
INTRODUCCIÓN

El melanoma conjuntival es un tumor poco frecuente que tie-
ne una alta tasa de recurrencia y una mortalidad de hasta un
30%. De forma interesante el 75% de los melanomas conjun-
tivales se originan a partir de una melanosis adquirida prima-
ria (MAP). Dentro de los casos de MAP se postula que solo

aquellos con cambios celulares atípicos tiene potencial de
transformación maligna (1, 2). Este hecho constituye una base
importante para el estudio de los eventos moleculares que
acontecen en la transformación de un tumor benigno a uno
maligno.

Actualmente una neoplasia puede definirse como una des-
regulación de la homeostasis tisular ocasionada por un des-
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RESUMEN

Objetivo: Analizar la expresión de las proteínas PCNA, p53 y bcl-2  en la secuencia melanosis adquirida primaria (MAP)-
melanoma conjuntival.
Material y métodos: Se investigó la expresión de las proteínas PCNA, p53 y bcl-2  mediante estudio de inmunohistoquímica
en cuatro casos de MAP y cinco casos de melanomas conjuntivales. Se realizó un análisis cuantitativo de las células positivas
para los diversos marcadores,  presentes en los diversos tejidos de los diferentes casos.
Resultados: Se demostró una relación entre la sobre-expresión del factor de proliferación celular, PCNA, y el grado de
malignidad de las lesiones, siendo mayor la expresión en los casos de melanoma conjuntival en comparación con los casos
benignos de MAP. De los casos de melanoma conjuntival 60% mostró una expresión positiva para p53 mientras que todos los
casos de MAP fueron negativos. Por último, la proteína anti-apoptótica bcl-2 no se encontró alterada en ninguno de los  casos.
Conclusiones: La alteración de las vía de p53 participa de forma importante en el desarrollo de la secuencia MAP-melanoma
conjuntival.
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SUMMARY

Objectives: To analyze the protein expresion of PCNA, p53 and bcl-2 in the sequence primary acquired melanosis (PAM)-
conjunctival melanoma (CM).
Methods: PCNA, p53, and bcl-2 protein expresion was studied by immunohistochemistry in four cases of PAM and five cases
of CM.  A quantitative analysis was done counting the number of positive cells, present in tissues of the different cases.
Results: We demonstrated a direct relationship between PCNA overexpression and the malignant potencial of conjunctival
lesions with major overexpression of PCNA in conjunctival melanomas in contrast to PAM cases. The 60% of CM cases
presented a positive p53 expression  while all PAM, cases were negative. Finally we could not find an overexpression of bcl-2
in all cases.
Conclusion: p53 pathway participate importantly in the development of the sequence PAM -CM.
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equilibrio entre diversos eventos celulares, dentro de los
cuales sobresalen la proliferación y muerte celular (3). La pro-
liferación de las células normales está regulada por molécu-
las de control estimuladoras e inhibidoras, correspondientes
respectivamente a proto-oncogenes y genes supresores de
tumores.

El gen p53, gen supresor tumoral, codifica para una fosfo-
proteína nuclear cuya función es frenar el crecimiento celular
indiscriminado de una célula tumoral mediante la inducción
de apoptosis (4). La mutación o pérdida del gen p53 es la
alteración genética encontrada de forma más frecuente en el
cáncer humano, y tiene como consecuencia la proliferación
acentuada de las células tumorales sin la capacidad de freno
o de inducción de muerte celular programada (5, 6). La forma
natural de la proteína p53, debido a su corta vida media, no es
detectable en tejidos normales. Sin embargo, la mutación del
gen incrementa los niveles de proteína mediante un mecanis-
mo de estabilización postraduccional, lo que permite la de-
tección inmunohistoquímica de la proteína p53 mutada, sien-
do el patrón de tinción nuclear el más frecuentemente obser-
vado, aunque también se ha reportado un patrón citoplasmá-
tico en otro tipo de tumores (7).

