria una pequefia quemadura (se pondria rojo) y luego se pondria un poco

moreno
4. se pondria moreno sin quemarse
5. nose

6. a mi hijo le ponemos siempre el fotoprotector

2. ¢Cuantas quemaduras fuertes, dolorosas pero sin ampollas, ha tenido su hijo
hasta ahora?

1. Ninguna
2. 1-2

3. 35

4. 6-10

5. >10

3. ¢Cuantas quemaduras importantes, con ampollas, ha tenido su hijo hasta
ahora?

1. Ninguna
2. 1-2
3. 35
4. >5
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ANNEX 2. Figura esquematica pel registre dels nevus infantils
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ANNEX 3. Procediments i variables analitiques optimitzades per cada un dels anticossos emprats en I'estudi de senescéncia i autoinvolucié

Antigen Patro tintorial Clona Pretractament Dilucio Casa comercial
Ki67 Nuclear MiB-1 Baix RTU Dako (Glostrup, Denmark)
Cyclin D1 Nuclear i citoplasmatic EP12 Alt RTU Dako (Glostrup, Denmark)
pl16 Nuclear i citoplasmatic E6H4 Baix RTU Ventana (Tucson, USA)
p53 Nuclear DO-7 Alt RTU Dako (Glostrup, Denmark)
pPRB Nuclear 1F8 Alt 1/100 Abcam (Cambridge, United Kingdom)
hTERT Nuclear i citoplasmatic 2C4 Baix 1/200 Abcam (Cambridge, United Kingdom)
PTEN Nuclear i citoplasmatic 6H2.1 Alt, 952C 20 min 1/100 Dako (Glostrup, Denmark)
BRAF/V600E | Citoplasmatic VE1 * RTU Ventana (Tucson, USA)
Cav 3.1 Membrana i citoplasmatic Policlonal Baix 1/150 Antibody BCN (Barcelona, Spain)
Cav 3.2 Membrana, citoplasmatic i nuclear | Policlonal Alt 1/200 Antibody BCN (Barcelona, Spain)

ocasionalment

Casp3A Nuclear (limfocits) i C92-605 Baix 1/100 BD Biosciences (California, USA)

citoplasmatic (en cel-lules de nevus)
TIA-1 Citoplasmatic TIA-1 Alt 1/100 Abcam (Cambridge, United Kingdom)
Granzima B Citoplasmatic 11F1 Alt 1/100 Leica Biosystems (Newcastle, United Kingdom)
CD123 Membrana BR4MS Alt 1/100 Leica Biosystems (Newcastle, United Kingdom)
FoxP3 Citoplasmatic D2WS8E Baix 1/200 Cell Signaling ( Massachusetts, USA)
PD1 Citoplasmatic NAT105 Baix 1/100 Abcam (Cambridge, United Kingdom)
CcD3 Nuclear Policlonal Alt RTU Dako (Glostrup, Denmark)
cD4 Nuclear 4B12 Alt RTU Dako (Glostrup, Denmark)
CcD8 Nuclear CB8/144B | Alt RTU Dako (Glostrup, Denmark)
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