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PARTEA GENERALA

Stadiul actual al cunostintelor - Rezumat

Aspecte embriologice ale sistemului melanocitar

Melanocitele sunt celule dendritice responsabile de sinteza melaninei ce isi au originea
embriologicd in creasta neurald. Toate celulele crestei neurale pot sd se diferentieze in
melanocite, insd celulele ce migreazd pe directia dorsolaterala vor fi cele ce vor da naste cu
precadere melanocitelor [1]. Din multitudinea de factori ce intervin in dezvoltarea melanocitara
subliniez gena MITF (microphthalmia - associated transcription factor) care este o gena cu
importanta crescuta, fiind activata de SOX10 si PAX3 [2], activand la randul ei alte gene
producatoare de pigment, precum dct sau tirozinaza si avand un rol aparte in Supravietuirea
melanoblastilor, cu implicarea genei bcl2 [3]. Totodata, MITF este necesara dediferentierii
melanocitare, avand legaturi cu Tcf/Lef si cu calea de semnalizare Wnt, lipsa ei asociindu-se
cu absenta melanocitelor la soareci si la pesti, iar la oameni ducand la aparitia sindroamelor

Waardenburg sau Tietz [2].

Melanocitele mature sunt celule diferentiate, pierzandu-si capacitatea migratorie [4],
avand localizare Tn epiderm, mai exact la jonctiunea dermo-epidermica, la nivelul foliculilor
pilosi, a leptomeningelui, a retinei, urechii sau alte mucoase de acoperire scuamoase precum si
la nivelul mucoasei digestive. Regenerarea, migrarea si proliferarea melanocitara n epiderm
de-a lungul vietii unui individ Se poate observa dupa diferite traumatisme si isi are originea in
melanocitele din stratul bazal ai foliculilor pilosi dupa cum a fost demonstrat de Staricco si
Mishima [5,6].

Aspecte morfologice ale melanocitelor

Melanocitele sunt celule dendritice, localizate cu predominanta la jonctiunea dermo-
epidermica, in stratul bazal al epidermului, procesele lor dendritice extizandu-se n mai multe
directii [7] pani in stratul spinos. Numarul melanocitelor epidermale variazi intre 1200/ mm?
pe trunchi si 2900/mm? in regiunea fetei, independent de rasa si culoarea pielii [4, 8,9]. Acestea
se conecteaza cu aproximativ 30-40 de keratinocite, cu un raport melanocit: keratinocit de 1:10
[8,9] In medie, formand unitatea melano-epidermald, raport ce variaza si acesta in functie de
regiunea anatomica dar care nu variaza in functie de rasa. Conexiunea melanocito-

keratinocitara se realizeaza prin molecule de adeziune de tipul P si E-cadherinelor, precum si



prin diverse integrine [8,9] iar conexiunea melanocitara Cu membrana bazala se realizeaza prin
conexiuni de tip hemidesmozomi [10]. Raportul melanocit: keratinocit poate ajunge de la 1:30
la 1:4 in anumite localizari anatomice [10], frecvent in zonele pigmentare ale corpului. Culoarea
tegumentara nu depinde de numarul melanocitelor ci, mai degraba, de sinteza de melanina
(melanogeneza), tipul de melanina sintetizata (eumelanind sau feomelanina) si de distributia
melanosomilor catre keratinocit precum si de gradul de degradare a melanozomilor de catre

keratinocit [9].
Histogeneza si morfologia celulelor nevice

Histogeneza celulelor nevice, celulele ce formeaza nevii, nu este Incd pe deplin
cunoscuta. Existd mai multe teorii ce incearca sa explice originea acestor celule. Primul care a
incercat sd explice existenta acestor variatii si formarea nevilor a fost Paul Gerson Unna, in
1893, care a dezvoltat idea ca nevocitele apar ca urmare a ,,caderii” melanocitelor din epiderm,
formand astfel cuiburi celulare fie jonctionale, fie intradermice (teoria Abtropfung) [11-15].
Aceasta teorie sustine idea ca nevii jonctionali se dezvolta primii, apoi, cu inaintarea in varsta,
celulele cad mai in profunzime, nevul transforméandu-se intr-unul compus si apoi in nev
intradermic. Tn 1984, Stewart F. Cramer a dezvoltat teoria Hochsteigerung [14,15] sustinand ca
nevocitele apar ca urmare a migrarii de pe fibrele nervoase a unor celule rdmase blocate in

timpul embriogenezei.
Tumorile melanocitare- clasificare

Modalitatea de aparitie si evolutie a leziunilor melanocitare este in continua dezbatere,
discutiile implicand atat geneza celulara cat si incadrarea acestor leziuni in categoria de
neoplazii sau hamartoame. Actualmente, nevii sunt considerati tumori formate din celule
nevice, variante morfologice ale melanocitelor, ce se dispun in cuiburi sau plaje la nivelul
jonctiunii dermo-epidermale. Celulele progenitoare apar ca urmare a proliferarii lentiginoase a
unei unitati alcatuite dintr-o singura celuld situatd pe stratul bazal, la nivelul crestelor
epidermale, proliferarea prezentand pattern specific, in cuiburi, celulele se dediferentiaza si isi
pierd din capacitatea de proliferare, iar activitatea metabolica scade considerabil, mai putin in
ceea ce priveste formarea melanozomilor, si apoi cad In derm conform teoriei Abtropfung
formand nevii dermici si compusi [12]. O alta ipoteza presupune ca celulele nevice provin din
nervii cutanati, dintr-o celuld pluripotenta [13, 16, 17]. In continuare, problema incadrarii
acestor leziuni in categoria tumorilor sau a malformatiilor (hamartoamelor) ramane de

actualitate, existand argumente pentru ambele Tncadrari [12, 13].



Clasificarea tumorilor melanocitare se poate face din punct de vedere clinic,
dermatologic si histologic. Criteriile clinice iau in discutie dimensiunile tumorii, varsta
pacientului, antecedentele personale si familiale, localizarea anatomica si aspectele
macroscopice: simetria leziunii, marginile leziunii, coloratia tumorii, existenta elevatiei sau a
aspectului ,,en-dome”. Criteriile dermatoloscopice urmaresc culoarea, dispozitia (pattern-ul) si
modalitatea de distributic a pigmentului [18]. Criteriile histologice cuprin localizarea
melanocitara: superficiala sau profunda. Stroma poate prezenta aspecte diverse, de la fibroza
la desmoplazie sau aspecte mucinoase. De altfel, si tipul celular trebuie luat in considerare,
existenta maturizarii celulare sau a neurotizarii precum si forma celulara, fie ea epitelioida sau
fuziforma [12]. Leziunile melanocitare sunt impartite in hiperplazii melanocitare, incluzand
lentigo simplex sau solar, si neoplazii melanocitare — nevii [19]. Din melanocitele epidermale
se dezvolta efelidele si lentigo, din cele dermale iau nastere pata mongoloida, nevii lui Ota si
Ito si nevii albastrii, iar celula de origine a nevilor este reprezentata de nevocit [11]. O alta
clasificare imparte tumorile melanocitare in tumori congenitale (in care este inclus si nevul

congenital) si nevi dobanditi.
Nevii displazici

Aspecte istorice, epidemiologice si de prognostic

Marea majoritate a articolelor 1i atribuie prima descriere a nevilor displazici lui Clark si
Reimer, in 1978, care a descris ,,nevii B-K” la pacientii cu istoric familial de melanom,
denumindu-1 astfel dupa cei doi pacienti studiati. In aceeasi perioada, Lynch si colaboratorii
au descris acelasi tip de leziune intr-un context clinic asemanator, introducand notiunea de
,,sindrom familial melanocitar cu nevi multiplii atipici” (FAMMM — Familial atypical multiple
mole melanoma syndrome) [20,21]. La putini ani distanta, Elder descrie ,,sindromul nevilor
displazici” atat in asociere cu istoric familial dar si cu aparitie sporadica [22]. In realitate insa,
prima descriere a fost facuta de Norris, in 1829, si, mai tarziu de Cowley, in 1950, care au
descris diverse tipuri de melanoame familiale la pacienti ce prezentau multiplii nevi

melanocitari jonctionali activi [23].

