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1.- MOTIVACION Y OBJETIVOS

En el momento actual, la incidencia melanoma maligno estd aumentando de
forma vertiginosa afio tras afio. En el afio 1995, 32.100 personas desarrollaron esta
enfermedad en EEUU y murieron 7.200 pacientes; en el afio 1996 se registraron 38.000
nuevos casos, por tanto la incidencia aumento en un 12% con respecto al afio anterior.
Con estos datos se puede estimar que si la incidencia en 1980 fue de 1 de cada 250
personas y en 1987 de 1 de cada 135, en el afio 2000 la incidencia habra sido de 1 de
cada 75 personas. En el melanoma, el nimero de nuevos casos diagnosticados crece
mas rapidamente que en otros tumores malignos y la mortalidad aumenta un 5% por afio
en la poblacion caucasica. Existen muchas razones que podrian explicar este
incremento: aumento de la exposicion solar en general, aumento de la cantidad de
radiacion UVB y UVC en la luz solar y la falta de proteccion adecuada contra los rayos
UVA mediante la utilizacion de crema de proteccion solar. La deteccion precoz del
melanoma aumenta el nimero de casos por afio pero no explica la elevacion de la
mortalidad a causa del melanoma. Asimismo, hay descritos varios factores de riesgo v,
consecuentemente, varias poblaciones de riesgo. En este sentido, se ha determinado que
el riesgo estaria en relacion con factores mdaltiples, incluyendo el nimero total de nevus
“benignos” mayores de 2mm, el nimero de nevus clinicamente atipicos mayores de
5mm, la tendencia a la formacion de multiples pecas o léntigos , la propension a las
quemaduras solares, la historia de quemaduras solares especialmente durante la nifiez, el
tiempo pasado al aire libre en un pais soleado antes de los 12 afios o entre los 10 y los

24 afos, la historia de cancer no melanocitico, la historia personal de melanoma, la
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historia familiar de melanoma y la historia de nevus displasico también conocido como
nevus con alteracion arquitectural y atipia de los melanocitos (NAA). 2

Dentro de dichas poblaciones de riesgo, los individuos que tienen nevus
displésicos son el objetivo de la investigacion presentada. Estas lesiones desde su
descripcion en 19783 han sido tema de controversia en diferentes sentidos, desde el
nombre asignado, a los criterios clinicos e histologicos propios que las caracterizan.
Asimismo, la gradacion de las mismas segun su grado de atipia en leve, moderada o
severa, ha generado multiples controversias al basarse en criterios histoldgicos, quizas
susceptibles de cierta subjetividad y por su utilidad o no con respecto al riesgo de
padecer melanoma, teniendo en cuenta que no todos los nevus displasicos van a ser
“precursores obligados” de melanoma. En este contexto, el presente trabajo pretende
evaluar en primer lugar si el grado de atipia de los nevus displéasicos tiene alguna
relacion con el riesgo de desarrollar melanoma y en segundo lugar buscar un marcador
que permita realizar una clasificacion basada en criterios objetivos no susceptibles de
interpretacion subjetiva, mediante un analisis de  datos clinicos y técnicas
inmunohistoquimicas para detectar el antigeno Ki- 67, marcador de proliferacion, y la

Acetil-Colina Transferasa (ChAT), marcador de migracion.
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2.- ANTECEDENTES HISTORICOS

2.1- NEVUS DISPLASICO

Los nevus displasicos fueron descritos en 1978 por dos grupos al mismo
tiempo, el grupo de Clark y cols y el de Lynch y cols.**!¥. Estas lesiones se
describieron en dos situaciones clinicas distintas. Inicialmente fueron descritos
en pacientes que presentaban un gran nimero de dichos nevus en pacientes con
historia familiar de melanoma, constituyendo el “B-K mole syndrome” segun el
grupo de Clark™ o el “Familial atypical multiple mole melanoma
sindrome”(FAMMM) segtn Lynch™®. Posteriormente, se describié el “sindrome
del nevus displasico esporadico” en relacion con la presencia de un numero
menor de estos nevus en pacientes sin historia familiar de melanoma “®. No
obstante, cabe destacar que aunque se describié en 1978, ya en el afio 1820

(18 y en 1950 Cawley™ describieron la presencia de melanoma familiar

Norris
en familias en las que habian pacientes con multiples nevus ademas de
melanomas. Desde la descripcion de los nevus displésicos por Clark et al y
Lynch et al, las relaciones exactas con el melanoma familiar y con el riesgo de
melanoma individual han sido fuente de controversia

El principio de dicha controversia es la definicion basica de esta lesion,
tanto desde el punto de vista de sus caracteristicas clinicas como histolégicas®
%) Clark inicialmente habla de la presencia de hiperplasia melanocitica atipica
como sindénimo de displasia melanocitica por la presencia de melanocitos en

forma de célula aislada o en forma de pequefios grupos que presentan algunas de

las caracteristicas de los melanocitos malignos, cambios mesenquimales en la
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dermis papilar y de un infiltrado linfocitario™. El uso del término “displasia”
fue centro de multiples polémicas, no existe una sola y unica definicion de
“displasia” en patologia general y por eso su utilizacion podria llevar a la

confusign(1820.23-25)

En este contexto, se realizaron multiples estudios para
analizar las caracteristicas histologicas de los mismos y buscar criterios
histoldgicos reproducibles. Algunos de los grupos daban mayor énfasis a las
caracteristicas arquitecturales sin tener en cuenta la citologia, mientras que para
otros se debian incluir ademas de los criterios arquitecturales, las caracteristicas
citoldgicas de los melanocitos®*3349).

Segun Clark, se trataba clinicamente de lesiones pigmentadas de forma
irregular y coloracion variada de mas de 5 mm de diametro™®. Desde el punto de
vista clinico se realizaron muchos estudios para valorar sus caracteristicas y para
estudiar los criterios mas adecuados, el grado de reproducibilidad de los mismos
y la correlacion con los hallazgos histoldgicos®“’®.

A pesar de todos estos estudios, debieron realizarse dos reuniones de
consenso en el NIH de los EEUU. La primera, cuyos resultados se publicaron en
1984, determind que los criterios histologicos que definian la lesion eran
principalmente arquitecturales porque la atipia citoldgica, aunque era
frecuentemente observada, no se consideraba esencial ®®. No obstante, dado que
la controversia continud, se realizé una segunda reunién de consenso en 1992¢7
, en la cual se definio el sindrome del nevus displasico como la aparicion de
melanomas en uno o mas de los familiares de primer y segundo grado, presencia

de un gran nimero de nevus (normalmente >50), algunos de los cuales son

atipicos y de tamafio variable, y la presencia de caracteristicas histoldgicas
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distintivas. Estos pacientes presentaban un riesgo de melanoma en su vida del
100% si vivian mas de setenta afios. Asimismo, se determiné que existian
individuos con este tipo de lesiones fuera de un contexto familiar de melanomay
con un namero inferior de nevus atipicos, que presentaban un mayor riesgo de
presentar melanoma que la poblacion general, aunque inferior al de los casos
familiares. Ademas, en esta reunion, se definieron las caracteristicas clinicas e
histoldgicas de los nevus “displésicos”. A nivel histoldgico se puso el énfasis en
las caracteristicas arquitecturales y la atipia de los melanocitos, sugiriéndose que
clinicamente se utilizara el término de “nevus atipico” e histolégicamente el de “
nevus con alteracidn arquitectural y atipia citolégica de los melanocitos, con una
estimacion del grado de atipia”, ya que algunas de las lesiones podian presentar
muy pocos melanocitos atipicos, mientras que en otras la atipia melanocitica
podia ser tan extensa y severa que el diagnostico diferencial con el melanoma in-
situ podia ser muy dificil®”. Este Gltimo punto, la gradacién de atipia, se
convirtié en una nueva fuente de controversia con respecto a los criterios a
utilizar para su gradacion y su reproducibilidad. Aunque Clark nunca gradé los
cambios histologicos descritos en los nevus displésicos, otros autores si lo
hicieron(*8°89)

La presencia de nevus con alteracion arquitectural y atipia de los
melanocitos (NAA) en individuos fuera del contexto familiar del sindrome
obligd a realizar estudios sobre su prevalencia en la poblacion. Los resultados
varfan entre un 1,8 — 18 %% destacando el trabajo de Crutcher y cols®? en
el cual la prevalencia de los NAA en la poblacion de Napa Valley de California

(EEUU) fue del 4,9% con confirmacién histoldgica, a diferencia de la mayoria
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de los trabajos publicados al respecto, que se basan mayoritariamente en
hallazgos clinicos.

Los NAA han sido definidos como precursores obligados de melanoma,
pero no todos los NAA van a dar lugar a un melanoma. Se han realizado muchos
estudios para determinar los factores de riesgo de melanoma, entre ellos los
NAA. Aungue un factor de riesgo importante de melanoma seria el nimero total
de nevus del paciente, se ha visto que los NAA serian un factor de riesgo “per
se”. No obstante el riesgo relativo (RR) que se ha determinado varia entre un 3,9
y un 8,83%666875) Eqtos datos se han hallado sobretodo en base a observaciones
clinicas, excepto el trabajo de Titus-Ernstoff y cols®” que refiere un RR de 6,2
para pacientes con NAA y se basa en datos histologicos. Un factor a tener en
cuenta en este caso es la correlacion clinico-patolégica de los NAA. Los
resultados obtenidos muestran que bastantes lesiones clasificadas clinicamente
como nevus atipico, posteriormente no son confirmadas histolégicamente y al
revés. Un buen ejemplo de la primera situacion son los resultados de Roush y
cols® en el que solo el 15% de los nevus clinicamente atipicos y sospechosos
de NAA fueron confirmados histolégicamente, o el de Grob y cols®, en el que
solo fueron confirmados un 18%. Por otro lado, en el estudio de Piepkorn y
cols® se observaron caracteristicas histoldgicas de NAA en un 53% de nevus
que clinicamente no fueron clasificados como nevus atipicos. Sin embargo,
Piepkorn y cols ® incluyeron lesiones de NAA sin atipia citolégica en el
estudio mencionado.

A pesar de estos resultados algunos autores que siguen sin creer que los

NAA sean un importante factor de riesgo de melanoma, ya que, segun ellos, los
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nevus que suelen asociarse de forma mayoritaria con el melanoma son los nevus
“benignos”®*3?, En este sentido, se han publicado estudios en los que se ha
estudiado la presencia de NAA residual asociado a melanoma, que han dado
como resultado que entre un 20-40% de los melanomas presentaban NAA
residual asociado al melanoma, mas en las lesiones pequefias que en las grandes.
Si se tiene en cuenta que los casos familiares de NAA significan menos de un
5% del total de la incidencia de melanoma, el resto de casos en los que se asocia
el NAA a melanoma, deben ser los llamados casos “esporadicos™("®#2),

Un punto a destacar es el que hace referencia a la actitud terapeutica y
preventiva con respecto los pacientes que presentan NAA. Por lo que se refiere a
los casos familiares, estd claro que estos deben ser controlados de cerca y de
forma frecuente, recomendandose la utilizaciébn de métodos fotograficos en
algunos trabajos, y segun la mayoria de autores realizar exeéresis solo de las
lesiones mas atipicas o aquellas que han cambiado sus caracteristicas®®". El
hecho de que en estos pacientes a lo largo de toda su vida, les aparezcan y
desaparezcan nevus, atipicos o no clinicamente, hace desistir de la actitud de
extirpar todos o la mayorfa de sus nevus atipicos®®. En los casos no familiares
0 esporadicos, el control del paciente debe realizarse pero no de forma tan
frecuente, dependiendo de la autorevision y la toma de precauciones con
respecto a la proteccion solar. Un punto a tener en cuenta es la vista de conjunto
(realizacion de screenings) para detectar la poblacion de riesgo. En este sentido,
el estudio de la relacion coste-beneficio no ha aconsejado poner en préactica
muchos programas de prevencion a gran escala para detectar a la poblacion de

riesgo sobretodo en paises europeos, a diferencia de los EEUU donde si existen
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muchos programas voluntarios para estudiar la poblacion general, aunque si se
aconseja realizar campafas publicitarias informativas sobre las medidas

preventivas a tomar de forma individual ®"%?,

2.2- Antigeno Ki-67

El antigeno Ki-67 es una proteina nuclear no-histona. Los anticuerpos
monoclonales anti-Ki67 existentes (MIB-1) detectan dos proteinas no-histonas
de 395 y 345 kDa respectivamente. Estas son proteinas nucleares asociadas a
proliferacion celular que se expresan en todas las fases del ciclo celular excepto
en la fase GO (fase de reposo) y en la fase inicial de G1, es decir, esta presente
en la fase tardia de G1, fase S, fase G2 y fase M > Sy expresion se ha
utilizado como marcador de proliferacién celular y como determinante de la
fraccion de crecimiento celular de las células presentes en los tejidos®" .
Consecuentemente, su deteccion en el presente trabajo nos permite conocer el
indice de proliferacion de las células a estudio. Este indice puede medirse
mediante otros métodos, como seria el recuento de mitosis que detecta el nimero
de células en fase M, deteccion histoquimica de los AgNOR que detecta las
regiones organizadoras nucleolares, la deteccion de incorporacién de analogos
de la timidina como la bromodeoxiuridina (BrdU) y la yododeoxiuridina (1dU)
gue detectan células en fase S, otros antigenos de proteinas asociadas a
proliferacion celular como el PCNA que se detecta en las mismas fases que el

