


























Algunos investigadores recomiendan extirpar todos los nevos congenitos, al citar el riesgo
de degeneracion maligna y el riesgo bajo relacionado con la excisién de lesiones
pequeiias bajo anestesia local, (3,13,36) Otros han estado en contra de la

extitpacién sistematica del NMCP . al notar datos insuficientes de aumento del riesgo de
melanoma (25,29) y lo poco practico dedicar miles de horas al afo en extirpar lesiones
frecuentes. En una conferencia de consenso efectuada en 1994 se concluyd que no habia
datos suficients para recomendar excision sistematica a todos los nevos congénitos .
Elder (11 ) sugirid que la observacion es una alternativa razonable para la excision y que
es posible ofrecer esta opcion a los pacientes. Pero, notdé que la vigilancia de por vida de
los NCMP es mas costosa que la extirpacién durante la primera visita.

Entre los autores que recomiendan excision profilactica del NCMP, en general, se acepta
que o es necesario efectuar intervencion quirirgica en etapas tempranas de la nifiez
(33;14). Ilig y col (30 ) notaron que en contraste con el NCMG. el riesgo de

melanoma vinculado con el NCMP ocurre de manera primaria luego de la pubertad.
Rhodes y Melski (28) afirman que si la vigilancia es adecuada y la lesion no muestra
datos sospechosos de aparicion de melanoma o datos que podrian dificultar la deteccion
de este altimo, la excision puede retrasarse hasta que el nifio tenga edad suficiente para
cooperar con una intervencion efectuada bajo anestesia local.

Si bien la aparicién de melanoma en el NCMP por lo general es de origen epidémmico y
por ende relativamente facil de detectar en el examen, se ha informado melanoma
maligno que aparece a partir del componente dérmico de un NCMP en ausencia de

cambio detectable de pigmentacién de la superficie. (30).
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de la niiiez, el fuerte vinculo entre exposicion de luz solar durante la juventud con
melanoma en adultos subraya la necesidad de inicio temprano de la evitacién de la
exposicion al sol.
Los nifios con inmunodeficiencia también tienen reisgo aumentado de melanoma. La
prueba de la participaciéon prominente del sistema inmunitario en los apsectos biologicos
del melanoma incluyen regresion espontdnea ocasional de melanoma metastasico,
periodos prolongados entre la excision de un melanoma primario y la aparicion de
metastasis y la eficacia de la inmunoterapia en algunos pacientes. (15), se informo
aumento del reisgo de melanoma en adultos con enfermedad de Hodking, (46) en
receptores de transplante renal y en nifios con sindromes de inmuno-
deficiencia genética . En un nifio de 12 arios de edad después de transplante renal y
tratamiento inmunosupresor (9), asi como ante infeccién por virus de inmuno-
deficiencia hmana (HIV) y tanto se informo aparicion eruptiva repentina de abundantes
nevos displdsicos (30). En un nifio de 10 afios de edad se safialé un
vinculo entre infeccion por HIV y tanto nevos diplasicos eruptivos como cambios en el
nevo congénito grande (30).
Si bien es raro, el melanoma puede presentarse en el momento del nacimiento

(7,55,29.41.42).

En varios enfermos el melanoma apareci6 durante el periodo prenatal en un nevo
melanocitico gigante (29,51.,52). Se han informado metdastasis prenatales extensas, (57)
incluso metanoma fetal hacia la placenta (29). Aun cuando este fendmeno es muy raro,

