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RESUMEN
Introduccion:
PRAME (Preferentially Expressed Antigen in Melanoma) es un marcador de
inmunohistoquimica ampliamente utilizado en el diagndstico de lesiones
melanociticas; sin embargo, su utilidad y reproducibilidad en lesiones

melanociticas limitrofes contindan siendo motivo de debate.

Objetivo:

Evaluar de forma estandarizada la expresion de PRAME en lesiones
melanociticas limitrofes mediante analisis manual y digital, y correlacionarla con
caracteristicas clinicas, histopatolégicas y prondsticas en una cohorte

retrospectiva de casos diagnosticados entre 2016 y 2023.

Material y métodos:

Se realizd un estudio observacional retrospectivo que incluyo lesiones
melanociticas limitrofes con seguimiento clinico disponible. La expresion de
PRAME se evalué mediante inmunohistoquimica en microarreglos de tejidos,
utilizando un score combinado semicuantitativo manual (porcentaje de células
positivas e intensidad) y un analisis digital mediante QuPath, con obtencion de
H-score continuo. Se analizaron asociaciones con variables clinicas, grado de
displasia, atipia citolégica y arquitectural, asi como con eventos clinicos finales.
La concordancia interobservador y entre métodos se evalué mediante kappa de
Fleiss, kappa de Cohen ponderado, correlacion de Spearman y analisis de
Bland—-Altman.

Resultados:

La mayoria de los casos mostrd resolucion clinica (91.3%), con baja frecuencia
de recurrencia. Se identificé una correlacion positiva baja a moderada entre la
expresion de PRAME y el grado de displasia, tanto en el analisis digital (p =0.332,
p = 0.004) como en la evaluacion manual. ElI H-score de PRAME se correlacioné



significativamente con la atipia citolégica, pero no con la atipia arquitectural. No
se observaron diferencias significativas en la expresion de PRAME segun el
evento clinico final. La concordancia interobservador para el score combinado
fue moderada (k = 0.51), mientras que la concordancia entre la evaluacion
manual final y el andlisis digital mediante QuPath fue buena (k = 0.66). El analisis
de Bland-Altman no mostr6 un sesgo sistematico relevante entre ambos

métodos.

Conclusiones:

La expresion de PRAME se asocia con el grado de displasia y la atipia citologica
en lesiones melanociticas limitrofes, aunque no con el desenlace clinico. La
evaluacion digital mediante QuPath mostré una buena concordancia con la
valoracion manual, respaldando su utilidad como herramienta complementaria
para la estandarizacion y reproducibilidad de la evaluacion de PRAME en la

practica diagndstica.



ABSTRACT

Introduction:

PRAME (Preferentially Expressed Antigen in Melanoma) serves as an
immunomarker commonly used for diagnosing melanocytic lesions. However, its
effectiveness and consistency in borderline melanocytic lesions are still subjects

of ongoing debate.

Objective:

To evaluate the expression of PRAME in borderline melanocytic lesions in a
standardized manner using manual and digital analyses, and to correlate its
expression with clinical, histopathological, and prognostic features in a

retrospective cohort of cases diagnosed between 2016 and 2023.

Materials and Methods:

An observational retrospective study was conducted including borderline
melanocytic lesions with available clinical follow-up. PRAME expression was
assessed by immunohistochemistry on tissue microarrays using a
semiquantitative manual combined score (percentage of positive cells and
staining intensity) and digital analysis with QuPath, obtaining a continuous H-
score. Associations with clinical variables, degree of dysplasia, cytological and
architectural atypia, and final clinical outcomes were analyzed. Interobserver and
intermethod agreement were assessed using Fleiss’ kappa, weighted Cohen’s

kappa, Spearman’s correlation, and Bland—Altman analysis.

Results:

Most cases showed clinical resolution (91.3%), with a low frequency of
recurrence. A low to moderate positive correlation was identified between PRAME
expression and the degree of dysplasia, both in digital analysis (p = 0.332, p =
0.004) and manual evaluation. The PRAME H-score correlated significantly with

cytological atypia but not with architectural atypia. No significant differences in

Xi



PRAME expression were observed according to final clinical outcome.
Interobserver agreement for the combined score was moderate (k = 0.51), while
agreement between the final manual assessment and digital analysis using
QuPath was good (k = 0.66). Bland—Altman analysis showed no relevant

systematic bias between the two methods.

Conclusions:

PRAME expression is associated with the degree of dysplasia and cytological
atypia in borderline melanocytic lesions, but not with clinical outcome. Digital
evaluation using QuPath demonstrated good agreement with manual
assessment, supporting its usefulness as a complementary tool for the

standardization and reproducibility of PRAME evaluation in diagnostic practice.

xii



. MARCO TEORICO

1.1 Introduccion a las lesiones melanociticas limitrofes

Las lesiones melanociticas de la piel se encuentran dentro de un espectro que
va desde los nevos benignos hasta el melanoma maligno. Dentro de este
espectro se incluye una categoria intermedia de lesiones melanociticas limitrofes,
también llamadas atipicas o displasicas, cuyo diagnostico representa un desafio
tanto en el ambito clinico como en el histopatolégico (1). En el afio 1992, el NIH
de los Estados Unidos realizé una recomendacion para que el término “nevo
displasico” fuera reemplazado por “nevo atipico” y si tras la evaluacion histologica
las lesiones fueran referidas como nevos con desorden arquitectural en donde se
también se comentara las presencia y el grado de atipia en los melanocitos (3),
sin embargo, en la practica clinica actual, los términos continuan utilizandose de
forma indistinta. Cabe mencionar que el término “nevo displasico” se utiliza para

hacer referencia al diagnostico patologico de la lesion.

De acuerdo con el libro azul de la clasificaciéon de tumores de la piel de la OMS
en su quinta edicién, un nevo displasico se define como un nevo melanocitico
benigno que es clinicamente atipico e histologicamente se caracteriza por
presentar desorden arquitectural y atipia citolégica (4). Estas caracteristicas
también pueden encontrarse en ciertos tipos de melanoma, junto con la presencia

de actividad mitotica focal (5), lo que dificulta su diagnéstico.

1.2 Epidemiologia

Se ha reportado una prevalencia de nevos atipicos/displasicos que va del 2 al
10% en poblaciones caucasicas, se cree que la variacion en la prevalencia se
debe a que los criterios para su diagnéstico pueden ser diferentes. En un
principio, estas lesiones fueron descritas en familias con melanoma hereditario,

pero posteriormente también se identificaron en pacientes sin antecedentes



familiares (6). Si bien algunos estudios han identificado asociaciones genéticas,
estas aun carecen de utilidad clinica. Los nevos atipicos suelen aparecer durante
la adolescencia y su frecuencia disminuye con la edad, aunque se pueden
presentar en un amplio rango de edad. Un estudio encontré que el 43 % de los
pacientes con melanoma presentaban al menos un nevo displasico (7). El riesgo
de melanoma se asocia especialmente con nevos de displasia moderada o

severa, asi como con un mayor numero de lesiones (8).

1.3 Etiologia y patogenia

Las alteraciones moleculares constituyen la base genética para el entendimiento
del origen de las lesiones melanociticas, dichas alteraciones impulsan el
desarrollo de nevos benignos, lesiones intermedias (atipicas/displasicas) o
melanoma invasivo (7-12). Estas lesiones comparten alteraciones, y entre las
primeras que ocurren se encuentran las mutaciones “iniciadoras” que activan la
via de las MAP quinasas (MAPK), como BRAF V600E o mutaciones en NRAS
que condicionan el inicio de la proliferacion celular (19,12,13). Se ha descrito que
este proceso se ve significativamente influenciado por factores ambientales como
la exposicion a la radiacién ultravioleta (UV), la cual induce un dafo genético
acumulativo y favorece la aparicién de mutaciones patogénicas clave (14,15).

En los nevos melanociticos benignos esta activaciéon induce un estado de
senescencia oncogeénica, que es el mecanismo antitumoral inicial mediado por la
integridad p16 (14), que se produce por la activacion aberrante de oncogenes; y
mediante este, las células melanociticas entran en un estado de detencion
irreversible del ciclo celular, limitando asi la progresion tumoral a melanoma,
independientemente de que se hayan producido mutaciones oncogénicas (9).