Ki-67, las ciclinas que regulan el paso de una fase a otra del ciclo, las

polimerasas y la citometria de flujo®*1%2.
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La expresion de Ki-67 se ha estudiado en numerosas situaciones
patoldgicas, observandose una asociacion entre el indice de proliferacion y el
grado de malignidad en varias de ellas™ %%,

En las lesiones melanociticas, el Ki-67 se ha utilizado como posible
marcador prondstico en la progresién del melanoma. Un alto indice de
expresion de Ki-67 en melanomas nodulares primarios con indice de Breslow
alto seria un factor de mal prondstico™® . En este sentido se demostré la
asociacion de enfermedad metastasica con un alto indice de Ki-67 en melanomas
primarios con Breslow alto, pero no asi en melanomas con un indice de Breslow
bajo™®®. No obstante, existe un estudio en la literatura en el que, con el mismo
indice de Breslow, no se demostraron diferencias estadisticamente significativas
en la expresion de Ki-67 entre los melanomas que dan lugar a metastasis y los
que no lo hacen con el mismo indice de Breslow ‘%, Respecto a su utilidad
préactica, se ha especulado sobre su valor en el diagnostico diferencial entre el
nevus de Spitz y el melanoma, asi como entre el melanoma nevoide y los nevus

ubenignosn(llo,lll)l

2.3. Anticuerpo HMB-45

El anticuerpo HMB-45 reconoce una glicoproteina presente en los
premelanosomas. Este anticuerpo se expresa en los melanomas de forma
mayoritaria en un 98% de los casos, excepto en aproximadamente el 50% de los
melanomas metastasicos y en menos del 50% de los melanomas
desmoplasicos™“*>™®). En lesiones névicas, su expresion suele observarse

sobretodo en las células névicas dispuestas en tecas de la unién dermo-
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epidérmica, y de forma menos intensa 0 negativa en el componente dérmico, si
estos son compuestos o intradérmicos. La presencia de positividad en la parte
mas superficial del componente dérmico y la disminucién del nimero de células
que lo expresan a medida que estas descienden , hasta llegar a no expresarlo en
la parte mas profunda, se ha relacionado con el proceso de “maduracion” de los
melanocitos. Existen algunas excepciones como los nevus de Spitz con
componente dérmico que pueden mostrar positividad en casi todo el espesor del

mismo (L14.115.116)

2.4- Acetil-colina transferasa (ChAT)

La acetil-colina transferasa es una enzima que sintetiza la acetil-colina
del sistema colinérgico. Este sistema tiene dos tipos de receptores, los receptores
nicotinicos y los muscarinicos. Este ultimo, es decir, el sistema muscarinico
colinérgico es expresado de forma transitoria por las células embrionarias
neuronales y no neuronales durante la morfogénesis“'”). En esta misma linea, las
células de la cresta neural, de las que proceden los melanocitos, también lo
expresan durante su proceso de migracion®®. Varios estudios sugieren que
podria estar relacionado con la regulacion del movimiento celular. Asimismo, se
ha observado su presencia en varios tumores y en melanomas, que sugieren que
dicho mecanismo jugaria un papel en la regulacion de la infiltracién tumoral y el

proceso metastasico™ %29,
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Il.- MATERIAL Y METODOS
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1- CORRELACION DEL GRADO DE ATIPIA DE LOS NAA CON HISTORIA

PERSONAL DE MELANOMA.

1.1-SELECCION DE MATERIAL

Se revisaron los informes de los 20.272 nevus melanociticos que fueron
recibidos para diagnostico histopatoldgico de rutina entre los afios 1.989 y 1.996,
ambos inclusive, en la Division de Dermatopatologia del “New York
Presbyterian Hospital-Weill Medical College of Cornell University” (por
deferencia del Dr N. Scott McNutt ). Del total de 20.272 nevus diagnosticados,
6.275 (31%) fueron diagnosticados como nevus con alteracion arquitectural
(NAA), también denominados nevus displasicos, que a su vez fueron
clasificados en tres categorias segin su grado de atipia: “leve”, “moderado” y
“severo”. Los 6.275 NAA fueron agrupados segun el nimero de pacientes,
observandose que pertenecian a 4.481 pacientes. Dichos pacientes con NAA
fueron clasificados en tres grupos, segun el nevus con mayor grado de atipia que
presentaban (leve, moderada o severa) que fue asignado en el momento del
diagndstico, antes de conocerse la historia clinica. Se revisaron los datos clinicos
de cada uno de estos 4.481 pacientes para determinar si presentaban historia
personal previa de melanoma o no. En los pacientes con historia personal de
melanoma, se determiné la edad y el sexo de cada uno de ellos. En el caso de
que el paciente presentase varias lesiones con el mismo grado de atipia, se tomo
como edad de referencia la que tenia en el momento del primer diagndstico y, en

el caso de que el mismo paciente presentase multiples lesiones con diferente
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grado de atipia, se recogio la edad que tenia el paciente en el momento del

diagnostico del nevus con mayor grado de atipia.

1.2-GRADACION DE LA ATIPIA.

En las biopsias cutaneas se determind en primer lugar el tipo de lesion
névica. Desde 1983 hasta 1996, en el “ New York Presbyterian Hospital-Weill
Medical College of Cornell University” en el caso de que se observara la
presencia de una lesion melanocitica juntural o compuesta, con elongacion y
distorsion de las crestas epidérmicas, tecas névicas dispuestas a los lados y en
las puntas de las crestas epidérmicas, fibrosis eosinofilica dérmica alrededor de
las crestas, extension del componente juntural mas alla del componente dérmico
en las lesiones compuestas, y segin las caracteristicas de los melanocitos en
cada caso, se consideraba como un nevus con alteracion arquitectural y atipia de
los melanocitos (“nevus displasicos™). Durante este tiempo, l0s nevus que se
considerd que tenian alteracion arquitectural fueron clasificados en tres grados
segun la gradacion de la atipia de los nevus, como “leves”, “moderados” y
“severos”. La base de esta clasificacion sigue en parte las recomendaciones del
Dr. Martin C. Mihm, Jr, respecto a la clasificacion citoldgica®*?Y, incluyendo
los criterios arquitecturales. Los criterios utilizados en el laboratorio se pueden

resumir en la tabla 1. A continuacion se desarrollan de manera desglaonada.

1.2.1-ATIPIA LEVE.:
Los nevus eran basicamente simétricos y en el caso de ser

compuestos, estos mostraban una extension del componente juntural mas alla



Material y Métodos 24

del componente dérmico, al menos por tres crestas epidérmicas, lo que se
conoce como “extension juntural” o “shoulder”. Las crestas epidérmicas
suelen estar ligeramente elongadas y distorsionadas. Asimismo, existe
fibrosis dérmica papilar evidente, muchas veces eosinofilica, Yy
ocasionalmente presenta lamelas finas debajo de las puntas de las crestas
epidérmicas. Las células névicas estan dispuestas tanto de forma individual
como en grupos en la unién dermo-epidérmica, estando preferentemente
dispuestas en las crestas epidérmicas, con muy poca afectacion de la regién
suprapapilar. A gran aumento, los nucleos de los melanocitos son ovoides o
elipsoidales, hipercromaticos, identados y muchas veces sin nucleolo visible
0 con nucelolo Gnico muy pequefio. Hay variabilidad considerable de la
forma nuclear. El citoplasma frecuentemente esti colapsado, formando un
espacio claro o halo alrededor de la célula. Para su clasificacion, se toman las
caracteristicas citolégicas de las células névicas las situadas en la periferia de
la union dermo-epidérmica. No suele observarse migracion pagetoide de los
melanocitos a capas altas y, en caso de que exista una minima migracion,
nunca debe localizarse en la periferia de la lesiébn. No suelen observarse

mitosis en el componente dérmico.

1.2.2-ATIPIA MODERADA

Los nevus retienen su simetria, y presentan un componente juntural que
se extiende mas alla de tres crestas epidérmicas del componente dérmico. Las
crestas epidérmicas también se encuentran frecuentemente elongadas vy

distorsionadas, formando un complejo de interconexiones, especialmente en
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el centro de la lesion. Los margenes de la lesion estan muy bien delimitados
de la epidermis adyacente libre de lesion névica. Existe una mezcla de
células névicas melanociticas alargadas dentro del complejo de crestas
epidérmicas entremezcladas, formadas por células névicas dispuestas de
forma individual y en grupos. La proliferaciéon de células névicas se localiza
principalmente en las crestas pero puede afectar las regiones situadas entre las
crestas epidérmicas y en el centro de la lesion, aunque nunca en la periferia de
la misma. Las tecas estan dispuestas de forma irregular a los lados de las
crestas epidérmicas elongadas. Las células névicas individuales pueden
aparecer dispersas entre los queratinocitos de las crestas, pero la dispersion es
realmente minima en la epidermis por encima de las crestas y en la region
situada entre ellas. En el centro de la lesion, pero nunca en la periferia, puede
encontrarse migracion a capas altas de algunas tecas y de células individuales.
Esto es particularmente cierto en las lesiones acrales. La dermis papilar es
fibrosa con haces de colageno eosinofilico. Si existe componente dérmico, las
tecas suelen estar dispuestas en grupos separados en un estroma con
ocasionales linfocitos y melan6fagos. Las tecas en la dermis son
generalmente del mismo tamafio o, incluso, méas pequefias que las situadas en
la epidermis. La parte dérmica estd generalmente limitada a la dermis papilar
y puede mostrar muy poca o solo focal disminucion en el tamafio del nicleo a
medida que desciende a la dermis (lo que se conoce como maduracién). A
gran aumento, el ndcleo de las células névicas es bastante variable en tamafio
y en el patron de cromatina. Muchos melanocitos tienen un tamafio mayor o

igual al de los queratinocitos, son hipercromaticos y de forma elipsoidal o
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romboidal, con nucleolo visible en el centro del nucleo. El citoplasma suele
estar agrandado comparado con los de los melanocitos inactivos normales y
no siempre se colapsa ni muestra el halo a su alrededor. En algunas células, se
observa melanina finamente dispersa en el citoplasma. No se observa la
presencia de mitosis atipicas en el componente intraepidérmico ni de mitosis
frecuentes y no atipicas. Tampoco se encuentran mitosis en las células
névicas situadas en la parte mas profunda de la parte dérmica de la lesion.
Puede observarse ocasionalmente alguna mitosis no atipica en la parte

superior del componente dérmico, cerca de la epidermis y a nivel anexial.

1.2.3-ATIPIA SEVERA

Los nevus estan frecuentemente distorsionados, lo cual pone de
manifiesto la dificultad inicial en el diagnostico diferencial de estos nevus
con los melanomas. No obstante, retienen cierta simetria. EI componente
juntural se extiende mas alla del componente dérmico, si se trata de una
lesion compuesta. A mas aumento, se observan las crestas epidérmicas
distorsionadas que contienen tecas irregulares de células névicas que tienden
a ser confluentes en algunas areas de la lesion, observandose fusion de tecas
de crestas epidérmicas adyacentes. Las tecas predominan sobre las células
individuales, aunque en el centro de la lesion puede existir cierta migracion
de células individuales si se examina la lesion muy detenidamente. No
obstante, no debe existir migracion de células névicas individuales en la
epidermis situada en la periferia de la lesion, que debe estar bien delimitada.

