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RESUMEN.

“PROLIFERACION CELULAR Y APOPTOSIS EN
TUMORES PIGMENTADOS DE LA CONJUNTIVA.”

Diaz-Rubio José Luis, Rodriguez-Reyes Abelardo,
Navarro-Lopez Patricia, Ochoa-Contreras Daniel.
ASOCIACION PARA EVITAR LA CEGUERA EN MEXICO
I.LA.P HOSPITAL “DR. LUIS SANCHEZ BULNES”

Objetivo: Analizar la expresion de las proteinas PCNA, p53 y bcl-2 en la
secuencia melanosis adquirida primaria (MAP)-Melanoma conjuntival.

Material y Métodos: Se investigo la expresion de las proteinas PCNA, p53 y bcl-2
mediante estudio de inmunohistoquimica en cuatro casos de MAP y cinco casos
de melanomas conjuntivales de los archivos de Patologia oftalmica de la
Asociacion para Evitar la Ceguera en México, Hospital “Dr. Luis Sanchez Bulnes”.
Se realizé6 un analisis cuantitativo de las células positivas para los diversos
marcadores presentes en los diversos tejidos de los diferenies casos.

Resultados: Se demostré una relacion entre la sobre-expresion del factor de
proliferacion ceiular (PCNA) y el grado de malignidad de las lesiones, siendo
mayor la expresion en los casos de melanoma conjuntival en comparacion con los
casos benignos de MAP. Ei 60% de los casos de melanoma conjuntival mostraron
una expresion positiva para p53 mientras que todos los casos de MAP fueron
negativos. Por ultimo la proteina anti-apoptotica bcl-2 no se encontré alterada en
ninguno de los casos.

Conclusiones: La alteracion de las via de p53 participa de forma importante en el
desarrolio de la secuencia MAP-Melanoma conjuntival lo que contribuye a un
incremento en la proliferacion celular.

Palabras clave: Melanoma, conjuntiva, inmunohistoquimica, bcl-2, p53 y PCNA



INTRODUCCION
El melanoma conjuntival es un tumor poco frecuente que tiene una alta tasa de
recurrencia y una mortalidad de hasta un 30%. De forma interesante el 75% de los
melanomas conjuntivales se originan a partir de una melanosis adquirida primaria
(MAP). Dentro de los casos de MAP se postula que solo aquellos con cambios
celulares atipicos tienen potencial de transformacion maligna hasta un 46.4%. (1,
2). Este hecho constituye una base importante para el estudio de los eventos
moleculares que acontecen en la transformacién de un tumor benigno a uno

maligno.

Actualmente una neoplasia puede definirse como una desregulacion de la
homeostasis tisular ocasionada por un desequilibrio entre diversos eventos
celulares, dentro de los cuales sobresalen la proliferacion y muerte celular (3). La
proliferacion de las células normales esta regulada por moléculas de control
estimuladoras e inhibidoras, correspondientes respectivamente a proto-oncogenes

y genes supresores de tumores.

El gen p53, gen supresor tumoral, codifica para una fosfoproteina nuclear cuya
funcion es frenar el crecimiento celular indiscriminado de una célula tumoral
mediante la induccion de apoptosis (4). La mutaciéon o pérdida del gen p53 es la
alteracion genética encontrada de forma mas frecuente en el cancer humano, y
tiene como consecuencia la proliferacion acentuada de las células tumorales sin la
capacidad de freno o de induccién de muerte celular programada. (5, 6). La forma

natural de la proteina p53, debido a su corta vida media, no es detectable en
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tejidos normales. Sin embargo, la mutaciéon del gen incrementa los niveles de
proteina mediante un mecanismo de estabilizacion post-traduccional, lo que
permite la deteccion mediante inmunohistoquimica de la proteina p53 mutada,
siendo el patron de tincién nuclear el mas frecuentemente observado, aunque

también se ha reportado un patrén citoplasmatico en otro tipo de tumores (7).

El gen bcl-2 es considerado un proto-oncogén que codifica para una proteina con
potencial anti-apoptético (8). Al aumentar la supervivencia de una célula tumoral,
mediante la inhibicién de la apoptosis, bcl-2 incrementa el riesgo de exposicién
celular a otras mutaciones que conlieven a un circulo vicioso con la consecuente
formacion de un tumor maligno (9). La sobre-expresion de esta proteina
detectada por inmunchistoquimica es un evento importante en diversas neoplasias

cuyas células mutadas presentan un patron de tincién citoplasmatico (10).

El antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) es una molécula de 36-kDa
gue funciona como molécula accesoria del ADN polimerasa y que se requiere en
el proceso de sintesis del ADN en la fase S del ciclo celular. Ei PCNA se asocia
fuertemente a regiones donde esta ocurriendo sintesis de ADN y se correlaciona
con otros marcadores de proliferacion celular como el Ki67 y mitosis,
expresandose en células que se encuentran en proliferacion activa (11). Se ha
encontrado que la reaccion de inmunohistogimica con este marcador es util en la

prediccion de agresividad en algunos tumores con una tasa proliferativa alta (12).



En los dltimos afos, la caracterizacion de los mecanismos moleculares que
suceden en la patogénesis de los melanomas del humano han dado pauta a la
identificacion de nuevos blancos terapéuticos y nuevos factores pronoésticos
principalmente a nivel cutaneo (13) y mas precariamente a nivel ocular, de forma
especifica en melanomas coroideos (14). Sin embargo hasta este momento se
desconocen los mecanismos moleculares que participan en el desarrollo
secuencial de una MAP con atipia a un agresivo melanoma conjuntival. En el
presente estudio se analizaron mediante técnicas de inmunohistogquimica la
expresion de las proteinas PCNA, p53 y bcl-2 en una serie de tumores

melanociticos conjuntivales benignos (MAP) y malignos (melanomas).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Hasta el momento actual se desconoce la existencia de alteraciones en genes
clave que participan en el control de la proliferacion celular y apoptosis tales como
p53, bcl-2 y PCNA en la secuencia melanosis adquirida primaria-melanoma

conjuntival.



JUSTIFICACION.

El cancer es un fendmeno biolégico complejo y secuencial en el que una serie de
mutaciones son necesarias para la transformacion maligna desde un tejido normal.
Dado que la mayor parte de los melanomas conjuntivales se originan de lesiones
pre-malignas (MAP) o benignas (nevos) este tumor constituye un excelente
modelo de estudio para analizar los eventos celulares y moleculares que

intervienen en la transformacién de lesiones benignas a tumores malignos.



HIPOTESIS

HIPOTESIS ALTERNA:

Existe una alteracion secuencial en la expresion del gen p53, bcl-2 y PCNA en la
cascada conjuntival melanosis adquirida primaria-melanoma conjuntival. Dicha
alteracion en la expresion de p53, bcl-2 y PCNA varia dependiendo del tipo de

lesién conjuntival presente.

HIPOTESIS NULA:

No existe una alteracion secuencial en la expresion del gen p53, bcl-2 y PCNA
en la cascada conjuntival-melanosis adquirida primaria-melanoma conjuntival.
Dicha alteracion en la expresion de p53, bcl-2 y PCNA no varia dependiendo del

tipo de lesién conjuntival presente.



OBJETIVOS.

OBJETIVOS .

1. PRIMARIO:
Se estudio la expresion del gen p53, bcl-2 y PCNA en lesiones conjuntivales con
diagnostico histopatolégico de melanosis adquirida primaria y melanoma

conjuntival.

2. SECUNDARIO:
Se evalud la asociacion entre la expresion de dichos genes y las caracteristicas

clinicas de la enfermeagad.



MATERIAL Y METODOS.

METODOLOGIA

DISENO DEL ESTUDIO

De los archivos del Servicio de Patologia Oftalmica de la Asociacion Para Evitar la
Ceguera en México (APEC), se revisaron de manera retrospectiva y aleatoria,
casos con diagnostico histopatolégico de MAP y/o melanoma conjuntival, para la
realizacion de estudio de inmunohistoquimica de la expresion de los genes p53,
bcl-2 y PCNA con anticuerpos monoclonales.

Los tumores fueron divididos en casos de MAP con atipia y/o melanoma

conjuntival segun las caracteristicas histopatoldgicas del tejido analizado.

GRUPO 1. Pacientes con MAP con atipia.