Ahora bien, en los nevos atipicos/displasicos el mecanismo se ubica en una etapa
intermedia dentro del espectro de progresion, y aunque presentan mutaciones
iniciadoras como en los nevos benignos, también desarrollan alteraciones
genéticas adicionales, la principal en CDKN2A que en términos simples
condiciona un estado de inestabilidad gendmica. No obstante, hasta ahora se



sabe que, cuando las lesiones progresan, aparecen alteraciones secundarias,
como las mutaciones en el promotor de TERT, que inducen la activacién de la
telomerasa y permiten a las células evadir la senescencia oncogénica, lo que
facilita un estado de division celular continua (11,14,15).

En cuanto al melanoma, las alteraciones moleculares se acumulan de manera
progresiva y en esta etapa mas avanzada, se encuentran la inactivacion bialélica
de CDKNZ2A vy alteraciones en PTEN y TP53, que se asocian principalmente a
melanomas invasivos (13-15). La radiacion ultravioleta actia como mutageno
dominante en todas las etapas del proceso, contribuyendo de manera critica a la
acumulacién de mutaciones y a la inestabilidad cromosémica (12,14).

Los nevos atipicos pueden ser esporadicos o desarrollarse en el contexto del
Sindrome de melanoma familiar asociado a nevos atipicos (FAMM, por sus siglas
en inglés), una enfermedad autosémica dominante en la que los pacientes
desarrollan una gran cantidad de nevos atipicos, por lo general mas de 50, y
ademas, cuentan con historia familiar de melanoma en uno mas familiares de
primera linea, este sindrome se asocia a variantes patogénicas en el gen
CDKNZ2A (16).

14 Presentacion clinica

Los nevos atipicos/displasicos aparecen comunmente durante la pubertad, pero
pueden desarrollarse a lo largo de la vida (17). Esta es una diferencia sutil que
tienen con los nevos benignos, que suelen aparecer después de los 6 meses de
edad, con un pico entre los 30 y 40 afios y posteriormente sufren regresion.

Alrededor de la mitad de los nevos atipicos/displasicos suelen cambiar de
apariencia en el transcurso de hasta 6 afos, mientras que un porcentaje menor
puede presentar un comportamiento mas volatil (3,8). Suelen presentarse con
mayor frecuencia en el tronco y las extremidades, aunque también pueden
desarrollarse en cualquier parte del cuerpo; con menor frecuencia se presentan
en las manos o en zonas con exposicidon solar cronica. Las caracteristicas clinicas

que los distinguen son:



- Tamafno mayora 5 mm

- Componente macular y con menor frecuencia papular con aspecto de tiro
al blanco

- Topografia mamelonada (empedrado) y a veces rugoso.

- Asimetria

- Bordes irregulares

- Coloracién heterogénea.

Usualmente presentan un patron por dermatoscopia regular (cualquiera de los 10
patrones benignos), mientras que los melanomas usualmente tienen un patrén

irregular, siendo el de mayor sospecha el patron paralelo (1,18).

1.5 Histopatologia y clasificacion

La gran mayoria de los nevos atipicos presenta hallazgos histologicos de
displasia que incluyen: atipia/desorden arquitectural, atipia citoldgica y respuesta
local inmune como inflamacién de la dermis con predominio de linfocitos, fibrosis
concéntrica eosinofilica (fibroplasia lamelar) y neovascularizacién (8,18). Estos
hallazgos pueden observarse en casos de melanoma in situ, por lo que la
distincién representa un reto diagnéstico muy comun.

La displasia histolégica melanocitica se define por la presencia de alteraciones
arquitectonicas y citolégicas moderadas o severas (5,7,8,18).

Las alteraciones arquitecturales son: hiperplasia lentiginosa con alongamiento de
las crestas dérmicas o nidos proliferativos de melanocitos en la capa basal de la
epidermis; extensidon periférica del componente de unién hacia la dermis
(fendmeno de “shouldering”); nidos de melanocitos distribuidos a los costados de
las crestas o en la unién dermoepidérmica supra papilar; y nidos de melanocitos
con fusién intraepidérmica o formacion de puentes (5,7).

La atipia citoléogica se caracteriza por nucleos aumentados de tamafio,
irregulares, hipercromaticos, con cromatina densa, polimorfismo y nucléolos

prominentes. La severidad se determina comparando el tamafo nuclear de los



de

melanociticas son poco comunes; cuando estan presentes, conllevan una mayor

melanocitos con el los queratinocitos basales vecinos. Las mitosis
sospecha de melanoma. A continuacion, se presentan los criterios establecidos
por la OMS, desglosados y clasificados por severidad para el diagnostico

histopatolégico (1,3).

Caracteristica No atipico / Displasia de Displasia de alto = Melanoma
displasia leve bajo grado grado (antes
(antes severa)
moderada)
Tamaio | Cualquier >4 mm >4 mm Cualquier tamafio
tamano,
usualmente < 4
mm
Circunscripcion | Nitida o Moderada Moderada Frecuentemente
lateral | ligeramente pobre
disminuida
Simetria | Buena Buena Frecuentemente Rara
alterada
Extension de la | Puede ser leve Habitual Habitual Extensa
union
Distorsion de | Ocasional Habitual Siempre Ocasional
crestas
epidérmicas
Fibrosis | Nula o leve Habitual — Habitual — Habitual — difusa
concéntrica y concéntrica y
lamelar lamelar
Distribucion de | Nidos Nidos en Nidos en puente, Nidos confluentes
nidos | uniformemente puente algunos
distribuidos confluentes
Migracion | Ocasional, Ocasional, Ocasional, Frecuentemente
ascendente | central central usualmente extensa
(patréon central
pagetoide)
Placas | Respetadas Generalmente Frecuentemente Involucradas
suprapapilares respetadas involucradas con (proliferacion
(patrén células aisladas continua de células
lentiginoso) aisladas y/o nidos)
Citoplasma | Escaso Finamente Variable Marcadamente
pigmentado (pigmentado o variable
eosindfilo palido)
Tamafo | Pequefo Mediano Mayor Usualmente grande
nuclear
Nucléolos | Pequeiios Medianos Mayores Frecuentemente
grandes
Cromatina | Uniforme Parcialmente Expandida, gruesa Expandida,
expandida en algunas células  hipercromatica y
gruesa
Mitosis en | Ausentes o muy Ausentes o Raras; Pueden ser
unién y/o | raras muy raras preocupantes si numerosas
dermis estan en células
atipicas
Tabla 1. Criterios de atipia citolégica en nevos displasicos.

Fuente: Traduccion y adaptacion de WHO Classification of Tumours Editorial Board. Dysplastic

naevi. WHO Classification of Skin Tumours, 52 ed., vol. 12.



Grado OMS Tamaiio Cromatina Variacion de tamaiio y Nucléolo

(desde 4° nuclear forma nuclear
edicion)
No | 1x Puede ser hipercromatica Minima Pequefio o
corresponde a ausente
nevo
displasico
Displasia de | 1-1.5x% Hipercromatica o dispersa Prominente en una Pequefio o
bajo grado minoria de células (atipia ausente
aleatoria)
Displasia de | = 1.5% Hipercromatica, granular Prominente en una Prominente,
alto grado gruesa o con condensacion minoria mayor de células frecuentemente
periférica eosindfilo
Tabla 2, Criterios de atipia citolégica en nevos displasicos.

Fuente: Traduccién y adaptacion de WHO Classification of Tumours Editorial Board. Dysplastic

naevi. WHO Classification of Skin Tumours, 52 ed., vol. 12.

Anteriormente, el grado de displasia se graduaba en tres categorias, leve,
moderada y severa, y recientemente se ha propuesto el sistema de dos grados,
en el que las lesiones que presentan displasia leve se clasificaran como nevos
comunes, la displasia moderada sera de bajo grado y la displasia severa sera de
alto grado. Lo anterior tiene como objetivo mejorar la reproducibilidad al momento

de la evaluacion (3).

1.6  Auxiliares diagnoésticos

En este contexto, los auxiliares de diagndstico histopatologico, corresponden a
las tinciones de inmunohistoquimica; sin embargo, no se utilizan con frecuencia.
Los marcadores de melanocitos positivos seran: S100, melan-A, MITF y SOX10,
que pueden ser utiles para resaltar la distribucion celular en patrones complejos
(19). El marcador HMB45 puede tener una disminucién gradual en la expresion
que va de las células melanociticas mas superficiales hacia las mas profundas.
El indice de proliferacion celular es usualmente bajo cuando es evaluado con
Ki67, este suele ser menor al 5%. Se pueden realizar estudios moleculares por
FISH y perfiles genéticos en casos de dificil diagndstico (19,20).



