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Resumen.—Introduccion. En 1978 se describid el nevo
displasico como lesién con aumento del riesgo de melanoma,
pero el significado del nevo displasico como precursor de
melanoma es controvertido. Numerosos investigadores han
intentado correlacionar la presencia de nevo displasico con un
tipo especifico de fenotipo y genotipo que incluyera la
presencia de contenido anormal de ADN.

Objetivo. Comparar el contenido de ADN y la morfometria
nuclear del nevo displasico con el de lesiones melanociticas
benignas. Mediante una técnica de analisis de imagen se
buscd medir de una manera objetiva (cuantitativa) las atipias
citolégicas que se observan de manera subjetiva en el estudio
histologico del nevo displasico.

Material y métodos. Se determiné el &rea nuclear, el factor de
forma y el contenido de ADN de 52 lesiones melanaociticas:
8 nevos de union, 10 nevos compuestos, 10 nevos
intradérmicos, 21 nevos displasicos y 3 casos de melanoma
como control. Los estudios morfométricos y citomeétricos se
llevaron a cabo mediante un sistema de andlisis de imagen
CUE-2 (Olympus).

Resultados. Todos los casos fueron diploides, con la excepcion
de 2 nevos displasicos, 2 nevos intradérmicos y 3
melanomas. El factor de forma nuclear fue el mejor para
diferenciar el nevo displasico del resto de lesiones
melanociticas benignas, de manera estadisticamente
significativa. No se encontraron diferencias morfométricas
entre los nevos displasicos familiares y/o mudltiples y los
esporadicos.

Conclusién. Los cambios citolégicos nucleares observados en
los nevos displasicos con la morfometria se superponen, en
general, a los apreciados en las restantes lesiones
melanociticas benignas estudiadas, excepto el factor de
forma nuclear, que en los nevos displasicos es mas irregular.

Palabras clave: nevos displasico, morfometria, ADN,
citometria de imagen.
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INTRODUCCION

Desde 1978, y a lo largo de la década de los anos
1980, se describieron unos rasgos clinicopatolégicos
de un sindrome hereditario familiar, caracterizado
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MORPHOMETRIC ANALYSIS AND DNA CONTENT
IN DYSPLASTIC NEVI. COMPARATIVE STUDY
WITH OTHER BENIGN MELANOCYTIC LESIONS

Abstract.—/ntroduction. The «dysplastic nevus» (DN) was
described in 1978. This lesion is associated with an increased
risk of melanoma, but the significance of DN as a precursor of
melanoma is controversial. Numerous researchers have tried
to correlate the presence of DN with a specific type of
phenotype and genotype that would include the presence of
abnormal DNA content.

Objective. To compare the DNA content and the nuclear morp-
hometry of DN with that of benign melanocytic lesions. Through
an image analysis technique, we sought to measure, in an ob-
jective (quantitative) manner, the cytological atypia we observed
in a subjective manner in the histological study of the DN.
Material and methods. The nuclear area, shape factor and
DNA content of 52 melanocytic lesions were determined:
8 junctional nevi, 10 compound nevi, 10 intradermal nevi,
21 DN and 3 cases of melanoma as a control. The
morphometric and cytometric studies were carried out using
a CUE-2 (Olympus) image analysis system.

Results. All of the cases were diploid, with the exception of
2 DN, 2 interdermal nevi and the 3 melanomas. The nuclear
shape factor was the best discriminant in differentiating DN
from the rest of benign melanocytic lesions, as it was
statistically significant. We did not find morphometric
differences between familial and/or multiple DN and sporadic
ones.

Conclusion. The nuclear cytological changes observed in the
DN with morphometry generally overlap those seen in the rest
of the benign melanocytic lesions studied, except the nuclear
shape factor, which is more irregular in the DN.