Prevalenta si incidenta nevilor displazici, precum si riscul relativ de aparitie a
melanomului malign, este extrem de greu de estimat, in principiu datorita corelatiilor slabe intre
criteriile histologice de diagnostic si fenotipul clinic, dar si ca urmare a existentei unor astfel

de leziuni destul de frecvente in populatia generala. Prevalenta variaza in functie de articole si



de zona geografica din care provin pacientii. Astfel, unii estimeaza o prevalenta de 1,5-18%
[24] sau de 5-10 % in populatia generala [23], ajungand pani la 53% in alte articole [25]. Tn
functie de criteriile de diagnostic folosite, incidenta variaza, per total, intre 2 si 50% [26]. Pentru
pacientii caucazieni, incidenta variaza intre 2-8% pina la 17 % in Statele Unite ale Americii
[26]. Riscul de aparitie al melanomului este estimat Tn jur de 10-12% [23], unele studii sustinand
ca 18 % dintre pacientii cu melanom non-familial prezinta nevi displazici [23], pe cand altele

calculeaza o incidenta de 34-59% a nevilor displazici la pacientii cu melanom malign [25].
Etiologia, mecanisme fiziopatologice si genetice

Principalul factor etiologic incriminat in aparitia si evolutia nevilor displazici este
reprezentat de expunerea la radiatiile ultraviolete, mai ales cele de tip UVB. S-a dovedit ca
acestea duc la cresterea numarului de melanocite cu activitate mitotica si actioneaza pe
materialul genetic prin distrugerea ADN-ului Tntr-o masura mai mare in contexul nevilor
displazici comparativ cu nevii nevocelulari comuni [23, 27]. Totodata, stresul oxidativ
determinat de radiatiile ultraviolete este incrimat atat in aparitia leziunilor benigne cat si a celor
maligne melanocitare. Expunerea intermitenta, precum si timpul de expunere, sunt variabile ce
influenteazd Tn mod negativ repararea ADN-ului. De altfel, melanocitele prezinta o oarecare
rezistenta la apoptoza indusa de radiatii si astfel, pot pastra mutatii aparute consecutiv expunerii
prelungite. Pe langa expunerea solara si culoarea pielii, diverse mutatii genetice au fost studiate
si incrimate in aparitia acestor leziuni. Ele se pot clasifica in modificari ale alelelor, alterdri ale
genelor supresoare tumorale, alterdri ale protooncogenelor, instabilitate microsatelitd sau

activitatea telomerazelor [23].
Diagnosticul clinic si histopatologic al nevilor displazici

Aspectele clinice caracteristice nevilor displazici urmaresc criteriile ABCDE folosite si in
diagnosticarea melanomului. Nevul atipic sau displazic este un nev dobandit, aparut in perioada
pubertatii, dinamic, care isi schimba aspectul pe durata vietii. Apare mai frecvent pe torace, mai
ales toracele posterior, dar si pe cap si membre superioare, zone expuse cu predilectie la soare.
Cu toate acestea, multi nevi, mai ales cei aparuti la varste fragede, au fost descrisi si in arii

protejate de radiatiile ultraviolete precum regiunea mamara, fesierd sau, rareori, iris. [23, 26,

28-31].

Clinic, nevul este considerat 0 leziune pigmentata cu dimensiuni mai mari de 5 mm,

asimetric, cu margini neregulate care se pierd in pielea adiacenta, sub forma de ,harta



geografica” [29]. Central, de cele mai multe ori exista o papuld inconjurata de un inel pigmentat,
care se descrie clasic sub aspectul de ,,ou-ochi” [25]. Existenta componentei plane este
obligatorie, chiar dacd componenta papuloasa, usor elevatd, poate sa nu existe sau sd nu se
observe [29]. In jurul leziunii poate apirea un lizereu eritematos, consecinti a infiltratului
inflamator confirmat histopatologic. Culoarea este variabila, de la roz pana la brun negricios,

in functie de culoarea pielii.

Histopatologic, criteriile de diagnostic ale nevilor displazici reprezinta inca subiect de
discutie. Principalele aspecte care trebuie urmarite sunt modificarile arhitecturale si atipiile
citologice. Organizatia Mondiala a Sanatatii imparte criteriile de diagnostic in criterii majore si
minore; cele majore (obligatorii) presupun proliferarea basilard melanocitara atipica ce se
extinde mai mult de trei papile epidermice fatd de componenta dermicd si organizarea
proliferarii intr-un pattern lentiginos sau epitelioid, pe cand criteriile minore includ fibroza
lamelara sau concentricd eozinofild, neovascularizatia, infiltratul inflamator limfoplasmocitar

perivascular superficial si fuziunea rete retis.
Aspecte imunohistochimice Tn nevii displazici

Aspectele leziunilor melanocitare au ridicat frecvent probleme de diagnostic pe preparatele
uzuale de hematoxilin-eozina. Mai multi markeri au fost testati si apoi folositi in vederea
diferentierii acestor proliferdri de alte tumori cu origine diversa dar si pentru a diferentia diferite
leziuni melanocitare ambigue. Panelul imunohistochimic pentru diferentierea leziunilor
melanocitare benigne de cele maligne este, in principiu, stabilit, si include in primul rand un
marker de proliferare celulara (Ki-67) alaturi de markeri specifici melanocitari (S-100, HMB45,
Melan A). In schimb, diagnosticul diferential intre un nev displazic si un melanom nu este inca
clarificat din punct de vedere imunohistochimic. Tn aceste cazuri, Ki-67 riméane markerul de
bazd in aprecierea ratei de proliferare celulard. Cu toate acestea, atdt markerii clasici cat si

anticorpi nou descoperiti sunt frecvent folositi cu scopul de a diferentia concret aceste leziuni.

Unul din cei mai vechi si folositi markeri in leziunile melanocitare, cu sensibilitate mare
dar non-specific, este proteina S-100 [32]. Folosirea acestui marker este limitata ca urmare a

faptului ca acesta nu face diferenta intre nevii comuni, nevii displazici si melanom.

HMB45 este un anticorp monoclonal care reactioneaza fata de formele glicozilate ale
proteinei Pmell7/gp100. Este intens folosit in diagnosticarea proliferarilor melanocitare
cutanate, pozitivand melanocitele active si imature [33] dar si melanoamele de tesuturi moi

(sarcomul cu celula clard) sau angiolipoamele.



Melan A (A103 sau MART1) este un antigent component din membrana premelanozomilor
[34] de pe gena MLANA si este folosit in recunoasterea diferentierii melanocitare [35, 36].
Acesta este recunoscut de limfocitele T citotoxice de unde si denumirea de MART 1 [37, 38].
Este considerat un marker specific pentru diferentierea melanocitara, singurele patologii care

fac exceptie de la acest lucru fiind melanomul desmoplazic si cel cu celule fuziforme [39, 40].

BCL2 este o proteina cu rol in inhibarea apoptozei si care se exprima in limfocitele T si mai
putin in limfocitele B activate [41], se asociazd cu MiTF [42] si apare atat in limfoamele B,
unde a si fost prima data descrisa, cat si in alte patologii tumorale maligne precum carcinoamele
de prostatd, colonice, mamare, carcinoamele scuamoase de pliman, neuroblastome si in

tumorile melanocitare benigne si maligne [43].

P53 este o fosfoproteind existentd in celulele gazde, codificatd de TP53 Dupa cum s-a
demonstrat in literatura de specialitate, existd doud forme de p53 aparute in tumorigeneza -
forma mutanta si forma ,,wild-type” (sdlbatica), acesta din urma fiind preponderentd in
melanoamele maligne [44-46]. Expresia acestora a fost mult studiatd insa multiple studii
raporteazd date diferite, unele sustinand cd p53 apare tarziu in evolutia melanomului,
exprimandu-se mai intens in melanomul metastazant, pe cand studii mai recente arata o expresie
p53 pozitiva inclusiv in nevii benigni sau leziunile atipice melanocitare [47,48]. Totodata, s-au
descris mai multe tipuri de expresie imunohistochimica, chiar daca proteina este una nucleara,
n unele cazuri observandu-se si o pozitivare intracitoplasmaticad sau mixtd, in functie de tipul

de modificari aparute. [49-52].

Cyclin D1 este o proteina cu rol in ciclul celular ce pare a se corela pozitiv, dupa unele
studii, cu gradul atipiilor cito-nucleare, exprimandu-se zonal, la jonctiunea dermo-epidermica

n cadrul nevilor displazici [53].

Ki-67 (MIB1) reprezinta unul din cei mai utilizati markeri ai proliferarii celulare, utilizat in
diagnosticul diferential al tumorilor melanocitare benigne si maligne, in principiu in
diferentierea melanomului in faza incipienta de nevii displazici sau nevii Spitz cu aspecte

displazice.

Receptorii estrogenici sunt proteine nucleare activate de hormoni estrogenici care apar si
in structurile tegumentului, unii autori demonstrand expresia receptorilor beta in tumorile
melanocitare benigne si maligne, ambele tipuri de patologii fiind pozitive pentru subtipul beta

dar nu si pentru receptorul estrogenic alpha [54, 55].