1.7 Diagnésticos diferenciales

Entre los diagnosticos diferenciales benignos que deben considerarse estan el
léntigo simple, nevo lentiginoso y nevo comun; en algunas ocasiones, estas
lesiones pueden presentar atipia focal arquitectural o citolégica sobre todo si se
asocian con algun proceso reactivo (1,8,12). Por otro lado, el melanoma es el
diagndstico diferencial principal en estas lesiones, ya que tanto las caracteristicas
clinicas como las histopatolégicas se superponen en estas dos entidades. Cabe
mencionar que existen otros tipos de nevos, los nevos de sitio especial, que
pueden presentar rasgos histolégicos displasicos focales, sin embargo, estos
deben ser evaluados detenidamente, para no subestimar los cambios

observados (19).

1.8 Tratamiento y pronéstico

El tratamiento de los nevos atipicos/displasicos depende del grado de displasia,
algunos autores sugieren que el seguimiento clinico estrecho es suficiente para
lesiones con displasia de bajo grado (20), mientras que para las lesiones con
displasia de alto grado se recomienda la reseccion completa con margen
quirurgico de seguridad, ya que el riesgo de persistencia, recurrencia es mas
elevado en resecciones incompletas o limitadas (21-23).

El prondstico a corto, mediano y largo plazo es bueno, especialmente en lesiones
con reseccion quirurgica completa. No obstante, el diagnéstico de un nevo
atipico/displasico representa un incremento en el riesgo de desarrollar melanoma
en otra regién de la piel. Por esta razon, el seguimiento clinico se mantiene a

largo plazo (22-25).

1.9 PRAME, patologia digital y panorama actual

A pesar de las estrategias que llevaron al desarrollo de criterios clinicos e
histopatoldgicos con el objetivo de mejorar la precision diagndstica, persiste una



gran dificultad para identificar correctamente este tipo de lesiones cuando sus
caracteristicas se superponen. Durante las ultimas dos décadas se han estudiado
diversos marcadores de inmunohistoquimica que puedan ser de utilidad en este
tipo de casos (14,26,27); sin embargo, la mayoria de los marcadores
melanociticos disponibles no son capaces de discriminar entre lesiones benignas
y malignas.

Una de las excepciones es el marcador PRAME (Preferentially Expressed
Antigen in Melanoma) que es un antigeno asociado al cancer, identificado a
finales de los 90, como un gen expresado en las células de melanoma (27-28).
Actua principalmente como un represor transcripcional dependiente del acido
retinoico (RAR), este ultimo participa en funciones de diferenciacién celular,
detenciéon del ciclo celular y apoptosis, por lo que cuando el PRAME esta
sobreexpresado, favorece la supervivencia y proliferacion celular. En condiciones
normales, su expresion es limitada o ausente, excepto en testiculo, endometrio,
ovario y placenta (26,29).

En la piel, los melanocitos benignos son practicamente negativos; en este
contexto, el marcador PRAME ha adquirido una mayor relevancia debido a que
presenta una expresion elevada en melanomas y minima o ausente en nevos
benignos (29-31,35). Estudios recientes han demostrado que su utilidad no se
limita al diagnéstico, sino que también posee valor prondstico (32).

Diversos trabajos han descrito la expresiéon del inmunomarcador PRAME en
series de lesiones melanociticas, lo que refuerza su utilidad diagnéstica en
contextos clinicamente desafiantes. Sin embargo, su interpretacién aun carece
de estandarizacion, lo que limita su aplicacion sistematica en la practica diaria
(33-35).

Actualmente se emplean diferentes criterios para determinar la positividad, entre
los cuales destaca el uso de puntajes combinados que integran el porcentaje de
células positivas y la intensidad de la tincion. Este enfoque semicuantitativo se
basa en antecedentes como el Allred score, desarrollado originalmente para la
evaluacion de receptores hormonales en el cancer de mama (36), y ha



demostrado mejorar la reproducibilidad entre observadores en la interpretacion

inmunohistoquimica (37).

Adicionalmente, el desarrollo de tecnologias en analisis digital de imagenes ha
abierto nuevas oportunidades para estandarizar e incluso automatizar la
cuantificacion de biomarcadores. QuPath es una plataforma de analisis digital
que permite la segmentacion celular, medicidn de intensidad de tincion y calculo

de H-score, brindando resultados objetivos y reproducibles (38,39).

La estadistica de la prevalencia de lesiones melanociticas en México se
desconoce con certeza, los pocos estudios disponibles estan enfocado en
melanoma. Segun datos de GLOBOCAN 2020, el melanoma cutaneo en nuestro
pais ocupa el puesto numero 20 entre todas las neoplasias malignas, con una
incidencia estimada de aproximadamente 2,198 casos nuevos por afio y una
prevalencia a cinco afios de 5.8 por cada 100,000 personas-ano. Cabe recalcar
que en un estudio reciente, Lino-Silva y colaboradores, encontraron un
incremento en la incidencia de melanoma, asociado en lesiones melanociticas
que previamente habian sido diagnosticadas como nevos displasicos (40,41).
Este hallazgo abre paso a la necesidad de contar con herramientas diagnosticas
objetivas que permitan diferenciar con mayor precision las lesiones benignas de

aquellas con potencial maligno (32,33).

Dado que no existen estudios en la poblacion mexicana y la importancia de
validar herramientas diagndsticas en contextos locales, el presente estudio tuvo
como objetivo evaluar la expresién de PRAME, tanto de forma manual como
automatizada, en una cohorte de pacientes con lesiones melanociticas limitrofes

del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”.



Il. JUSTIFICACION

El diagndstico certero de lesiones melanociticas limitrofes es clave para evitar
tanto el subtratamiento de melanomas como el manejo excesivo de nevos
benignos. El marcador PRAME ha demostrado ser util en este contexto, pero no
cuenta con validacion formal en Meéxico ni con un método interpretativo
estandarizado.

Este estudio evalud la expresion de PRAME mediante analisis manual y digital,
generando evidencia local en un hospital de referencia. La combinacion de
inmunohistoquimica y tecnologia digital permitio mejorar la precision diagndstica

y aportar herramientas aplicables a la practica clinica y académica.

ll. HIPOTESIS

3.1 ALTERNA

La expresion del inmunomarcador PRAME, evaluada mediante un sistema
estandarizado que incluye analisis manual y digital, se correlaciona con hallazgos
clinico-patolégicos y prondsticos en lesiones melanociticas limitrofes
diagnosticadas en el Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” entre
2016 y 2023.

3.2 NULA

La expresiéon del inmunomarcador PRAME, evaluada mediante un sistema
estandarizado que incluye analisis manual y digital, no se correlaciona con
hallazgos clinico-patolégicos y prondsticos en lesiones melanociticas limitrofes
diagnosticadas en el Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” entre
2016 y 2023.
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3.3 ESPECIFICAS

- Existe una asociacion entre un mayor score de expresion de PRAME y la
presencia de caracteristicas clinicas de riesgo y hallazgos histopatologicos
atipicos.

- El analisis digital automatizado con QuPath ofrece una alta concordancia
con la evaluacion manual de PRAME mediante un score semicuantitativo.

- La combinacion de analisis manual y digital mejora la reproducibilidad
diagnostica frente a métodos convencionales no estandarizados.

- Niveles elevados de expresion de PRAME se asocian con mayor

frecuencia de eventos clinicos adversos durante el seguimiento.

IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar de forma estandarizada la expresion del inmunomarcador PRAME en
lesiones melanociticas limitrofes, mediante analisis manual y digital, y analizar su
correlacion con caracteristicas clinicas, histopatoldégicas y prondsticas en
pacientes del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” en el periodo
2016-2023.

4.2 Objetivos especificos

- Caracterizar clinica e histopatolégicamente las lesiones melanociticas
limitrofes diagnosticadas entre 2016 y 2023 en el Hospital Universitario.

- Evaluar, de forma manual y digital, la expresién inmunohistoquimica de
PRAME mediante un sistema semicuantitativo basado en el porcentaje de
positividad y la intensidad de tincion (score combinado y H-score)

- Determinar la concordancia entre los resultados del analisis manual y
digital de PRAME.