GRUPO 2. Pacientes con melanoma conjuntival

La informacion demografica y clinica de los pacientes incluidos en el estudio se
obtuvo de manera retrospectiva de los libros del Servicio de Patologia Oftalmica.

Se analizaron los siguientes datos: género, edad y ojo afectado.



UNIVERSO DE TRABAJO:

Este estudio se realizd tomando los datos de los archivos de patologia de la
APEC, con diagnoéstico histopatologico de MAP y/o melanoma conjuntival. Las
laminillas de los casos fueron reevaluadas. Del tejido residual (blogues de
parafina) de estos mismos casos, se seleccionaron aquellos que contenian
suficiente material representativo, para la realizacion del estudio de
inmunohistoquimica de la expresion de los genes p53, bcl-2 y PCNA con

anticuerpos monoclonales.

TAMANO DE LA MUESTRA:

No se realizo calculo estadistico del tamafo de la muestra por no existir
antecedentes de estudios previos de esta patologia, se analizaron todos los

casos con material representativo suficiente de 1994 a 2004.
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SELECCION DE LA MUESTRA.

CRITERIOS DE INCLUSION:
¢ Pacientes con diagndstico histopatoldgico de MAP y melanoma conjuntival.
e Ambos Sexos.

e Cualquier edad.

CRITERIOS DE EXCLUSION:
e Expedientes incompletos.
e Pacientes con diagnéstico clinico de MAP y melanoma conjuntival de

cualquier edad y género sin confirmacion histopatologica.

CRITERIOS DE ELIMINACION

e Laminillas y/o bloques de parafina con muestra no representativa

12



VARIABLES A MEDIR.
1. VALORACION CLINICA.
Se realiz6 mediante una revisién de los archivos de patologia cuyos datos se
recolectaron en un formato elaborado por el investigador y tomando las siguientes
variables:

1) Diagnostico clinico

2) Diagnéstico histopatologico

3) Expediente

4) Nombre completo

5) Edad

6) Género

7) Ojo afectado
2. VALORACION INMUNOHISTOQUIMICA
Del tejido incluido en parafina se realizaron cortes de 4 ym de espesor que se
mantuvieron a 10°C hasta ser analizados. Las secciones de tejido fueron
desparafinadas en xilol y alcohot, y posteriormente lavadas en amertiguador salino
de fosfatos (PBS). Se realizé recuperacién de antigenos en olla de presion con
microondas con amortiguador de citratos para la inmunotincion de p53 y con
EDTA (acido etilen-diamino-tetraacético) para el estudio de las inmunotinciones de
becl-2 y PCNA. Las inmunotinciones fueron realizadas mediante el sistema biotina-
estreptoavidina-diaminobenzidina, utilizandose como tincion de contraste azul de

metileno.



Anticuerpos

Los anticuerpos utilizados y sus diluciones fueron: Anticuerpos contra bcl-2
(dilucién 1:100), p53 (dilucion 1:100) y PCNA (dilucién 1:100) de Santa Cruz
Biotechnology, Inc (Santa Cruz, CA, USA) Los controles positivos incluidos fueron
casos de nevos conjuntivales y como controles negativos se utilizaron los casos
que no tifieron con el anticuerpo primario para descartar una tincioén inespecifica.
Se utilizo tnicamente el anticuerpo secundario como control negativo adicional en

todos los casos.

Cuantificaciéon

La interpretacion de los patrénes de inmunotincion se resume en la tabla |. De
forma breve para bci-2 se considero como positiva aguelios casos con tincion
citoplasmatica, para p53 con tincion nuclear o citoplasmatica y para PCNA

aquellos casos con tincion nuclear.

En los casos de inmunorreactividad citoplasmatica difusa se valoré de manera

subjetiva la tincidn como ausente (0) o presente (1).
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En los casos de tincion nuclear se identificaron las areas con mayor intensidad de
tincion “hot spots”, con los objetivos de x4 y x10 para cada tumor, se valoré el
numero de células positivas, en 10 campos de gran aumento, los cuales fueron
promediados en 10 campos para dar el grado de proliferacion celular en cada

Ccaso.