El gen  bcl-2 es considerado un protooncogén que codifica
para una proteína con potencial antiapoptótico (8). Al au-
mentar la supervivencia de una célula tumoral, mediante la
inhibición de la apoptosis, bcl-2 incrementa el riesgo de ex-
posición celular a otros mutaciones que conlleven a un círcu-
lo vicioso con la consecuente formación de un tumor maligno
(9). La sobre-expresión de esta proteína detectada por inmu-
nohistoquímica es un evento importante en diversas neopla-
sias cuyas células mutadas presentan un patrón de tinción
citoplasmático (10).

El antígeno nuclear de proliferación celular (PCNA)  es una
molécula de 36-kDa que funciona como molécula accesoria
del ADN polimerasa  y que se requiere en el proceso de sínte-
sis del ADN en la fase S del ciclo celular. El PCNA se asocia
fuertemente con regiones donde está ocurriendo síntesis de
ADN y se correlaciona  con otros marcadores de prolifera-
ción celular como el  Ki67 y mitosis, expresándose en células
que se encuentran en proliferación activa (11).  Se ha encon-
trado que la reacción de inmunohistoquímica con este marca-
dor es útil en la predicción de agresividad en algunos tumo-
res con una tasa proliferativa alta (12).

En los últimos años, la caracterización de los mecanismos
moleculares que suceden en la patogénesis de los melano-
mas del humano han dado pauta a la identificación de nuevos
blancos terapéuticos y nuevos factores pronósticos princi-
palmente a nivel cutáneo (13) y más precariamente a nivel
ocular, de forma específica en melanomas coroideos (14). Sin
embargo, hasta este momento se desconocen los mecanis-
mos 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
inmunohistoquímica, la expresión de las proteínas PCNA, p53,
pRB y bcl-2  en una serie de tumores melanocíticos conjunti-
vales benignos (MAP) y malignos (melanomas).

MATERIAL Y MÉTODOS

De los archivos del Servicio de Patología Oftálmica de la Aso-
ciación Para Evitar la Ceguera en México se revisaron, de
manera retrospectiva y aleatoria, casos con diagnóstico histo-
patológico de MAP y/o melanoma conjuntival. Las laminillas
de los casos fueron reevaluadas. Del tejido residual (bloques
de parafina) de estos mismos casos, se seleccionaron aque-
llos que contenían suficiente material representativo para la
realización de estudio de inmunohistoquí-mica.

La información demográfica y clínica de los pacientes in-
cluidos en el estudio se obtuvo de manera retrospectiva de
los libros de patología. Se analizaron los siguientes datos:
género, edad y ojo afectado.  Los tumores fueron divididos
en casos de MAP con atipia y/o melanoma conjuntival según
las características histopatológicas del tejido analizado.

Inmunohistoquímica
Del tejido incluido en parafina se realizaron cortes de 4 µm de
espesor que se mantuvieron a 10oC hasta ser analizados. Las
secciones de tejido fueron desparafinadas en xilol y alcohol,
y posteriormente lavadas en amortiguador salino de fosfatos
(PBS). Se realizó recuperación de antígenos en olla de pre-
sión con microondas con amortiguador de citratos para la
inmunotinción de p53 y con EDTA (ácido etilen-diamino-te-
traacético) para el estudio de las inmunotinciones de bcl-2 y
PCNA.  Las inmunotinciones fueron realizadas mediante el
sistema biotina-estreptoavidina-diaminobenzidina, utilizándo-
se como tinción de contraste azul de metileno.

Anticuerpos
Los anticuerpos utilizados y sus diluciones fueron: Anticuer-
pos contra bcl-2 (dilución 1:100), pRb (dilución 1:100), p53
(dilución 1:100) y PCNA (dilución 1:100)  de Santa Cruz Biote-
chnology, Inc (Santa Cruz, CA, USA). Los controles positi-
vos incluidos fueron casos de nevos conjuntivales y como
controles negativos se utilizaron los casos que no tiñeron
con el anticuerpo primario para descartar una tinción inespe-
cífica. Se utilizó únicamente el anticuerpo secundario como
control negativo adicional en todos los casos.