El componente dérmico tiende a ser abundante y las tecas contienen un mayor
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numero de células de mayor tamario que en los nevus de menor atipia. Entre
las tecas existe colageno, melan6fagos y linfocitos. Es habitual encontrar
fibrosis eosinofilica en la dermis, asociada con la distorsion de las crestas
epidérmicas. Asimismo, es notable la fibroplasia lamelar en
aproximadamente la mitad de los casos. Las caracteristicas principales de
atipia severa resultan evidentes. Los nucleos de las células névicas son
alargados y de mayor tamafio ( de 1,5x a 2x o mas) que los de los
queratinocitos. Frecuentemente, existe una mezcla de células con nucleos
hipercromaticos y bizarros junto con otras de ndcleos mas pequefios con
cromatina mas dispersa. No existe la atipia confluente que se esperaria
encontrar en el melanoma. Los nucleolos normalmente son prominentes.
Estas caracteristicas pueden encontrarse tanto en las células fusiformes como
en las epitelioides. Pueden hallarse mitosis en el componente juntural pero
nunca en la parte profunda del componente dérmico, en el adulto. La parte
dérmica no presenta atipia confluente, y tiende a mostrar maduracién focal en
la dermis.

Existen modificaciones de los criterios en ciertas circunstancias: cuando
los nevus se dan en nifios prepuberes, las tecas normales son mas grandes que
las de los adultos y el tamafio celular y nuclear puede ser bastante mas
grande, con nucleolo prominente; se puede ver focos de atipia celular. En los
casos en que es posible distinguir entre estos nevus y los nevus de Spitz en
nifios, entonces pueden clasificarse como nevus con alteracion arquitectural
(NAA). Nosotros intentamos disminuir el grado en la evaluacion de la atipia

de estos NAA, de severo a moderado y de moderado a leve en estas
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circunstancias. Por el contrario, en los NAA de los adultos, se sobregradan las
lesiones cuando existe migracion “pagetoide” en la periferia de la lesion, o
cuando se encuentran mitosis en la parte mas profunda del componente
dérmico siendo en estas circunstancias, clasificados como melanoma maligno

invasivo.
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TABLA 1: Caracteristicas citologicas e histoldgicas de los nevus melanociticos

benignos, los nevus con alteracion arquitectural y atipia de los melanocitos (atipia leve,

atipia moderada y atipia severa) y los melanomas malignos.

Caracteristica Nevus no NAA-leve NAA- NAA-severo Melanoma
histolégica | Atipico(NMB) moderado maligno.

Delimitacion Bien Ligeramente Moderado Moderado Mala

lateral delimitada menor delimitacion

Simetria Conservada Conservada Conservada Ligeramente Asimétrica

asimétrica

Extension Rara Presente Presente Presente Ocasionalmente

juntural

Distorsion Ocasional Ocasional Casi siempre Siempre Ocasionalmente

crestas

epidermis

Fibrosis Regresiva Normalmente Siempre Siempre Ocasionalmente

Distribucion Tecas>> Tecas> Tecas> Tecas> Célula suelta>

melanocitos Célula suelta Célula suelta Célula suelta Célula suelta Tecas

Migracioén Ocasional, y si Raramente Ocasional, y si | Ocasional, y si | Frecuentemente

pagetoide existe, es existe es central | existe es central | vy periférica

central

Area entre Preservada Preservada Normalmente | Normalmente Afectado

crestas epid. preservada afectado

Tamafio Relacion edad Pequefio Medio Grande Medio/grande

nuclear

Nucleolo Relacion edad Pequefio Medio Grande Grande

Cromatina Uniforme Condensada Parcialmente Expandida, a Expandida,
expandida Veces en hipercromatica

grumos y en grumos

Mitosis dermis

Muy escasas y

superficiales

Muy escasas y

superficiales

Muy escasas y

superficiales

Muy escasas y

superficiales

Superficiales y

profundas

NMB: nevus melanocitico benigno o no atipico; NAA-leve: nevus melanocitico con alteracion
arquitectural y atipia leve de los melanocitos; NAA-moderada: nevus melanocitico con alteracién
arquitectural y atipia moderada de los melanocitos. NAA-severa: nevus melanocitico con alteracion
arquitectural y atipia severa de los melanocitos.
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1.3-ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos han sido tratados estadisticamente siguiendo

tres procesos que se relacionan a continuacion:

Analisis de la Varianza (ANOVA) para comparar datos numéricos y datos
cualitativos. Los datos se expresan como media con la desviacion estandar
como datos en parentesis.

Prueba de Chi-cuadrado ( c? ) de tendencia lineal para las tablas de
contingencia para el contraste de la hipétesis de independencia entre dos
variables categoricas.

Célculo de la Odds Ratio como medida de asociacion entre NAA e historia
personal de melanoma. Los datos se expresan como resultado de la Odds

Ratio con el intérvalo de confianza del 95% en paréntesis.

Se ha establecido el nivel de significacion estadistica en una p£0,05.
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2-GRADACION DE LA ATIPIA DE LOS NAA Y Ki-67

2.1-SELECCION DE MATERIAL

Un total de 144 lesiones melanociticas pertenecientes a 144 pacientes
fueron incluidas en esta parte del estudio. Las preparaciones histolégicas y los
bloques fueron elegidos de los archivos de la Division de Dermatopatologia del
“New York Presbyterian Hospital-Weill Medical College of Cornell University”
desde los afios 1994 al 1998. Los casos fueron seleccionados en primer lugar
segun el material disponible en los bloques para realizar el estudio
inmunohistoquimico y en segundo lugar si los casos eran ejemplos claros de
cada uno de los tres grados de atipia. Se incluyeron 18 casos de nevus
melanociticos benignos compuestos (NMB), 18 melanomas malignos “in-situ”
(MM in-situ), y 108 nevus con alteracion arquitectural y atipia citolégica de los
melanocitos (NAA). Estos 108 nevus se dividieron en las siguientes
subcategorias: 36 NAA con atipia leve, 36 NAA con atipia moderada, 36 NAA

con atipia severa.

TABLA 2: Relaciéon de casos incluidos en el estudio de la

expresion de Ki-67, edad y sexo de cada uno de ellos.

CASO LESION EDAD SEXO
1 NMB 20 \Y
2 NMB 14 M
3 NMB 43 M
4 NMB 35 \%
5 NMB 19 \%
6 NMB 52 \%
7 NMB 57 M
8 NMB 25 \%
9 NMB 33 M
10 NMB 48 M
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NAA-mod
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125 NAA-severa
126 NAA-severa
127 MM in-situ
128 MM in-situ
129 MM in-situ
130 MM in-situ
131 MM in-situ
132 MM in-situ
133 MM in-situ
134 MM in-situ
135 MM in-situ
136 MM in-situ
137 MM in-situ
138 MM in-situ
139 MM in-situ
140 MM in-situ
141 MM in-situ
142 MM in-situ
143 MM in-situ
144 MM in-situ

26
43
47
52
55
39
40
62
80
69
57
71
76
83
59
48
70
58
61
69
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Se obtuvieron nuevas secciones del material parafinado de cada uno de los

bloques seleccionados para el estudio, que se compararon con las secciones iniciales

para asegurar que los nuevos cortes eran apropiados para el estudio, confirmar el

diagnostico original y el grado de atipia del nevus. Los criterios para la clasificacion de

las lesiones fueron los mismos que se mencionan en el apartado anterior .

TABLA 3: Numero de casos incluidos en cada grupo, media de edad,

rango de edad y relacion de varones / mujeres en cada grupo.

LESIONES N° CASOS Media (Rango) Varones/ Mujeres
NMB 18 39,8a (14-75) 7/11
NAA leve 36 42,8a (16-81) 17/19
NAA moderada 36 41a (22-78) 15/21
NAA severa 36 41,9a (15-76) 14/22
MM in situ 18 60a (39-83) 8/10
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2.2-TECNICA INMUNOHISTOQUIMICA

Se obtuvieron secciones de 5 micrometros de grosor de cada bloque de
parafina para cada caso, utilizandose portas cargados con cargas positivas
(“Probe-on Plus, Fischer Scientific Company, Pittsburg, PA, USA”). Se realiz
un doble marcaje inmunohistoquimico con el anticuerpo MIB-1 para el antigeno
Ki-67 y con el anticuerpo HMB-45 para melanocitos, siguiendo el método
rapido de Reed y cols™?, y aplicando la técnica de capilaridad, segin el
protocolo que se describe a continuacion:

1. Desparafinacion

A

Poner las preparaciones histologicas a 65°C durante 10 minutos.

B

Incubar durante 3 minutos a 65°C con DeWax (BioGenex, San Ramon,
CA, USA).

C- Incubar durante 2 minutos a 65°C con DeWax.

D- Incubar durante 1 minuto a 65°C con DeWax.
2. Rehidratacion:
A- Lavar con alcohol absoluto dos veces.
B- Lavar con alcohol al 95% dos veces.
C- Lavar con Universal Buffer dos veces.
3. Desenmascaramiento antigénico mediante calor:
A- Incubar con urea (2,5% w/v, pH 9.0) a 95°C durante 20 minutos.
B- Lavar con agua destilada.
4. Bloqueo de biotina, peroxidasa y fosfatasa alcalina enddgena:

A- Bloqueo de biotina:
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A.1- Incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente en una solucién
de clara de huevo (tres claras de huevo y 1 litro de agua destilada).
A.2- Lavar con agua destilada tres veces.
A.3- Biotina (0,2% wi/v en PBS) a temperatura ambiente durante 15
minutos.
A 4- Lavar con agua destilada.
B- Bloqueo de la peroxidasa:
B.1- Incubar con peroxido de hidrogeno al 3% durante 10 minutos a
temperatura ambiente.
B2- Lavar con agua destilada tres veces.
C- Bloqueo de la fosfatasa alcalina:
C.1- Incubar con Levamisole 2mM durante 15 minutos a temperatura
ambiente.
C.2- Lavar con agua destilada.
C.3- Lavar con Universal Buffer durante 1 minuto.
Anticuerpo primario: anticuerpo monoclonal de raton HMB-45 (DAKO,
Carpinteria, CA, USA) a una concentracion de 1:75 durante 1 hora a
temperatura ambiente.
Lavar en Universal Buffer durante 1 minuto, tres veces.
Anticuerpo secundario: incubar con un anticuerpo IgG de caballo anti-raton
unido a biotina (Vector, Burlingame, CA, USA) a una dilucion de 1:100,
durante 1 hora a temperatura ambiente.

Lavar con Universal Buffer durante 1 minuto, tres veces.
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Sistema de deteccion: deteccion mediante reaccion con fosfatasa-alcalina-
estreptavidina (Boehriner Mannehim, Indianapolis, IN, USA), durante una
hora a temperatura ambiente.

Lavar con Universal Buffer durante un minuto, tres veces.

Cromadgeno: incubar con sustrato de fosfatasa alcalina (Vector Kit#l,
Burlingame, CA, USA) durante 2 minutos bajo control microscépico.

Parar la reaccién del cromdgeno con agua destilada.

Lavar con Universal Buffer durante 1 minuto, tres veces.

Anticuerpo primario: incubar con el segundo anticuerpo primario,
anticuerpo monoclonal de raton MIB-1 contra el antigeno Ki-67
(Immunotech, Marseille, Francia), a una concentracion de 1:50 a 4°C
durante 12horas.

Lavar con universal Buffer

Anticuerpo secundario: anticuerpo 1gG de caballo anti-raton unido a
biotina (Vector, Burlingame, CA, USA) a una dilucion de 1:100 durante 30
minutos a temperatura ambiente.

Lavar con Universal Buffer durante 1 minuto, tres veces.

Sistema de deteccion: incubar con el sistema de deteccion streptavidina
conjugada con biotina (Vector, Burlingame, CA, USA) durante 30 minutos
a temperatura ambiente.

