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RESUMEN

Se valoraron las regiones organizadoras nucleares (AgNORs), especialmente el ni-
mero de particulas por nicleo en nevus melanociticos y en melanomas malignos, y
su correlacion con los factores prondsticos y la supervivencia. Se estudiaron 29 casos de
melanoma maligno en fase de crecimiento vertical (MMFCV),30 nevus melanociticos
(20 intradérmicos y 10 compuestos) y 30 biopsias cutdneas sanas. Se hallé que en
piel normal y en NM, el niimero de particulas de AgNORs por célula era, respecti-
vamente, 1,22 + 0,41y 1,35 + 0,54 (menos 3 por nticleo), que los AgNORs estaban
bien definidos, pequefios e independientes. Los AgNORs por nicleo en los MMFCV
mostraba un niimero de 8,02 + 5,31 y su morfologia estaba mal definida, mayor tamafio
y tendencia a confluir. El nimero de AgNORs en los MMFCYV depende significativamente
del espesor (Breslow) y del nimero de mitosis, pero resulta independiente del nivel
infiltrante (Clark) del tumor. El nimero de AgNORs estaba correlacionado con la super-
vivencia tedrica, pero era independiente de la supervivencia real. Estos resultados sugieren
que los AgNORs, especialmente su niimero y morfologia, es un claro indicador diagnés-
tico y tiene interés como parametro prondstico en los MMFCV, es ademds una técnica
rdpida, barata y asequible, por lo cual debe incorporarse a la rutina oncoldgica del melanoma
maligno.

DeCS: REGION ORGANIZADORA DEL NUCLEOLO; NEVO PIGMENTADO;
MELANOMA/diagnéstico, MELANOMA /patologia; TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS
DIAGNOSTICOS; NEOPLASMAS CUTANEOS; TASA DE SUPERVIVENCIA.

La evoluci6n de los melanomas en fase tor prondstico mds fiable, lo que evidencia
de crecimiento vertical es discutida, el gro- la necesidad de desarrollar nuevos
sor de los melanomas malignos es el fac- pardmetros biolégicos. Por este motivo se
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han buscado distintas técnicas que permi-
tan vaticinar la evoluciéon tumoral, entre
las que destaca la técnica de los organiza-
dores nucleolares argirdfilos, por ser una
técnica rapida y econdémica con alta fiabi-
lidad.

Las regiones organizadoras del nucléolo
(NORs) son bucles de ADN ribosémico
(ADNTr) que tienen por mision la codifica-
cion del ARN ribosoémico para realizar la
sintesis de las proteinas.! Los NORs han
sido localizados mediante técnicas de hi-
bridacion in situ, en las constricciones se-
cundarias de los cromosomas
acrocéntricos.> Estos NORs han podido ser
demostrados mediante técnicas de tincion
de plata (AgNOR), por la argirofilia de al-
gunas de las proteinas asociadas a los NORs
(NORAPs),? con este vinculo se conoce la
proteina RNA polimerasa I, nucleolina
(c23), B23, Mr58K, Mr80K y Mr40K 12.?

La distincién entre linfomas de alto y
bajo grado de malignidad ha sido una de las
primeras aplicaciones de la técnica de
cuantificacion de AGNORS.* La expresion
de los AgNORs también ha sido empleada
en carcinomas de distintas localizaciones
(mamarios, glandulares, orales, renales,
vesicales, faringeos, mielomas...), se em-
plea para diferenciar entre lesiones benig-
nas y malignas, asi como para establecer
el grado de malignidad y el consecuente
pronostico.>” Nosotros empleamos esta téc-
nica en la valoracién de lesiones orales
premalignas, en carcinomas orales de cé-
lulas escamosas® y en lesiones benignas y
malignas de mama en comparacién con el
p53° y hemos obtenido sugerentes resulta-
dos sobre su interés prondstico.

El objeto fundamental del trabajo con-
siste en valorar los resultados alcanzados
al aplicar el estudio morfoldgico y el pos-
terior andlisis cuantitativo de las regiones
organizadoras nucleolares (AgNORs) en
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lesiones melanicas benignas y en melanomas
malignos en fase de crecimiento y estable-
cer su capacidad pronostica en el melanoma
maligno.

METODOS

Se han estudiado 59 lesiones meldnicas
benignas y malignas de piel. Las benignas
han sido 30 lesiones melanociticas benig-
nas (20 nevus melanociticos intradérmicos
y 10 nevus melanociticos compuestos).