Key words: dysplastic nevus, morphometry, DNA, image
cytometry.
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por la presencia de nevos melanociticos multiples
asociados a la aparicién de melanomas malignos, de
los que en ocasiones dichos nevos eran precursores.
Inicialmente recibi6 los nombres de sindrome de B-K
y de sindrome del nevo displasico'™. Posteriormente
se documentaron lesiones esporadicas similares™®. Se
admiti6 entonces que estos nevos displasicos podian
ser esporadicos y que afectaban al 5-20 % de la
poblacién general”. Aunque el criterio diagnéstico de
nevo displasico fuera en principio fundamentalmente
clinico, pronto se sumaron caracterizaciones
histologicas, tanto de tipo arquitectural como basadas
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en la atipia celular®!8. A pesar de ello, los criterios
histologicos siguen siendo controvertidos!'** y no son
suficientemente reproducibles. El concepto de atipia
nuclear/celular, que es la base de este diagnéstico,
estd en buena parte sujeto a criterios personales y por
si mismo no es suficiente para el diagnostico. Estudios
de Pozo et al** han tratado de objetivar estos criterios
histolégicos, cuantificindolos en grados.

El presente estudio es un intento de profundizar en
el mejor conocimiento del nevo displdsico, midiendo
mediante técnicas de morfometria y citometria
estatica el area nuclear, el factor de forma nucleary la
ploidia, comparativamente en un grupo de lesiones
melanociticas no atipicas frente a un grupo de nevos
displasicos, diagnosticados histolégicamente. El
objetivo es la busqueda de posibles diferencias
morfométricas o citométricas entre los nevos
displasicos y los nevos melanociticos comunes.
Tratamos, mediante una técnica de analisis de
imagen, de medir de una manera objetiva
(cuantitativa) las atipias citologicas que observamos
de una manera subjetiva (cualitativa) en el estudio
histolégico del nevo displdsico. La existencia de
células aneuploides favoreceria posiblemente el
criterio de lesion precancerosa, dado que la
inestabilidad génica es uno de los factores
fundamentales asociados a la transformacién
maligna®.

MATERIAL Y METODOS

Nuestro estudio incluyé 52 casos de lesiones
melanociticas: 28 nevos convencionales (8 nevos de
unién, 10 nevos compuestos y 10 nevos
intradérmicos), 21 nevos displasicos y 3 melanomas
como control. Estas lesiones se diagnosticaron
integramente en el Departamento de Anatomia
Patologica del Hospital Clinico Universitario de
Valencia (HCUV) en el ano 1999, procedentes del

Fig. 1.—Presencia de nidos de unién, con ejes paralelos a la
superficie y formacion de puentes entre crestas epidérmicas.
Existencia de melanocitos aislados con nucleos mas grandes,
irregulares y con nucleolo prominente. (Hematoxilina-eosina, x400.)

Servicio de Dermatologia del mismo hospital. Los
casos se seleccionaron retrospectivamente desde el
diagnostico histolégico de manera consecutiva y
aleatoria, exceptuando los casos de nevo displasico
que se seleccionaron en funcién de Ia historia clinica
y la histologia.

Los nevos displdsicos se clasificaron en dos grupos.
Se denominaron familiares y/o multiples cuando
presentaban clinicamente mads de 50 lesiones
melanociticas con diagnostico histolégico de al menos
dos nevos. De los 11 casos incluidos en este grupo,
siete presentaban ademas historia familiar de nevos
displdsicos o melanomas. Por otro lado, los 10 casos
restantes fueron denominados esporadicos.

En la seleccion histolégica de nevo displdsico se
utilizaron todos los siguientes criterios:

1. Presencia de nidos de unién, de forma y tamano
variables, con ejes mayores paralelos a la superficie y
tendencia a la formacion de «puentes» entre crestas
epidérmicas adyacentes.

2. Nevos compuestos en los que el componente
melanocitico epidérmico se extiende lateralmente en
mayor medida que el intradérmico, hallindose este
dltimo confinado a la dermis papilar.

