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SUMMARY

HMB-45 and PCNA expression as pronostic factors in dysplastic nevus.

Immunohistochemical analysis in two siblings.

Dysplastic nevus is a variety of common nevocellular nevus or is a marker of malignant
melanoma. The cellular expression of HMB-45 and PCNA could be significative. We study with
antimelanoma antigen (Dako-HMB-45) and proliferative cell nuclear antigen (Dako-PCNA, PCI10}
14 cutaneous lesions in two female siblings with dermatological criteria of dvsplastic nevus. Results
are compared with 5 cases of typical cellular nevus. 10 cases with histological criteria of dvsplastic
nevus and 4 cases with architectural atypia but no criteria of dysplastic neviis were positives for both
HMB-45 and PCNA. No positivity was destacable in cases control.

HMB-45 and PCNA expression are more evident in both dysplastic nevus and cellular nevus
associated to dysplastic nevus than in typical nevocellular nevus.
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INTRODUCCION

Existe en la actualidad una cierta controversia
sobre el concepto de nevus displasico (ND), tanto en lo
que se refiere a los criterios utilizados para su diagnds-
tico como en su relacién con el melanoma maligno
(MM) y su posible valor como marcador fenotipico de
este tumor, ya que en un porcentaje variable de casos se
han asociado ambas neoplasias (1,2). ‘

Los ND suelen ser miltiples en un mismo pacien-
te, constituyendo el denominado sindrome del nevus
displasico (SND), que puede presentarse de forma aisla-
da en un individuo sindrome de nevus displédsico espo-
rddico (SNDE) o bien en distintos miembros de una
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misma familia, en cuyo caso dan Ingar al Ilamado
sindrome del ND familiar (SNDF), a veces asociado con
antecedentes de melanoma maligno (3,4). Ello, sin em-
bargo, no significa que todas las lesiones névicas que
tengan estos pacientes vayan a mostrar caracteres
displasicos, pero si obliga a una revisién y seguimiento
de las mismas para despistar la posible aparicién de
lesiones malignas.

En recientes estudios se ha intentado establecer
el potencial de malignidad de las células neoplasicas con
técnicas inmunohistoquimicas e inmunocitoquimicas
mediante diversos marcadores: antigeno anti-melanoma,
anti PCNA, anti p33, recuento numérico de AgNORs,
etc (5-7). Ennuestro caso hemos utilizado los anticuerpos
HMB-45 y anti-PCNA para determinar la expresién de
los correspondientes antigenos en las células névicas de
14 lesiones con caracteristicas clinicas de ND, extirpa-
das en dos hermanas gemelas bivitelinas, lo que nos
permite situarlas dentro del contexto del SNDF vy obser-
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Tabla I. Relacién de casos y caracteristicas de cada uno de ellos.

HMB45%  *pivel * %(+) PCNA#*

Caso Dx (*D) #%%(4) **djst
1A NCCD m ++ 2a 50-75 + 50-75 D
2A NCCD 'm ++ ' 2a 25-50 + 50-75 D
3A NCCD s + 2a 10-25 ++ >75 D
4A NCCD m ++ - 2a 10-25 + '50-75 D
5A NCCD 1 ++ 2a 50-75 + 25-50 D
6A NCCD 1 ++ © o 2a 50-75 + >75 D
7A NCC/DA ++ ' 2a 50-75 + 50-75 D
8A NCC/DA + 2a 10-25 + 50-75 D
1B NCCD 1 + 2a 50-75 ++ >75 D
2B NCCD m ++ 2a 10-25 ++ >75 D
3B NCCD s ++ 2a 50-75 + >75 D
4B NCCD m ++ ' 2a 23-50 + >175 D
5B NCC/DA + 2a 25-50 + 25-50 D
6B NCC/DA + 2a 25-50 . 25-50 D
1C NCC + 2a <10 + <10 D
2C NCC + 2a < 10 + <10 D
3C NCC + 1 <10 + <10 D
4C NCC + 1 <10 + <10 D
5C NCC + 2a + 10-25 D

Dx: Diagnéstico histolégico.; °D: Grado de displasia; I: leve, m: moderado, s: severo: NCC: Nevus celular compuesto: D: displdsico; DA:
Displasia arquitectural; HMB45*: Intensidad de expresién predominante para HMB45: (-)negativa, (+) positiva, (++) muy positiva.