también se han sefialado metastasis transplacentarias de melanoma de madre a feto
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(14,18.29.59). En otros casos, han ocurrido metastasis de melanoma materno hacia la
placenta sin afeccidon manifiesta del feto. (37.2.11).
Aligual que en adultos. ¢l prondstico del melanoma en nifios depende del nivel y la
profundidad de invasion de la neoplasia. (57.8). Skov-Jensen y colaboradores revisaron
la literatura sobre melanoma en nifios y caleularon que la supervivencia a tres afos en
nifios con metdastasis hacia ganglios linfaticos regionales se acercd a la suepervivencia a
cinco afios esperada en adultos. Propusicron que el prondstico mis ominoso dependid del
retraso del diangostico de melanoma en niios L(31) Otros informaron supevivencia a
cinco afios de 33 a 34% en nifes con melanoma metastdsico. (81.44) En serie de 25
enfermos de menos de 20 afos de edad. en 60% hubo retraso del diagnostico, que vario
de algunos meses a cinco afos, mas a menudo .como resultado del fracaso del médico
para reconocer la naturaleza maligna de la lesion.
Los datos clinicos ¢ histoptologicos del melanoma en niftos son similares a los que
ocurren en adultos. Al igual que en adultos. cualquicr cambio dentro de una lesion
pigmentada es motivo de preocupacicn. Los datos clinicos sugestivos de melanoma
incluyen aumento del tamaiio de un nevo melanocitico, color jaspeado. asimetria y
superficie irregular. Los melanomas avanzados a veces muestran uleeracion, hemorragia
y lesiones satéhites. (37). Ln orden de frecuencia decreciente, las molestias
iniciales observadas en nifios de menos de 12 aiios de edad con melanoma son aumento
del tamano. hemorragia o cambio de color de un nevo. masa subcutdnea. prurito de la
lesion afeclada y linfadenopatia. (12). Ln adolescentes. se encontrod que los signos y
sintomas de presentacion que suclen observarse incluyen cambio de tamano 55% o de
color 23% de un nevo. asi como hemorragia 35% o prurito 15%6 de la lesion . Otras
manifestaciones en el momento de la presentacion incluyeron linfadenopatia en 7% de

los afectados, masa subcutanea en 6% y dolor en 4%. En caso de melanomas
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Los nevos melanociticos congenitos, gigantes y pequefios indican riesgo aumentado del
melanoma maligno. Con todo esto en alginos enfermos es posible identificar riesgo
aumentado de melanoma durante la nifiez. El prondstico ominoso vinculado con
melanoma avanzado vy la curabilidad de lesiones tempranas subrayan la importancia de la
identificacion expédita de melanoma cuando ocurre en nifios, los médicos que atendemos
nifios estamos en una posicion clave para disminuir el riesgo de melanoma durante todo el
lapso de vida . debido a que los factores potenciales de riesgo para melanoma y nevos
congenitos melanociticos no son bien conocidos, pero la ancouploidia del DNA y la
anormalidad del ciclo celular pueden ser factores importantes que deben ser bien
dilucidados (9,10.11). En ¢l presente estudio hemos estudiado el contenido del DNA y el
ciclo celular por medio de citometria de flujo (CF) en 4-5 casos de melanoma en nifios,
mismo andlisis que se cfectuo en 4 nevos extraidos quirurgicamente de tres pacientes
previamente a la transformacion a melanoma maligno de 2 casos. Estos fueron
comparados con otros casos de nevos congenitos melanociticos que no presentaron

asosiacion a melanoma maligno.

MATERIAL Y METODO:

Se analizaron los expedientes del Servicio de Dermatologia del Instituto Nacional de
Pediatria. en la ciudad de México de 1971 a 1999, con los diagnosticos de Melanoma
Maligno . El material estudiado se consevé en parafina y fueron 34 pacienes. Se formaron
2 grupos . ¢l primero compuesto por 28 casos con diagnostico de NMC (16 gigantes, 8
medianos y 4 pequefios ). Con seguimiento negativo para MM | los grupos se formaron
por 12 hombres y 16 mujeres con un rango de edades entre 6 meses y 13 afios de edad

(Tabla 1). Elsegindo grupo se formé por 6 casos con diagnéstico de NMC /MM 5/6
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obtuvieron las biopsias de 5/6 de ellos cuyas biopsias fueron fijadas en formaldehido y
se conservan en bloques de parafina. Las laminillas de estos casos fueron revisados por el
Dr Antonio Alvarez ( tutor de ésta tésis) y la Dra. Norma Judrez H (autora de la tésis), y
tres casos se consultaron con el Dr. Martin C. Mihn Jr. (Dermatopathology
Massachusetts General Hospital, Boston MA).: pacientes (1.2,3) . los cuales tenian
diagndstico de NMC gigante antes de la aparicion del MM. (Tabla 2).