Cuantificación
La interpretación de los patrones de inmunotinción se resu-
me en el cuadro 1. De forma breve, para bcl-2 se consideró
como positiva los casos con tinción citoplasmática, para p53
con tinción nuclear o citoplasmática y para PCNA los casos
con tinción nuclear.

En los casos de inmunorreactividad citoplasmática difusa
se valoró de manera subjetiva la tinción como ausente (0) o
presente (1).

En los casos de tinción nuclear se identificaron las áreas
con mayor intensidad de tinción “hot spots”, con los objeti-
vos de 4X y 10X para cada tumor,  se valoró el número de
células positivas, en 10 campos con magnificación de 40X,
los cuales fueron promediados en 10 campos para dar el gra-
do de proliferación celular en cada caso.
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La cuantificación de células neoplásicas inmunorreacti-
vas se efectuó por medios manuales y no se utilizó un siste-
ma automático de análisis de imagen debido a la interferen-
cia que ocasiona la melanina con los núcleos inmunoteñi-
dos con peroxidasa (cuadro 1).

Todos los casos fueron evaluados mediante microscopia
de luz (microscopio Olympus Ch2 de doble cabezal). El aná-
lisis de las diferentes inmunotinciones fue realizado por un
patólogo experimentado (LBB).

(SPSS Inc, Chicago III) para Windows fue utilizado para el
análisis estadístico.

RESULTADOS

Datos demográficos
Se analizaron 4 casos de MAP con atipia y 5 casos de mela-
noma conjuntival. Los pacientes con melanoma conjuntival
eran ligeramente mayores de edad en comparación con los
casos de MAP (X=71 vs 59 años respectivamente). En to-
dos los casos existió un ligero predominio del género fe-
menino, correspondiendo a 75% de los pacientes con MAP
y a 60% de los pacientes con melanomas. No se observó
diferencia en cuanto al ojo afectado en los casos de MAP y
existió una mayor afección del ojo derecho en el 60% de
los casos de melanoma (cuadros 2 y 3).

Cuadro 1. Reacciones  de  inmunohistoquímica en melanoma conjuntival

Marcador Inmunotinción Inmunotinción Consecuencia
células normales células mutadas de mutación

PCNA Tinción nuclear Se incrementa el Incremento
número de células proliferación
teñidas con tinción
nuclear

p53 Ausente Tinción nuclear Disminución
o citoplasmático apoptosis

bcl-2 Ausente Tinción Evasión
citoplasmática apoptosis

Cuadro 2. Datos demográficos

Variable MAP Melanoma
N 4 5
Edad(años) 59 (25-84) 71 (46-81)
Sexo M -  25% F -75% M  - 40% F -60%
Ojo D – 50% I -  50% D – 60% I – 40%
MAP, Melanosis adquirida primaria; F, Femenino; M, Masculino;
D, Derecho; I, Izquierdo

Cuadro 4. Resultados inmunohistoquímica

Marcador MAP Melanoma Consecuencia
PCNA 4.5(0-9)* 17(3-50)* Incremento

Proliferación
p53 0% 60%+ Mutación
bcl-2 NEG NEG No mutado
PCNA (Antígeno Nuclear de Proliferación Celular); *Mediana (Ran-
gos) del Promedio de células teñidas en 10 campos 40X; p53,
porcentaje de los tumores teñidos+.

Cuadro 3. Características clínicas e inmunohisquímicas de los casos

Características clínicas Inmunohistoquímica
Caso Diagnóstico Edad Sexo Ojo PCNA* p53+

1 MAP 71 F D 1 0
2 MAP 29 F I 1 0
3 MAP 65 F I 8 0
4 MAP 54 M D 9 0
5 Melanoma 71 F D 50 1
6 Melanoma 51 F I 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; I, Izquierdo; PCNA (Antígeno
Nuclear de Proliferación Celular); *Promedio de células teñidas en 10 campos 40X; p53, tinción presen-
te o ausente.