* nivel: Nivel de expresion de HMB45: (1) unién dermo-epidérmica. (2a) dermisipapilar alta, (2b) dermis papilar-reticular alta.

*%(+): porcentaje células marcadas/mm? con HMB45.; PCNA**: Intensidad de tincidn predominante para PCNA: (-)negativa, (+) positiva,
(++) muy positiva.; **%(+): Porcentaje de nmiicleos marcados/mm? por PCNA; ** dist: Distribucién de niicleos marcados con PCNA; F: focal;

D: difusa.

var la relacién entre los diversos patrones histolégicos
ylaexpresién inmunohistoquimicade las distintaslesio-
nes a pesar de su similitud clinica. en un intento de
establecer pardmetros morfolégicos que permitan cono-
cer cambios en dicha expresién en relacion a un posible
prondstico de las mismas.

MATERIAL Y METODO

Las lesiones cutdneas correspondian a dos her-
manas gemelas fraternas,de 14 aflos de edad, sin antece-
dentes de MM ni casos conocidos de ND entre sus
familiares mds directos. Ambas mostraban, desde pe-
queﬁas, lesiones névicas pigmentadas diversas en térax,
abdomen y brazos fundamentalmente, de tamafio y
forma variables y asintomaéticas, hasta la actualidad. No
existia, aparentemente, una relaciéon evidente con la
exposicidn solar en todas ellas, aunque si podia conside-
rarse en las situadas en cuello y brazos. Las nifias
acudieron a consulta al apreciar crecimiento subjetivo
de algunas de las lesiones. Por sus caracteristicas
dermatol6gicas consistentes con ND se extirparon 8 en
una hermanay 6 en la otra, con didmetros entre 0,8 y 1,5
cm, siendo remitidas a nuestro Departamento para su
estudio anatomopatoldgico. Se denominaron como ca-
sos AyB. ‘ .

Las muestras habian sidofijadas enformaldehido
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al 10% durante 24 horas e incluidas en parafina de
manera rutinaria. Las secciones se cortaron a4-6 micras
de grosor y se tifieron con hematoxilina-eosina para
hacer el diagnéstico y seleccionar las muestras apropia-
das para la tincién inmunohistoquimica. Los resultados
se compararon con los observados en cinco lesiones
tordcicas de tres pacientes distintos con aspecto clinico
de nevus nevocelulares tipicos, también fijadas e inclui-
das previamente de la misma manera, y con diagndstico
histolégico de nevus nevocelulares compuestos (NCC),
sin signos de displasia.

Para e] estudio inmunohistoquimico en todos los
casos, se empled la técnica de estreptavidina-biotina-
peroxidasa, utilizando el anticuerpo hormonal HMB-45
(Dako-HMB-45) y el antigeno nuclear de proliferacién
celular (Dako-PCNA, PC10}, ambos a concentracién 1/
50 y sin digestién enzimética previa. Como cromégeno
se utili‘zé aminoetilcarbazol (AEC).

El marcaje con HMB-45 se valoré como negati-
vo (-), positivo (+) o muy positivo (++), seglin la inten-
sidad de la tincién dominante en la muestra. Se conside-
16 el maximo nivel de profundidad de células névicas
marcado, independientemente de la intensidad de la
tincién: (1) epidérmicas y (2) dérmicas: altas (2a) situa-
das en dermis papilar alta, o profundas (2b) situadas en
dermis papilar profunda o focalmente en reticular alta. Y
se calculd el porcentaje de células marcado por mm2, en
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cada uno de los niveles, distribuyéndolo en grupos por
aproximacién al 100%.