Los pacientes 1 y 2 desarrollaron un MM diseminado y que rapidamente lo llevé a la
muerte. El paciente 3 presentaba una imagen sugestiva de MM y hasta el momento vive.
El pciente 4 tenia una lesion pigmentada sobre la nariz con el diagndstico inicial de NMC
con MM superficial. El paciente 5 se presentd a consulta posterior a la reseccion de MM
en la region parotidea derecha. El anéalisis de ia exsicion de los margenes fue realizada en
nuestro Hospital. El paciente 6 present6 una lesion oscura uniforme con posterior
decoloracion progresiva de la ufia del primer ortejo derecho. Con el diagnéstico de MM
acral lentiginoso in situ se efectuo amputacion.

Como controles se obtuvieron 30 biopsias con el diangostico de NMC. (17 grandes, 9
medianos y 4 pequeios), obtenido de los archivos del Servicio de Patologia del mismo
hospital. Estos pacientes tuvieron un seguimiento y sin que se¢ presentara MM.

Todos los cortes fueron revisados por dos de los autores (AAM y NJH) y se selecciond un
corte representativo con el correspondiente bloque de parafina scleccionado en cada caso.
El contenido de DNA y el analisis del ciclo celular: La extraccion nuclear fue obtenida
del tejido fijado en parafina de acuerdo a la técnica modificada de Hedley (12,13). Se
cortaron de 3 a 50 secciones de los bloques de parafina en el microtomo. dichos cortes
fueron desparafinados en 3 baiios de xyleno por 10 minutos cada uno. Posteriormente
fueron rehidratados en baifios de alcohol al 100% dos veces, y uno al 95%, 70%, 50%

repectivamente.
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Enjuagados en agua corriente por 10 minutos después de cada bafio y dejados en agua
deionizada toda la noche. Los fragmentos fueron disgregados con agujas hipodérmicas y
hojas de bisturi, fueron incubados en | ml. de 0.5% de pepsina (sigma Chemical Co. St
Louis . MO, activity 3470 unidades /mg proteina) en 0.9% de Na Cl a un pH 1.5 por 30
minutos a 37°C previamtente se paso la muestra por el vortex. La suspension del tejido
fue filtrado a través de telas de nylon de 44 micrones. Se agregd 2ml de soluciéh PBS y
la suspension se centrifugd a 400g por 10 minutos a temperatura ambiente. El
sobrenadante se decantd y el botdn nuclear se tifié con la técnica de Mendez Herrera et
al. (14). Posteriormente el boton nuclear fué incubado con trypsina (30 ug/ml) por 10
minutos a temperatura ambiente. Inmediatamente después se agreg6 un inhibidor de la
trypsina de soya (227 ug/ml) y ribonucleasa (55 ug/ml) e incubados por 10 minutos mas a
temperatura ambiente. Finaimente se agrego loduro de propidio (150 ug/ml) a la
preparacion nuclear ¢ incubado a 4°C por 45 minutos en la oscuridad. Se analizaron por
lo menos 20 000 eventos del material nuclear: esto le llevo a cabo en un citémetro de
flujo FAC sort ajustado con un laser de argdn que emite una luz de 488 nm. Se
obtuvieron histogramas con areas por debajo de la curva de F12 (FI12-A).
Los datos obtenidos fueron analizados en softwear usando un modelo matematico
polinomial 0 RFIT (Becton-Dickinson). Como controles externos estandares se usaron
nucleos de eritrocitos de pollo y de timo de carnero.Como un control se usaron las
muestras de tejido de los NMC. Como control diploide se usaron muestras de piel
normal. La actividad de proliferacion (PA) fue calculada como fraccion fase —S +
fraccion fase G2/m. El estatus de la ploidia del tumor se basé en la cantidad de DNA
retativa a la normal. El indice de DNA (1 D) es un valor dado para expresar la cantidad de

DNA contenida relativamente en una muestra normal.



16

Canal No. de DNA aneuploide , pico GOG1

DI=

Canal No. de DNA NMC , pico GOG1

Un tumor con DNA tetraploide es definido como DI >1.90 <2.10 y por lo menos 15-
20% del total de evento colectados en NMC pico GOG1. La estadistica obtenidoa entre
los relultados de la Ciatometria de Flujo fueron analizados por medio de la prueba de “ T”

de Student’s

RESULTADOS.