La cuantificacion de células neoplasicas inmunorreactivas se efectué por medios
manuales y no se utilizo un sistema automatico de analisis de imagen debido a la
interferencia que ocasiona la melanina con los nicleos inmunotefidos con

peroxidasa. (Tabla 1)

Todos los casos fueron evaluados mediante microscopia de luz (microscopio
olympus Ch2 de doble cabezal). El analisis de las diferentes inmunotinciones fue

realizado por un patélogo experimentado.

Analisis estadistico

El manejo estadistico se realiz6 con estadisticas no paramétricas. Las variables
cuantitativas se resumieron en términos de mediana y rangos. Para la
comparacion entre grupos se utilizé la prueba U-Mann-Whitney. Las variables
categoricas se resumieron en términos de frecuencias y porcentajes. Para la
comparacion entre grupos se realizé mediante la prueba exacta de Fisher. Se
considerar6 como estadisticamente significativo un valor de p < 0.05. El programa
SPSS 12.0 (SPSS Inc, Chicago lil) para Windows fue utilizado para el analisis

estadistico.



RIESGOS Y BENEFICIOS.

El beneficio esperado fue estrictamente de caracter cientifico. Se pretende aportar
un avance al conocimiento del papel de los genes mencionados en los procesos
moleculares que intervienen en el proceso de carcinogénesis del melanoma
conjuntival, en particular respecto a la transformacién de lesion benigna a maligna.
No existen riesgos a los que se someteran los pacientes dado que sera un

estudio retrospectivo en el archivo histopatolégico de la APEC.

ASPECTOS ETICOS.
No se requerira un consentimiento informado apegado a los requisitos de la
secretaria de Salud para Investigacion en Humanos y a la declaracion de Helsinki

puesto que la identidad de los pacientes no sera revelada en el estudio.

COSTOS
Ninguno de las valoraciones realizadas por los investigadores tendra algtn costo

para el paciente.



RESULTADOS
Datos demograficos
Se analizaron 4 casos de MAP con atipia y 5 casos de melanoma conjuntival. Los
pacientes con melanoma conjuntival eran mayores de edad en comparaciéon con
los casos de MAP (X=71 vs 59 afos respectivamente). En todos los casos existio
un predominio del género femenino, correspondiendo al 75% de los pacientes con
MAP y al 60% de los pacientes con melanomas. No se observ6 diferencia en
cuanto al ojo afectado en los casos de MAP y existié una mayor afeccion del ojo
derecho en el 60% de los casos de melanoma. (Tabla Il y lil)
Inmunohistoquimica (Tabla IV)
Tanto en los casos de MAP como en los de melanoma se encontré una
inmunotincion positiva para el marcador PCNA, el cual es un fiel indice de
proliferacion celular en cualquier tejido; La tincion fué mayor en los melanomas
conjuntivales en comparacion con las MAP (mediana: 17 , rangos de 3-50 vs 4.5
rangos de 0-9 ) (Figura 1) De forma interesante demostramos una alteracion en la
expresion de p53 en el 60% de los casos de melanoma conjuntival analizados,
siendo el patron de tincion citoplasmatico el mas frecuente. (Figura 2A y 2C); a
diferencia de esta malignidad ninguno de los casos benignos de MAP expres6
esta proteina (Figura 2B), aunque esta diferencia no fue estadisticamente
significativa. Por Gltimo se debe sefalar que a diferencia de otro tipo de
melanomas, no se encontré un sobre-expresion citoplasmatica de bcl-2 en

ninguno de los casos de MAP o melanomas. (Figura 3A 'y 3B y Tabla IV).



DISCUSION.

La edad promedio de presentacion de melanomas en diversas series varia de 52 a
60 afios y los casos de MAP pueden presentarse 10 afios antes (2,15). En
nuestros resultados encontramos una edad mediana de presentacion mayor a la
reportada siendo de 59 afos con intervalos entre los 25 y 84 anos en el caso de
MAP y una mediana de presentacion de 71 afios con intervalos entre los 46 y 81
afios en el caso de los melanomas. Estas diferencias en edad pueden deberse a
las condiciones sociecondmicas de nuestros pacientes ya que la mayoria proviene
del medio rural, con un menor acceso a un tercer nivel de salud y un estraro
socieconémico y educativo menor (15). Con respecto al género encontramos una
similitud en el predominio del sexo femenino en nuestra poblacion estudiada, lo
que concuerda con lo informado en la literatura mundial (2). Con respecto al ojo
afectado no encontramos predominio por algtin ojo en particular en casos de MAP
y en el melanoma ligeramente mas afectado el ojo derecho, lo que creemos no
tiene significancia clinica, como ya se ha comentado en otra serie de casos (2).