Análisis estadístico
El manejo estadístico se realizó con estadísticas no paramétri-
cas. Las variables cuantitativas se resumieron en términos de
mediana y rangos.  Para la comparación entre grupos se uti-
lizó la prueba U-Mann-Whitney.  Las variables categóricas
se resumieron en términos de frecuencias y porcentajes.
La comparación entre grupos se realizó mediante la prueba
exacta de Fisher. Se consideró como estadísticamente sig-
nificativo un valor de p < 0.05. El programa SPSS 12.0
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A

Inmunohistoquímica (cuadro 4)
Tanto en los casos de MAP como en los de melanoma se
encontró una inmunotinción positiva para el marcador PCNA,
el cual es un fiel índice de proliferación celular en cualquier

tejido. La tinción fue mayor en los melanomas conjuntivales
en comparación con las MAP (mediana: 17, rangos de 3-50 vs
4.5 rangos de 0-9 ) (figura 1). De forma interesante demostra-
mos una alteración en la expresión de p53 en el 60%  de los
casos de melanoma conjuntival analizados, siendo el patrón
de tinción citoplasmático el más frecuente (figura 2B); a dife-
rencia de esta malignidad ninguno de los casos benignos de
MAP expresó esta proteína (figura 2A), aunque esta diferen-
cia no fue estadísticamente  significativa.  Por último se debe
señalar que, a diferencia de otro tipo de melanomas, no se
encontró un sobre-expresión citoplasmática de bcl-2 en nin-
guno de los casos de MAP o melanomas (figuras 3A y 3B y
cuadro 4).

DISCUSIÓN

La edad promedio de presentación de melanomas en diver-
sas series varía de 52 a 60 años y los casos de MAP pueden
presentarse 10 años antes (2, 15). En nuestros resultados
encontramos una edad mediana de presentación mayor a la

Fig. 1. A. Tinción nuclear intensa en un caso de melanoma conjun-
tival (flechas). B. Tinción nuclear  leve en un caso premaligno de
MAP. C. Tinción nuclear intensa un caso de melanoma. (PCNA,
sistema biotina-estreptoavidina-diaminobenzidina, aumento origi-
nal 40X (A) y 20X (B, C).

B

Fig. 2. Tinción citoplasmática. A. Ausencia de tinción de p53 en un
caso premaligno de MAP, que contrasta con la positividad en un
estadio maligno. B. (p53, sistema biotina-estreptoavidina-diamin-
obenzidina, aumento original 20X (A,  B).

A

B

C
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reportada siendo de 59 años con intervalos entre los 25 y
84 años en el caso de MAP y una mediana de presentación
de 71 años con intervalos entre los 46 y 81 años en el caso
de los melanomas. Estas diferencias en edad pueden deber-
se a las condiciones socieconómicas de nuestros pacientes
ya que la mayoría proviene del medio rural, con un menor
acceso a un tercer nivel de salud y un estrato socioeconó-
mico y educativo menor (15). Con respecto al género en-
contramos una similitud en el predominio del sexo femeni-
no en nuestra población estudiada, lo que concuerda con lo
reportado en la literatura mundial (2). Con respecto al ojo
afectado no encontramos predominio por algún ojo en par-
ticular en casos de MAP y en el melanoma ligeramente más
afectado el ojo derecho, lo que creemos no tiene signifi-
cancia clínica, como ya se ha comentado en otra serie de
casos (2).

El  índice de proliferación celular utilizando PCNA se ha
descrito como un factor pronóstico independiente de so-
brevida (16), ya que su expresión se encuentra incrementa-
da en lesiones de mayor grado de malignidad tanto en el
melanoma cutáneo como en el uveal (17-19). Nosotros

encontramos una mayor expresión de PCNA en los casos
de melanoma en comparación con los de MAP, lo que de-
muestra una relación directamente proporcional entre la
proliferación celular medida por PCNA y el grado de ma-
lignidad de la lesión conjuntival. Hasta este momento este
es el primer reporte que establece esta relación en la se-
cuencia MAP-melanoma conjuntival ya que en el único re-
porte previo de expresión de PCNA sólo se determinó en
melanomas conjuntivales, donde se encontró puede funcio-
nar como un factor pronóstico para determinar una menor
sobreviva (20).