Las lesiones malignas recogidas han
sido 29 melanomas malignos en fase de
crecimiento vertical (MMFCYV): 14 mela-
nomas de extension superficial, 9 tipo melanoma
léntigo maligno, 3 melanomas lentiginosos
acrales y 3 melanomas nodulares. Todos
ellos fueron diagnosticados basicamente por
métodos histologicos rutinarios, los anali-
zaron 2 observadores distintos. Todos estos
pacientes eran de raza blanca. La edad de
los pacientes con melanoma maligno va-
riaba desde los 26 a los 91 afios, 8 casos
del sexo masculino y los 21 casos restan-
tes del femenino. En ningiin caso habia
constancia de antecedentes familiares o
personales de melanoma maligno ni de
nevus displasico. En 18 de los 29 casos de
MMECYV se pudo realizar un seguimiento
superior a 5 afios.

Los tumores se valoraron mediante
parametros clésicos: estudio del espesor
tumoral o grosor del tumor expresado en
milimetros (Breslow), nivel de infiltracion
segun la clasificacion de Clark (5 niveles)
y la presencia de mitosis considerada posi-
tiva si habia mas de una mitosis por campo
de gran aumento (600x).

La supervivencia se analiz6 por
2 métodos: Supervivencia tedrica de la se-
rie de MMFCV (mediante un analisis del
grosor de los tumores comparandole con la
supervivencia descrita en otras series); y



supervivencia renal, relacionando la mis-
ma con el nimero de AgNORs en los pa-
cientes cuyo seguimiento fue al menos de 5
anos (18 de los 29 casos).

El procedimiento para la técnica de
los organizadores nucleolares argir6filos,
segun la metodologia de Ploton et al,se
realiza incubandose las preparaciones du-
rante 30 min a 37° en una cdmara hiimeda
en una mezcla compuesta por 2 partes de
una solucién A (gelatina al 1 % en &cido
formico) y una parte de la solucién B (so-
lucidén acuosa de nitrato de plata). Para la
valoracion de los NORs, las preparaciones
fueron estudiadas en un microscopio mar-
ca Leitz Wetzlar 307-148 con objetivo de
inmersion, 100X, se cuantifica el nimero
de AgNORs en cada célula, se seleccionan
100 nticleos tumorales en cada caso (los ni-
cleos que no mostraban AgNORs
discernibles fueron excluidos). El micros-
copio fue equipado con 2 cabezales y los
contajes fueron realizados por separado por
dos observadores.

Anélisis estadistico: Para el estudio
comparativo de las medias de las muestras
en las distintas variables cuantitativas con-
tinuas, se utilizé la “t” de Student-Fisher,
tanto para datos independientes como para
datos apareados. Previamente se realizé
analisis de la varianza de las muestras como
condicionantes de validez de esta prueba
paramétrica. También se emple6 como
prueba no paramétrica el modelo de la re-
gresién multiple para la supervivencia real
y la supervivencia tedrica con el nimero
de AgNORs (en cada uno de los casos se
compard el nimero de granulos de AgNORs
con la supervivencia real en meses y la su-
pervivencia tedrica en meses).'!

RESULTADOS
PIEL NORMAL: AgNORs

En la piel normal es facil demostrar
AgNORs (en los 30 casos). En algunos

casos fue preciso distinguir las
microparticulas de melanina con los autén-
ticos AgNORs (2 de los 30 casos). Las par-
ticulas AgNORs eran de pequefio tamafio,
simples y bien delimitadas. El nimero de
particulas variaba entre 1-3 (1,22 + 0,41).

NEVUS MELANOCITICOS: AgNORs

Se ha podido valorar el nimero de
AgNORs en el 96,66 % de los casos de
nevus (29 de los 30 casos). En el caso res-
tante, la presencia de microparticulas de
melanina se confundia con los auténticos
AgNORs. Las microparticulas AgNORs
eran de pequefias dimensiones, independien-
tes y con claros limites, con un modelo si-
milar al observado en los controles. El mi-
mero de particulas AgNORs oscild entre 1
y 3 (1,35 + 0,54). La valoracién de los
AgNORs, se hacia mejor en aquellos loca-
lizados en células de las tecas mas superfi-
ciales de los nevus melanociticos que en
los de ubicacién més profunda.

La variacion en el nimero de AgNORs
entre los nevus melanociticos y la piel sana
no es significativa (t=0,1566,p >0,05).