El indice de proliferacion celular utilizando PCNA, se ha descritoc como un factor
pronéstico independiente de sobrevida (16) ya que su expresion se encuentra
incrementada en lesiones de mayor grado de malignidad tanto en el melanoma
cutaneo como en el uveal (17, 18, 19). Nosotros encontramos una mayor
expresion de PCNA en los casos de melanoma en comparacion con los de MAP,
lo que demuestra una relacion directamente proporcional entre la proliferacion
celular medida por PCNA y el grado de malignidad de lesion conjuntival. Hasta
este momento este es el primer informe que establece esta relacion en la

secuencia MAP-melanoma conjuntival ya que en el unico informe previo de
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expresion de PCNA solo se determind en melanomas conjuntivales, donde se
encontré puede funcionar como un factor pronéstico para determinar una menor

sobreviva (20).

El hecho de encontrar la expresion citoplasmatica intensa de p53 en el 60% de
los casos de melanoma conjuntival y en ninguno de los casos de MAP, implica la
participacion de esta proteina en el proceso de oncogénesis de estos melanomas,
situandose esta como un evento tardio, ya que el tejido pre-maligno (MAPs)
todavia no demuestra una alteracion en su expresion. Esto contrasta con lo
publicado previamente por otros autores en los que han encontrado un minima
expresion focal de p53 en el 33% de los melanomas conjuntivales (21). Estas
diferencias con nuestro estudio probablemente se deban a diferencias genéticas
y/o ambientales de la poblacion estudiada o a las caracteristicas del anticuerpo
utilizado. Nuestros resultados son similares a lo ocurrido en los casos de
melanomas uveales en donde la mutacion del p53 alcanza hasta un 66% de los
casos (10, 22, 23, 24, 25). En lo que se refiere a la expresién de p53 en
melanomas cutaneo su mutacion ha sido mas consistente hasta el 90% de los
tumores por lo que parece desempefar un papel importante en la biologia de los
melanomas de piel (13, 26, 27, 28, 29, 30, 31). Nuestros resultado demuestran
qgue la proteina p53 desempefa un importante papel en la oncogénesis de los
melanomas malignos de la conjuntiva mediante la pérdida de la funcion supresora
de tumor o de la funcién inductora de la apoptosis, siendo esto un evento tardio

debido a que s6lo se encontré la mutaciéon en los casos de melanoma. Estos



resultados incluyen al melanoma de la conjuntiva como uno mas en la lista de

tumores en los que se muta el p53 durante el proceso de oncogénesis.

Por dltimo este es el primer estudio que analiza la expresion de bcl-2 en
melanomas conjuntivales, en los que no encontramos inmureactividad para esta
proteina. La expresion del bcl-2 ha mostrado resultados variados en los diferentes
tipos de melanoma. En melanomas uveales se ha encontrado positividad hasta en
el 96% de los tumores (10, 14). Por otra parte en los melanomas cutaneos la
positividad parece ser menor al 50% (8, 32, 33, 34, 35, 36, 37). En los melanomas
uveales se sugiere que el bcl-2 puede desempefar un importante papel en el
desarrollo del melanoma maligno por evitar que las células mueran por apoptosis
(pudiendo quedar expuestas de esta forma a otros eventos secundarios) o a
través de cooperacion con otros oncogenes. Sin embargo algunos autores han
encontrado que la expresion de bcl-2, aunque se detecte mediante
inmunohistoquimica no tiene significado clinico de mal pronéstico en melanomas
cutaneos y uveales (14, 38) o se relacione con el tamano del tumor en melanomas
cutaneos (13). En base a nuestros resultados parece ser que el bcl-2 no
contribuye en la génesis del melanoma conjuntival y existen otras vias implicadas
en la oncogénesis de este tumor como p53.