Aspecte de microscopie electronica

Melanozomii sunt organite specifice, inrudite cu lizozomii, care au rol in sinteza, stocarea
si transportul melaninei [56]. In ceea ce privesc nevii atipici, studiile de microscopie electronica
efectuate au descris multiple variante de melanozomi anormali, aberanti, uneori
macromelanozomi, precum si o crestere a numarului acestora si a melanozomilor normo-
structurali in comparatie cu nevii melanocitari comuni [57-60]. Astfel, Takahashi a descris
patru subtipuri de melanozomi aberanti: tipul 1 — melanozomi elipsoidali, cu continut lamelar
sau fibrilar, asemanator cu melanozomii normali, tipul 2 — cu structura sferica, incomplet
lamelari, cu melanind dispusa dezorganizat, tipul 3 — sferici, cu continut microgranular sau
microvezicular, cu melanina ce depaseste structurile vacuolare, si tipul 4 — sferici vacuolari, cu
material amorf proteinaceu si rare focare de melanina; tipurile 2, 3 si 4 descriindu-se si in
melanomul superficial si in cel nodular, dar nu in nevii comuni. Nakatani si co, pe de alta parte,
au descris niste structuri melanozomiale gigante sau macroglobule de melanina prezente in
celulele nevice si in keratinocitele din nevii displazici denumite macromelanozomi. Acestia au
dimensiuni de 1-2 pm, sunt sferici, au membrana inconjuratoare greu vizibila, obscura datorita
depozitelor de melanina, centru contine un material amorf electronodens si microvezicule
electrono-transparente, iar cortexul este format din granule de dimensiuni si densitati diferite
[59]. Totodata, acelasi Nakatani a descris si complexele melanocitare formate din melanozomi

cu vezicule electronotransparente, cu dimensiuni comparabile cu macromelanozomii.
Diagnostic diferential si management terapeutic

Principalul diagnostic diferential al nevilor displazici se realizeazd cu melanomul in situ si
melanomul minim invaziv, in special Tn cazul nevilor atipici cu displazie severa. Totodata,
nevul displazic trebuie diferentiat de lentigo malign, lentigo solar, keratoza seboreica,
hematomul traumatic, dermatofibromul sau carcinomul bazocelular pigmentat [23]. Dintre
proliferarile melanocitare, nevul cu celule fuziforme, nevul Piepkorn, nevul congenital pot
prezenta aspecte de displazie, mai ales in perioada copildriei, a pubertatii sau in sarcina, nevul
Reed, nevul Spitz, nevul cu halou si nevii lentiginosi pot ridica probleme de diagnostic

diferential cu nevii diplazici [61, 62].

Per total, riscul de a dezvolta un melanomul este considerat de aproximativ 10 ori mai mare
la pacientii cu nevi displazici sporadici [26], risc ce variaza in functie de antecedentele
personale sau heredo-colaterale ale individului, putand ajunge la un risc cumulativ de 49%

pentru pacientii cu sindrom familial al nevilor displazici cu varste intre 10 si 50 ani, sau la un



risc de 82% pentru pacientii din decada a 8 a de viata diagnosticati cu acelasi sindrom [25].
Nevii atipici cu displazie moderata pot progresa spre melanom ca urmare a diverselor mutatii
dovedite in literatura de specialitate, astfel cd managmentul se bazeaza pe excizia chirurgicala
cu margini de rezectie libere, cel mai frecvent de 2 mm. Nevii cu displazie severa trebuie tratati
ca precursori ai melanomului, iar dificultatea de a 1i diferentia de o patologie malignd incipienta
impune o conduita terapeutica cu excizia chirurgicald a tumorii cu margini de rezectie de cel

putin 5 mm.

CONTRIBUTII PERSONALE

Notiuni introductive si motivatia temei alese

Nevii displazici reprezinti, in continuare, o patologie controversati. Inci de la
descrierea lor de catre Clark si colaboratorii, in 1978 [26], au existat numeroase discrepante
privind criteriile de diagnostic, evolutia si legatura lor de ansamblu cu melanomul malign
[12,61]. Tn plus, de la ipoteza lansati de David Elder [25,63], cum ci si nevii displazici sporadici
reprezinta precursori ai melanomului malign, numeroase studii s-au concentrat in a defini
aceasta leziune si a clarifica criteriile de diagnostic, prognosticul si managmentul terapeutic.
Barnhill sustine ca nevii displazici reprezinta ,,un continuum a anormalitatiilor morfologice
reprezentate de nevii dobanditi <tipici> pe de o parte, si melanomul, pe de alta parte”, sublinind
faptul cad majoritatea datelor aparute in literatura de specialitate din ultimii douazeci de ani
sustin, dar nu dovedesc clar, stadiul intermediar al nevilor displazici intre nevii comuni si
melanom [12]. Ackerman, pe de altd parte, se opune acestor considerente, afirmand despre

nevul displazic ca face parte din categoria nevilor melanocitari, fara a avea caractere speciale
[61, 63].

Discrepantele privind riscul dezvoltarii melanomului si rolul de precursor malign al
acestei entitati ramane in dezbatere continua. Nici din punct de vedere al terminologiei, lucrurile
nu sunt total clarificate. In urma consensului Institutului National al Sanatatii din SUA din
1992, s-a decis ca denumirea folositd sa fie cea de <nev atipic> sau <nev cu dezordini
arhitecturale si atipii citologice>, denumiri ce nu au fost totalmente abordate si acceptate, multi

clinicieni si anatomopatologi folosind in continuare termenul de ,,nev displazic”.
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Studiile moleculare si imunohistochimice in vederea diferentierii nevilor displazici de
melanom si de nevii comuni sunt in continua expansiune. Pana in momentul actual s-a dovedit
existenta clonalitatii, ceea ce apropie nevii displazici de nevii comuni. De altfel, similitudini
privind moleculele implicate in apoptoza, in ciclul celular sau in reglarea celulard, par a sustine

ipoteza ca nevii displazici sunt mai degraba inruditi cu nevii comuni decédt cu melanomul.

Tocmai acest amalgam de dispute si controverse privind aceasta entitate, neclaritatiile
si neconcordantele 1n ceea ce priveste Incadrarea, evolutia, fiziopatogenia, aspectele
morfologice si imunohistochimice sau tratamentul, m-au determinat sa studiez mai indeaproape
acestd patologie. Studiul de fatd se axeaza pe aprofundarea notiunilor clinice, morfologice,
imunohistochimice, cu precaderea markeri imunohistochimici uzuali, si de microscopie
electronica, cu scopul de a elabora un tablou cat mai corect si complet al acestor leziuni, de a
aduce un ajutor in intelegerea patogeniei, fiziologiei, morfologiei si a facilita diagnosticarea
corectd a nevilor atipici. O data cu acesta, speram sd venim in ajutor dermatologilor si a
anatomopatologilor in vederea diagnosticdrii corecte si a tratamentului adecvat pentru aceasta

patologie.

Scopul si obiectivele generale ale cercetarii

Prezenta lucrare are ca si scop aprofundarea entitdtii denumite ,,nev atipic” prin
studierea caracterelor clinice, morfologice, imunohistochimice si de microscopie electronica,
in vederea unei mai bune intelegeri a fiziopatologiei si a simplificérii diagnosticarii ei.

Obiectivele studiului cuprind:

1. Analiza caracteristicilor generale, demografice si clinice a nevilor atipici si compararea
lor cu nevii nevocelulari comuni,

2. Analiza si raportarea caracterelor de macroscopie si histologie, compararea acestora cu
lotul martor compus din nevi nevocelulari comuni, precum si gdsirea unor corelatii a
acestora in vederea Intelegerii mai clare a fenomenelor aparute,

3. Studierea unor markeri imunohistochimici uzuali, comuni in laboaratoarele de
specialitate, dar noi pentru patologia ih cauza,

4. Corelarea expresiilor imunohistochimice si a caracterelor histologice,

5. Studierea aspectelor nevilor displazici prin microscopie electronica.
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Material si metode de cercetare

Studiul de fatd a fost realizat pe o perioadd de un an, intre 2014- 2015 si a inclus un
numadr de 133 de leziuni diagnosticate ca fiind nevi displazici si 96 de leziuni diagnosticate ca
fiind nevi nevocelulari comuni. Lotul de studiu propriu-zis, format din nevi atipici, a inclus 66
de pacienti iar lotul martor cuprinde un numar de 36 de pacienti.

Criteriile de includere a leziunilor in lotul-martor se suprapun criteriilor de diagnostic
anatomo-patologice pentru nevi nevocelulari comuni. Nevii displazici sau atipici au fost inclusi
in studiu dupa confirmare anatomo-patologica pe piese formolizate, parafinate si colorate cu
Hematoxilina-Eozina. S-au notat atat date priviind diagnosticul clinic de trimitere, localizarea,
aspectele macroscopice si aspectele microscopice, dar si alte leziuni asociate care au fost
observate adiacent.