3. Presencia de atipia nuclear (nucleos grandes,
irregulares e hipercromdticos) en algunos
melanocitos dispersos, en los nidos del componente
de union.

4. En caso de encontrarse melanocitos solitarios
atipicos, éstos deben estar localizados en los estratos
basales epidérmicos.

5. Existencia de fibroplasia laminar concéntrica en
la dermis papilar.

6. Presencia de infiltrado linfocitario superficial
independientemente de su intensidad y aumento de
la vascularizacién de la dermis papilar.

Los estudios se llevaron a cabo sobre material fijado
en formol tamponado al 10% e incluidos
posteriormente en parafina. Cada bloque se
acompanoé de dos cortes histologicos de 3 pm de
espesor, tenidos con la técnica convencional de
hematoxilina-eosina (HE) (fig. 1).

Analisis de imagen: morfometria y contenido de ADN

Los estudios cuantitativos (morfométricos vy
citométricos) se llevaron a cabo mediante el sistema
de analisis de imagen CUE-2 (Olympus, Tokyo,
Japan). El sistema se compone de un ordenador, un
procesador digital de imagenes, una camara CCD y un
monitor de video que se adapta a un microscopio
Olympus modelo BH-2 con un filtro de interferencia
de 436 nm para mejorar el contraste. Se realiz6 el
estudio con la tincién de Feulgen. En cada caso se
determiné la media del area nuclear, el factor de
formay el contenido de ADN con la medicién de al

98 Actas Dermosifiliogr 2004;95(2):97-103 44



Llombart B, et al. Analisis morfométrico y contenido de ADN en el nevo displasico. Estudio comparativo frente a otras lesiones melanociticas benignas

menos 150 nucleos. Como control interno de
referencia se midieron 25 linfocitos de cada lesion. El
area nuclear hace referencia al drea comprendida por
el trazo que delimita la estructura nuclear. El factor de
forma determina la aproximacion de la forma del
nucleo a las estructuras circulares o elipsoidales,
siendo el valor maximo igual a 1 para circulos o
elipses y menor de 1 para otro tipo de estructuras. La
evaluacion del contenido de ADN en los histogramas
se valoro segun los criterios definidos por Bocking et
al?®, recogidos en la reunién de métodos en patologia
cuantitativa. EI pico maximo se valoré como diploide
cuando presentaba un indice de ADN menorde 1,1y
tetraploide si estaba entre 1,9 y 2,1. Otros picos
maximos representativos se clasificaron como
aneuploides.

Métodos estadisticos

El analisis estadistico se realizé utilizando el
programa SPSS/PC (VP10). Para comparar varios
grupos de datos cuantitativos se empleo el test no pa-
ramétrico de Kurskall-Wallis (KWx?) ANOVA. Se
consideraron estadisticamente significativas las
diferencias con un valor de p < 0,05.

RESULTADOS

Estudio descriptivo de casos

Se examinaron un total de 9.300 nucleos
correspondientes a un total de 52 casos. Los 8 casos

de nevos de unién evaluados pertenecian a 8 pacien-
tes diferentes. La media de su area nuclear fue de
26,08 pm? (tabla 1), si bien se obtuvieron valores
extremos entre 17,8 y 24 um?. La media del factor de
forma nuclear fue de 0,62 (tabla 1) y también
presento variaciones entre 0,54 y 0,74, coincidiendo
con las variaciones del area antes senaladas. Todos
presentaron un caracter homogéneo con un
contenido de ADN diploide.

Los 10 casos de nevos compuestos pertenecian
a 10 pacientes. La media del drea nuclear fue de
28,79 wm?y la media del factor de forma de 0,64. En
el 100 % de los casos se present6 un indice de ADN
diploide (tabla 1).