Cromogeno: tetrahidrocloruro 3,3’-diaminobenzidina  utilizando como
sustrato peroxido de hidrdgeno, durante unos 5 a 10 minutos, a temperatura
ambiente.

Tincion de contraste con un método de Giemsa modificado:
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A- Calentar solucion de Giemsa en microondas durante 20 segundos
B- Incubar las secciones en la solucion anterior durante 7 minutos.

C- Teiiir en hematoxilina durante 1 minuto a temperatura ambiente.

Mediante esta técnica se obtienen los nucleos Ki-67 positivos de color

“marron”, los citoplasmas de las células HMB-45 positivas rojas y la melanina

de los melanocitos y los melan6fagos de color verde.

2.3-METODO DE EVALUACION CUANTITATIVA

Se contaron todas las células HMB-45 positivas de la union dermo-
epidérmica, tanto las que eran solo HMB-45 positivas como las que eran HMB-
45 y Ki-67 positivas, a un aumento de 100X y con un ocular de 10X. De esta
manera se contabilizaron todas las células melanociticas HMB-45 positivas y las
células melanociticas Ki-67 (MIB-1) positivas situadas en la unién dermo-
epidérmica. Dado que los queratinocitos son negativos para el anticuerpo HMB-
45, estos fueron descartados. Los resultados de cada lesion se expresaron como
la proporcién de células melanociticas positivas para los dos anticuerpos (Ki-67
y HMB-45) con respecto al total de células HMB-45 positivas con nucleos
visibles de la unién dermo-epidérmica. EI nimero total de células positivas para
HMB-45 contadas en cada caso oscilaba entre 27 y 2.489, segun el tamafio de la

muestra en cada caso.
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2.4-ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos han sido tratados estadisticamente mediante las

siguientes pruebas que se relacionan a continuacion:

Anadlisis de la varianza (ANOVA), para comparar datos numéricos y datos
cualitativos. Se compard la proporcion de células positivas en cada caso
segun las siguientes situaciones: en primer lugar NMB versus NAA, versus
MM in-situ; en segundo lugar NAA-leve versus moderado versus severo.
Valores de p<0.05 fueron considerados estadisticamente significativos. Los
datos se expresan como media, con la desviacidn estandar en paréntesis.

Se buscaron puntos de corte optimos que clasificaran a los grupos de la

manera mas adecuada posible en funcién del valor del porcentaje de Ki-

67/HMB-45, por lo que se siguieron dos estrategias:

1- Para encontrar mas de un punto de corte hemos aplicado el método de
andlisis discriminante.

2- Cuando buscabamos un solo punto de corte hemos aplicado el método de
dinteles descrito por Robert y cols.*?® Este procedimiento, que asume la
distribucion normal de la variable original, consiste en una aproximacion
probabilistica basada en el teorema de Bayes que maximiza las
probabilidades de una clasificacion correcta resolviendo una ecuacion de

11

segundo grado. Se trata de una aproximacion enteramente *“no
aprioristica” que proporciona imparcialidad a la asignacion del punto de

corte.



Material y Métodos 40

En ambos casos, y dado que las condiciones de aplicabilidad requieren la
distribucion normal de la variable a estudio, fue necesario realizar una

transformacion logaritimica de los valores a estudiar.

Calculo de la especificidad y sensibilidad de los puntos de corte hallados,

todo ello expresado en porcentajes.
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3- GRADACION DE LA ATIPIADE LOS NAA Y ChAT

3.1-SELECCION DE MATERIAL

Un total de 90 nevus melanociticos con alteracion arquitectural y atipia
de los melanocitos (NAA) fueron incluidos en esta parte del estudio. Estos se
dividieron en 30 NAA con atipia leve, 30 con atipia moderada y 30 con atipia
severa. Todos los casos incluidos en esta parte del estudio tambien fueron
estudiados en la parte anterior. Por problemas técnicos en algunos de los bloques

se redujeron las muestras a 30 casos para cada categoria.

TABLA 4: Relacién de casos incluidos en el estudio de la

expresion de ChAT, edad y sexo de cada uno de ellos.

CASO LESION EDAD SEXO

1 NAA-leve 62
NAA-leve 32

3 NAA-leve 24

4 NAA-leve 81

5 NAA-leve 31

6 NAA-leve 41

7 NAA-leve 38

8 NAA-leve 16

9 NAA-leve 33

10 NAA-leve 35

11 NAA-leve 72

12 NAA-leve 49

13 NAA-leve 39

14 NAA-leve 48

15 NAA-leve 41

16 NAA-leve 30

17

18

19

20

21

22

23

24

25

NAA-leve 26
NAA-leve 31
NAA-leve 33
NAA-leve 57
NAA-leve 31
NAA-leve 36
NAA-leve 60
NAA-leve 40
NAA-leve 36
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NAA-leve
NAA-leve
NAA-leve
NAA-leve
NAA-leve
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
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83 NAA-severa 48 V
84 NAA-severa 53 V
85 NAA-severa 23 M
86 NAA-severa 63 V
87 NAA-severa 55 M
88 NAA-severa 43 M
89 NAA-severa 65 V
90 NAA-severa 25 M

TABLA 5: Numero de casos de cada grupo, media de edad, rango de edad y

relacion variones/mujeres en cada uno de ellos.

Lesiones N° Casos Media (rango) | Varones/ Mujeres
NAA -leve 30 42,1a (16-81) 14/16
NAA-moderado 30 41,8a (22-78) 14/16
NAA-severa 30 42,3a (23-78) 12/18

3.2- TECNICA INMUNOHISTOQUIMICA

Para cada caso se obtuvieron secciones de 5 micrometros de grosor de cada
bloque de parafina de cada caso, utilizdndose portas cargados con cargas
positivas (“Probe-on Plus, Fischer Scientific Company, Pittsburg, PA, USA”),
procediéndose a realizar la técnica de inmunohistoquimica por el método rapido
de Reed y cols*?? | mediante el principio de capilaridad y con los pasos que a

continuacion se describen:

1. Desparafinacion:

A- Poner las preparaciones histolégicas a 65°C durante 10 minutos.
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B- Incubar durante 3 minutos a 65°C con DeWax (BioGenex, San Ramon,
CA, USA).

C- Incubar durante 2 minutos a 65°C con DeWax.

D- Incubar durante 1 minuto a 65°C con DeWax.

Rehidratacion:

A- Lavar con alcohol absoluto dos veces.

B- Lavar con alcohol al 95% dos veces.

C- Lavar con Universal Buffer dos veces.

Desenmascaramiento antigénico mediante digestion enzimatica:

A- Incubar con pepsina (0,25% wi/v, pH 2.0) a 45°C durante 5 minutos.

B- Lavar con agua destilada.

. Agente blogueante

A- Incubar con Acido acético glacial durante 10 minutos a temperatura

ambiente.

B- Lavar con Universal Buffer

. Anticuerpo primario: incubar con anticuerpo policlonal de conejo anti-

ChAT (Chemicon, Temecula, CA, USA) a una concentracion de 1:5000 a

4°C durante 2 horas.

Lavar con Universal Buffer.

. Anticuerpo secundario: incubar con anticuerpo IgG de cabra anti-conejo

unido a biotina (Vector laboratories Inc, Burlingame, CA,USA), a una

concentracion de 1:200 durante 7 minutos a 45°C.

Lavar con Universal Buffer durante 1 minuto tres veces.
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9. Sistema de deteccién: reaccion con fosfatasa-alcalina-estreptavidina
(Boehriner Mannehim, Indianapolis, IN, USA), a una concentracion de 1:500
durante 10 minutos a 45°C.

10. Lavar con Universal Buffer durante un minuto, tres veces.

11. Cromdgeno: incubar con sustrato de fosfatasa alcalina (Vector Kit#l,

Burlingame, CA, USA) durante 2 minutos bajo control microscopico.
12. Parar la reaccion del cromogeno con agua destilada.
13. Tincion de contraste: tefiir con Hematoxilina durante 10 minutos a

temperatura ambiente.

3.3- METODO DE EVALUACION

En esta parte del estudio se valoraron los siguientes parametros:
a.- Porcentaje células melanociticas positivas en la union dermo-epidérmica
segun la siguiente escala:
1:1-10%
2: 11-50%
3:3 51%
4: 0%
b.- Localizacion de las células melanociticas positivas de la union dermo-
epidérmica:
L: positividad en la zona lateral de la lesion.
U: positividad distribuida de manera uniforme.

NV: no valorable
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c.- Porcentaje de células melanociticas dérmicas positivas:
1:1-10%
2: 11-50%
3:3 51%
4: 0%
d.- Localizacion de las células melanociticas dérmicas positivas:
S: positividad en la dermis superficial.
P: positividad en la dermis profunda.
NV: no valorable
e.- Porcentaje de queratinocitos positivos:
1:1-10%
2:11-50%
3:351%
4: 0%
f.- Localizacion de los queratinocitos positivos:
L: positividad en la zona lateral de la lesion.
U: positividad distribuida de forma uniforme.

NV: no valorable

3.4 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos fueron tratados estadisticamente mediante la
prueba de Chi-cuadrado para el contraste de la hipétesis de independencia entre
dos variables categoricas.

Se ha establecido el nivel de significacion estadistica en una p£0,05.
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I11.- RESULTADOS
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1.- CORRELACION DEL _GRADO DE ATIPIA DE LOS NAA CON

HISTORIA PERSONAL DE MELANOMA.

De los 4.481 pacientes con nevus melanociticos con alteracion arquitectural
y atipia de los melanocitos (NAA), se observo que el nevus con mayor atipia era de
grado “leve” en 2.504 pacientes, “moderado” en 1.657 y “severo” en 320 pacientes.
La revision de los datos de la historia clinica, mostro la presencia de antecedentes
de melanoma en un 5,7% (142 enfermos) de los pacientes cuyo NAA de mayor
grado era un NAA-leve, en un 8,1% (133 enfermos) de los pacientes con NAA-
moderado y en un 19,7% (63 enfermos) de los pacientes con NAA-severo,
observandose diferencias estadisticamente significativas (c* =59,89; p<0.001).

(Figura 1).

FIGURA 1: Pacientes con historia personal de melanoma
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Los pacientes con historia personal de melanoma en los tres grupos fueron

comparados con respecto a la edad y el sexo (Figura 2). Los pacientes con NAA-

leve tenian una media de 45,9 afios (rango 16-88 afios), los de NAA-moderado

tenian una media de 47,4 afios (17-85 afios) y en los de NAA severa la media de

edad era de 48,9 afios (21-88 afios).

FIGURA 2: Edad media en los pacientes con historia personal de
melanoma segun la gradacion de la atipia.
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El anélisis de los datos correspondientes al sexo puso de manifiesto que la

ratio hombre/mujer era cercano al 1/1 para los pacientes con melanoma en cada

grupo. Especificamente, el 50,7% de los pacientes con NAA-leve y historia

personal de melanoma, el 49,6% de los pacientes con NAA-moderado y el 44,4%

de los pacientes con NAA-severo eran mujeres (Figura 3).
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FIGURA 3: Comparacion del sexo en pacientes con historia personal
de melanoma en cada uno de los tres grados de atipia.
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Cuando los datos de edad media, en los pacientes con melanoma en cada
grupo de NAA, eran divididos segun las edades de los varones y las mujeres, se
observo que en cada grupo la edad media de los hombres es mayor que la de las
mujeres. Asi, en los NAA-leve la edad media de los hombres era de 49,9 afios y la
de las mujeres era de 41,9 afios, en NAA-moderado la edad media de los hombres
era de 50,2 afios y 44,4 afos en las mujeres, y en el grupo de NAA-severo la edad
media de los hombres era de 52,2 afios y la de las mujeres de 44,8 afios. Estas
diferencias fueron estadisticamente significativas para el grupo de NAA-leve
(p<0.0025) y el de NAA-moderada (p<0.025), pero no para el grupo de NAA-
severo (p<0.07). Asimismo se aprecia cierta tendencia, tanto para los varones como
para las mujeres, a aumentar la edad media a medida que aumenta el grado de
atipia. Sin embargo, dichas diferencias no fueron estadisticamente significativas

(Figura 4).