Studiul morfologic s-a realizat in doua directii, atat pentru lotul de studiu format din nevi
displazici, cat si pentru lotul-martor. Scopul acestor studii a fost de a caracteriza din punct de
vedere clinic, macroscopic si microscopic leziunile discutate cat si pentru a compara

caracteristicile rezultate.

In studiul de fata au fost incluse 27 de cazuri de nevi displazici pentru care s-au realizat
analize imunohistochimice. Tinta imunohistochimiei este detectarea antigenelor celulare sau

tisulare prin aplicarea unor anticorpi marcati care pot fi vizualizati prin microscopie optica.

Anticorp Clona Dilutie Distribuitor
Melan AAMART1 | M2-7C10+ M2 - | 1:100 = 2/198 BIOCARE
9E3
HMB-45 monoclonal RTU (ready to | BIOCARE
use)
Bcl2 monoclonal 1:100=2/198 BIOCARE

EP9 monoclonal | 1:50 = 2/198 BIOCARE

Ki-67 monoclonal 1: 100 BIOCARE

Prin microscopie electronicd au fost analizate doud cazuri de nevi displazici si un

fragment de tegument normal in cadrul Institutului de Cercetare- Dezvoltare Victor Babes
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Bucuresti, prin  proiectul CERO- Profil de Cariera: Cercetaitor Roman,
POSDRU/159/1.5/S/135760. Analiza structurii si ultrastructurii tesutului a fost efectuata

conform procedurii standard n laboratorul de Patologie Ultrastructurala.
Rezultate si discutii

Studiul clinic si epidemiologic al nevilor nevocelulari comuni

Lotul martor inclus in studiu este alcatuit din 96 de nevi nevocelulari comuni ce au fost
excizati de la 36 de pacienti in cadrul Sectiei de Chirurgie Plastica si Reparatorie a Spitalului
Universitar de Urgentd Bucuresti si trimisi in vederera prelucrdrii si diagnosticarii microscopice
in cadrul Departamentului de Anatomie Patologica al aceluiasi spital in perioada 16. 01. 2014
—16. 02. 2015. Dintre cei 36 de pacienti, 9 sunt de sex masculin (reprezentand 25% din cazuri)

si 27 de sex feminin ( 75%), cu un raport de 1:3.

-
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Fig. 11 : Distributia varstei medie la pacientii cu nevi nevocelulari comuni

Varsta medie a pacientilor proveniti din mediul rural este de 31,8 +/- 5,44 iar cea a celor
din mediul urban 30, 32 +/- 9,09 ani. Dimensiunea medie a nevilor a fost de 5, 95 +/- 3,08 mm.
Varsta medie in functie de localizarea leziunilor, precum si dimesiunile medii in functie de

localizare se regdsesc in tabelul 1.

Localizare Varsta medie +/- Dimensiuni medii
Deviatia standard +/- Deviatia standard
Extremitate cefalica (cap, gat, 27,53 +/- 8,21 4,93+4/-2,05
scalp)
Torace posterior 30,16 +/- 9,09 6,09 +/-3,26
Torace anterior ( excluzand 27,5+/- 6,65 7,83 +/- 2,48
zona mamara)

Abdomen 34,4 +/- 13,8 5,2 +/- 1,39
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Membre superioare 28,3 +/- 6,65 4,25 +/- 2,21

Membre inferioare (excluzand 26,6 +/- 11,01 8,75+/-5,5
localizarea acrald)

Localizari speciale (acral, 29,85 +/- 6,51 6,06 +/- 3,47
genital, zona mamara)

Tabel 1: Varstele medii ale pacientilor si dimensiunile medii ale nevilor nevocelulari
comuni in functie de localizari

Din totalul de 96 de nevi comuni, 6 sunt jonctionali, 30 intradermici si 60 compusi

Utilizdnd testul T-student nu s-a observat nici o diferenta semnificativa statistic intre
majoritatea varstelor pacientilor n functie de localizare, cu exceptia diferentelor semnificative
dintre abdomen si membrele superioare precum si intre abdomen si localizari speciale cu un
p=0.04. In ceea ce priveste diferentele dintre dimensiunile nevilor raportate la localizari,
observam ca exista diferente Intre dimensiunile nevilor localizati la nivelul extremitatii cefalica
si torace posterior (p =0.05), intre extremitatea cefalica si toracele anterior (p = 0.01), precum
si Intre nevii localizati la nivelul toracelui anterior si abdomen (p = 0.02) sau intre torace

anterior si membre superioare (p = 0.02)
Studiul clinic si epidemiologic al nevilor displazici

Lotul de studiu este format din 144 de nevi displazici prezenti la un numar total de 66
de pacienti internati si diagnosticati in aceleasi sectii din cadrul Spitalului Universitar de
Urgenta Bucuresti. Dintre acestia, 30,30% sunt barbati si 69,70% sunt femei, raportul
femei:barbati fiind 2.3:1. Varsta medie a pacientilor este de 32,81 +/- 10,81 de ani (Fig. 24), iar
dimensiunea medie a nevilor displazici din cadrul studiului este de 5,75 +/- 2,66 de mm (Fig.
26).
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Fig. 24: Distributia pe grupe de varsta a Fig. 26: Nev displazic — aspect macroscopic
pacientiilor cu nevi displazici
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Localizarea de electie este reprezentata de toracele posterior (41%), urmand apoi

regiunile speciale ( 22%) si abdomenul (14%) (Fig. 25).

M Extremitate cefalica
Torace posterior
Torace anterior

B Abdomen

B Membre superioare

B Membre inferioare
Fig. 25: Distributia nevilor displazici

Nevii displazici au fost clasificati in nevi displazici compusi (113 cazuri — 78,47%) si

nevi displazici jonctionali (31 de cazuri- 21,53%), neexistand varianta intradermica.

Varsta medie a pacientilor ce prezintd nevi displazici precum si dimensiunile medii ale

nevilor cu diferite localizari se regasesc in tabelul 10.

Localizare Varsta medie +/- Dimensiuni medii
Deviatia standard +/- Deviatia standard
Extremitate cefalica (cap, gat, 23+/-9.38 4.42+/- 2,29
scalp)
Torace posterior 30,29 +/- 6,52 5,55 +/- 2,45
Torace anterior ( excluzand 32,72 +/- 9,72 5,53 +/- 3,07
Zona mamara)

Abdomen 33+/-9,91 6,65 +/- 2,32
Membre superioare 32 +/- 13,61 5,5 +/- 2,08
Membre inferioare (excluzénd 42,66 +/- 15,52 4,14 +/- 1,95

localizarea acrald)

Localizari speciale (acral, 325+4/-125 6,29 +/- 3,21
genital, zona mamara)

Tabel 10: Varstele si dimensiunile medii ale pacientilor cu nevi displazici in functie de
localizare

Varsta pacientilor diagnosticati cu nevi displazici pe extremitatea cefalicd a variat

semnificativ de restul localizarilor, cu exceptia formatiunilor nevice de pe membrele superioare.
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Totodata, varsta pacientilor cu leziuni localizate pe membrele inferioare a fost semnificativ
diferitd de restul cazurilor. Diferente s-au regasit si In cazurile cu nevi localizati pe toracele

posterior versus abdomen (Tabel 11).

Lot studiu Abdomen | Membre

superioare

anterior
P=0.15
P=0.41

P=0.34
P =0.25 P=0.47
Abdomen P=0.40

Membre
superioare

Localizari
speciale

Membre
inferioare

Torace

Extremitate | Torace
cefalica posterior

Extremitate
cefalica

Torace
posterior

Torace
anterior

Membre
inferioare

Localizari
speciale

Tabel 11: Semnificatia statisticd a diferentelor privind varstele pacientilor cu nevi displazici in
functie de localizari (Test T-Student)

Comparand dimensiunile nevilor displazici in functiec de localizare au fost gasite
diferente semnificative statistic in cazurile nevilor localizati pe extremitatea cefalica versus
abdomen, membre inferioare si localizari speciale, precum si in cazurile nevilor localizati pe
toracele posterior in comparatie cu cei localizati pe abdomen si membre inferioare.
Dimensiunile leziunilor de pe abdomen sunt semnificativ statistic diferite de cele de pe
membrele inferioare. Acelasi lucru a fost observat si in cazul leziunilor localizate pe membrele

inferioare Tn comparatie cu nevii cu localizari speciale (Tabel 12).