Latabla I muestra el anélisis def contenido del DNA y ei analisis del ciclo celular en 28
casos con NMC con un seguimiento negativo para MM. Es evidente que hay un rango
amplio de valores en fase S(15.5a20.9) . y tambiénenlafase G2+ M (0.2a1l.5).
Cinco pacientes tuvieron fase S > 15.5 (medio —s.d.) .sin embargo la fase S fue menor
que 15.5. Tres pacientes presentaron dos graficas fase Sy G2 + M mayor a la media .
Es importante notar que todos los pacientes incluidos en este grupo tenian un DNA
diploide.

La tabla 2 muestra el analisis clinico e histopatologico. El resultado del DNA y sus
variaciones en el ciclo celular de pacientes con diagnostico de MM asociado a NCM se
muestra también. Paciente no 1 presentd un NMC (17x17cm) localizado en el tronco y
muslos , cuando la paciente tenia 12 dias de nacida, el diagndstico histologico fue
benigno (figura la). El analisis del DNA y el ciclo celular revel6 un DNA con patrén
diploide con una fase S alta que fue detectada en la primer biopsia (15,8), pero la fase
G2 + M fue 3 veces aun mayor (5,9) . Esta paciente fallecié a los 2 meses de edad y el

analisisn histopatologico mostré un MM fusocelular. (Figura 1b) El andlisis del contenido
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de DNA y el ciclo celular de su melanoma mostraba DNA tetraploide patrdn con una
fase S similar a la segunda biopsia (16%), pero la fase G2 + M fue 2.2 veces mas alta que
en la primera biopsia. El paciente No 2 presentaba un NMC muy similar al paciente
No 1. Cuando la paciente tenia 2 meses de edad la primera biopsia mostraba un NMC con
patron del DNA diploide (Figura 2a), sin embargo el analisis del ciclo celular revel6 una
fase S muy alta (36.1) y la fase G2-M fue de 0.5 (tabla 2). Esta paciente fallecio a los 2
afios de edad. El analisis de ¢l melanoma revel6 una lesion con 2 poblaciones celulares.
Una lesion mostraba un patron de DNA diploide y una fase S similar a su primer biopsia.
Sin embargo la fase G2 + M sufrio un importante incremento del doble (100) comparado
con el NMC En otra poblacion celular el patron del DNA fue tetraploide con los
hallazgos similares a la paciente no 1 (Figura 2b) . El analisis del ciclo celular mostr6 una
fase S con un valor mayor que el de fal poblacion dipioide y una fase G2 + M mostrando
un importanate incremento ( ¢l doble de 64) comparado con la primera biopsia (Tabla 2 y
Figura 2c¢). Es interesante notar que la paciente no | y no 2 el analisis de la citometria de
flujo de las biopsias antes de aparecer el MM mostraban un contenido de DNA diploide
con una fase S entre 15.5 a 36.1% y una fase G2 + M entre 0.5 a 5%. Por lo cual ambas
tanto la fase Sy G2 + M fueron mayores que la media encontrada en pacientes con
NMC solo. Tanto el paciente No | como el No 2 cuando desarrollaron MM, su contenido
de DNA mostraba patron tetraploide.
Paciente No 3 femenina de un afio de edad con un NMC gigante en la espalda, pecho,
abdomen, muslos, biopsiado en todas sus areas. Nueve afios mas tarde se efectuo una
biopsia excisional en un nédulo que apareci6 sobre el NMC, el cual fue reportado como
NMC , DNA con patrén dipléide ( Figura 3a), el analisis del ciclo celular mostrd una
fase S de 18.5 y unas fase G2 + M de 6.5%.
Tres afios mas tarde aparecio otra leston nodular que mostraba pleomorfismo, y fue

diagnosticada como MM de baja malignidad con una AP de 34.5 (fig 3a,b). Se hizo un
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seguimiento de la lesion nodular, haciendose biopsias a los 15, 16 y 18 afios de edad
mostro diagnostico de NMC. Por CF todos los nédulos presentaron minima desviacion a
MM en la CF una AP de 34.5 (fig 3a.b). Se hizo un seguimiento de los pacientes con
biopsias sospechosas de las lesiones nodulares hechas a los 15, 16 y 18 afios de edad
mostrando diagndstico de NMC. Por CF todos estos nodulos mostraron diploidia con AP
de 20.1-25.8-17.8 respectivamente (tabla 2).