FIGURA 4: Sexo y edad media en pacientes con historia personal

de melanoma, en cada uno de los tres grupos.
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El estudio de la asociacion entre grado de atipia de los NAA e historia

personal de melanoma dié como resultado una OR 4,08 (2,91-5,7) para los NAA-

severo vs NAA-leve, una OR 2,81 (2-3,95) para los NAA-severo vs NAA-

moderada y una OR 1,45 (1,13-1,87) para NAA-moderada vs NAA-leve (Tabla 6).

Estos hallazgos significan que la probabilidad de que un paciente con NAA-severo

tenga historia personal de melanoma es 4,08 veces superior que la de un paciente

con NAA-leve, la probabilidad que un paciente con NAA-severo tenga historia

personal de melanoma era 2,81 veces mas alta que un paciente con NAA-moderado

y la probabilidad de que un paciente con NAA-moderado tenga historia personal de

melanoma es 1,45 veces superior que un paciente con NAA-leve. Por lo tanto,

existe una tendencia a aumentar la probabilidad de tener historia personal de

melanoma a medida que aumenta el grado de atipia.
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Tabla 6: Andlisis de la Odds Ratio para historia personal de melanoma segun la

atipia:

Atipia del NAA Histde M  Caso Control

Odds Ratio 95%IC

Severa vs Leve NH 257 2362

H 63 142 4,08 2,91-5,7
Severa vs Moderada NH 257 1524

H 63 133 2,81 2-3,95
Moderada vs Leve NH 1524 2362

H 133 142 1,45 1,13-1,87

Hist de M: historia de melanoma maligno.

NH: sin historia personal de melanoma maligno.
H: con historia personal de melanoma maligno.
95% IC: intervalo de confianza del 95%.
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2.- GRADACION DE LA ATIPIA DE LOS NAA Y Ki-67

La proporcion de células melanociticas HMB-45 positivas que también
mostraban positividad para el Ki-67 eran claramente diferentes entre los nevus
melanociticos benignos, los nevus melanociticos con alteracion arquitectural y
atipia de los melanocitos, y el melanoma maligno in-situ (Tabla 8). El recuento de
las células positivas para los dos anticuerpos en las células melanociticas situadas
en la unién dermo-epidérmica de los NMB, mostr6 que solo el 0,28% ( £ 0,29) de
las células HMB-45 positivas, eran también positivas para el Ki-67. En el caso de
los NAA, cuando estos eran estudiados como grupo, el 1,02% (+0,41) de las
células HMB-45 positivas, también lo fueron para el Ki-67. Asi mismo, en el
melanoma maligno “in-situ” los resultados fueron incluso mayores con un 2,69%
(£0,93) de las células HMB-45 que eran también Ki-67 positivas. Estas diferencias
fueron estadisticamente significativas para cada uno de los tres grupos (p<0,001), a
pesar de la superposicion en la distribucion de resultados entre los NAA y los
melanomas malignos in-situ.

Cuando los NAA eran divididos en los tres grupos de atipia descritos
previamente, el nmero de células Ki-67 positivas en las células HMB-45 positivas,
era de 0,84% (+0,39) para las lesiones con atipia leve, 0,99% (£0,35) para las
lesiones con atipia moderada y 1,23% (£0,41) para las lesiones con atipia severa. El
andlisis estadistico de los resultados mostré diferencias estadisticamente
significativas entre los nevus con atipia severa y el resto, es decir los NAA con

atipia leve y moderada como grupo (p<0,0003). No se objetivaron diferencias
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estadisticamente significativas entre los nevus con atipia leve y los nevus con atipia

moderada. (Tabla 7 y 8).

TABLA 7: Resultado del recuento de células Ki-67+ y

HMB45+.

CASO LESION Ki-67*/HMB-45+ %
1 NMB 1/388 0,26
2 NMB 0/121 0

3 NMB 0/328 0

4 NMB 0/302 0

5 NMB 1/229 0,44
6 NMB 0/346 0

7 NMB 0/188 0

8 NMB 0/122 0

9 NMB 10/2.489 0,4
10 NMB 0/298 0

11 NMB 3/443 0,68
12 NMB 2/251 0,8
13 NMB 1/178 0,56
14 NMB 0/375 0

15 NMB 1/211 0,47
16 NMB 1/273 0,36
17 NMB 1/284 0,35
18 NMB 8/1.027 0,78
19 NAA-leve 4/488 0,82
20 NAA-leve 2/371 0,54
21 NAA-leve 3/362 0,83
22 NAA-leve 1/274 0,36
23 NAA-leve 1/562 0,18
24 NAA-leve 5/1.026 0,49
25 NAA-leve 3/218 1,34
26 NAA-leve 3/373 0,8
27 NAA-leve 5/404 1,24
28 NAA-leve 3/278 1,08
29 NAA-leve 10/1.057 0,95
30 NAA-leve 10/1.050 0,95
31 NAA-leve 8/565 1,42
32 NAA-leve 5/360 1,39
33 NAA-leve 4/193 2,07
34 NAA-leve 2/444 0,5
35 NAA-leve 5/592 0,84
36 NAA-leve 2/160 1,25
37 NAA-leve 10/1227 0,81
38 NAA-leve 0/116 0

39 NAA-leve 3/292 1,03
40 NAA-leve 3/466 0,64
41 NAA-leve 2/196 1,02
42 NAA-leve 3/251 1,19




43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99

NAA-leve
NAA-leve
NAA-leve
NAA-leve
NAA-leve
NAA-leve
NAA-leve
NAA-leve
NAA-leve
NAA-leve
NAA-leve
NAA-leve
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-mod
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa

2/202
1/146
3/255
3/380
1/213
3/308
1/200
1/151
2/315
1/222
1/147
2/329
17/1.285
10/1.320
3/505
2/278
1/217
2/291
3/388
15/810
2/258
14/910
0/317
1/150
3/282
6/408
2/191
1/193
2/499
2/191
4/492
4/313
7/751
4/232
3/329
6/558
7/513
5/575
13/1.245
10/937
12/1082
3/261
4/516
5/582
16/1.091
12/985
11/831
4/404
9/1.065
6/813
8/406
8/788
4/266
4/226
3/210
3/335
3/240

0,99
0,68
1,17
0,79
0,47
0,97
0,5

0,66
0,63
0,45
0,68
0,61
1,32
0,76
0,59
0,72
0,46
0,69
0,78
1,86
0,78
1,54

0,67
1,06
1,47
1,05
0,52
0,4

1,05
0,81
1,28
0,93
1,73
0.91
1,07
1,36
0,87
1,04
1,07
1,11
1,15
0,78
0,86
1,47
1,22
1,32

0,85
0,74
1,98
1,01
15

1,77
1,43
0,9

1,25
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100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144

NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
NAA-severa
MM in-situ
MM in-situ
MM in-situ
MM in-situ
MM in-situ
MM in-situ
MM in-situ
MM in-situ
MM in-situ
MM in-situ
MM in-situ
MM in-situ
MM in-situ
MM in-situ
MM in-situ
MM in-situ
MM in-situ
MM in-situ

6/516
7/409
4/538
11/798
1/186
3/160
6/482
5/322
6/652
2/260
3/252
4/485
2/348
4/224
1/220
8/602
4/287
2/199
4/226
5/327
9/519
2/235
5/347
3/327
5/331
4/293
3/290
4/152
3/154
6/302
6/126
4/175
7/282
3,0/62
1,0/27
16/631
9/348
6/368
14/561
8/522
12/389
6/353
8/286
13/403
12/499

1,16
1,71
0,74
1,38
0,54
1,88
1,24
1,55
0,92
0,77
1,19
0,82
0,57
1,78
0,45
1,33
1,39
1
1,77
1,53
1,73
0,85
1,44
0,91
1,51
1,37
1,03
2,63
1,95
1,99
4,76
2,28
2,48
4,76
3,7
2,53
2,59
1,63
2,49
1,53
3,08
1,7
2,8
3,22
2,4

Ki-67*/HMB-45+: Células melanociticas Ki-67 y HMB-45
positivas/Células melanociticas HMB-45 positivas.
%: Porcentaje de células Ki-67 y HMB-45 positivas.
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TABLA 8: Porcentaje de células Ki-67 y HMB-45 positivas.

LESION Media (%0) Desviacion estandar
NMB 0,28 0,29
NAA como grupo 1,02 0,41
NAA-leve 0,84 0,39
NAA-moderado 0,99 0,35
NAA-severo 1,23 0,41
MM in-situ 2,69 0,93

NMB: Nevus melanocitico benigno; NAA: nevus melanocitico con alteracion
arquitectural y atipia de los melanocitos; NAA-leve: nevus melanocitico con alteracion
arquitectural y atipia leve de los melanocitos; NAA-moderado: nevus melanocitico con
alteracion arquitectura y atipia moderada de los melanocitos; NAA-severo: nevus
melanocitico con alteracidn arquitectural y atipia severa de los melanocitos; MM in-
situ: melanoma maligno in situ.

Asimismo, se buscaron puntos de corte Optimos que nos permitieran
clasificar las lesiones segun el porcentaje de células Ki-67 y HMB-45 positivas. En
este sentido, se obtuvieron puntos de corte entre los grandes grupos, es decir, entre
NMB, NAA y MM in-situ, y entre NMB y NAA-leve, y NAA-severay MM in situ.
Dado que el analisis estadistico aplicado obliga una distribucion normal de la
variable y por lo tanto a una transformacion logaritmica de los valores, no se
pueden incluir valores “0”. En los casos en que el resultado del mismo fue este
numero, estos fueron excluidos. Consecuentemente, se excluyeron 8 NMB y 2

NAA.
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Los puntos de corte Optimos obtenidos para distinguir los grandes grupos
fueron de 0,68 entre NMB y NAA, y 1,56 entre NAA y MM in-situ. Mediante estos
puntos de corte 7 (70%) de los 10 NMB, 76 (71,1%) de los 106 NAA y 17 (94,45)
de los 18 MM in-situ fueron catalogados de acuerdo con la clasificacion inicial

(Tabla 9).

TABLA 9: Resultados de la aplicacion de los puntos de corte entre NMB, NAA y
MMis

Grupo predecido utilizando los puntos de corte

Grupo actual NMB NAA MMis Total
NMB 7 (70%) 3 (30%) 0 (0%) 10
NAA 20 (18,9%) 76 (71,1%) 10 (9,4%) 106
MM in-situ 0 (0%) 1(56%) 17 (94,4%) 18

Puntos de corte 0,68y 1,56.
NMB: £ 0,68; NAA: > 0,68 - £ 1,56; MM in-situ > 1,56

Utilizando el método de analisis discriminante se obtuvieron puntos de corte
de 0,61 entre NMB y NAA-leve , y otro de 1,80 entre NAA-severa y MM in-situ.
En este caso también fue necesario excluir los valores “0”, por lo tanto se
excluyeron 8 NMB y 1 NAA-leve.

Respecto al punto de corte obtenido para diferenciar NMB y NAA-leve, 7
(70%) de los 10 NMB y 26 (74,3%) de los 35 NAA-leve fueron clasificados de

acuerdo con la clasificacion inicial (Tabla 10).
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TABLA 10: Resultados obtenidos aplicando el punto de corte entre NMB y NAA-

leve

Grupo predecido utilizando el punto de corte

Grupo actual NMB NAA-leve Total
NMB 7 (70%) 3 (30%) 10
NAA-leve 9 (25,7%) 26 (74,3) 35

Punto de corte: 0,61. NMB £ 0,61; NAA-leve > 0,61

Para diferenciar entre NAA-severa y MM in-situ se obtuvo un punto de
corte de 1,80, que permitio clasificar 34 (94,4%) de los 36 NAA-severa y 15
(83,3%) de los 18 de los MM in-situ de acuerdo con el diagnostico inicial emitido

(Tabla 11).

TABLA 11: Resultados obtenidos aplicando el punto de corte entre NAA-severa y
MM in-situ.