Lot studiu | Extremitate | Torace | Torace | Abdomen | Membre | Membre | Localizari
cefalica posterior | anterior superioare | inferioare | speciale

Extremitate P=0.13 | P=0.18

cefalica
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Torace
posterior

P=0.48

Torace
anterior

P=0.13 |P=0.48 P=0.11

Abdomen P=0.18

Membre
superioare

Membre
inferioare

Localizari
speciale

Tabel 12: Semnificatia statisticd a diferentelor privind dimensiunile nevilor displazici in
functie de localizari (Test T-Student)

Analiza comparativa a celor doua loturi

In ceea ce priveste compararea lotului martor cu lotul de studiu, nu exista diferente
semnificative statistic intre varstele pacientilor (Test T-Student, p=0,24), si nici Intre varstele

pacientilor de sex feminin (p> 0.05) sau de sex masculin (p = 0,23) (Fig. 30).

Nici in ceea ce priveste varsta pacientilor in functie de localizare nu s-au inregistrat

diferente semnificative statistic.
Varsta medie a pacientilor in functie de localizari
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Fig. 31: Varsta medie a pacientilor din cele doud loturi in functie de localizarile anatomice
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Comparand vérstele medii a nevilor jonctionali din cele doua loturi (lotul de control —
26,16 de ani, lotul de studiu — 35,29 de ani) formate, se poate observa un p = 0.01, fapt ce
certifica semnificatia diferentelor observate.

Pentru nevii localizati pe toracele posterior, dimeniunea nevilor comuni in comparatie
cu cea a nevilor displazici este, In acest caz, semnificativa statistic (6,14 pentru nevii displazici
versus 8,6 pentru nevii comuni, cu un p=0,05, test T-student). Totodata, dimensiunea leziunilor
de pe abdomen ce alcatuiesc cele doua loturi difera semnificativ la pacientii de sex feminin
(p=0,01, test T-student). Tn cazul neviilor de pe membrele superioare, toate leziunile din ambele
loturi au fost diagnosticate la femei, existand o diferentd semnificativa intre varstele celor doua
loturi (p=0,04). Nevii de pe membrele inferioare nu au variat in ceea ce priveste varsta
pacientilor de sex feminin, in schimb, dimeniunile nevilor comuni au variat semnificativ

statistic de nevii displazici (p=0,05).

Studiul morfologic al nevilor displazici

Nevii displazici au fost impartiti, din punct de vedere histologic, in nevi displazici
compusi (113 cazuri — 78,47%) (Fig. 36) si nevi displazici jonctionali (31 de cazuri — 21,53%)
(Fig 37). Dimensiunea medie a tuturor nevilor din cadrul studiului de fata este de 5,75 +/- 2,66
mm, cu o medie pentru nevii jonctionali de 4,19 +/- 2,08 mm si pentru cei compusi de 6, 18 +/-

2,65 mm, diferente semnificative statistic (Test t-student, p<0.001).

/ J
> A QO

»

cbfr;pus,HE, 200x Fig. 37: Nev displazic jonc;ional, HE, 400x

Fi. 36: Nev dlépla21c

Nu s-a dovedit, per ansamblu, o corelatie semnificativad intre varstele pacientilor si
dimensiunile lezionale (p>0.05), in schimb, varstele pacientilor de sex feminin s-au corelat slab
dar semnificativ statistic cu dimensiunile nevilor displazici diagnosticati (Coeficient Pearson,

r(99)= 0.25, p=0.008, Fig. 38).
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Fig. 38: Corelatie semnificativa statistic intre varstele pacientilor de sex feminin si
dimensiunile nevilor displazici

Cea mai frecventa localizare a nevilor displazici a fost toracele posterior, cu o frecventa
de 41%, urmata de localizarile speciale (22%) si abdomen (14%). Contrar datelor din literatura
de specialitate, membrele superioare si inferioare au prezentat cele mai putine leziuni (6%
pentru membrele inferioare si 3% pentru brate), impreund cu extremitatea cefalica (5%), una
dintre localizarile citate ca fiind relativ frecvente pentru aceasta patologie. Aplicand testul Chi-
patrat pentru a vedea daca exista o diferentd semnificativa intre cele doud categorii in ceea ce
priveste localizarea, am obtinut un p=0.07, dovedind ca nu exista suficiente date care sd sustina
o astfel de teorie. Realizdnd acelasi test pe fiecare localizare in parte, am obtinut un p=0.01
pentru nevii localizati pe membrele inferioare, aceasta fiind singura localizare pentru care se
poate sustine ca existd o diferentd semnificativa intre datele obtinute si cele asteptate.

In ceea ce priveste distributia nevilor in functie de tipul histologic, observam ci nevii
displazici compusi se dispun cu precadere la nivelul toracelui posterior, a zonelor speciale si pe
abdomen, respectand distributia calculatd per ansamblu pentru aceastd patologie (Fig. 40). Si
in cazul de fatd exista o exceptie, acesta fiind reprezentata tot de nevii localizati pe membrele
inferioare care au fost diagnosticati cu precadere ca fiind nevi displazici jonctionali (3,5%).

Pentru a afla daca exista o diferentd semnificativa intre localizarile nevilor displazici
tinand cont de tipul histologic, s-a aplicat, si in acest caz, testul Chi-patrat, ce a aratat o diferenta
semnificativd intre rezultatele studiului si cele asteptate (p=0.03), putand, astfel, concluziona
ca leziunile au localizari specifice in functie de tipul histologic. Totodata, putem afirma, pe
aceleasi considerente, cd nevii de pe membrele inferioare vor fi cu precadere jonctionali
(p=0.01).

Nevii atipici inclusi in studiul de fata au fost impartiti, din punct de vedere al displaziei,

in trei categorii: displazie usoara (notata cu 1) (Fig. 41), displazie moderata (notatd cu
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indicativul 2) (Fig. 42) si displazie severa (notata cu indicativul 3) (Fig. 43), in functie de

caracteristicile citologice si arhitecturale intalnite.

am '\‘\ 15 \é . [ ad S Lk I &4 E N =N : = =4 4
Nev displazic compus cu displazie Fig. 43: Nev displazic jonctional cu displazie
usoard, HE, 400X severda. HE, 200X

Fig. 41:

Diferentele observate intre cele trei dimensiuni sunt relevante statistic atat pentru nevii
cu displazie usoara in comparatie cu nevii cu displazie moderata (p=0.02, test T-Student), cat
si pentru nevii cu displazie usoara in comparatie cu nevii cu displazie severa (p = 0.01, test T-
Student). Tn schimb, Intre dimensiunile nevilor cu displazie de grad moderat si cei cu displazie
de grad inalt, diferenta nu este atat de semnificativa (p=0.06, test T-Student) (Fig. 47).

Coreland gradul displaziei cu dimensiunile leziunilor se observa o asociere slaba intre
cele doua categorii (r(142) = 0.26, p=0.001, coeficient Pearson), observandu-se o usoara tendinta

de crestere a gradului displaziei o datd cu dimensiunile tumorale (Fig. 49).

Dimensiuni (mm) nevi displazici in
functie de gradul displaziei

31.84
30.51 .
displazie . . displazie . .

displazie ) . displazie . )

usoara 4 ata displazie usoara moderata displazie
severa severa

Fig. 47: Dimensiunile medii ale nevilor Fig. 50: Varstele medii ale pacientilor cu nevi
diplazici in functie de gradul displaziei displazici in functie de gradul displaziei

Varsta medie a pacientilor diagnosticati cu nevi atipici cu displazie usoard a fost de
30,51 +/- 7,52 ani, cei cu nevi cu displazie moderata au avut o varsta medie de 32,90 +/- 11,17

ani, iar cei cu displazie severa 31,84 +/- 11,53 ani (Fig. 50).
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Coreland varstele pacientilor cu gradul displaziei s-a dovedit ca nu exista nici o asociere
ntre cei doi parametrii (coeficientul Pearson, p=0.5), putand concluziona, astfel, ca varsta nu
reprezintd un factor de influenta asupra gradului de displazie a acestor leziuni.

O alta caracteristica a nevilor displazici studiata in lucrarea de fata este fibroza. Acesta

este frecvent Tmpartita in fibroza lamelara si fibroza concentrica, insd, in realitate, cele doud

forme apar frecvent intricate in cadrul aceleiasi leziuni.

A

L7 Sy

Fig. ‘Nev dsplazic cu fibroza ct, Van, | Fig. : Nev diplazic cus cu fibroza
Gieson, 400X moderata, Tricrom Masson, 200X

Astfel, am Tmpartit nevii in functie de gradul de aparitie al fibrozei, si nu de tipul
acesteia, in nevi cu fibroza usoard, moderatd si severd, respectiv fara aspecte relevante de
fibroza. Pentru o mai buna apreciere a fibrozei, am realizat coloratii speciale (Van Gieson si

Tricrom Masson) (Fig. 51, 52), pe langa coloratia uzuala Hemalaun-Eozina (Fig. 53).
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Fig. 56: Varstele medii ale pacientilor cu  Fig. 60: Dimeniunile nevilor (mm) in functie de
diferite grade de fibroza gradul de fibroza

Nu s-a demonstrat nici o diferentd semnificativa a varstelor intre cele patru categorii de
nevi, in functie de gradul fibrozei (p>0.05 in toate cazurile, Test T-student).
Nu s-au dovedit diferente semnificative intre dimensiunile nevilor displazici pe

categoriile formate tindnd cont de gradul fibrozei (p>0.05, test T-student, in toate cazurile).
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Totodata, nu s-a obtinut o corelatie semnificativa statistic intre dimensiunile leziunilor si gradul
fibrozei (p=0.12, coeficient Pearson).