MELANOMA MALIGNO: AgNORs

La técnica para AgNORs se pudo va-
lorar en los 29 MM. El anilisis de visu de
los AgNORs en los melanomas malignos
mostré un nuevo modelo con presencia de
mayor nimero, tamafio e irregularidad que
en las lesiones benignas, en ellos se obser-
va tendencia a la agregacion de las particu-
las de AgNORs, que en las lesiones benig-
nas. La presencia de pigmento melanico en
grandes cantidades dificultaba en algunos
casos el recuento de las particulas
argiréfilas (es mas facil su valoracion por
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los bordes de 1a lesion). Se observo un ma-
yor niimero de AgNORs en aquellas célu-
las que presentaban nucléolos grandes. El
estudio citométrico aporté que el nimero
de AgNORs por célula tenia una media de
8,02 + 5,31. En la mayoria de los casos, el
recuento de los AgNORs variaba, depen-
diendo del tamafio de los mismos, entre 5 y
20 por nticleo, aunque cuando eran tan abun-
dantes, los AgNORs se manifestaban como
micropuntos dificilmente calculables pues
tendian a confluir. También se estim6 que
en las células de predominio epitelioide,
los AgNORs se contabilizaban con mayor
facilidad que en el componente fusocelular.

Las diferencias en el nimero de
AgNORs fueron muy significativas entre el
tejido sano y el melanoma maligno
(t=8,5836, p<0,001); y entre los nevus
melanociticos y los melanomas malignos
(t=7,9523, p<0,001).

MELANOMA MALIGNU:’PARI:\METROS
MORFOLOGICOS PRONOSTICOS

La infiltracién tumoral variaba entre
0,73 mmy 10,2 mm (5 casos tenian un gro-
sor menor de 3 mm y los 24 casos restantes
un grosor mayor de 3 mm).

Segin la clasificacién de Clark: 6 ca-
sos se encontraban en el nivel 2; 9 en el
nivel 3; 8 en el nivel 4 y 6 enel 5.

El indice mitdtico era positivo en to-
dos los melanomas malignos observados, se
pudo clasificar entre escasamente positivo:
menos de 3 mitosis por campo (en 6 casos)
y muy positivo: mas de 3 mitosis por campo
(23 casos).

MELANOMAS MALIGNOS: PARAMETROS
MORFOLOGICOS PRONOSTICOS Y AgNORs

Los tumores de menos de 3 mm te-
nian menor nimero de particulas de
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AgNORs que los tumores de mas de 3 mm
(tabla 1). Esta variacion es estadisticamente
significativa para p < 0,05, aunque no sig-
nificativa para p<0,01 (tabla 2).

TABLA 1.

-3 mm (5 casos) 513 + 2,82
+3 mm (24 casos) 8,62+ 4,74
Nivel 2 de Clark (6 casos) 514 + 2,92
Nivel 3 de Clark (9 casos) 7,34 + 3,96
Nivel 4 de Clark (8 casos) 8,72 +4,70
Nivel 5 de Clark (6 casos) 10,98 + 6,16
Indice mitético -/ + (6 casos) 5,02 + 2,76
indice mitético + + + (23 casos) 8,81 +4,84

TABLA 2. Valor de Ia t de Student y grado de significacin de las
variaciones en el nimero de AglORs

-3 mm (5 casos)

+ 3 mm (24 casos) t=1,748;p<0,05/p>0,01*
Nivel 2 de Clark (6 casos) Nivel2/3: t=1,085; p> 0,05
Nivel 2/4: t=1,521;p> 0,05
Nivel 2/5:t=3,153; p < 0,05*
Nivel 3/4: t=0,617; p> 0,05
Nivel 3/5:t=1,298; p> 0,05
Nivel 4/5:t=0,721; p> 0,05

Nivel 3 de Clark (9 casos)
Nivel 4 de Clark (8 casos)
Nivel 5 de Clark (6 casos)
indice mitético |+ (B casos)

Indice mitdlico + + +
(23 casos)

t=1,777; p<0,05/p>0,01*

*Dependencia estadisticamente significativa.

El nimero de particulas de AgNORs
era mayor al aumentar el nivel de infiltra-
cion (tabla 1). El anilisis de la varianza
demostro diferencias significativas en esta
muestra, pero estas se limitaban al compa-
rar los melanomas de nivel de infiltracion
2 con del nivel 5 (tabla 2).

El nimero de particulas de AgNORs era
maés elevado en los melanomas malignos con
mayor nimero de mitosis (tabla 1). Esta dife-
rencia es significativa (tabla 2).

MELANOMAS MALIGNOS: SUPERVIVENCIAS
Y AgNORs

El estudio de la regresion entre el ni-
mero de AgNORSs y la supervivencia tedrica



reflejaba una relacion estadisticamente sig-
nificativa para p <0,05; pero no para p < 0,01
(tabla 3). La supervivencia real documenta-
da en el seguimiento clinico de 18 casos no
mostré dependencia significativa con el nu-
mero de AgNORs (tabla 3).