El marcaje con PCNA se valoré también como
negativo (-), positivo (+) o muy positivo (++) en funcién
de la intensidad de tincién nuclear predominante en la
muestra, y se considerd también, independientemente
de la intensidad de tincidn, el porcentaje de nicleos
marcados por mm?2, as{ como su distribucién focal (F) o
difusa (D) en la totalidad de 1a muestra. La presencia de
queratinocitos basales marcados se usé como control.

Los mismos pardmetros se emplearon para valo-
rar los 5 casos de nevus tipicos (casos grupo C).

Los porcentajes de marcaje celular, para los dos
marcadores, se distribuyeron de la siguiente forma:
<10% (negativo), 10-25%, 25-50%, 50-75% v >75%.

RESULTADOS

Los resultados pueden observarse en la tabla I.

Diez de las lesiones (6 del caso A y 4 del caso B)
se catalogaron histolégicamente como ND siguiendo los
requisitos propuestos por Clemente et al (8): presencia
de dos criterios mayores (hiperplasia melanocitica basal
y atipia celular) y al menos dos de los criterios menores
(fibroplasia lamelar, infiltrado inflamatorio linfocitario,
proliferacién vascular, fusién de crestas epidérmicas por
tecas névicas) (fig. 1).

La displasia se gradué como leve, moderada o
severa, segiin el patrén establecido por Mihm et al (9).
La atipia citoldgica (fig. 2) significaba la existencia de
melanocitos aumentados de tamafio con hipercromasia
nuclear, contorno nuclear irregular con membrana re-
plegada o engrosada, nucleolos evidentes e

Figura 1.- Nevus celular com-
puesto displdsico: se observa
hiperplasia melanocitica
atfpica basal, tecas irregulares
y confluentes, fibroplasia
lamelar e infiltrado inflama-
torio junto al componente
névicointradérmico (H-E, 250
X).

hipercromaticos, citoplasma amplio de aspecto granular
y con pigmento meldnico groseramente distribuido y
presencia de células fusiformes entremezcladas con
otras epitelioides; algunas ocupando aisladamente nive-
les dltos en la epidermis; todo ello configuraba tecas
irregulares, confluentes y en general de disposicién
paralelaalaunién dermoepidérmica (atipia arquitectural).

En el caso A, se observé un ND con displasia
severa, tres con displasia moderada y dos con grado leve
de displasia; en dos casos se cumplian los criterios
menores perono eraevidente laatipia celular melanocitica
ni existia hiperplasia lentiginosa, por lo que se conside-
raron, siguiendo las recomendaciones de Mihm et al (9),
como NCC condisplasia arquitectural (NCC/DA). Enel
caso B, un nevus mostraba displasiasevera, dos displasia
moderada, uno leve y dos, como en el caso anterior, se
diagnosticaron de NCC/DA.

En el estudio con hematoxilina-eosina, se obser-
v6 la presencia de células névicas de aspecto atipico
semejantes a las de la zona de unidn, situadas de forma
irregular en las tecas mds altas del componente
intradérmico, en dermis papilar y focalmente en dermis
reticular alta; esta presencia era mds evidente cuanto
mayor era el grado de displasia.

En los cinco casos de NCC se comprobé la
existencia de un componente de unién formado por tecas
regulares, sin hiperplasia ni atipia melanocitica basal, y
un componente dérmico papilar madurativo,igualmente
sin atipias. Habfa mds o menos infiltrado inflamatorio,
pero no se observé fibroplasia lamelar.

HMB-45 fue positivo en los 14 casos de los
grupos A y B, tanto en los ND como en los 4 casos de
NCC/DA, generalmente de forma intensa y, en general,
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marcé las células de las tecas de unién y de forma
irregular las células altas del componente intradérmico
(niveles 1y 2a) (fig. 3). El porcentaje de células marca-
das/mm? fue variable, representando en 6 casos mds del
50% de las células, en 4 casos entre el 25-50%, y en 4
casos menos del 25%. En el nivel dérmico més profundo
(2b), el porcentaje de células marcadas fue siempre
inferior al 10%, mostrandose solamente en células aisla-
das y considerado, por tanto, negativo. En ningudn caso
pudo establecerse una correlacién directa entre los. por-
centajes de células marcadas y el grado de displasia
observado, incluso sin diferencias evidentes entre los 10

(e}
—
[

L A .