Grupo predecido utilizando el punto de corte

Grupo actual NAA-severa MMis Total
NAA-severa 34 (94,4%) 2 (5,6%) 36
MM in-situ 3 (16,7%) 15 (83,3%) 18

Punto de corte: 1,80. NAA-severa £ 1,80 MM in-situ > 1,80
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Si analizamos la sensibilidad y especificidad del resultado obtenido, obtenemos una
sensibilidad del 74,3% y una especificidad del 70% respecto al punto de corte de
0,61 entre NMB y NAA-leve y una sensibilidad del 83,3% y una especificidad del

94,4% respecto al punto de corte de 1.80 entre NAA-severay MM in-situ.
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3.-GRADACION DE LA ATIPIA DE LOS NAA Y ChAT

3.1- Expresidon de ChAT en los melanocitos

El estudio de los resultados de los diferentes parametros analizados
nos nuestra, respecto al porcentaje de células melanociticas positivas en la
unién dermo-epidérmica, que en un 73,3 % (22 casos) de NAA-leve, un
70% (21 casos) de NAA-moderada y un 76,6% (23 casos) de NAA-severa
mostraron expresion para ChAT. Si desglosamos los resultados segun el
porcentaje células positivas (Figura 5), vemos que en un 63,3% (19 casos)
de NAA-leve, 60% (18 casos) de NAA-moderada y 70% (21casos) de
NAA-severa solo entre un 1-10% de las células fueron positivas, mientras
que en el 3, 3% (1 caso) de NAA-leve, un 19% (3 casos) de NAA-moderado
y 6,6% (2 casos) de NAA-severo lo fueron entre el 11-50% y, en un 6,6%
(2 casos) de NAA-leve y un 3,3% (1 caso) de NAA-moderado se observo
positividad en mas de un 50% de las células que formaban la lesion en la
unién dermo-epidérmica. En el resto de los casos, en el 27,6% (8 casos) de
NAA-leve, el 30% (9 casos) de NAA-moderado y en el 23,3% (7 casos) de
NAA-severo, no se detectd expresion para el anticuerpo estudiado (figura

5).
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FIGURA 5 : Porcentaje de casos para cada una de las cuatro categorias
analizadas en los melanocitos de la union dermo-epidérmica en relacion con
el porcentaje de células positivas.
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A: 1-10% de melanocitos positivos / B: 11-50% de melanocitos positivos/ C: >50%
de melanocitos positivos / D: 0% de melanocitos positivos.

El estudio de la localizacion de las células melanociticas positivas puso en
evidencia que estas estaban localizadas predominantemente en la parte periférica de
la lesion, respetando la zona media de la misma. En este sentido, un 72,7% de los
casos positivos de los NAA-leve, un 66,6% de los NAA-moderado y un 69,5% de
los NAA-severo presentaban expresion en los melanocitos situados en la periferia
de la lesion.

En el componente dérmico de las lesiones melanociticas no se observo
expresion del anticuerpo en la mayoria de los nevus (figura 6). Especificamente, en
el 76,6% (23 casos) de los NAA-leve, el 83,3% (25 casos) de los NAA-moderado y
el 76,6% (23 casos) de los NAA-severo no se detectd positividad. En los casos en

los que detectd expresion del anticuerpo, ésta era menor al 10% de las celulas y
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estaban situadas en la parte superficial de la lesion en los tres grupos de atipia,
excepto en un caso de NAA-moderado, en el que las células con positividad para el

ChAT estaban en la parte méas profunda del nevus.

FIGURA 6 : Proporcién de casos en cada una de las categorias en que se
agruparon en funcion de la proporcién de expresion de las células
melanociticas dérmicas, en cada uno de los tres grados de atipia.

100 -
83,3
76,6 76,6
80 -
DA
w |-
2 60 mB
S
© 40 + ocC
° 23,3 233 oD
16,6
20 -
0 O 0 0 0 O
0
NAA-leve NAA-mod NAA-severa
Grado de atipia

A: 1-10% de melanocitos positivos / B: 11-50% de melanocitos positivos/ C: >50%
de melanocitos positivos / D: 0% de melanocitos positivos.

Ninguno de los resultados anteriores presentard diferencias

estadisticamente significativas.

3.2- Expresion de ChAT en los queratinocitos

Se observo positividad para ChAT en los queratinocitos en mas de la
mitad de los casos incluidos en los tres grupos, es decir, en un 80% de los

NAA-leve, en un 80% de los NAA-moderado y en un 77% de los casos con



Resultados 64

NAA-severo (Figura 7). Asimismo, en cada uno de los grupos se observo
que en la mayoria de los casos positivos, lo expresaban menos de un 10% de
los queratinocitos. Ademas, se constatd que en méas de la mitad de los casos
positivos de los NAA-leve (66,6%) y NAA-severo (69,5%), los
queratinocitos que expresaban el anticuerpo, estaban distribuidos de manera
uniforme en la epidermis que recubria la lesion. En la mitad de los casos
positivos de los NAA-moderado y en el resto de casos positivos para los
otros dos grupos, los queratinocitos con expresion citoplasmatica de ChAT
se localizaban en la epidermis suprayacente a la parte periférica de la

lesion.

FIGURA 7 : Proporcion de casos en cada una de las cuatro categorias en
que se agruparon en funcion de la proporcion de queratinocitos positivos en
cada uno de los tres grupos.
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En ninguno de los datos observados, se constataron diferencias

estadisticamente significativas.
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TABLA 12: Relacion de los resultados de ChAT.

LESION U.D.E. DERMIS QUER
DISTR DISTR DISTR
U NV

NAA-leve U
NAA-leve U
NAA-leve NV
NAA-leve NV
NAA-leve U
NAA-leve U
NAA-leve U
NAA-leve U
NAA-leve NV
NAA-leve ] L
NAA-leve L NV
NAA-leve L U
NAA-leve L U
NAA-leve ] U
NAA-leve L L
NAA-leve L L
NAA-leve L U
NAA-leve L L
NAA-leve U U
NAA-leve NV U
NAA-leve L U
NAA-leve NV L
NAA-leve L L
NAA-leve NV NV
NAA-leve L U
NAA-leve U
NAA-leve U
NAA-leve L
NAA-leve NV
NAA-leve L
NAA-mod U
NAA-mod NV
NAA-mod U
NAA-mod L
NAA-mod NV
NAA-mod U

NAA-mod NV
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82
83
84
85
86
87
88
89
90

NAA-sev
NAA-sev
NAA-sev
NAA-sev
NAA-sev
NAA-sev
NAA-sev
NAA-sev
NAA-sev

P P NP DNDNPRPEANP

NV

NV
NV

r— Cr

A PP SADdMDDBSDSD

NV
NV
NV
NV
NV
NV
S
S
NV

N N e N N

U.D.E %: Porcentaje de células melanociticas positivas en la unién dermo-epidérmica.
U.D.E DISTR: localizacion de las células melanociticas positivas de la uniéon dermo-
epidérmica.

DERMIS %: Porcentaje de células melanociticas dérmicas positivas.

DERMIS DISTR: localizacion de las células melanociticas dérmicas positivas.

QUER %: Porcentaje de queratinocitos positivos.
J q

QUER DISTR: Localizacion de los queratinocitos positivos.
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4.- ICONOGRAFIA




FIGURA 8 : Esquema comparativo del resultado del estudio imnunohistoquimico
mediante doble marcaje para el anticuerpo anti-Ki-67 y para el HMB-45 (A) y sin doble
marcaje para el anticuerpo anti-Ki67 solo (B).

A: Estudio imnunohistoquimico para anticuerpo anti-Ki-67 con doble marcaje
con anticuerpo HMB-45.

Queratinocitos
Melanocitos HMB-45 positivos

Nucleos Ki-67 positivos

Melanina

B:Estudio inmunohistoquimico para anticuerpo anti Ki-67 sin doble marcaje.

Queratinocitos y melanocitos

Nucleos Ki-67 positivos

H Melanina
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FIGURA 9: Paciente con varios nevus atipicos en la espalda.

FIGURA 10: Paciente con tres nevus atipicos en hipocondrio izquierdo.
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FIGURA 11: NAA-leve (H&E x200)

FIGURA 12: NAA-moderada (H&E x220)
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FIGURA13: NAA-severa (H&E x202)
FIGURA 14: NAA-severa (H&E x202)
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FIGURA 15.- NAA-leve: estudio inmunohistoquimico para Ki-67 (positividad
nuclear marron) y HMB-45 (positividad citoplasmatica roja, melanocitos) (x 120).

FIGURA 16.- NAA-leve: estudio inmunohistoquimico para Ki-67 y HMB-45 (x
420).
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FIGURA 17.- NAA-moderada: estudio inmunohistoquimico para Ki-67 y HMB-45
(x 420).

FIGURA 18.- NAA-severa: estudio inmunohistoquimico para Ki-67 y HMB-45

(x 420).
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FIGURA 19.- Melanoma maligno in-situ: estudio inmunohistoguimico para Ki-67
y HMB-45 (x 215,5).

FIGURA 20.- Melanoma maligno in-situ: estudio inmunohistoquimico para Ki-67
y HMB-45

(x 415).
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FIGURA 21.- NAA-leve: estudio inmunohistoquimico para ChAT con positividad
citoplasmatica uniforme en los queratinocitos (x 200).

FIGURA 22.- NAA-leve: estudio inmunohistoquimico para ChAT con positividad
citoplasmatica en los melanocitos y en los queratinocitos de la zona lateral de la
lesion (x 250 ).
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FIGURA 23.- NAA-leve: estudio inmunohistoquimico para ChAT con positividad
citoplasmatica en los melanocitos de la union dermo-epidérmica (x250).

FIGURA 24.- NAA-leve: estudio inmunohistoquimico para ChAT con positividad
citoplasmatica focal en melanocitos dérmicos (x250).
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IV.- DISCUSION
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1.- CORRELACION DEL GRADO DE ATIPIA DE LOS NAA CON HISTORIA

PERSONAL DE MELANOMA.

La gradacion histolégica de las lesiones pigmentadas cutaneas ha sido un
intento, necesariamente limitado por una cierta subjetividad, de relacionar el grado de
atipia con el riesgo individual de desarrollar melanoma maligno. Existen muchos
ejemplos en la literatura acerca de la gradacion de todo tipo de lesiones histologicas en
multiples localizaciones como, por ejemplo, la gradacion de las lesiones epiteliales en
el cérvix uterino (CIN o neoplasia intraepitelial cervical) y su relacién con el riesgo de
carcinoma escamoso de cérvix**?| las displasias en la mucosa gastrica en relacién con
el riesgo de adenocarcinoma de estémago?®, los grados de Broder del carcinoma
escamoso*?®| los grados de Fiihrman para determinar el grado nuclear del carcinoma de
células renales™” o los grados de Bloom y Richardson para el carcinoma ductal
infiltrante de mama*?®, entre otros. En el campo de la dermatopatologia, existen dos

métodos de gradacion de los melanomas. Existen los niveles de Clark**®

para la
estimacion cualitativa de los niveles anatdmicos de invasion de los melanomas, sujetos
a cierta variabilidad subjetiva, y el indice de Breslow™® que se en basa en un método
cuantitativo. La evaluacién de los grados de atipia en los nevus ha sido motivo de
controversias, porque existen muchas apariencias morfoldgicas distintas y por la
presencia de atipia nuclear en algunas lesiones que, en la mayoria de los casos, tienen
un curso clinico relativamente benigno. Como ejemplos de ello tenemos los nevus de