Infiltratul inflamator, o alta caracteristica specifica nevilor displazici, a fost de
asemenea studiat, iar nevii au fost caracterizati, in functie de prezenta infiltratului, asemanator

celor de mai sus (indicativ 0- absenta infiltratului, indicativ 1- infiltrat inflamator in cantitate

redusd, indicativ 2 — infiltrat inflamator moderat, indicativ 3 — infiltrat inflamator in cantitate
crescutd) (Fig. 62, 63).

usor-moderat, HE, 200X cantitate crescutd, HE, 200x

Se poate observa in acest caz o diferenta semnificativa statistic intre varstele pacientilor
cu infiltrat inflamator in cantitate mult crescutd in comparatie cu restul categoriilor (p< 0.05,
test T-Student); in schimb, pentru primele trei categorii diferentele nu sunt relevante statistic.
Tn figura 67 putem observa tendinta de distributie a varstelor in functie de nivelul infiltratului
inflamator in comparatie cu varstele tuturor pacientilor, existand o diferenta relevanta statistic

pentru pacientii cu nevi prezentand infiltrat inflamator sever (p=0.04, test T-Student).

@ l.labsent M I.lusor A I.Imoderat I.I sever

31.84 33.07

32.16

absent N 0

moderat
SCVEN 0 20 40 60 80

Fig. 66: Varstele medii ale pacientilor (ani)  Fig. 67: Tendinta de distributie a varstelor
in functie de gradul infiltratului inflamator in functie de nivelul infiltratului inflamator
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Dimensiunea medie a nevilor fara infiltrate inflamatorii a fost de 5,73 +/- 2,82 mm, cei
cu infiltrate minime au avut o dimensiune medie de 5,64 +/- 2,5 mm, nevii cu moderat infiltrat
inflamator au fost de 6,09 +/- 2,97 mm, iar cei cu marcat infiltrat inflamator au avut o
dimensiune medie de 4,83 +/- 1,83 mm (Fig.69). Diferentele dimensiunilor nevilor impartiti pe

categorii, nu sunt relevante statistic, cu un p>0.05 dupa aplicarea testului T-Student.

absent

usor

moderat

sever

Fig. 69: Dimensiunile medii ale nevilor displazici in functie de gradul infiltratului inflamator

Extensia pagetoidd se defineste ca existenta unei ascensiuni a celulelor nevice in o
treime inferioard, pand maxim, jumatatea inferioara a epidermului si reprezintd un semnal de
alarmd in ceea ce priveste riscul viitor de transformare malignd. Extensia pagetoida in cazul
nevilor displazici nu trebuie confundatd cu extensia melanocitara observatd in melanomul
malign, insd mecanismul prin care apare este, cel mai probabil, aceleasi. In comparatie cu restul
aspectelor studiate, in acest caz a fost urmarita doar existenta sau absenta extensiei. (Fig 72,
73).

Fig. 72: Nev displazic compus cu extensie  Fig. 73: Nev displazic compus fara aspecte de
pagetoida, HE, 200X extensie pagetoida, HE, 200X

Din totalul cazurilor studiate, 69 leziuni (48%) nu au prezentat aspecte de extensie
pagetoida, 75 (52%) prezentind extensie pagetoida in grade usoare. Dintre leziunile fara

aspecte de ascensionare epidermala a melanocitelor, 71% (49 de nevi) au fost diagnosticati la
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femei s1 29% (20 de nevi) la barbati. Nevii cu extensie pagetoida au fost prezenti la 52 de femei

(69,3%) iar restul la pacientii de sex masculin (30,7% - 23 de leziuni) (Fig. 74).
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Fig. 74: Distributia extensiei pagetoide pe sexe Fig. 75: Varstele medii ale pacientilor in
functie de extensia pagetoida

Varsta medie a pacientilor cu leziuni fara extensie pagetoida este de 33,82 +/- 11,25 de
ani, iar pentru cei cu leziuni prezentand extensie varsta medie este de 30,73 +/- 9,55 de ani (Fig.
75), diferite semnificativ statistic aplicand testul T-Student (p=0.03).

Diferentele semnificative intre cele doud grupuri sunt datorate diferentelor dintre
varstele pacientilor de sex feminin (p=0.04, test T-Student), diferentele varstelor barbatilor din
cele doud categorii nefiind semnificative statistic.

Coreland displazia cu fibroza, prin coeficientul Pearson - functia Regression,
observam o corelatie de putere moderata (r(142)= 0.36, p<0.00), putand astfel presupune ca o

data cu displazia creste de gradul fibrozei (Fig. 79).
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Fig. 79: Corelatie intre gradul displaziei si al fibrozei Fig. 80: Grad scazut de corelatie Intre
extensia pagetoida si fibroza

S-a dovedit totodata ca displazia se coreleaza cu gradul infiltratului inflamator (r(142)=

0.37, p<0.00 — coeficient Pearson) si cu gradul extensiei pagetoide (r(142)= 0.40, p<0.00).
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Altfel spus, cu cat nevul atipic prezinta aspecte de displazie mai severa, cu atat caracteristicile
secundare, fibroza, infiltratul inflamator si extensia pagetoida sunt mai frecvent intalnite si in
grade mai mari. Pentru a intelege mai bine aceste asocieri, am realizat si corelatii intre gradul
fibrozei si a infiltratului inflamator, rezultand, si in acest caz, o legaturd moderatd intre cele
doud caracteristici (r(142)= 0.43, p<0.00). Tn schimb, coreland gradul fibrozei cu extensia
pagetoida am obtinut o corelatie mai degraba slaba (r(142)= 0.24, p<0.00) (Fig. 80), insd o
asociere importantd existd intre extensia pagetoida si infiltratul inflamator (r(142)= 0.42,

p<0.00) (Fig. 81).
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Fig. 81: Nivel moderat de corelatie intre extensia pagetoida si cantitatea de infiltrat inflamator

Studiul HMB-45

Din totalitatea nevilor testati, un singur nev nu a fost relevant, leziunea fiind consumata
si modificata artefactual ca urmare a tehnicii. In rest, o singurd leziune nu a prezentat
pozitivitate, 7 leziuni au prezentat pozitivitate slaba, 12 — pozitivitate moderatd si 6 au fost
intens pozitivi. HMB-45 a fost considerat pozitiv citoplasmatic si a fost observat mai ales in

cuiburile nevocelulare displazice, pierzandu-si din expresie o data cu maturarea celulara din

profunzime.
Frecventa varstelor Frecventa nevilor in functie
pacientilor cu nevi HMB-45 de dimeniuni
pozitiv
20
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11-15
16-20 5995

1-1011-20, 4.
21-3031-40 41-50 5160 M More
ore

Fig. 83: Frecventa varstelor pacientilor cu nevi Fig. 84: Frecventa nevilor in functie de
HMB-45 pozitivi dimensiuni
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Fig. 85: Nev displazic compus, HMB45 ig. 87: Nev displazic compus cu expresie
slab pozitiv, 200X intensa HMB45, 200X

S===

Comparativ cu varsta tuturor pacientilor carora li s-au analizat imunhistochimic
caracteristicile leziunilor displazice, varsta pacientilor a caror nevi au prezentat un raspuns slab
la coloratia HMB-45 a fost semnificativ statistic mai mici (test T-Student, p<0.05). Tn schimb,

dimensiunile nu au variat semnificativ.
Studiul Melan A

Marker-ul Melan A nu a putut fi evaluat in doua cazuri din cele 27 datorita consumarii
leziunii, respectiv a artefactudrii acesteia. Din leziunile restante, noud au prezentat expresie
moderata si restul pozitivitate intensa, fara a exista cazuri cu expresie slaba sau negativa (Fig.
88). De subliniat ca in mai multe cazuri s-a putut observa o gradare a expresiei in functie de
localizarea cuiburilor celulare, dispunere asemandtoare cu cea observatd in cadrul

imunopozivitatii HMB-45. Astfel, Melan A a fost mai intens in celulele displazice de la nivelul

jonctiunii decat in celulele intradermice.