Paciente No 4 masculino de 12 afios de edad con una lesion en el ala nasal y parte en la
punta ,pigmentada de 2 x 1.5cm . Se efectud una biopsia excisional reportada como
NCM con MM asociado. Por la CF se observo el contenido de DNA diploide con
AP de 55.1 fase S de 35% y G2 + M de 6.9% (fig 4b). el diagndstico de MM fue
cuestionado y el diagnostico final fue de “Nevo de Reed™ el paciente aun vive y en buen
estado desde 1988.

Paciente No 5, paciente femenina de 6 aiios de edad con una lesion pigmentada nodular
en cara a nivel de region parotidia derecha. Fue operado en otro centro hospitalario y las
laminillas fueron revisadas por nosotros se hizo el diagnostico de MM nodular, sin
embargo los bloques de parafina no sc oibtuvieron para su revision. Los margenes fueron
nuevamente resecados y no mostraban MM residual. por [a CF el AP fue de 16.9. El
paciente No 6 de 3 aiios de edad con una lesion oscura con decoloracion progresiva de la
parte proximal de la ufia de el segundo ortejo derecho. La lesion tenia dos afios de
evolucion , el tercio distal de el ortejo se amputd con amplio margen. La histologia
reporté MM acral-lentiginoso in -situ (fig. 5a) y por CF se identificé una APde 20 'y
G2+ M (5b).

Las cuatro bopsias tomadas de los tres pacientes antes del diagnostico de MM mostré en

la CF diploidia del contenido de DNA con un PA promeio de 34.8, mientras que las 30
biopsias de los NMC tuvieron una AP promedio de 19.9 que no fue mucho mayor que la

AP de 17..5 encontrada en la piel normal.
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DISCUSION.

La citometria de flujo es un método de analisis preciso para detectar cambios en el DNA.
Esta clase de analisis han sido reconocidas como un indicador potencial de pronostico
independiente de enfermedad maligna.. En el presente estudio hemos usado el analisis de
la CF para conocer la ploidia celular y las variaciones en ¢l ciclo celular de las biopsias
conservadas en parafina en dos grupos de pacientes.

En 28 pacientes con NMC sin historia de MM y en 6 pacientes con MM. En el primer
grupo (tabla 1) encontramos una fase S de 11.5% (+/—4.0), es por eso que asignamos un
punto de 15.5% como punto clave para la fase S normal . En la misma linea la fase G2
+M de 2.5% (+/— 2.2 %) , asi que el valor asignado de 4.7% como punto clave. En este
grupo 4 pacientes tuvieron una fase S>15.5y otros 4 pacientes tuvieron G2 + M mayor
o igual a 4.7%. Pero ningln paciente tuvo ambas fases S y fase G2 + M, fase mds alta
que el punto de ruptura. , todos los pacientes solo mostraron un DNA diploide, aun
cuando un contenido de DNA diploide no se contrapone a la transformacion maligna. De
hecho la diploidia en el MM ha sido reportado en 57% en en grandes series (16,17,18),
Sin embargo la diploidia en al MM tiene un comportamiento menos agresivo sin mostrar
evidencia de recurrencias o mestastasis (19). También existe la tendencia de una
sobrevida mayor en pacientes con contenido de DNA diploide con una fraccion fase-S
de < 10% (20). Por otro lado la aneuploidia en el MM con linea célular tetraploide y una
fase S alta ha provado estar correlacionado con un pronostico pobre (16,21) Nuestros dos
casos tetraploides confirman esta observacion desde que dos pacientes con MM
diseminado llegaron a la muerte. Hay una evidencia susbstancial que indica el incremento
de riesgo para el desarrollo de MM en paciaentes con NMC gigantes (22,23,24,25) aun