- Analizar la asociacion entre la expresiéon de PRAME y los hallazgos clinico-

patolégicos de las lesiones melanociticas limitrofes.
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- Explorar la relacion entre los niveles de expresion de PRAME vy los
desenlaces clinicos durante el seguimiento (recurrencia, persistencia y desarrollo

de nuevas lesiones atipicas).

V. MATERIAL Y METODOS
5.1 Tipo y diseio de estudio y lugar de trabajo

Se realiz6 un estudio observacional, retrospectivo, con disefio mixto transversal—

longitudinal.

El estudio se llevd a cabo en el Departamento de Anatomia Patoldgica del
Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”, perteneciente a la Facultad
de Medicina de la Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn (UANL), en Monterrey,

Nuevo Ledn, México.

Este hospital es una institucion publica de tercer nivel y centro de referencia
regional en el noreste del pais. El Departamento de Anatomia Patoldgica cuenta
con archivo fisico y digital de biopsias, inmunohistoquimica de rutina, equipo de
escaneo de laminillas y acceso a herramientas de analisis digital, lo que permitio

realizar el estudio.
5.2 Tamano de la muestra y poblacion de estudio

El estudio tuvo un enfoque poblacional. Se incluyeron todos los casos disponibles
que cumplieron con los criterios de inclusién durante el periodo comprendido
entre 2016 y 2023, identificados en el archivo histopatolégico del Hospital

Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”.

Al analizarse la totalidad de la poblacion accesible con lesiones melanociticas
limitrofes, no fue necesario realizar un calculo formal del tamafo de muestra, ya
que no se busco extrapolar los resultados a una poblacion mayor, sino estudiar

de manera exhaustiva el universo de casos existentes en dicho periodo.

No obstante, como referencia metodologica, se consideraron estudios previos
con objetivos similares. En el estudio de Innocenti et al. (2024), se incluyeron 88
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casos de nevos displasicos en los que se evalud la expresion de PRAME,
reportandose valores predictivos del 87% para resultados negativos y del 76%

para resultados positivos.

Bajo un escenario hipotético, utilizando un nivel de confianza del 95% (Z = 1.96),
un margen de error de £10% y una poblacion finita estimada de 85 casos, se
obtuvo un tamafo minimo de muestra de 30 casos. Sin embargo, en el presente
estudio se analizaron 80 casos, con el fin de fortalecer la validez interna de los

hallazgos.

La poblacién estuvo conformada por pacientes atendidos en el Hospital
Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” que, entre enero de 2016 y diciembre
de 2023, fueron sometidos a biopsias de piel con diagndstico histopatoldgico en

el espectro de lesiones melanociticas limitrofes.

5.5 Criterios de inclusién, exclusion y eliminacion
Inclusion:

- Casos diagnosticados como lesiones melanociticas limitrofes, incluyendo
nevos displasicos o nevos atipicos severos, con 0 sin inmunohistoquimica
previa.

- Pacientes atendidos durante el periodo de enero de 2016 y diciembre de
2023.

- Disponibilidad de blogues de parafina y laminillas histolégicas originales
en condiciones adecuadas para el estudio.

- Expediente clinico con informacién minima: edad, sexo, localizacién
anatomica, diagndstico clinico inicial y evolucion.

- Seguimiento clinico minimo de seis meses, con informacién sobre

recurrencia, persistencia, remision o desarrollo de nuevas lesiones.
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Exclusion:

- Casos con diagnostico definitivo de melanoma maligno o nevo sin atipia
significativa.

- Biopsias sin documentacion clinica suficiente o sin validacion diagndstica
institucional.

- Bloques de parafina no disponibles o deteriorados.

- Expedientes clinicos incompletos.

- Casos sin seguimiento clinico documentado minimo de seis meses.

Eliminacién

- Casos que, tras la revision histologica, no cumplieron criterios de lesién
melanocitica limitrofe.

- Muestras con artefactos técnicos significativos que impidieron una
evaluacion adecuada.

- Casos con discordancias graves entre observadores sin posibilidad de

consenso tras revision conjunta.

5.8 Variables del estudio

Las variables del estudio fueron seleccionadas con base en su relevancia clinica,
histopatolégica e inmunohistoquimica en el contexto de las lesiones
melanociticas limitrofes. Se incluyeron variables sociodemogréficas, clinicas,
morfoldgicas, prondsticas e inmunohistoquimicas, asi como variables derivadas

del analisis digital mediante el software QuPath.

Las variables fueron codificadas y organizadas para su analisis estadistico, lo
que permitid evaluar asociaciones entre la expresion de PRAME vy las
caracteristicas clinico-patologicas, asi como su comportamiento evolutivo. La
Tabla X muestra el listado de variables, su tipo y forma de codificacion o

medicion.
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Variable Tipo Codificacion / Medicion
Edad | Cuantitativa continua Anos cumplidos
Sexo | Cualitativa nominal 0 = Mujer, 1 = Hombre
Localizacion | Cualitativa nominal Cabeza, cuello, tronco,
anatomica extremidades y acrales

Tamarnio de la
lesion
Diagnoéstico
clinico inicial
Diagndstico

histopatoldégico

Porcentaje de
células PRAME

positivas

Cuatrtil de
positividad
PRAME

Intensidad de
tincion PRAME

Score
combinado de
PRAME

H-score
(QuPath)

Cuantitativa continua

Cualitativa nominal

Cualitativa ordinal

Cuantitativa continua

Cualitativa ordinal

Cualitativa ordinal

Cuantitativa discreta /

ordinal

Cuantitativa continua

Milimetros (mm)

0 = Benigno, 1 =

Sospechoso/maligno

1 = Atipia sin displasia, 2 =
Displasia de bajo grado, 3 =

Displasia de alto grado

Porcentaje exacto (0—100%)

0=0, 1 =>0-25%, 2 = 26—
50%,3 = 51-75%,4 = 76-100%

0 = Negativa, 1 = Débil (1+), 2
= Moderada (2+), 3 = Intensa
(3+)

Suma de cuartil + intensidad

(rango 0-7)

Intensidad x porcentaje (rango
0-300)
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Concordancia | Cuantitativa continua indice Kappa de Cohen (0-1)

interobservador
Evento clinico | Cualitativa ordinal 0 = Resolucién, 1 =
final Persistencia, 2 = Recurrencia
Complicaciones | Cualitativa nominal 0 = Ninguna, 1 = Cicatrizacion,
asociadas 2 = Infeccion, Ulcera

Tiempo de | Cuantitativa continua Meses desde la biopsia hasta

seguimiento el ultimo control
Nuevas lesiones | Cualitativa nominal 0=No,1=Si
melanociticas
atipicas

Tabla 3. Variables de estudio.

Definicién y operacionalizacion de las variables

Las variables de atipia arquitectural y citolégica se establecieron con base en los
criterios morfolégicos descritos en la 52 edicién del libro de clasificacion de
tumores de la piel de OMS, los cuales permiten estratificar las lesiones

melanociticas displasicas en displasia de bajo y alto grado.

Atipia arquitectural

La atipia arquitectural se evalud considerando el patron predominante, integrando
los siguientes criterios estructurales: circunscripcion lateral, simetria, distorsion
de las crestas interpapilares, distribucion y confluencia de nidos, presencia de
puentes (“bridging”), diseminacion pagetoide focal, compromiso suprapapilar y

fibrosis lamelar concéntrica.
La variable se codificd de la siguiente manera:

0 = Atipia arquitectural leve o minima, compatible con nevo sin displasia
significativa.
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1 = Atipia arquitectural moderada, caracterizada por distorsién arquitectural

parcial y cambios estructurales compatibles con displasia leve a moderada.

2 = Atipia arquitectural severa, correspondiente a lesiones con pérdida marcada
de simetria, distorsion de las crestas Inter papilares, mayor confluencia de nidos

y cambios estructurales compatibles con displasia moderada a severa.

Atipia citolégica

La atipia citologica se evalu6 con base en el tamafo nuclear, la irregularidad de
la membrana nuclear, el patrén de cromatina, los nucléolos prominentes y la

variabilidad citoplasmatica de los melanocitos.
Se clasifico de la siguiente manera:

0 = Atipia citolégica leve

1 = Atipia citolégica moderada

2 = Atipia citolégica marcada

Estas variables se analizaron tanto de forma individual como integradas en la

categorizacion final del grado de displasia.