X N SR N T RE e f‘ o By 3 b Ty e
Fig. 91: Nev displazic compus cu expresie Fig. 92: Nev displazic compus cu expresie
Melan A de intensitate moderata, 200X Melan A intensa, 100X
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Varsta medie a pacientilor a fost de 33,08 +/- 1,63 de ani, iar dimensiunile medii au fost
de 6,16 +/- 0,51 mm ( Fig. 89, 90).

Distributia varstelor nevilor Distributia dimensiunilor
Melan A pozitivi nevilor Melan A pozitivi
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Fig 89: Distributia varstelor pentru leziunile Fig. 90: Distributia dimensiunilor nevilor
MelanA pozitive Melan A pozitivi

O corelatie pozitivd usoard s-a putut remarca intre gradul displaziei si gradul de
pozitivitate a Melan A (fig. 93), cu un r = 0,48, p = 0,01, sustinand faptul ca Melan A se
pozitiveaza mai intens in leziunile cu un grad ridicat de activitate, precum nevii displazici sau

melanoamele.

Expresia Melan A in functie de gradul displaziei

NN N N N

2 T ININLLL L LT NNV

Melan A ——Displazie r=0,48,p=001
Fig. 93: Distributia expresiei Melan A in functie de gradul displaziei

Testul Chi-patrat a dovedit, in plus, faptul ca existd o diferentd semnificativa statistic
intre rezultatele obtinute si cele asteptate (p=0.05) in ceea ce priveste pozitivarea Melan A

comparativ cu diferitele grade de displazie.

Studiul Bcl-2
Toate cele 27 de leziuni displazice au avut cuiburi nevice care s-au pozitivat cu Bcl-2,
fara artefacte de prelucrare. Dintre acestea, opt cazuri au prezentat expresie slaba, zece leziuni

au fost moderat pozitive, iar noud au fost intens pozitive.
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Flg 98: Nev dls‘pla2|c compus cu expre5|e Fig. 99: Nev displazic compus cu expreS|e
moderata, Bcl-2. 200X Bcl-2 intens pozitiva, 200X

Nu s-au observat nici o diferenta Intre varstele si dimeniunile medii ale cazurilor Bel-2

pozitive in comparatie cu lotul de studiu (Fig. 95, 96).

Frecventa varstelor cazurilor Distributia dimensiunilor
Bcl-2 pozitive cazurilor Bcl-2 pozitive
20 20
10
Q
I SR
NN D o 15 610
N " / bel N 11-15
Vv o;\r V\' (’;\:Q) ®0& 16-20 21-25 More

Fig. 95: Frecventa varstelor in cazurile Bcl-2 Fig. 96: Distributia dimensiunilor in cazurile
pozitive Bcl2 pozitive

Studiul Cyclin D1
In ceea ce priveste imunotiparea Cyclin D1, o pozitivitate slaba s-a putut observa in 12
cazuri, 10 cazuri prezentind pozitivitate moderata, trei cazuri fiind negative (Fig. 100). Tn

schimb, nici un caz nu a fost intens pozitiv.

Flg 104: Nev dlspla2|c copus moderat pozmv Flg 103 Nev dlspla2|c compus slab pozmv
Cyclin D1, 200X Cyclin D1, 200X
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Fig. 101: Distributia varstelor cazurilor CyclinD1 Fig. 102: Distributia dimensiunilor nevilor
pozitive Cyclin D1 pozitivi
Nu s-au observat nici o diferentd intre varstele si dimeniunile medii ale cazurilor Cyclin D1
pozitive in comparatie cu lotul de studiu.
Tn schimb, s-a determinat o corelatie pozitiva slaba intre gradul pozitivarii Cyclin D1 si
varsta pacientilor (r = 0,35, p=0.08). (fig.105)
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Fig. 105: Corelatie Cyclin D1 si varsta Fig. 106: Tendintele de dispunere a leziunilor
pacientilor in functie de pozitivitate si infiltrat inflamator
Aplicand testul Chi-patrat, s-a demonstrat si o diferenta semnificativa intre gradul de
pozitivitate si gradul infiltratului inflamator (p=0.05) (fig. 106).
Totodata, exista o diferentd semnificativa intre cazuri Cyclin D1 negative cu diverse

grade de inflamatie comparativ cu datele asteptate (Chi-test, p=0.03).

Studiul p53
Toti nevii inclusi in studiu au putut fi evaluati pentru acest markeri. Dintre acestia, sapte
nu au prezentat expresie pozitiva, opt au fost slab pozitivi la p53, tot opt nevi au prezentat o

pozitivitate moderata si doar patru au fost intens pozitivi.
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Prin aplicarea testului Chi-patrat s-a demostrat o diferenta semnificativa intre gradul de

pozitivitate la p53 si gradul displaziei (p=0.01), in special in cazul leziunilor intens pozitive
(p=0.00)

Studiul Ki-67:

Tn 12 leziuni, Ki-67 a fost pozitiv in aproximativ 1% din celulele tumorale nevice, Tn

r=0.55, p =0.02

St A e Ki67 === infiltrat inflamator
pwAL A o S N

Fig. 111: Nev displazic cu expresie Ki-67 < 5% Fig. 112: Corelatia dintre gradul de
pozitivitate Ki-67 si nivelul inflamatiei

O corelatie semnificativa statistic a fost demostrata intre procentul de pozitivitate a Ki-
67 si nivelul infiltratului inflamator (coeficient Pearson, r = 0.55, p =0.02) (Fig. 112). Astfel,
cu toate ca Intr-o masura slaba, se pare ca infiltratul inflamator influenteaza nivelul de diviziune
celulara a nevocitelor, fie ca urmare a modificarilor reactiv-regenerative, fie independent de
acestea.

O diferentd semnificativa intre localizarea nevilor si gradul de pozitivitate a Ki-67 a fost
semnificativa doar in cazul leziunilor cu localizari speciale (p=0.05, Chi-test). Totusi, o
diferenta semnificativa a fost demonstrata in ceea ce priveste leziunile pozitive Ki-67 si gradul

inflamatiei observate (p=0.03, Chi-test). (fig. 113, 114).

Studiul receptorilor de estrogen
Tn cadrul acestui studiu, nici un nev nu s-a pozitivat nuclear la antigenul ER monoclonal
PPG5 (RTU-ready to use). Mai mult, o slaba pozitivare s-a putut observa intracitoplasmatic in

unele celule epidermice, considerandu-se expresie negativa
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Studiul corelatiilor intre expresiile imunohistochimice a
markerilor folositi in cercetare

- Asa cum a fost demonstrat mai sus, expresia Melan A este independentd de expresia
HMB45 in cadrul nevilor displazici studiati.
- In schimb, o corelatie pozitiva moderata si semnificativa statistic a fost demonstrata intre

markerii Melan A si Bel-2 (r (23)=0.55, p=0.004) (Fig. 116)

Distributia expresiilor Distributia expresiei Melan
Melan A si Bcl-2 A si Cyclin D1
6 r(23)=0.56, p = 0.003

r (23)=0.55, p=0.004

INALYNANATTTTTTT | | 2

o N B OO ©

Melan A == Bcl 2

Melan A == Cyclin D1

Fig. 116: Distributia expresiilor Melan A si Bcl-2 Fig. 117: Distributia expresiei Melan A
si Cyclin D1

- Totodata, o corelatie intre Melan A si Cyclin D1 a fost demostrata, cu un r (23) = 0.56,
p=0.003 (fig. 117)

- In schimb, nu s-a obtinut nici o corelatie semnificativa statistic intre Melan A si p53 (r
(23)=0.15, p =0.4).

- Nici intre Melan A si Ki-67 nu a existat vreo asociere relevanta (r(23) = 0.22, p = 0.29).

- Dupa cum a fost deja demonstrat, Bcl2 se exprima total independent fatda de HMB45 dar
se asociazd pozitiv cu expresia Melan A.

- Bcl 2 se mai asociaza slab pozitiv si cu Cyclin D1 (r (24)=0.48, p=0.01) (Fig. 118)

Distributia Bcl-2 si Cyclin D1
r (24)=0.48, p=0.01

L ANAINRE

e Bc| 2 = Cyclin D1

Fig. 118: Distributia Bcl-2 si Cyclin D1
- Bcl2 nu se asociaza cu p53 (r(25) = 0.15, p=0.44) si nici cu Ki-67 (r(25) = 0.13, p = 0.49),

31



- Cyclin DI nu se asociaza in nici o varianta cu p53 sau cu Ki-67 (r(23) = 0.08, p=0.7,
respectiv r(23) = 0.07, p=0.7)),

- Totodata, s-a demonstrat o corelatia pozitiva, semnificativa statistic Ki-67 si p53, insa slaba
din punct de vedere al consistentei studiului (r (25) = 0.36, p=0.06) (Fig. 119).