que el alto riesgo ha sido documentado en NMC gigantes en una localizacion axial (26)
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como fue el caso de nuestros dos pacientes. Es por esto que se debe mantener una mayor
vigilancia en nifios que presenten estos factores de riesgo para el desarrollo de MM.
Hay estudios que han mosstrado que variaciones en la fase S. fase G2 + M y el DNA
aneuploide son parametros independientes de significado pronéstico en el MM (15).Los
resultados en el segundo grupo de pacientes (Tabla 2) confirman lo anterior, dos de los 3
paciantes con MM tuvieron por lo menos 2 parametros mas altos que el punto de ruptura.
Uno de los 3 pacientes tuvieron una fase S el doble de alto que la normal, aun cuando la
fase G2+ M exhibe una fase S mas alta de los normal (p= 0.002) y G2 + M una fase
mas alta que el punto de ruptura, del NMC solo (p= 0.058) Dos pacientes tenian
tetraploidia y murieron pronto debido a la diseminacion del MM.
La ploidia es aun un marcador que refleja los cambios moleculares que pueden
determinar biologicamente la agresividad de un tumor en particular . La presencia del
DNA aneuploide ha sido desmostrada como un parametro de significancia prondstica en
MM (15). Aun cuando el contenido del DNA diploide no significa que en algin momento
se presente una transformacion maligna.
Por el otro lado el MM aneuploide con células tetraplides con fase-S aumentada ha
provado correlacionarse con un prondstico pobre (16,21). Nuestros dos casos tetraploides
confirman esta observacion ya que dos pacientes murieron en corto plazo con un MM
diseminado.
Hay una evidencia sustancial que indica el incremento del riesgo para desarrollar MM en
pacientes con NMC gigantes (22,23,24,25) y aun el riesgo aumentado ha sido
documentado en NMC gigantes en localilzacion axial (26) como es el caso de dos de
nuestros pacientes. Es por esto que se necesita evaluar todos los NMC, y si es posible, la
excisién quirtrgica en vida. (27).
La evalucion del contenido de DNA vy el ciclo celular se ha observado como un

parametro l6gico para valorar las lesiones precursoras asi como las congénitas (9) o
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adquiridas como lo es el nevo de Clark en pacientes no pediatricos (28). Sin embargo no
ha habido estudios suficientes para confirmar si el ciclo celular anormal es un factor de
riesgo para el MM en NMC (9.10,11). Tampoco existen hallaszgos histologicos claros
que puedan predecir una posible progresién a MM.
Es por eso que la CF aunque no es un método lo suficientemente sensible para detectar
pequeiios focos atipicos en una gran poblacidn celular, los pacientes podrian tener un
beneficio adicional y complementar la evaluacion de las biopsias en un NMC ya sea
con la CF o con la imagen citométrica. Nuestro estudio muetra que en los pacientes con
NMC que subsecuentemente desarrollan MM. la medida de la fase-S asi como AP a
aumentado significativamente. Esta informacion podria ser usada como una llamada de
atencion de lesiones pigmentadas activas o potencialmente de transformacion maligna, ya
que no existen lesiones benignas con DNA ancuploide, aun cuando lo opuesto es verdad,
muchoso tumores malignos incluyendo el MM son diploides (16). Por ello. las
anormalidades del ciclo celular puden ser una llamada de atencion mas sensible pero no
especifica. También es interesante hacer notar que entre los 28 casos de NMC con un
seguimiento negativo para MM, no existieron anormalidades en el ciclo celular. Aun no
encontramos correlacion entre la apariencia del nevo y el nivel de la fase-S, por lo que
pensamos que la CF bien desarrollada puede darnos informacion mas sutil en relacion
con loas diferentes opiniones reportadas en la literatura (10,11).
Como consecuencia a este estudio . hemos desarrollado la politica de toma de biopsias
seriadas en los pacientes con NMC, pero antes de la fijacion se obtiene un fragmento el
cual se digiere en pepsina y se le efectua la disgregacion mecanica de tal modo que se
obtenga una suspension de nucleos para ser analizada por CF con la idea de

complementar los hallazgos reportados por el estudio histologico.
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