Nuestros resultados sugieren que existe una heterogeneidad genética entre los
melanomas cutaneos, uveales y conjuntivales a pesar de su origen embrionario

comun, probablemente debido a variaciones ambientales y regionales, lo que
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puede explicar las diferencias en el comportamiento biolégico de los diferentes

tipos de melanomas dependiendo de su localizacion anatomica (39).
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CONCLUSION.
La alteracion de las via de p53 participa de forma importante en el desarrollo de la
secuencia MAP-Melanoma conjuntival, facilitando el fenémeno de proliferaciéon de
las células malignas. Consideramos que los resultados presentados en este
trabajo contribuiran en parte a la comprension de la patogénesis de los

melanomas conjuntivales.
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TABLAS

TABLA

REACCIONES DE INMUNOHISTOQUIMICA EN MELANOMA CONJUNTIVAL

MARCADOR INMUNOTINCION INMUNOTINCION CONSECUENCIA
CELULAS CELULAS DE MUTACION
NORMALES MUTADAS
PCNA Tincién nuclear Tincién nuclear Incremento
Presente Presente/Incrementa Proliferacion
(ntcleos) (ntcleos)
p53 Ausente Nucleos Disminucion
citoplasmaticos Apoptosis
bel-2 Ausente Tincion Evasion
citoplasmatica Apoptosis
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MAP, Melanosis adquirida primaria; F, Femenino; M, Masculino; D, Derecho; |,

lzquierdo

TABLA Il

DATOS DEMOGRAFICOS
VARIABLE MAP MELANOMA
N 4 5
EDAD 59 (25-84) 71 (46-81)

(anos)

SEXO M- 25% M -40%
F -75% F -60%

0Jo D - 50% D - 60%
|- 50% | - 40%

ESTA TESIS NO SALE

nDE 3

)

A RIBLIOTECA
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TABLA Il

CARACTERISTICAS CLINICAS E INMUNOHISQUIMICAS DE LOS CASOS

CARACTERISTICAS CLINICAS INMUNOHISTOQUIMICA
CASO |[DIAGNOSTICO | EDAD | SEXO | 0JO PCNA* p53+
I MAP 71 F D 1 0
2 MAP 29 F i 1 0
3 MAP 65 F [ 8 0
4 |  MAP | 54 | M D 9 0
5 MELANOMA 71 F D 50 1
6 MELANOMA 51 F [ 32 1
7 MELANOMA 75 F I 16 1
8 | MELANOMA | 47 M D 3 0
9 | MELANOMA 77 M D 17 0

MAP, Melanosis adquirida primaria; F, Femenino; M, Masculino; D, Derecho; |,

Izquierdo; PCNA (Antigeno Nuclear de Proliferacion Celular); *Promedio de

Células tenidas en 10 campos 40x; p53, tincion presente o ausente.
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TABLA IV

RESULTADOS INMUNOHISTOQUIMICA

MARCADOR MAP MELANOMA CONSECUENCIA
PCNA 450-9* |  17(350)* |  Incremento
Proliferacion
p53 0% 60%+ Mutacién
bcl-2 NEG NEG No mutado

PCNA (Antigeno Nuclear de Proliferacion Celular); *Mediana (Rangos) del

Promedio de Células tefidas en 10 campos 40x; p53, porcentaje de los tumores

teflidos+.
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PIE DE FIGURAS

FIGURA 1. A. Tinciéon nuclear intensa (flechas) en un caso de melanoma
conjuntival. B, Tincion nuclear leve en un caso pre-maligno de MAP . C, Tincion
nuclear intensa un caso de melanoma. (PCNA, sistema biotina-estreptoavidina-

diaminobenzidina, aumento original x40 (A) y x20 (B,C) )

FIGURA 2.. A, Tincion citoplasmatica intensa (flechas) en un caso de melanoma
maligno; B, Ausencia de p53 en un caso pre-maligno de MAP, que contrasta con
la positividad en un estadio maligno C. (p53, sistema biotina-estreptoavidina-
diaminobenzidina, aumento original x40 (A) y x20 (B,C) )

i

FIGURA 3. A. Se obseiva ausencia de tincion citopiasmatica tanto en un caso de
MAP como de melanoma conjuntival (B). (bcl-2, sistema biotina-

estreptoavidina-diaminobenzidina, aumento original x20 (A,B))
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