Spitz, los nevus “viejos” o evolucionados, el nevus azul celular y los nevus congénitos

con focos proliferativos en recién nacidos™?.
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Centrandonos en los NAA, en su descripcion inicial no se establecié un método
de gradacion, pero estudios posteriores remarcaron la existencia de diferentes
caracteristicas tanto arquitecturales como citoldgicas, que presentan una correlacion
entre ellas®®*™39, observandose un espectro, desde los NAA con cambios minimos para
su clasificacion, hasta los NAA con mdltiples criterios histolgicos y un grupo que
estaria en una franja intermedia. Esta variabilidad podria explicar los diferentes
resultados obtenidos en el estudio de la correlacion clinico-patoldgica de los NAA, ya
que los dermatélogos solo pueden evaluar las caracteristicas macroscopicas de los
nevus, pero no las caracteristicas citolégicas**”. Dada la relacién del NAA con el
riesgo de desarrollar melanoma, seria l6gico pensar que los NAA con mayor grado de
severidad deberian tener un riesgo mayor a los de menor grado. Aunque se ha
identificado NAA residuales en melanomas, no se ha evaluado el grado de atipia de los
mismos. Un melanoma que se origina en un nevus tiende a destruirlo, por lo que para
identificar nevus residual en un melanoma, el diagnostico debe realizarse en las fases
mas iniciales del mismo, para poder evaluar mejor sus caracteristicas. En la mayoria de
las ocasiones en las que puede identificarse nevus residual, solo quedan pequefios
remanentes adyacentes al melanoma y, por su tamafio, se hace dificil tanto evaluar
donde acaba el melanoma y donde empieza el nevus, como valorar el grado de atipia'’®
82) Por todo ello, en el presente estudio hemos intentado relacionar el grado de atipia de
los NAA con la presencia 0 no de historia personal de melanoma, como medida de
asociacion entre los tres grados de atipia del NAA y el riesgo de melanoma.
Previamente, dos estudios realizados por Bergman y cols®™*® y Black y cols""®, habian
demostrado que, en pacientes con melanoma, la atipia de los NAA era mayor que en los

pacientes sin melanoma No obstante, Ahmed y cols®® | posteriormente, no encontraron
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ninguna relacion a este respecto, quizas por los criterios utilizados. Un factor a tener en
cuenta en el presente estudio es el sistema de gradacion de los NAA. En este estudio
hemos utilizado un sistema de gradacion de forma permanente y continuada por el
mismo director del departamento durante los afios incluidos en el estudio asi como
anterior y posteriormente al mismo. En el analisis de los resultados iniciales obtenidos,
observamos que, a mayor grado de atipia, mayor es el nimero de pacientes con historia
de melanoma, aunque la diferencia en el porcentaje entre los pacientes con NAA-leve
como NAA de mayor grado de atipia y los pacientes con NAA-moderado no es muy
acusada (5,7% vs 8,1%), aunque si lo es entre estos dos grupos y el de NAA-severa.
Estos resultados estan en concordancia con el calculo de la Odds Ratio, segun la cual
los pacientes con NAA-severo tendrian un riesgo 4,08 superior de padecer melanoma
que los pacientes con NAA-leve, los pacientes con NAA-severo tendrian un riesgo 2,81
veces superior que los NAA-moderado y los pacientes con NAA-moderado tendrian un
riesgo 1,45 veces superior a los NAA-leve. Este hecho pondria de manifiesto la
importancia de la gradacion de los nevus con alteracion arquitectural en cada caso para
poder determinar con mayor precision el riesgo individual de desarrollar melanoma
maligno.

En cuanto a los datos de edad y sexo para cada una de las categorias de grados
de atipia en los pacientes con melanoma, se observa una tendencia a aumentar la edad
media de los pacientes a medida que aumenta el grado de atipia, tanto si se separa cada
uno de los grupos segun el sexo o no. La ausencia de resultados estadisticamente
significativos con respecto al dato anterior podria explicarse por la gran dispersién de
edades que existia en cada uno de los grupos. Se ha objetivado, en estudios de series de

pacientes con NAA, que a pesar de que estos pacientes presentan lesiones “de novo”
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durante toda su vida; a medida que aumenta la edad del paciente, disminuye el nimero
de nevus atipicos®®59. No obstante, también se ha visto que, a igual grupo de edad,
mayor es el nimero de nevus, atipicos o no, en las zonas expuestas™***"). Estos datos,
junto con la tendencia observada, apoyarian, tal como propone Clark y cols®*® | que
otros factores tanto genéticos como ambientales, en este caso ambientales como la
exposicion solar, podrian ser un factor sobreafiadido en la evolucion de los NAA como

precursor obligado del desarrollo de melanoma.
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2.- GRADACION DE LA ATIPIA DE LOS NAA Y Ki-67

Los NAA han estado en el centro de la controversia desde su descripcion inicial.
Numerosos autores han intentado buscar criterios histologicos reproducibles para su
diagnostico como entidad propia, y también para su clasificacion segun el grado de
atipia. La busqueda de otro tipo de criterios diagnosticos, ademas de la morfologia, que
sean mas objetivos y cuantificables para las lesiones melanociticas, se ha intentado
mediante la utilizacion de mdaltiples técnicas como la morfometria, la
inmunohistoquimica, estudios ultraestructurales, estudio del DNA, etc. Existen muchos
trabajos en la literatura que estudian los NAA. En la mayoria de ellos, se han estudiado
de manera global, sin tener en cuenta el grado de atipia, y comparandolos con otras
lesiones melanociticas, tanto benignas como malignas, para establecerlos como entidad,
precursores de melanoma maligno, separada de los demas nevus y de los melanomas.

En este sentido, la microscopia electronica ha demostrado la presencia de un mayor
numero de melanosomas anormales en los NAA que en los otros nevus y menor que en
los melanomas, diferencias que fueron estadisticamente significativas a pesar del escaso
nGmero de casos incluidos en los estudios**4%D  Asi mismo, desde un punto de vista
morfométrico, se han estudiado diferentes pardmetros observandose diferencias entre
NAA, NMB y Melanoma maligno, con respecto a la desviacion estandard del area

nuclear(142143.144)

, aunque los resultados fueron mas parecidos a los NMB para Fleming
et al™ mientras que para Schmiegelow et al™*® eran mas préximos al melanoma.
El estudio del ADN ha puesto de manifiesto una amplia dispersion de los resultados.

Las diferentes series de casos de la literatura muestran que se ha encontrado
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aneuploidia en un 0%- 30% de los NAA, en un 0-70% de los NMB y en un 25- 100%
de los melanomas®>!#¢%%) | a gran dispersion de resultados se ha atribuido al uso de
diferentes métodos técnicos para su evaluacion. Segun varios autores las causas deben
buscarse en la citometria de flujo, por la infravaloracion del porcentaje de nicleos que
contiene su ADN anormal vy por la dificultad de su estudio en tumores s6lidos**#*%",
Desde un punto de vista inmunohistoquimico se han estudiado madatiples anticuerpos:
marcadores de melanosomas, receptores hormonales, factores de crecimiento,
marcadores relacionados con la apoptosis, factores de la matriz extracelular, citoquinas,
marcadores linfocitarios para tipificar la poblacion linfocitaria acompafiante, etc. Los
resultados en algunos casos han sido estadisticamente diferentes para los NAA con
respecto a otros grupos de lesiones melanociticas, mientras que en otras no se han
observado diferencias con respecto a los NMB o a los melanomas, o bien los resultados
han sido contradictorios. °88V

El indice de proliferacion puede estudiarse mediante diversos métodos, como el
recuento de mitosis, métodos histoquimicos como los AgNOR, la citometria de flujo, la
deteccidn de incorporacion de analogos de la timidina, estudios inmunohistoquimicos
que detectan la expresion de antigenos nucleares humanos asociados a la proliferacion
celular como el Ki-67, nuestro caso, o el PCNA, las ciclinas y las polimerasas. Su
expresion ha sido ampliamente estudiada en numerosas patologias, especialmente el Ki-
67, observandose una asociacion entre el grado de proliferacion y el grado de
malignidad en varias de ellas ©7182).
Se han obtenidos resultados parecidos utilizando los diferentes métodos antes

mencionados. Respecto a los AgNOR, se han observado diferencias significativas entre

los nevus en general y los melanomas malignos a pesar de la importante superposicion
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de resultados observada entre los dos grupos, en las diferentes series estudiadas®**",

aunque esta parece ser menor si se estudia la ratio AgNOR/ area nuclear segln
Gonzalez y cols™®. Cuando se han comparado los resultados de los diferentes grupos
de nevus, en un gran nimero de trabajos no se han podido demostrar diferencias
significativas entre los NAA y los NMB, quizas debido al pequefio nimero de casos de
los dos tipos de nevus incluidos en la mayoria de ellos. En cambio Fogt y cols®®” si
demostraron diferencias significativas entre los NMB y los NAA, observando una
progresion ascendente respecto al recuento de AGNOR desde los NMB, los NAA hasta
los melanomas. Asi mismo, Howat y cols*®” mencionan que la morfologia de los
AgNOR en los nevus es regular, mientras que en los melanomas es irregular y
abigarrada.

La citometria de flujo también puede detectar las células que estan en alguna de
las fases de proliferacion (G1, S, G2, M).Se han estudiado nevus benignos y
melanomas, tanto primarios como metastasicos, y se han observado diferencias
significativas entre estos grupos. No obstante, en todos estos trabajos se incluyen pocos
NAA, por lo que a pesar de observar que su expresion es ligeramente superior a los
NMB, las diferencias observadas no son estadisticamente significativas.**")

Mediante técnicas inmunohistoquimicas pueden estudiarse diferentes
marcadores de proliferacion. Los més estudiados han sido el PCNA y el Ki-67.
Respecto al primero de ellos, el PCNA, en los trabajos realizados en lesiones
melanociticas se ha observado una progresion ascendente con respecto a la proporcién
de células positivas en NMB, NAA y melanomas. (144:147188.189)

El indice de proliferacion también se ha estudiado a través del estudio de la

expresion del Ki-67. Su estudio en lesiones melanociticas se ha realizado utilizando
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como método de cuantificacion tanto el recuento directo de un nimero determinado de
células con expresion nuclear para dicho anticuerpo como mediante sistemas

informatizados de anélisis de imagen®®®%),

En ambos casos, pero de forma
especialmente significativa en el segundo de ellos, su andlisis se ha realizado
preferentemente en el componente dérmico de las lesiones a estudio, debido a las
dificultades que entrafia distinguir, a nivel de la unidén dermo-epidérmica, los
melanocitos de los queratinocitos positivos, especialmente en aquellas lesiones en las
que los melanocitos forman pequefias tecas rodeadas por queratinocitos basales con
positividad para dicho marcador, hecho especialmente significativo en los NAA por la
distorsion de las crestas epidérmicas que presentan. Asi mismo, cabe destacar como
dificultad sobreafiadida la presencia de melanina®?. Para evitar estos problemas, en
nuestro estudio, se ha realizado un estudio inmunohistoquimico con doble marcaje
mediante Ki-67 (utilizando como cromdgeno diaminobenzidina) y HMB-45, que se
expresa a nivel citoplasméatico en los melanocitos, (utilizando como método de
deteccidn fosfatasa alcalina). Como resultado, los melanocitos de la union dermo-
epidérmica muestran expresion citoplasmatica de color rojo para el HMB-45 y
positividad nuclear marrén en las células positivas para el Ki-67, tanto en los
queratinocitos como en los melanocitos. Asi mismo, para solventar el problema de la
melanina todos los casos fueron contrastados mediante una variante de la técnica de
Azure BY*), es decir, mediante una solucién de Giemsa que tifie la melanina de color
verde y con posterior tincion suave con Hematoxilina. Estas estrategias técnicas nos
permitieron observar que la expresion de Ki-67 en la unién dermo-epidérmica se centra
basicamente en los queratinocitos basales y que algunas de las tecas de células

aparentemente melanociticas en los NAA estan formadas en realidad por un gran
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numero de queratinocitos, tanto a su alrededor como en el seno de las tecas, dada la
distorsion y complejidad arquitectural de las crestas epidérmicas. De no utilizar la
técnica del doble marcaje, este hecho podria haber influido de forma plausible en el
resultado, al aumentar de forma importante el porcentaje de células positivas, y por lo
tanto, podria haber condicionado el resultado final.

Un factor distintivo en nuestro caso es que el estudio del indice de proliferacion
se ha realizado en la union dermo-epidérmica (UDE), mientras que en los estudios
precedentes se ha estudiado tanto en la dermis como en la union dermo-epidérmica, a
pesar de las limitaciones antes mencionadas. Dado que, en nuestro caso, el objetivo era
el estudio del indice de proliferacion en los NAA en relacién con los tres grados de
atipia, que la mayoria de las caracteristicas morfoldgicas que se utilizan para el
diagndstico y gradacion de los NAA se localizan en la unién dermo-epidérmica y que
uno de los puntos clave de los NAA es su diagndstico diferencial con el melanoma in
situ, limitamos el estudio a este nivel.