Definicion del score combinado

El score combinado de PRAME se utiliz6 como una herramienta semicuantitativa
destinada a integrar la extension y la intensidad de la expresion nuclear del
marcador. Su objetivo fue estandarizar la evaluacion manual de PRAME, mejorar
la reproducibilidad interobservador y permitir una comparacion directa con los

resultados obtenidos mediante analisis digital.

El score se calculé sumando el cuartil de positividad (0-4) y la intensidad de
tinciéon nuclear (0-3+), generando un valor final entre 0 y 7. Este enfoque permitid
transformar una evaluacion visual subjetiva en una variable ordinal estructurada,
adecuada para el analisis estadistico y comparacién con el H-score obtenido por
QuPath.
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5.5 Obtencion de la base de datos

Se realizé una busqueda retrospectiva en el sistema de registros digitales
PATHOX, del archivo del Departamento de Anatomia Patoldgica del Hospital
Universitario, para identificar los casos diagnosticados entre 2016 y 2023 como

lesiones melanociticas limitrofes.

Una vez identificados los casos, se revisaron los expedientes clinicos fisicos o
electrénicos para recabar datos relevantes como edad, sexo, localizacién

anatomica, diagnostico clinico inicial, conducta médica y seguimiento.
5.6 Microarreglos de tejido

Para cada caso elegible, se localizaron los bloques de parafina correspondientes
en el archivo histopatoldgico y solo se utilizaron los que contaban con suficiente
tejido representativo, de tal forma que, posterior a la realizacién del estudio, haya

quedado material suficiente para resguardo.

Se seleccionaron cortes histologicos representativos para tincion con
hematoxilina y eosina (H&E), los cuales fueron revisados con el fin de identificar
las areas mas representativas de cada lesion. Posteriormente, se realizo la
construccion manual de tissue microarrays (TMA) optimizados para la tincion

inmunohistoquimica de PRAME.

La seleccion del tejido se realizd de forma individual en cada caso, marcando las
areas clave de la lesién melanocitica en los bloques de parafina. A partir de estas
areas, se realizé la extraccion manual personalizada de fragmentos tisulares que
incluyeron la totalidad o la porcién mas representativa de la lesion. El tamafio de
los fragmentos varié entre 3 y 14 mm, segun la extension de cada caso.

Finalmente, se incluyeron 80 muestras en 7 bloques de parafina (Fig 1)
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Figura 1. Bloque de arreglo de tejidos (tissue microarray, TMA) de construccion manual utilizado
en el estudio.

Los fragmentos tisulares fueron organizados y dispuestos de forma sistematizada
segun su tamano, con el objetivo de favorecer un corte uniforme y estable del
arreglo. Se elabor6 un mapa detallado del TMA para asegurar la correcta
identificacion, orientacion y trazabilidad de cada caso durante el procesamiento,

la tincidn inmunohistoquimica y el analisis posterior.
Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica para PRAME se realizé en cortes histolégicos de 4 ym
de espesor, montados en laminillas electrocargadas. Los cortes fueron
procesados en una plataforma automatizada Ventana BenchMark Ultra Plus

(Roche Diagnostics) siguiendo el protocolo estandarizado del proveedor.

Las laminillas fueron sometidas a desparafinizacion y acondicionamiento celular
automatico. La recuperacion antigénica se realiz6 mediante calor utilizando el
buffer Ultra CC1 (pH 9.0) durante 56 minutos. Posteriormente, se aplicé el
anticuerpo primario anti-PRAME (BioSB), en una dilucion 1:100, con un tiempo

de incubacién de 60 minutos.

El sistema de deteccion empleado fue OptiView DAB para tejidos en parafina,
con un paso de amplificacion OptiView Amplification de 4 minutos. La revelacion
cromogénica se realizé con diaminobencidina (DAB). Finalmente, las laminillas
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se contratineron con hematoxilina Il durante 8 minutos, seguida de Bluing

Reagent durante 8 minutos.

Controles de tejido para PRAME

Con el objetivo de validar la especificidad y la adecuada interpretacion de la
tincion para PRAME, se incluyeron muestras de tejido de control. Como control
negativo, se utilizo tejido correspondiente a un nevo intradérmico benigno, el cual
mostré ausencia de tincidén nuclear para PRAME, confirmando el patrén esperado
en lesiones melanociticas benignas. Como control positivo, se incluyo tejido de
melanoma maligno, en el que se observd una expresion nuclear difusa de
PRAME, lo que corroboro la adecuada sensibilidad del anticuerpo y la correcta

ejecucion del procedimiento de tincion.

Estos controles permitieron verificar la calidad técnica de la tincién en cada
corrida, asi como establecer referencias comparativas para la interpretacion,
tanto manual como digital, de la expresion de PRAME en las lesiones

melanociticas limitrofes incluidas en el estudio.

Figura 2 Tejido de control para la tincién de inmunohistoquimica de PRAME. A) Nevo
intradérmico negativo con positividad para glandulas sebaceas como control interno.

B) Melanoma con expresion positiva difusa en las células neoplasicas.
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5.8 Evaluacion manual de PRAME

Las laminillas tefiidas con el marcador PRAME fueron evaluadas de manera
independiente por tres observadores del servicio de Anatomia Patologica

(patdlogos).

La interpretacion se realiz6 mediante un sistema semicuantitativo basado en dos
componentes: el porcentaje de células con expresion nuclear positiva y la
intensidad de la tincién. El porcentaje de células positivas se clasificd en cuartiles
de la siguiente manera: 1 = 0-25%, 2 = 26-50%, 3 = 51-75% y 4 = 76-100%. La
intensidad de la tincidon nuclear se calific6 como: 0 (negativa), 1+ (débil), 2+

(moderada) y 3+ (intensa).

Posteriormente, se calcul6é un score combinado de PRAME para cada observador
mediante la suma del cuartil de positividad y la intensidad de tincién, generando
un valor ordinal que permiti6 estandarizar la evaluacion manual, reducir la

subjetividad interobservador y facilitar su comparacion con el analisis digital.
5.9 Digitalizacion y analisis de PRAME en QuPath

Las laminillas fueron escaneadas con un equipo de alta resolucion (digitalizador
de portaobjetos de microscopio Aperio® AT2). Las imagenes digitales se
analizaron con el software QuPath (version 0.6.0) mediante un flujo de trabajo
estandarizado que incluydé la segmentacidon nuclear automatizada y la

cuantificacion de la expresion inmunohistoquimica de PRAME.

Para ello, se aplicod un algoritmo de deteccion celular con enfoque en nucleos,
ajustando parametros como el tamano nuclear, el umbral de intensidad de
hematoxilina y la exclusién de sefial citoplasmatica, con el objetivo de optimizar
la identificaciébn de nucleos melanociticos y reducir los artefactos de tincién.
Posteriormente, se entrend un clasificador supervisado de células basado en
caracteristicas morfolégicas y en la intensidad de senal, utilizando selecciones
manuales representativas de nucleos positivos y negativos, el cual fue validado

visualmente y aplicado de forma uniforme a todas las anotaciones.
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A partir de esta clasificacion, se obtuvo el H-score digital de PRAME, calculado
mediante la combinacion ponderada de la proporcion de nucleos positivos y la
intensidad de tincion nuclear (débil, moderada e intensa), lo que generd un valor
continuo que permitié la comparacion objetiva entre casos y su correlacién con

las variables clinicas e histopatoldgicas, asi como con el score combinado.

5.10 Entrenamiento del algoritmo de analisis en QuPath

Las siguientes imagenes muestran el proceso seguido para desarrollar el

algoritmo de evaluacion.

Figura 3: Separacion de tinciones mediante el Visual Stain Editor, con ajuste de

los vectores de hematoxilina y DAB para optimizar la deteccion nuclear.
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Figura 4: Configuracion de los parametros de deteccion celular, incluyendo el

tamario nuclear, el umbral de intensidad y la exclusion de fondo.
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Figura 5: Configuracion de los parametros de deteccion celular alternativos para areas
con gran cantidad de precipitado.
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Figura 6: Anotacion manual de regiones utilizadas para el entrenamiento del

clasificador celular, en el que se discrimina entre células de lesion y de no lesion.
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Figura 7: Aplicacion de deteccion de intensidad DAB para identificar células con
positividad por region, con obtencion de porcentaje de positividad, intensidad y H-

Score.
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Nucleus: Hematoxylin OD mean

Figura 8: Mapa con discriminacion de regiones con positividad nuclear y rango de

intensidad por color.