El hecho de encontrar la expresión citoplasmática intensa
de p53 en 60% de los casos de melanoma conjuntival y en
ninguno de los casos de MAP, implica la participación de
esta proteína  en el proceso de oncogénesis de estos melano-
mas, situándose ésta como un evento tardío, ya que el tejido
premaligno (MAPs) todavía no demuestra una alteración en
su expresión. Esto contrasta con lo publicado previamente
por otros autores, los que han encontrado un mínima expre-
sión focal  de p53 en 33% de los melanomas conjuntivales
(21). Estas diferencias con nuestro estudio probablemente se
deban a diferencias genéticas y/o ambientales de la pobla-
ción estudiada o a las características del anticuerpo utilizado.
Nuestros resultados son similares a lo ocurrido en los casos
de melanomas uveales en donde la mutación del p53 alcanza
hasta  66% de los casos (10, 22-25). En lo que se refiere a la
expresión de p53 en melanomas cutáneos su mutación ha
sido más consistente, hasta 90% de los tumores, por lo que
parece desempeñar un papel importante en la biología de los
melanomas de piel (13, 26- 31).  Nuestros resultados demues-
tran que la proteína p53  desempeña un papel importante en
la oncogénesis de los melanomas malignos de la conjuntiva
mediante la pérdida de la función supresora de tumor o de la
función inductora de la apoptosis, siendo esto un evento
tardío debido a que sólo se encontró la mutación en los ca-
sos de melanoma.  Estos resultados incluyen al melanoma de
la conjuntiva como uno más en la lista de tumores en los que
se muta el p53 durante el proceso de oncogénesis.

Por último, este es el primer estudio que analiza la expre-
sión de bcl-2 en melanomas conjuntivales, en los que no
encontramos inmunorreactividad para esta proteína.  La ex-
presión del bcl-2 ha mostrado resultados variados en los di-
ferentes tipos de melanoma. En melanomas uveales se ha
encontrado positividad hasta en 96% de los tumores (10, 14).
Por otra parte en los melanomas cutáneos la positividad pa-
rece ser menor a 50% (8, 32-37). En los melanomas uveales se
sugiere que el bcl-2 puede desempeñar un importante papel
en el desarrollo del melanoma maligno por evitar que las célu-
las mueran por apoptosis (pudiendo quedar expuestas de
esta forma a otros eventos secundarios) o a través de coope-
ración con otros oncogenes. Sin embargo, algunos autores
han encontrado que la expresión de bcl-2, aunque se detecte
mediante inmunohistoquímica, no tiene significado clínico
de mal pronóstico en melanomas cutáneos y uveales (14, 38)
o se relacione con el tamaño del tumor en melanomas cutá-
neos (13). Con base en nuestros resultados, parece ser que el
bcl-2 no contribuye en la génesis del melanoma conjuntival y

Fig. 3. A. Se observa  ausencia de tinción citoplasmática tanto en un
caso de MAP como de melanoma conjuntival (B). (bcl-2, sistema
biotina-estreptoavidina-diaminobenzidina, aumento original  20X
(A, B).

A

B
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existen otras vías implicadas en la oncogénesis de este tu-
mor como p53 o pRb.

La conexión entre las vías de pRb y p53 proveen una barre-
ra contra la oncogénesis en los tejidos normales, la cual he-
mos demostrado se encuentra alterada en la secuencia MAP-
melanoma conjuntival. Por otra parte nuestros resultados
sugieren que existe una heterogeneidad genética entre los
melanomas cutáneos, uveales y conjuntivales a pesar de su
origen embrionario común, probablemente debido a variacio-
nes ambientales y regionales, lo que puede explicar las dife-
rencias en el comportamiento biológico de los diferentes ti-
pos de melanomas dependiendo de su localización anatómi-
ca (39).

CONCLUSIÓN

La alteración de las vía de p53 participa de forma importante
en el desarrollo de la secuencia MAP-melanoma conjuntival,
facilitando el fenómeno de proliferación de las células malig-
nas. Consideramos que los resultados presentados en este
trabajo contribuirán en parte a la comprensión de la patogé-
nesis de los melanomas conjuntivales.
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