'Figura 2.- Nevus celular com-
puesto displdsico: detalle de la
atipia melanocitica. (H-E, 400

,4""‘7 X).

ND y los 4 NCC/DA.

En los cinco casos de NCC tipicos, el marcaje,
aunque positivo focalmente en la zona de unidn, se
considerd negativo al mostrar un porcentaje inferior al
10%.de las células.

El anticuerpo anti-PCNA mostré positividad
nuclear granular en todos los casos (fig. 4), si bien el
porcentaje de células positivas, como ocurrié con HMB-
45 fue variable: en 6 casos fue superior al 75%, en 5 se
situdentre el 50-75% y en 3 entre el 25 y 50%, existiendo
concordancia con el grado de displasia: los casos de
displasia severa-moderada mostraban un porcentaje de

'Figura 3.- Positividad del
antigeno HMB-45 en las cé-
lulas del componente juntural
y en las mds altas del compo-

"nente intradérmico (nivel 2a).
(HMB-45. 250 X).



'

EXPRESION DE ANTIGENO HMB-45 Y ANTIGENO NUCLEAR DE PROLIFERACION CELULAR...; S. Martinez-Gonzélez et al.

células marcadas superior al 50%, mientras los tres
casos con porcentaje inferior correspondian aun ND con
displasia leve y a los dos casos de NCC/DA. La intensi-
dad de tincién nuclear fue en todos los casos moderada
(+), generalmente en forma de granulos nucleares evi-
dentes, aunque en 3 casos fue muy intensa (++). La
distribucién de los nicleos marcados en el conjunto de
la lesion fue en todos los casos difusa, sin apreciarse
agregados focales significativos de células con mayor
intensidad de marcaje o grupos de células negativas.
En los NCC tipicos del grupo C, cuatro casos
fueron considerados negativos dado que el marcaje no
superd el 10% de las células, y sélo en un caso estuvo
entre el 10 y el 25% y se pudo contar como positivo.

DISCUSION

HMB-45 es un anticuerpo que reacciona con el
antigeno citoplasmatico en los melanocitos inmaduros y
estimulados, habiéndose referido su positividad en
melanomas malignos, nevus de unién, nevus displésicos,
nevus residuales junto a MM, nevus azules, nevus de
Spitz y en melanocitos fetales y neonatdles; pero es
negativo en nevus intradérmicos y melanocitos maduros
en general (10-14). ‘

El antigeno de proliferacién nuclear (PCNA) es
una protefna acidica nuclear adyuvante de la sintesis de
ADN, y estd relacionado con la duplicacién del material
genético que sustenta los fenémenos de proliferacion
celular; su sintesis es maxima en la fase inicial de la fase
S del ciclo celular. Existe una fracciéon de PCNA asocia-
da a estructuras especificas nucleares que muesira una
inmunorreactividad nuclear de tipo granular cuando se
utilizan anticuerpos frente al PCNA. Al parecer, sélo

Figura4.- Positividad granular
nuclear en numerosas células
de la zona dérmica papilar en
unND (caso3A). (PC-10.400
X).

pequefias variaciones en el nivel total de PCNA en el
ciclo celular provocan un gran trastorno en la porcién
proteica asociada a la replicacién, especialmente en la
fase S. Se han elaborado diversos anticuerpos
monoclonales anti PCNA, entre ellos PC10 (Dako)
utilizado por nosotros en este trabajo. El patrén de
tincién nuclear puede ser granular. que reconoce la fase
S, odifuso, noespecificode lafase S, considerado tal vez
como remanente del PCNA propio de la fase G2. La
pre‘sencia de células marcadas positivamente, ya sea con
tingién nuclear granular o con tincién difusa intensa,
permite establecer el grado de actividad proliferativa de
las células de un tumor y evaluar un pronéstico sobre la
posible agresividad del mismo (5).