Los 10 nevos intradérmicos correspondian a
8 pacientes. La media del drea nuclear fue de
30,63 pwm?y la media del factor de forma de 0,7. Ocho
casos presentaron un indice de ADN diploide y
2 casos un indice aneuploide (tabla 1). Ambos casos
pertenecian a diferentes pacientes. En los 2 casos
aneuploides se reviso la histologia confirmandose el
caracter tipico del nevo intradérmico.

La media del area nuclear de todos los nevos
displasicos fue de 29,36 pm? y la media del factor de
forma de 0,57 (tabla 1). La media del area nuclear de
los nevos displasicos multiples y/o familiares fue de
29,18 wm? y la media del factor de forma de
0,57 (tabla 2). Los 10 nevos esporadicos presentaron
una media del area nuclear de 29,56 um? y una media
del factor de forma de 0,57 (tabla 2). Por otro lado,
de los 21 casos de nevos displdsicos, 19 fueron
diploides y 2 casos presentaron un indice de ADN
aneuploide. Sin embargo, paradéjicamente, ambos

TABLA 1. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE MORFOMETRIA Y CITOMETRIA

Area nuclear

Factor de forma

N.? de casos (media+ DE [um?]) (media+ DE) Floidia

Nevo de unién comun 8 26,08 +4,714 0,62 £ 0,082 Diploides

Nevo compuesto comun 10 28,79 + 4,968 0,64 + 0,087 Diploides

Nevo intradérmico comun 10 30,63 + 3,247 0,7 £ 0,057 Diploides: 8
Aneuploides: 2

Nevo displasico 21 29,36 + 5,519 0,57+ 0,570 Diploides: 19
Aneuploides: 2

Melanoma 3 48,56 £ 5,519 0,476 + 0,078 Aneuploides

DE: desviacion estandar.

TABLA 2. DIFERENCIAS ENTRE EL NEVO DISPLASICO ESPORADICO Y EL NEVO DISPLASICO MULTIPLE Y/O FAMILIAR

Area nuclear Factor de forma

Numero de casos (media) (wm?) (media) Ploidia
Nevo displasico esporadico 10 29,56 + 6,791 0,57+0,14 Diploides: 2
Aneuploides: 8
Nevo displasico familiar y/o multiple 11 29,18 + 3,047 0,57 £ 0,052 Diploides
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casos pertenecian al grupo de los nevos displdsicos
esporadicos (tabla 2).

Como control interno del estudio se midieron
3 melanomas, 2 casos con un Breslow inferior a
0,75 mm y uno superior a 0,75 mm (1,4 mm). Los tres
melanomas presentaron un indice de ADN
aneuploide (un tetraploide y dos aneuploides). La
media del drea nuclear fue de 48,56 um? y la media
del factor de forma de 0,48 pm? (tabla 1).

Estudio comparativo de los casos
Area nuclear

Encontramos un ligero aumento en la media del
area nuclear de los nevos displasicos (29,36 pm?) con
respecto a los nevos de union (26,08 wm?) y a los
nevos compuestos (28,79 um?) (tabla 1), pero esta
diferencia no fue estadisticamente significativa
(fig. 2). No encontramos diferencias en el area
nuclear entre los nevos displdsicos esporadicos y los
familiares o multiples (tabla 2). Sin embargo, si que
existen diferencias notables al comparar la media del
area nuclear de los nevos de unién con la de los nevos
displasicos de unién (tabla 3), pero el nimero
reducido de casos hace que el estudio no sea
significativo.

Factor de forma

Al valorar la media del factor de forma nuclear se
aprecia una tendencia constante en las lesiones
melanociticas benignas: el nevo de unién presenta un
factor de forma nuclear mas irregular (0,62) que el
nevo compuesto (0,64) y el nevo intradérmico es el
mas regular (0,7) (tabla 1). Los nevos displdsicos
presentan un nicleo mas irregular (0,57) que el resto
de las lesiones melanociticas benignas. Por tanto, la
forma del nudcleo es discriminante para diferenciar
el nevo displasico del resto de lesiones melanociticas
benignas, con significacion estadistica (p < 0,007)
(fig. 3). Estas diferencias son mayores al comparar el
nevos de unién con los nevos displdsicos de unién
(tabla 3), pero es necesario para un mayor nimero
de casos confirmar este hecho. No hemos encontrado
diferencias en la forma nuclear entre los nevos
displasicos esporadicos y los familiares y/o multiples
(tabla 2).