IHQ PRAME

Evaluacion
digital

Recoleccion y analisis
de resultados

Evaluacién
manual

Figura 9: Diagrama de flujo de evaluacién manual y digital de IHQ PRAME y

analisis.
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5.11 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé utilizando el programa IBM SPSS Statistics
version 31, estableciendo un nivel de significancia estadistica de p < 0.05.
Inicialmente, se describié la poblacion en estudio mediante estadistica
descriptiva. Las variables cuantitativas se resumieron utilizando medidas de
tendencia central y dispersién, expresadas como mediana y rango intercuartilico,
dado que la mayoria de las variables no presentaron una distribucion normal. Las
variables cualitativas se describieron mediante frecuencias absolutas y

proporciones relativas.

La distribucion de las variables cuantitativas fue evaluada mediante la prueba de
normalidad de Shapiro—Wilk, lo que orientd la seleccion de pruebas estadisticas

no paramétricas para los analisis inferenciales.

Para evaluar la asociacion entre la expresion de PRAME vy las variables clinico-
patologicas e histoloégicas, se emplearon pruebas no paramétricas. Las
comparaciones entre PRAME como variable ordinal o continua (score combinado
y H-score) y variables cualitativas con dos o mas grupos (como grado de
displasia, atipia arquitectural, atipia citoldgica, localizacién anatdomica y evento
clinico final) se realizaron mediante la prueba de Mann-Whitney U o Kruskal—
Wallis, segun correspondiera. Las asociaciones entre variables cuantitativas u
ordinales, incluyendo edad, tamafio de la lesion, porcentaje de positividad de
PRAME, score combinado promedio de los observadores y H-score obtenido
mediante analisis digital, se evaluaron utilizando el coeficiente de correlacion de
Spearman. La concordancia interobservador en la evaluacion manual del score
combinado de PRAME fue analizada mediante el coeficiente Kappa de Fleiss,
adecuado para la evaluacion de concordancia entre multiples observadores. De
forma complementaria, se calcul6 el indice Kappa de Cohen para comparaciones
pareadas entre observadores. Los valores de concordancia fueron interpretados
de acuerdo con los criterios propuestos por Landis y Koch. Ademas, se evalud la

concordancia entre la evaluacion manual promedio del score combinado y el
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analisis digital automatizado mediante QuPath, utilizando el coeficiente de

correlacion de Spearman.

No se realizaron analisis de supervivencia ni modelos multivariados, debido al
tamano de la muestra y al bajo numero de eventos clinicos, por lo que el analisis
pronostico se limitd a asociaciones exploratorias entre la expresion de PRAME y

los eventos clinicos registrados.
VI. RESULTADOS
Caracteristicas generales de la poblacién de estudio

Para el analisis, se incluyeron 80 casos de pacientes con lesiones melanociticas
limitrofes diagnosticadas entre 2016 y 2023 que cumplieron con los criterios de
inclusion previamente establecidos, de los cuales en 66.3% fueron mujeres
(n=53)y 33.8% hombres (n=27) (Fig. 10), con una media de 46.9 afios y un rango
amplio de: 16-94 afos, lo que refleja una poblacion heterogénea desde el punto
de vista etario (Fig. 11). El 86% contaba con antecedente de lesiones

melanociticas atipicas (n=69) y el 8.8% (n=7) con antecedente de melanoma.

Distribucidn de los casos por sexo
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Figura 10: Distribucion de los casos por sexo.
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Distribucién por edad
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Figura 11: Distribucién de los casos por edad.

El tamafio de las lesiones medidas clinicamente mostré una media de 7.23 £ 2.83
mm (rango 4.0-17.0 mm) (figura 12), mientras que el tamafio medido en la
laminilla fue menor, con una media de 5.15 £ 2.53 mm (rango 2.0-12.0 mm). El
tiempo de evolucidn clinica previo a la reseccion fue de 28.8 + 16.8 meses (rango
3—-60 meses), mientras que el seguimiento clinico posterior tuvo una duracién de
19.35 £ 9.83 meses, con un rango de 6 a 48 meses, lo que permitid evaluar

desenlaces clinicos tempranos.
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Distribucién de los casos por tamafio
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Figura 12 Tamarno: Distribucién de los casos por tamaro (mm) de la lesion.

Caracteristicas clinicas

La mayoria de los casos presentd asimetria (93.8%), bordes irregulares (80%) y
apariencia heterogénea (87.5%). En cuanto al color, las lesiones se
distribuyeron principalmente entre coloracién marrén (40.0%) y una
composicion mixta (40.0%), con menor frecuencia de lesiones negras, azules o

rojas.

El tipo clinico predominante fue la macula (77.5%), seguido de placas (13.8%),
nédulos (5.0%) y papulas (3.8%).

Por otra parte, el 57.5% de las lesiones present6 un patron regular, mientras que
el 42.5% fue irregular y la sospecha clinica de malignidad con la que fueron
enviadas las muestras para su analisis patolégico estuvo presente en el 77.5%

de los casos.

La localizacion anatémica mas frecuente fue la region acral (40.0%), seguida por
tronco (23.8%), extremidades (20.0%), cabeza (15.0%) y cuello (1.3%) (Fig.13).
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Variable Categoria n %

Apariencia Homogénea 10 12.5
Heterogénea 70 87.5

Color Marrén 32 40.0
Negro 11 13.8

Azul 2 2.5

Rojo 3 3.8

Mixto 32 40.0

Tipo de lesion Macula 62 77.5
Papula 3 3.8

Placa 11 13.8

Nodulo 4 5.0

Asimetria No 5 6.3
Si 75 93.8

Bordes Regulares 16 20.0
Irregulares 64 80.0

Superficie Lisa 59 73.8
Rugosa 21 26.3

Patron Regular 46 57.5

dermatoscoépico

Irregular 34 42.5

Tabla 4: Caracteristicas clinicas.



Distribucion de los casos por regidon anatémica
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Figura 13: Tamano: Distribucion de los pasos por region anatomica.

Caracteristicas histopatoldgicas

El63.7% de las lesiones correspondié a nevos displasicos, mientras que el 36.3%

correspondidé a nevos con caracteres arquitecturales o citolégicos atipicos.

La frecuencia de displasia se distribuyd de manera relativamente homogénea
entre los tres grupos: sin displasia (31.3%), bajo grado (33.8%) y alto grado
(35.0%).

Se observo que la atipia citolégica fue predominantemente severa (51.2%),
seguida de moderada (33.8%) y leve (15.0%). De forma similar, la atipia
arquitectural fue mayoritariamente moderada a severa (96.3%), con un

porcentaje minimo de lesiones sin atipia o con atipia leve (3.8%).

En otros hallazgos, las mitosis estuvieron presentes en 18.8% de los casos, y la
inflamacion dérmica se identificd en 51.2% de las lesiones.
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Variable Categoria n %

Nevo con caracteres

Diagnéstico atipicos 29 36.3
Nevo displasico 51 63.7
Atipia arquitectural No / leve 3 3.8
Moderada 35 43.8
Severa 42 52.5
Atipia citologica Leve 12 15.0
Moderada 27 33.8
Severa 41 51.2
Displasia Sin displasia 25 31.3
Bajo grado 27 33.8
Alto grado 28 35.0
Mitosis No 65 81.3
Si 15 18.8

Inflamacién
dérmica No 39 48.8
Si 41 51.2

Tabla 5: Caracteristicas histopatologicas.