Los resultados obtenidos en este trabajo estén en
la linea de los obtenidos por otros autores (6,15,16) y
muestran practicamente una superposicién de patrones
inmunohistoquimicos en los nevus displdsicos y los que
tienen sélo displasia arquitectural en el SNDF, tanto en
lo que se refiere al porcentaje de células marcadas con
HMB—45 como en el de células proliferativas marcadas
con PCI10, ain teniendo en cuenta las diferencias
morfoldgicas que caracterizan el diagnéstico de unos y
otros, y el distinto grado de displasia existente en las
diversas lesiones, y considerando el hecho de que valo-
rar solamente 10 casos de ND y 4 casos de NCC/DA
resta significacion estadistica a los resultados. Por otro
lado, estos patrones son totalmente distintos a los obser-
vados en nevus celulares tipicos, especialmente en cuan-
toal porcentaje de células positivas. Es decir, existe gran
similitud inmunohistoquimica entre las diversas lesio-
nes névicas del SND, a pesar de que algunas de ellas
carezcan de la atipia melanocitica necesaria para esta-
blecer el diagnéstico de ND, mientras las diferencias son
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claras con los nevus tipicos. Y esta similitud
inmunohistoquimica podria relacionarse con dos he-
chos: en primer lugar, si el anticuerpo monoclonal
HMB-45 reconoce solamente melanocitos inmaduros o
estimulados, los resultados obtnidos indicarfan que el
mayor porcentaje de células marcadas en el SNDF,
independientemente de cumplir los criterios de ND o no,
serian células activas a diferencia de las observadas en
los NCC comunes y, en segundo lugar, serfan ademais
células con alto {ndice proliferativo (alto porcentaje de
células en fase S), y mds en relacién con el grado de
displasia histolégica observada. ‘

Asi pues. podriamos considerar que el estudio de
la expresion del antigeno HMB-45 y de la actividad
proliferativa nuclear podria serttil en casos de duda ante
un posible ND que no cumpla todos los criterios, y
podriamos igualmente considerar que la semejanza
inmunohistoquimica observada entre las distintas lesio-
nes del SNDF, junto a las diferencias existentes entre el
grupo control y los casos de este sindrome, apoyan la
existencia del ND como entidad clinicopatoldgica pro-
pia, al menos en los casos de SNDF, y por ende, refuer-
zan la trascendencia de su diagndstico para controlar
aquellas lesiones pigmentadas que puedan aparécer en
estos pacientes; incluso aquellas que, con caracterfsticas
clinicas de ND, puedan mostrar caracteristicas
morfolégicas dudosas o insuficientes para establecer el
diagnéstico de ND. ‘

RESUMEN

Unos autores consideran el nevus displdsico como
una variedad de nevus celular con peculiaridades
morfoldgicas, y otros lo consideran una entidad prgpia
precursora del melanomma maligno. La expresién de
HMB-45 y PCNA podria remarcar las similitudes o
diferencias entre ambos grupos, ayudando a la identifi-
cacion de estos tumores. Realizamos el estudio de 14
nevus en dos hermanas gemelas de 14 afios, con carac-
terfsticas clinicas de nevus displasico. De las 14 lesio-
nes, 10 mostraban criterios histopatolégicos de nevus
diSplésico, y 4 mostraban displasia arquitectural pero no
citolégica. HMB-435 fue positivo en los 14 casos, sin
relacién con el grado de displasia, y negativo en los 5
casos control. PCNA mostré positividad en los 14 casos,
mayor cuanto mayor era el grado de displasia ; de los
casos control, s6lo uno mostré positividad débil.

En conclusién, los antigenos HMB-45 y PCNA
se expresan con mayor evidencia en nevus displasico y
en nevus celulares compuestos asociados a nevus
displasico que en casos de nevus celulares compuestos
comunes, favoreciendo la consideracién de hevus
displdsico como entidad propia. ‘

Palabras clave: Nevus displésico. Anticuerpo HMB-
45. PCNA. |
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