Ploidia

Todas las lesiones melanociticas fueron diploides,
exceptuando dos nevos intradérmicos, dos displasicos
y los tres melanomas (tabla 1). La revisién histolégica
de los 2 casos de nevos intradérmicos aneuploides

Media del area nuclear
31 .
KWy2 = 4,973; p = 0,292
30
29
28
27 1
26
25 . T ~ T A . T . P n Py 1
De union Compuesto — Intradérmico =~ Displdsico Displdsico
esporadico familiar o
multiple
Tipo de nevo

Media del factor de forma
0,72

KWy? = 14,006; p = 0,007
0,70
0,68
0,66
0,64
0,62
0,60
0,568
0,56 ’_‘ |_|
0.54 De unién Compuesto " Intradérmico | Displdsico j Displasico

esporadico familiar o
miultiple

Tipo de nevo

Fig. 2.—Media del area nuclear de las lesiones melanociticas es-
tudiadas.

TABLA 3. DIFERENCIAS ENTRE NEVOS DE UNION

Fig. 3.—Media del factor de forma nuclear de las lesiones
melanociticas estudiadas. Los nevos displdsicos presentan un
nucleo mas irregular, con significacion estadistica (p < 0,05).

Area nuclear

Factor de forma

Numero de casos (media) (wm?) (media) Ploidia
Nevo de unién comun 8 26,08 0,62 Diploides
Nevo displasico de union 2 38,7 0,33 Diploides
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mostré multinucleacién en la zona superior de la
dermis papilar, que estructuralmente podria justificar
la aneuploidia.

Los dos nevos displasicos aneuploides presentaban
histolégicamente gran atipia citolégica, siendo uno de
ellos de uni6én y otro un compuesto (tablas 3y 4). Sin
embargo, ambos casos pertenecian al grupo de los
nevos displdsicos esporddicos (tabla 2). La figura 4
representa un ejemplo de las tres determinaciones
efectuadas en cada caso del estudio.

DISCUSION

El concepto de nevo displasico ha sido un tema
controvertido desde el primer articulo escrito por

TABLA 4. DIFERENCIAS DE LOS NEVOS COMPUESTOS

Clark et al! en 1978. El debate continta dada la
necesidad de reconocer esta lesiéon por su supuesta
relaciéon, como precursor y marcador de riesgo, con el
melanoma?’?%, Existe, por una parte, discrepancia
entre el diagnéstico clinico e histolégico,
encontrandose nevos clinicamente atipicos con
histologia de nevos comunes y, por el contrario, nevos
clinicamente no atipicos con histologia de nevos
displdsicos. Por otra parte, existe una serie de criterios
histolégicos  diagnésticos de esta entidad,
caracterizados por cambios arquitecturales y
citolégicos®!®. Sin embargo, no parece existir un
consenso en la utilizacién de estos criterios!®?%. La
mayor dificultad radica en obtener reproducibilidad
intraobservador e interobservador en el diagnéstico
de la atipia citolégica. En este sentido, el estudio

Area nuclear

Factor de forma

Numero de casos . . Ploidia
(media) (um?) (media)
Nevo compuesto comun 10 28,79 0,64 Diploides
Nevo displasico compuesto 19 29,3 0,57 Diploides: 18
Aneuploide: 1
A e B e
Area nuclear Linfocitos Factor de forma Linfocitos
45 142 35 112
Media: 26,9 * 4,66 /] Media: 0,7301 £ 0,1204
36 112 28 88
27 ] 84 21 66
18 ] 56 14 44
9 28 7 '_ 29
0 T —L T T T 0 O T ,_ _l T T T 0
0,0 20 40 60 80 100 0,0 0,4 0,8 1,2 1,6 2,0
c Densidad 6ptica integrada Linfocitos
57 180
Media: 9,70 £ 1,91
46 144
34 o 100
23 72
11 36
0 T T T T T 0
0.0 12 24 36 48 60

Unidades: pm
Total objectos: 318

Tipo: Todos

N2 de andlisis: 11
db acumulados

Densidad del objeto: 2.26E+05/cm?