En cuanto al evento clinico final, la mayoria de los casos evoluciond
favorablemente. La resolucion completa se observo en 73 casos (91.3%). Los
eventos adversos fueron infrecuentes: la recurrencia se presentdé en 2 casos
(2.5%), el retraso en la cicatrizacion en 6 casos (7.5%) y la infeccion en 4 casos
(5.0%). De manera global, unicamente 15 casos (18.8%) presentaron algun

evento clinico adverso durante el seguimiento.
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Variable Categoria n %

Evento clinico Resolucion 73 91.3
final

Persistencia 5 6.3

Recurrencia 2 2.5

Complicaciones Ninguna 67 83.8

Retraso 6 7.5

cicatrizacion

Ulcera 3 3.8

Infeccidn 4 5.0

Nuevas No 65 81.3
lesiones
atipicas

Si 15 18.8

Tabla 6: Distribucion del evento clinico final.
Evaluacion de la expresion del PRAME

La evaluacién de PRAME fue posible en 74 casos; en 6 lesiones hubo datos
faltantes debido a la pérdida de tejido durante el procesamiento del tejido y la
tincion

En la evaluaciéon manual, el porcentaje de células positivas para PRAME fue bajo
en general para los tres observadores. El observador 1 reporté una media de 8.18
+ 16.57%, el observador 2 5.64 + 15.55%, y el observador 3 5.99 + 14.79%, con
rangos amplios de 0 a 75% en todos los casos. En cuanto a la intensidad de la
tincién, se observaron valores medios cercanos a 1+ para los tres observadores,

con rangos de 0 a 3+.
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Con respecto al score combinado de PRAME, que integra categorias de
porcentaje de células positivas e intensidad de tincion, presentd medias similares
entre los observadores (1.51-1.61), con rangos de 0 a 7, lo que indica una

expresion globalmente baja a moderada en la mayoria de las lesiones.

El analisis digital mostro un porcentaje medio de células positivas mayor en
comparacion con la evaluacion manual (12.46 + 17.49%, rango 0-79%). La
intensidad media fue de 1.57 £ 0.98, y el score combinado digital presenté una
media de 2.60 £ 1.56.

El H-score de PRAME, calculado a partir de la distribucion de intensidades (1+,
2+ y 3+), presenté una media de 24.64 + 40.44, con un rango amplio (0-182.6),
reflejando una considerable variabilidad en la expresiéon de PRAME entre las

lesiones.

Figura 14: Variabilidad en la expresion inmunohistoquimica de PRAME 10x. A) Caso de nevo displasico de
alto grado con expresioén nuclear dispersa, score combinado manual: 6 y H-score digital: 169. B) Caso de
nevo displasico de bajo grado con expresion nuclear parchada, en la unién dermoepidérmica, score
combinado manual: 3 y H-score digital: 14.2. C) Caso de nevo displasico de alto grado con expresion
nuclear parchada, score combinado manual: 4 y H-score digital: 26. D) Caso de nevo con atipia con

expresion parchada minima, score combinado manual: 2 y H-score digital: 4.6.
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COMPARACION DEL SCORE COMBINADO PRAME

Woss1 Moss2 M oBs3 [ Qupath

Score 0-7
N w H (93]

[N

j
Observadores

Figura 15: Comparacion del score combinado de PRAME (rango 0-7) entre los tres

observadores (manual) y el analisis digital mediante QuPath.

Concordancia entre observadores y analisis digital

El analisis de correlacion de Spearman demostré una alta concordancia entre los
observadores para el porcentaje de células positivas para PRAME, con

coeficientes rho entre 0.84 y 0.97 (p < 0.001 en todos los casos).

Asimismo, se observd una correlacion positiva y estadisticamente significativa
entre la observacion manual y el analisis digital mediante QuPath, con
coeficientes rho entre 0.66 y 0.73 (p < 0.001).

De forma similar, el score combinado de PRAME mostré una correlaciéon positiva
significativa con el H-score digital, lo que indica concordancia entre la evaluacion

semicuantitativa manual y la cuantificacion digital continua.
Asociacion entre PRAME y caracteristicas histopatologicas

El analisis de correlacion de Spearman mostré una correlacion positiva baja a
moderada entre el H-score de PRAME vy el grado de displasia (p = 0.332, p =
0.004). De forma consistente, el score combinado de PRAME de la evaluacién
manual también mostré una correlacion positiva significativa con la displasia (por

ejemplo, observador 1: p = 0.302, p = 0.009).
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El H-score de PRAME mostré una correlacion positiva significativa con la atipia
citolégica (p = 0.334, p = 0.004), evidenciando una mayor expresion de PRAME

en lesiones con mayor grado de atipia citologica.

No se identificd una correlacion estadisticamente significativa entre el H-score de
PRAME vy la atipia arquitectural (p = 0.169, p = 0.154).

Distribucién del score combinado de PRAME segun
grado de displasia
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Figura 16: Distribucion del score combinado manual de PRAME (rango 0-7) segun el

SCORE

grado de displasia (sin displasia, bajo grado y alto grado).

Asociacion con variables clinicas y pronésticas

La positividad extensa de PRAME (>75% de células positivas) fue infrecuente,

identificandose unicamente en 1 caso (1.3%), sin ser completamente difusa.

No se observd una correlacion significativa entre el H-score de PRAME vy el
evento clinico final (resolucion, persistencia o recurrencia) (p = 0.070, p = 0.555),
ni con el desarrollo de nuevas lesiones melanociticas atipicas (p = —0.075, p =
0.529).
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Distribucion del H-score de PRAME segun evento clinico final
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Figura 17: Distribucion del H-score de PRAME segutn el evento clinico final.

El analisis mediante la prueba de Kruskal-Wallis mostré que el promedio del
score combinado manual de PRAME presentd rangos promedio similares entre
los casos con persistencia (rango medio =4.10; n = 5) y recurrencia (rango medio
=3.75; n = 2). No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos (H =0.046; gl =1; p=0.831).
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Distribucién del score combinado de PRAME segun evento
clinico final
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Figura 18: Distribucion del score combinado manual de PRAME segtn el evento clinico final

(resolucion, persistencia y recurrencia).

En la prueba de Mann-Whitney, el promedio del score combinado manual de
PRAME mostré rangos promedio similares entre los casos sin desarrollo de
nuevas lesiones melanociticas atipicas (rango medio = 37.32; n = 60) y aquellos
con desarrollo de nuevas lesiones (rango medio = 38.29; n = 14). No se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos (U =
409.0; Z = -0.163; p = 0.870).

Analisis de la expresién por localizacion anatémica y dermatoscopia

El analisis no paramétrico mostré diferencias en los rangos de expresion de
PRAME entre las distintas regiones anatoémicas (prueba de Kruskal-Wallis) y
segun el patrén dermatoscépico (prueba de Mann—Whitney U); sin embargo,

dichas diferencias no fueron estadisticamente significativas.
Analisis de concordancia interobservador

También se evalud la concordancia interobservador para el score combinado de
PRAME (rango 0-7), mediante el indice kappa de Fleiss entre tres observadores,
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la cual fue moderada (k = 0.51). Por otra parte, la concordancia entre la
evaluacion manual final y el analisis digital mediante QuPath, estimada mediante
el indice kappa de Cohen ponderado, fue buena (k = 0.66), lo que indica un

adecuado nivel de acuerdo entre ambos métodos de evaluacion.

Variable Método de _ N
. K (Fleiss) Interpretacion

evaluada concordancia
Score . .

. Kappa de Fleiss Concordancia
combinado 0.51

(3 observadores) moderada

PRAME (0-7)

Tabla 7: Concordancia interobservador del score combinado de PRAME (rango 0-7) evaluada

mediante el indice kappa de Fleiss entre tres observadores.

Comparacion Meétodo K Interpretacion

Manual final vs
QuPath (score
0-7)

Kappa de Cohen Concordancia
0.66

ponderado buena

Tabla 8: Concordancia entre la evaluacion manual final del score combinado de PRAME (rango
0-7) y el analisis digital mediante QuPath, evaluada mediante el indice kappa de Cohen

ponderado

Concordancia entre la evaluacion manual y el analisis digital

Finalmente, la concordancia entre el score combinado de PRAME obtenido
mediante evaluacion manual y la cuantificacion digital rOealizada con QuPath se
evalué mediante el analisis de Bland—Altman (figura 19). La grafica mostr6é una

distribucién homogénea de las diferencias alrededor de la media, con la mayoria
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de las observaciones dentro de los limites de concordancia, sin evidenciar un
sesgo sistematico relevante entre ambos métodos. Estos hallazgos respaldan la
consistencia entre la evaluacion semicuantitativa manual y el analisis digital

continuo para la valoracién de la expresiéon de PRAME.

Grafica de Bland—Altman para la concordancia entre el score
combinado manual y QuPath
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Figura 19: Grafica de Bland-Altman que muestra la concordancia entre el score
combinado de PRAME obtenido por evaluacion manual y el andlisis digital mediante
QuPath. La linea central representa la media de las diferencias, mientras que las lineas

superior e inferior corresponden a los limites de concordancia (£1.96 DE).