Distributia Ki-67 si p53
r (25) = 0.36, p=0.06

ANASENANAL

——Ki67 ——p53
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N

Fig. 119: Distributia Ki-67 si p53

Aspecte de microscopie electronica

In cadrul studiului de fatd s-au realizat si analize de microscopie electronica in vederea
descrierii complete a nevilor atipici. Specificitatea acestor leziuni se traduce electrono-
microscopic prin prezenta melanozomilor anormali Intr-un numadr crescut si a complexelor
melanozomale-macromelanozomi.

Leziunea displazicd a prezentat, asa cum apare si In literatura de specialitate,
melanozomi atipici, mari, cu melaninad electrono-densa dispusd dezorganizat, frecvent in

structuri rotund-ovalare si elipsoidale (Fig. 121).

Fig. 121: Melanozomi aberanti — structuri rotunde, unele neregulate, cu material electrono-

dens
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Complexele macromelanozomiale au putut fi observate cu usurintd, asa cum se arata in
Fig. 122, ele reprezentand cel mai probabil, acumulari anormale formate din mai multi

melanozomi aberanti.

5 R T
g 5o lﬁ"& g, VR TR L
Fig. 122: Structura macromelanozomala cu material amorf dispus central, fara delimitare
clara fata de structurile Invecinate

PRI

Concluzii generale

1. Pentru nevii displazici, s-au observat diferente semnificative statistic intre varstele
pacientilor cu leziuni localizate la nivelul extremitatii cefalice (23 ani) si cele localizate
la nivelul toracelui posterior (30,29 ani), a toracelui anterior (32,72 ani), a abdomenului
(33 ani), a membrelor inferioare (42,66 ani) precum si fata de cei cu localizari speciale
(32,5 ani). Nevii regiunii cefalice s-au incadrat n decada a treia de viata, in comparatie
cu restul localizarilor enuntate care s- au situat in decadele patru si chiar cinci de viata.

2. Varstele pacientilor cu nevi displazici localizati la nivelul membrelor inferioare au
variat semnificativ fatd de cei de pe toracele posterior, anterior, abdomen, membre
superioare sau fatd de pacientii cu nevi cu localizari speciale. Acestia au fost mai
frecventi la pacientii din decada a cincea de viata, In comparatie cu celelalte localizari
enuntate. Totodata, varstele pacientilor cu nevi pe toracele posterior au variat
semnificativ fatd de pacientii care au prezentat nevi abdominali.

3. Diferente semnificative statistic au fost observate in ceea ce priveste dimensiunile
nevilor displazici cu diferite localizari, astfel: nevii localizati la nivelul capului si gatului
au fost mai mici (4,42 mm) decét cei localizati pe abdomen (6,65 mm) sau acral, pe linii

mamare si genital (6,29 mm), dar usor mai mari decét cei de pe membrele inferioare
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10.

11.

(4,24 mm). Nevii de pe toracele posterior au prezentat dimeniuni (5,55 mm) mai mici
decat cei localizati pe abdomen. Nevii localizati pe membrele inferioare au prezentat
cele mai mici dimensiuni, atat fatd de extremitatea cefalica, cat si fata de cei localizati
la nivelul toracelui posterior, abdomen sau fata de cei cu localizari speciale. Tinand cont
de dimensiunile prezentate, nu putem sustine teoria conform careia nevii displazici
localizati in zonele frecvent foto-expuse evolueaza, ca dimensiuni, mai mult decat cei
de pe zone rar expuse radiatiilor solare.

Nu s-a evidentiat o distributie a displaziei in functie de sex si nici corelatii cu varstele
pacientilor.

Exista, totusi, diferente semnificative statistic intre dimensiunile nevilor cu displazie
usoara (4,72 mm) si moderata (5,83), precum si intre cei cu displazie usoara si severa
(7,15 mm), gradul displaziei corelandu-se, n schimb, slab cu dimensiunile.

S-a demonstrat, in studiul de fata, o diferenta semnificativa intre varstele pacientilor cu
nevi cu infiltrat inflamator sever (22, 83 de ani vérsta medie) in comparatie cu celelalte
categorii de nevi displazici studiati.

Diferente semnificative s-au dovedit si in cazul nevilor subcategorizati in functie de
extensie si tip histologic.

S-a dovedit 1n studiul de fata, ca exista o corelatic moderata (r(142)=0.36) intre gradul
displaziei si al fibrozei; astfel, cu cat displazia creste in grad, cu atat fibroza, atat
lamelard, cat si cea concentrica, apare in cantitate mai crescuta.

Totodata, displazia s-a corelat pozitiv si cu gradul infiltratului inflamator (r=0.37) si cu
existenta extensiei pagetoide (r=0.40), putand concluziona cd ultimile doud sunt aspecte
ce indica si pot ajuta in categorizarea corectd a unei astfel de leziuni.

Si infiltratul inflamator s-a corelat pozitiv cu gradul fibrozei (r=0.43) si cu existenta
extensiei pagetoide (r=0.42), existand, dupd cum se discutd si in literatura de
specialitate, un trigger comun sau o componentd ce uneste toate cele trei aspecte
histopatologice (fibroza-infiltrat inflamator, extensie pagetoida) cu displazia. Nu s-a
dovedit nici o corelatie, insa, intre gradul fibrozei si aspectele de extensie pagetoida.
S-a dovedit o corelatie pozitiva moderata Intre gradul displaziei si gradul de pozitivare
(p=0.01), sustinand observatiile proprii si, mai putin din literatura de specialiate, care
atenstd faptul ca Melan A se pozitiveaza mai intens in celulele active, in cuiburile

jonctionale si in leziunile mitotic active.
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Totodatd, prin testul Chi-patrat, s-a confirmat diferenta semnificativa statistic intre
gradul displaziei si gradul de pozitivitate a Melan A comparativ cu rezultatele asteptate
(p=0.05).

S-a demonstrat o asociere slaba intre gradul de pozitivare a Cyclin D1 si varsta
pacientilor, rezultat care necesitd mai multe studii pentru a putea fi corect explicat si
inteles.

Prin testul Chi-patrat s-a punctat si diferenta intre gradul de pozitivare a Cyclin D1 si
gradul infiltratului inflamator (p=0.05), subliniid lotul de pacienti cu Cyclin D1 negativ,
a cdrei diferentd fata de rezultatele asteptate este semnificativ diferita.

Diferente semnificative statistic au fost demonstrate si in ceea ce priveste gradul de
pozitivare a p53 si gradul displaziei (p=0.01), in special in cazul leziunilor intens
pozitive (p=0.001). Acest aspect ar putea sustine teoria conform careia p53 apare, mai
frecvent si in mod specific, In tumorile maligne sau cu potential de evolutie malign,
lucru demonstrat deja in cadrul altor tipuri de patologii.

Expresia Ki-67 a fost corelata pozitiv cu nivelul infiltratului inflamator (r=0.55,
p=0.03), explicat in parte prin modificarile celulare cito-nucleare care apar ca urmare a
actiunii celulelor inflamatorii si a mediatorilor inflamatiei asupra nevocitelor.
Totodata, gradul de pozitivare a markerului Ki-67 in functie de localizare este
semnificativ diferit, fapt demonstrat prin testul Chi-patrat cu preponderentd pentru
leziunile cu localizari speciale.

Receptorul a estrogenic a fost complet negativ in toate leziunile cercetate, detronand
idea conform cdreia hormonii estrogenici influenteaza gradul displaziei, si cd ei ar putea
constitui markeri relevanti in diagnosticul si prognosticul leziunilor melanocitare
atipice.

Melan A s-a asociat pozitiv moderat cu Bcl-2, asociere explicata prin existenta proteinei
MITF ce actioneaza atat pe pmell7, pe MLANA, cat si pe Bcl-2, cu rol in dezvoltarea
si supravietuirea melanocitelor si a melanoblastelor.

O asociere pozitiva importantd a fost demonstrata si intre Melan A si Cyclin D1
(coeficient Pearson =0.56, p=0.003)

Bcl-2 se coreleaza pozitiv moderat cu imunoexpresia Cyclin D1 (coeficient Pearson =
0.48, p=0.01).

Intre p53 si Ki-67 s-a demonstrat o corelatie slaba, cu un coeficient de 0.36 si un p

discutabil de 0.06.
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23. Cele mai multe leziuni au prezentat aspecte de fibroza de grad moderat (grad 2), o alta
parte prezentand fibroza usoara. Din punct de vedere al localizérilor, se poate observa

o tendintd de distributie a nevilor in functie de gradele de fibroza.

In vederea intelegerii mai concrete a rezultatelor obtinute si a legaturilor dintre diversi

anticorpi, am realizat diagrama de mai jos (Fig. 127)
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