Fig. 4—Histograma representativo del area nuclear (A), factor de forma (B), densidad ¢ptica integrada (C).
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morfométrico representa una manera objetiva
(cuantitativa) de valorar la atipia citologica que se
observa en el estudio histolégico.

En nuestro trabajo seleccionamos un grupo variado
de nevos displasicos, incluidas lesiones con grados
variables de atipia nuclear. La morfometria se realiz6
seleccionando las zonas mas atipicas de la unién
dermoepidérmica y parte superior de la dermis
papilar. Todos los nevos displasicos presentaron un
ADN diploide, excepto 2 casos aneuploides que
correspondian histolégicamente con los de mayor
atipia citologica. Estos resultados coinciden con lo
publicado previamente en la literatura médica%-%,
pues la inmensa mayoria de nevos displasicos son
diploides. Por tanto, el indice de ADN no permite
diferenciar el nevo displasico de las diferentes lesiones
melanociticas benignas estudiadas. El hallazgo
ocasional de aneuploidia en la citometria de los nevos
displasicos es similar al que se aprecia en otras
lesiones melanociticas benignas del estudio.
Revisando la histologia de los 2 casos aneuploides de
nevos intradérmicos encontramos multinucleacién de
las células en la zona superior de la dermis papilar,
que estructuralmente podria justificar esta
aneuploidia.

Los 3 casos de melanoma utilizados como control
en este estudio fueron aneuploides: 2 casos presen-
taban un Breslow inferior a 0,75 mm y un caso supe-
rior a 0,75 mm. Sin embargo, en la literatura no to-
dos los melanomas son aneuploides. Bojérnhagen et
al*® encontraron aneuploidias en el 50 % de los me-
lanomas de Breslow inferior a 0,8 mm frente a un
91 % de melanomas metastdsicos, aunque no existe
una correlacion entre la aneuploidia y el grosor del
melanoma.

En nuestro estudio, el factor de forma nuclear de
los nevos displasicos fue mas irregular que el de las
lesiones melanociticas benignas estudiadas, y este
pardmetro fue estadisticamente significativo (fig. 3).
Por tanto, el factor de forma nuclear fue el unico
discriminante para diferenciar el nevo displasico del
resto de lesiones melanociticas benignas. En 1999,
Williams et al*’ realizaron un estudio de 120 lesiones
melanociticas (30 nevos displdsicos, 30 melanomas y
60 nevos comunes) y encontraron que el factor de
formay el area nuclear eran los mejores parametros
para diferenciar los nevos displasicos de los comunes,
y con estos valores se pueden clasificar correctamente
hasta un 74,4 % de casos. Sin embargo, al igual que
nosotros, otros autores® encuentran un area nuclear
parecida en los nevos displasicos y los comunes
(fig. 2). Otro dato llamativo del estudio ha sido la
ausencia de diferencias morfométricas entre los nevos
displasicos esporadicos y los familiares y/o multiples.
Estos datos coinciden con los obtenidos en otros
estudios llevados a cabo por autores como Fleming y
Friedman® y Sangueza et al®%.

Podemos concluir que tanto el drea nuclear como
el contenido de ADN, medidos por morfometria y
citometria estatica, son similares en los nevos
displasicos y los comunes. Sin embargo, nuestros
resultados apoyan el valor del factor de forma nuclear
como discriminante entre el nevo displasico y el resto
de lesiones melanociticas benignas.
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