VIl. DISCUSION

Este estudio cumplié con el objetivo de evaluar de forma estandarizada la
expresion del inmunomarcador PRAME en lesiones melanociticas limitrofes, en
el que se integraron una evaluacion manual por observadores expertos y un
analisis digital mediante QuPath, y se correlacionaron estos hallazgos con
variables clinicas, histopatoldgicas y prondsticas. Los hallazgos obtenidos
permitieron comprender con mayor claridad el comportamiento de PRAME dentro
del espectro de las lesiones melanociticas atipicas y contribuyeron a delimitar su

utilidad diagndstica real en este contexto.
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Desde el punto de vista clinico, la poblacion estudiada mostré caracteristicas
heterogéneas en cuanto a edad, tamafio de la lesion y tiempo de evolucion, lo
cual es consistente con la naturaleza heterogénea de las lesiones melanociticas
limitrofes. Ademas, el hecho de que la mayoria de los casos no desarrollara
nuevas lesiones melanociticas atipicas durante el seguimiento y que los eventos
clinicos adversos fueran poco frecuentes refuerza el prototipo
predominantemente benigno o de bajo riesgo bioldgico de los casos, aun cuando

en el analisis histopatologico existiera un espectro de displasia variable.

Los resultados muestran de manera consistente que la mayoria de las lesiones
presentd ausencia o baja expresion del marcador PRAME, donde solo de manera
excepcional se encontré una expresion mas extensa con intensidad moderada,
hallazgo que coincide con lo reportado en la literatura de los ultimos afios.
Estudios como los de Lezcano et al. y mas recientemente Innocenti et al. han
demostrado que PRAME se expresa de manera difusa principalmente en
melanomas, mientras que en nevos benignos y displasicos su expresion suele
ser ausente o focal, solamente en casos muy esporadicos se ha notado un
aumento en la expresion del PRAME en nevos displasicos. Este hallazgo es
particularmente relevante, ya que apoya la nocion de que la expresion de PRAME
en lesiones melanociticas limitrofes no sigue un patrén binario benigno/maligno,

sino que se distribuye a lo largo de un continuo de baja intensidad.

También se encontrd una correlacion positiva baja a moderada observada entre
la expresiéon de PRAME vy el grado de displasia de las lesiones melanociticas en
este estudio, lo que respalda la hipotesis de que PRAME puede reflejar un
comportamiento biolégico de progresion melanocitica. Sin embargo, es
importante reconocer que la magnitud de dicha correlacion fue limitada, lo que
sugiere y apoya que el inmunomarcador PRAME no debe interpretarse como un

marcador aislado de malignidad, sino como una herramienta complementaria
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dentro del contexto histopatoldégico en el espectro histolégico de lesiones

melanociticas displasicas.

Desde el punto de vista de atipia arquitectural y citologica, los hallazgos refuerzan
la idea de que la expresion de PRAME tiende a incrementarse en lesiones con
mayor complejidad estructural y sobre todo citolégica que cumplen criterios de
displasia; sin alcanzar los patrones de positividad difusa caracteristicos del
melanoma descritos en la literatura y utilizados ampliamente en la actualidad.
Este hallazgo soporta la utilidad del uso de la tincidn, en casos de lesiones en las
que se tienen cambios citologicos o arquitecturales del espectro displasico
desafiantes en la evaluacion por HyE, en donde un patron de tincion negativo o
muy focal apoyaria el diagnostico de atipia reactiva y un patrén de positividad con
in score combinado leve a intermedio favoreceria el diagndstico de displasia de
alto grado. Esto coincide con estudios que describen expresién focal de PRAME
en nevos displasicos con displasia alto grado. No obstante, se debe tomar en
cuenta que la interpretacion porcentajes limitrofes o score combinado
mayormente moderado, debe incluir una evaluacién de la tincion muy juiciosa en
la que incluso se debera considerar el uso de otros marcadores que apoyen al

diagndstico preciso.

Por otro lado, el uso del analisis digital mediante QuPath, permiti6 una
cuantificacion objetiva de la expresion de PRAME a través del H-score, que
aunque mostro deteccidon de positividad muy baja y débil en casos donde la
evaluacion manual se interpretd6 como negativo, se preservd una buena
concordancia entre ambos. Este fendmeno es esperado, ya que el sistema de
analisis de imagen suele tener mayor sensibilidad de reconocimiento, como se
ha demostrado en diversos trabajos anteriores que abordan el uso de analisis de
imagen en patologia. Ademas, también se redujo la variabilidad interobservador
y se consolido la reproducibilidad, lo que particularmente se vuelve relevante en
este tipo de lesiones donde las diferencias suelen ser sutiles. Cabe mencionar
que es crucial la seleccion adecuada de regiones de interés y el control en la

calidad de la deteccion celular para la validez e implementacion de estas
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herramientas digitales que cada vez son mas frecuentes en la patologia

diagnostica.

En cuanto a las variables clinicas y prondsticas, no se identificaron asociaciones
estadisticamente significativas entre la expresion de PRAME y el evento clinico
final, es decir, persistencia, recurrencia o desarrollo de nuevas lesiones atipicas.
Este resultado indica que el PRAME no parece tener valor prondstico

independiente, lo cual concuerda con la evidencia actual.

Entre las principales limitaciones del estudio se encuentran: su disefio
retrospectivo, el tamafo de la muestra restringido y la heterogeneidad inherente
a las lesiones melanociticas limitrofes, tanto en sus caracteristicas clinicas como
histopatolégicas. Ademas, es posible que la limitada informacién documentada
en los expedientes clinicos, la variedad de las descripciones dermatoldgicas y el
seguimiento irregular hayan contribuido a los resultados. Este punto podria
corregirse en estudios posteriores en los que se contemple un formato
prospectivo y mayor acuerdo en las variables clinicas. También es posible que
factores de poco control en la preanalitica, como, por ejemplo, adecuada fijacion
y preservacion del tejido, puedan interferir con la evaluacion de la tincidon en

niveles mas discretos.

Otro punto que no es una limitacidén sino un desafio, es que el uso QuPath
requiere entrenamiento sofisticado para su implementacion adecuada, es posible
que exista un nivel optimizado en la programacion del algoritmo de deteccidn mas

alto del que se consiguio en este trabajo.

VIlIl. CONCLUSIONES

Nuestro estudio permitio establecer que la expresion de PRAME en lesiones
melanociticas limitrofes es predominantemente ausente o baja, y que es posible,
pero infrecuente, encontrar positividad mas extensa, que debe interpretarse

cuidadosamente.
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Se identificé una correlacién positiva entre la expresion de PRAME y el grado de
displasia melanocitica, lo que sugiere que el marcador refleja parcialmente el
espectro de progresion melanocitica. No obstante, la magnitud de esta
asociaciéon fue limitada, por lo que PRAME no funcioné como un marcador
diagnostico o prondstico independiente, sino como una herramienta auxiliar que

debe interpretarse dentro del contexto histopatoldgico integral.

En cuanto al punto de vista diagndstico, la utilidad principal de PRAME se
concentré en apoyar la interpretacion de lesiones displasicas complejas. Un
patrén negativo o muy focal favorecié diagndsticos de atipia reactiva, mientras
que una positividad leve a intermedia apoyo la presencia de displasia de alto

grado, siempre en asociacion con la evaluacion morfolégica en HyE de la lesion.

No se identificaron asociaciones significativas entre la expresion de PRAME y las
variables clinicas o prondsticas evaluadas, lo que indicé que el marcador no tuvo
valor predictivo para persistencia, recurrencia o desarrollo de nuevas lesiones

melanociticas atipicas.

Uno de los puntos mas solidos de este trabajo es que el analisis digital mediante
QuPath demostré ser una herramienta util para la evaluacion objetiva de la
expresion de PRAME mediante el H-score, mostrando buena concordancia con
la evaluacion manual y reduciendo la variabilidad interobservador. Ademas, su
mayor sensibilidad permitié detectar niveles bajos de expresion, y aunque su
correcta aplicacion depende directamente de los parametros de deteccidn
celular, es una herramienta auxiliar para la patologia diagndstica que promete

mayor objetividad y precision.

En conjunto, los resultados confirman que el marcador PRAME es util como
marcador complementario en la evaluacion de lesiones melanociticas limitrofes,
particularmente en casos con histologia desafiante, y que el analisis de imagen
es una herramienta de gran utilidad que aporta objetividad en la interpretacion de

marcadores de inmunohistoquimica.
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