Un resultado a destacar es el bajo indice de proliferacion observado en todas las
lesiones névicas incluidas en el estudio. Este resultado estd en consonancia con la
literatura, en la que la expresion de marcadores de proliferacion, tanto en nevus como en
melanomas primarios con diferentes grados de invasion (indice de Breslow) y de
metastasis, es baja si se compara con otras patologias del organismo. Segin Smolle y

colst®?

, el indice de proliferacion no aumenta de forma importante por debajo de los
2,00 mm de invasion, resultado que estaria en concordancia con la lenta progresion
clinica de los melanomas incipientes. El bajo indice de proliferacion de los melanocitos

de la union dermo-epidérmica contrasta con el gran numero de células positivas a dicho

nivel. Consecuentemente, la mayoria corresponden a queratinocitos basales o
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parabasales que, al tener un mayor indice de proliferacion, serian mas responsables que
los melanocitos de la distorsién de las crestas epidérmicas en los NAA.,

A pesar de los bajos porcentajes de Ki-67 obtenidos y de la superposicion de
resultados, que estd en conconsonancia con los resultados previos tanto con el Ki-67
como mediante otros marcadores como el PCNA®#414718.18) o o] estydio de
AgNOR®318) e encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
NMB, los NAA como grupo y los melanomas malignos in-situ. Estos resultados estan

en la misma linea que los obtenidos por Korabiowska y cols %

, Y contrastan con los
recogidos de forma mayoritaria en la literatura anterior, en los que se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los nevus como grupo y los melanomas,
si bien en la mayoria de ellos no encuentran diferencias significativas entre los NMB y
NAA, a pesar de que en todos ellos los indices obtenidos en los NAA eran ligeramente
superiores a los NMB®%%) | 3 causa deberfa atribuirse quizas al escaso nimero de
casos incluidos en los estudios o al grado de atipia de los mismos que en la mayoria de
no se especifica.

Los resultados que se obtengan en un estudio de estas caracteristicas para ser
utiles para el diagndstico de rutina, deben mostrar muy poco solapamiento, ya que el dia
a dia se basa en casos aislados y no en un grupo de casos. En este sentido, los bajos
porcentajes obtenidos para los nevus contrastan con los méas altos obtenidos en los 18
casos de melanoma maligno in situ . Si analizamos los resultados obtenidos, el valor
que esta por encima de la desviacion estandar de la media para los NAA-severo es
1,64% vy el valor que esta por debajo de la desviacion estandard de la media para MM
“in-situ” es 1,76%., indicando probablemente, que existe un ligero solapamiento en las

distribuciones. Un punto de corte de 1,75% para la distincién incluiria solo un NAA con
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atipia leve y 5 NAA con atipia severa. El punto de corte de 1,80 obtenido mediante el
estudio estadistico incluiria un NAA con atipia leve, uno con atipia moderada y dos con
atipia severa (1% de falsos positivos y un 99% de falsos negativos) y detectaria 15 de
18 MM in situ (83,3% de positivos verdaderos y 16,7% de falsos negativos). Un punto
de corte de 2.0% incluiria un NAA con atipia leve, ninguno con atipia moderada y
ninguno con atipia severa, aunque una lesion esta bastante cerca de 1,98% ( 0,9% de
falsos positivos y un 99,1% de falsos negativos). Este punto de corte respecto a los MM
in-situ, detectaria 13 de 18 ( 72% positivos verdaderos y 28% de falsos negativos). El
presente estudio sugiere que este acercamiento puede ser Util. De todas formas, existen
algunos problemas, como la dificultad técnica de doble marcaje y el recuento de las
células, por lo que deberia buscarse un método mas sencillo.

Los resultados obtenidos en los NAA respecto a los tres grados de atipia,
muestran una tendencia a aumentar el indice de Ki-67 a medida que aumenta la atipia.
Destaca, no obstante, una superposicién que es mas acusada entre los NAA con atipia
leve y moderada. En esta linea, solo demostramos diferencias estadisticamente
significativas entre los NAA con atipia severa y los NAA con atipia leve y moderada
como grupo. No se demostraron diferencias estadisticamente significativas entre los
NAA con atipia leve y moderada. Estos resultados son similares a los obtenidos por el
grupo de Barnhill ® en uno de los pocos trabajos de la literatura en los que los NAA
se estudian segun sus tres grados de atipia, en el cual demostrd diferencias significativas
entre los NAA con atipia severa y los melanomas, asi como entre los NAA con atipia
severa y el resto de los nevus, respecto al estudio del area nuclear y la desviacién
estandar del area nuclear. En base a estos resultados, el grupo de Barnhill®® propone

gradar los NAA en dos categorias: alto y bajo grado, como ya sugiri6 Smoller y cols
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(162) previamente. En este sentido, el mismo grupo de Barnhill observé posteriormente la

presencia de aneuploidia en un 1% de los NAA-leve y NAA moderada, y en un 50% de
los NAA-severa®?. No obstante, Bergman y cols.™*® en un estudio de ploidia del DNA
observaron histogramas de DNA anormales en un 31% de NAA con atipia leve, en un
68 % de NAA con atipia moderada y en un 88% de los NAA con atipia severa . Estos
resultados apoyarian la presencia de un amplio espectro de NAA, desde los que tienen
cambios minimos hasta los que presentan cambios morfolégicos similares a los
melanomas y por lo tanto, su clasificacion en dos o tres grupos reflejaria este aspecto.
La demostracion del Ki-67 como factor prondstico independiente en los melanomas
quizas apoyaria que, a igual grado de atipia de un NAA, la presencia de un indice de
proliferacion mucho mayor a la media reflejaria una mayor probabilidad para dicha

lesion de evolucionar hacia un grado mayor de atipia o hacia melanoma.
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3.- GRADACION DE LA ATIPIA DE LOS NAA Y ChAT.

El sistema muscarinico colinérgico que se encuentra en células neuronales
también se ha descrito en células no neuronales. Durante la embriogénesis se ha
demostrado la aparicion de actividad colinesterasa, acetil-colina transferasa y receptores
muscarincos en células neuronales y no neuronales durante la fase de morfogeénesis,
actividad que desaparece cuando el proceso de formacion de o6rganos ha finalizado
(117.202-207) * Concretamente, se han descrito receptores muscarinicos en las células
primordiales del embrién de pollo cuando estas migran desde la cresta germinal hasta el
esbozo gonadal y en células de la cresta neural cuando estas migran, hecho que
relaciona el sistema muscarinico colinérgico con el movimiento ™82%®_ Asi mismo, se
han descrito receptores muscarinicos en varias patologias tumorales cerebrales como
astrocitomas y neuroblastomas®® y en el carcinoma de célula pequefia de pulmén, este
Gltimo en relacién con la regulacién de la E-cadherina®®. En carcinomas de mama,
colon y ovario, se ha demostrado la presencia de actividad colinesterasa, que era
especialmente intensa en las areas infiltrativas %2021,

La presencia de receptores muscarinicos en las células de la cresta neural, de las
cuales proceden los melanocitos, impulsé la teoria que las lesiones melanociticas
malignas podrian “recuperar” la actividad colinérgica que presentaban durante la
embriogénesis, dato que estaria en relacion con el proceso de infiltracion y metastasis.
En este sentido Lammberding-Koppel y cols demostraron la presencia de receptores
muscarinicos tanto en lesiones melanociticas benignas (nevus) como en melanomas

malignos, pero no en los melanocitos “normales” de la piel ™. En esta misma
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direccion el estudio de receptores muscarinicos in vitro en dos lineas celulares de
melanoma como son la SK-Mel-28 y la A2058, ha confirmado su presencia y su accion
farmacoldgica como los receptores muscarinicos tipo m3 y m5 respectivamente®#213).
Consecuentemente, las células melanociticas procedentes de la cresta neural expresarian
el sistema muscarinico durante la fase de migracion, para perder posteriormente dicha
capacidad una vez los melanocitos hubieran asentado en la piel, y la recuperarian
posteriormente como factor coadyuvante de la migracién cuando los melanocitos
proliferan para dar lugar a lesiones melanociticas. Lammberding-Koppel y cols
observaron que la expresion de receptores muscarinicos en los melanomas malignos era
mas intensa que en los nevus, destacando asi mismo la distribucion de la expresion de
los mismos, que era més intensa en la periferia de la lesion que en el centro®® . Por otra
parte, en los nevus, tanto en los 3 NAA como en los 4 NMB incluidos en su estudio
observaron expresion en el componente juntural y dérmico para receptores muscarinicos
(120) 3 diferencia de los resultados obtenidos en nuestra serie de casos en los que
observamos expresion para ChAT preferentemente en el componente juntural de la
periferia de las lesiones. Estas diferencias podrian deberse a que en el trabajo de
Lammberding-Koppel utilizaron la técnica de inmunofluorescencia que es mas sensible
que la inmunohistoquimica cuando la expresion es débil y escasa, al escaso nimero de
nevus incluidos en su estudio o a las diferentes partes estudiadas del sistema
muscarinico. En el caso de esta Gltima posibilidad, quizas los diferentes componentes
no se expresan todos en una misma celula sino en diferentes células melanociticas. Se
ha sugerido que los NAA “crecerian” desde el centro de la lesion hacia la periferia a

nivel juntural. Por lo tanto, quizas las células de la periferia producirian la acetilcolina
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que posteriormente actuaria en los receptores de las otras células melanociticas
induciendo su movimiento.

Otro hallazgo a destacar en este apartado es la presencia de expresion de ChAT
en los queratinocitos, que en un 50% aproximado de los casos estaba situada sobre la
periferia de la lesién y en el resto estaba distribuida de manera uniforme por todo el
nevus. Este resultado no es del todo inesperado, dado que previamente se habian
demostrado los tres componentes del sistema muscarinico en los queratinocitos durante
su maduracion®? . En cambio, si resulta un hallazgo novedoso la distribucién de dicha

expresion.
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V.- CONCLUSIONES
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La gradacion de la atipia citoldgica en los nevus con alteracion arquitectural y
atipia de los melanocitos se correlaciona con el riesgo de presentar historia de

melanoma.

Los pacientes con nevus con alteracion arquitectural y atipia severa de los
melanocitos tienen un riesgo 4,08 veces superior de presentar historia de
melanoma que los pacientes con nevus con alteracion arquitectural y atipia

leve de los melanocitos.

Los pacientes con nevus con alteracion arquitectural y atipia severa de los
melanocitos tienen un riesgo 2,81 veces superior de presentar historia de
melanoma que los pacientes con nevus con alteracion arquitectural y atipia

moderada de los melanocitos.

Los pacientes con nevus con alteracion arquitectural y atipia moderada de los
melanocitos tienen un riesgo 1,45 veces superior de presentar historia de
melanoma que los pacientes con nevus con alteracion arquitectural y atipia

leve de los melanocitos.

El estudio del indice de proliferacion valorado mediante el anticuerpo anti-Ki67
ha mostrado un bajo indice de proliferacion en todas las lesiones melanociticas

estudiadas.



10.-

Conclusiones 97

El estudio del indice de proliferacion mediante el anticuerpo anti-Ki67 permite
distinguir los nevus con alteracion arquitectural y atipia de los melanocitos

de los nevus melanociticos benignos y de los melanomas malignos in-situ.

En los nevus con alteracion arquitectural y atipia de los melanocitos, el
anticuerpo anti-Ki-67 ha sido de ayuda para diferenciar entre los nevus con
alteracion arquitectural y atipia severa de los melanocitos del resto de nevus con

alteracion arquitectural y atipia de los melanocitos, con menor grado de atipia.

La utilizacién de la técnica de inmunohistoquimica con doble marcaje con
HMB-45 y Ki-67, ha puesto de manifiesto la gran distorsion de las crestas
epidérmicas en los nevus con alteracion arquitectural y atipia de los melanocitos,
y ha permitido distinguir claramente entre los melanocitos y los queratinocitos

de la union dermo-epidérmica.

La tincion de contraste con el método rapido de Giemsa es util para diferenciar

la melanina y poder asi usar diferentes cromégenos.

El estudio del marcador de migracion Acetil-Colina-Transferasa (ChAT) no ha
permitido diferenciar los nevus con alteracion arquitectural y atipia de los

melanocitos, con diferentes grados de atipia.
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