TABLA 3. Relacidn entre las supervivencias real y tedrica y el nime-
ro de AgNORs

Ndmero Ndmero Namero
AgNORs AgNORs AgNORs
Supervivencia
tedrica r=0,38 t=2,13466 p<0,05/
p>0,01
Supervivencia
real r=0,31 t=1,49397 p>0,05

r: Coeficiente de correlacion maltiple. t: t de Student. p:Grado
de significacion.

DISCUSION

La aplicacion de métodos morfold-gicos
al estudio de la proliferacion celular esta
sujeta a variantes que se pueden escapar a
cualquier observador. Actualmente, es pre-
ciso no limitarse a la demostracién de un
marcaje sino establecer métodos cuantita-
tivos que permitan objetividad en su eva-
luacioén, lo cual permitird ademas de esta-
blecer un acertado diagnéstico, conocer la
evolucién pronéstica e incluso proponer
actitudes terapéuticas.

El modelo morfolégico de AgNORs
era diferente entre piel sana/lesion benig-
na y melanoma maligno. En el primer
grupo, las particulas estaban bien delimi-
tadas, definidas y eran pequefias; mientras
que en el segundo, los conglomerados te-
nian tendencia a confluir, estaban mal de-
limitados y eran de mayor tamafo. Esta
diferencia en su presentacion ratifica los
hallazgos de otros autores,'>!* aunque para
los mismos resultaria insuficiente este dato
para un diagnéstico exacto. '?

El nimero de AgNORs en las células
epidérmicas de biopsias normales y de
las lesiones névicas benignas, tanto en los
estratos basales como en intermedios, es
generalmente igual o inferior a 3 por célu-
la, dato paralelo a lo observado por otros
autores en lesiones premalignas, primarias
o0 benignas.'* Por el contrario, en nuestros
resultados, el nimero de granulos de
AgNORs en los melanomas malignos es
siempre superior a 3. Este resultado con-
cuerda con anteriores estudios que han des-
crito un nimero variable de AgNORs por
nucleo celular (mds de 4,26, més de 5,3;5
media de 7,65 + 2,35 en la fase de creci-
miento vertical;'®media de 5,44 + 1,70 en
fase de crecimiento horizontal;'® mds de
3,73, media de 4,889 + 1,403' ...). Este
parametro resulta muy significativo, hasta
el punto que coincidimos con los autores
que piensan que un simple contaje de los
AgNORs sirve para establecer el diagnds-
tico entre una lesién benigna y un melanoma
maligno.'® Sin embargo para este autor, el
simple parametro numérico no tendria va-
lor diferencial entre los nevus displasicos,
nevus de Spitz y melanoma maligno, aun-
que seria significativo al combinarse con el
tamafio y el modelo de dispersion.'®

El valor pronéstico de los AgNORs
en los melanomas malignos es muy discu-
tido. En un seguimiento durante 73 meses
de las metdstasis de pacientes con
melanoma maligno se observd una dife-
rencia significativa en el ndmero de
AgNORs segtin hubiese 0 no metéstasis,
hasta el punto que si el niimero de estos
era superior a 3,62 habia 82 % de proba-
bilidades de que apareciesen metastasis;'®
teniendo para este autor los AgNORs un
valor prondstico superior al nivel de Clark
o al grosor de Breslow. '3 Por el contrario,
otros autores no encontraron valor pronds-
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tico al no existir diferencias significativas,
en el nimero de AgNORs entre pacientes
que estaban sanos y pacientes fallecidos a
los 5 afios!” o segtn la evolucion de las
metastasis.'> Sin embargo, para la mayoria
de los autores, el valor prondstico de los
AgNORs en el melanoma maligno no se
conoce suficientemente y es necesario rea-
lizar nuevos estudios que establezcan su
significacion, 11920

En nuestro trabajo, al establecer la
correlacion entre los parametros pronosti-
cos clasicos y el numero de AgNORs, he-
mos encontrado dependencia de los
AgNORs con el grosor del melanoma
(Breslow) y con el niimero de mitosis, pero
no con el nivel de infiltracién de Clark (sal-
vo en los casos extremos), lo que ratifica
otros estudios.?® Estos resultados muestran
que un elevado niimero de AgNORs es sig-
no de mal prondstico en la evolucion de
los melanomas malignos. Por otro lado, la
supervivencia tedrica también es depen-
diente de los AgNORs mientras que la su-
pervivencia real fue independiente. Este
hecho se puede explicar porque la super-
vivencia tedrica se calcula segtin el grosor
del tumor, que ya hemos indicado sufre

SUMMARY

cambios significativos; mientras que la su-
pervivencia real, aunque muestra marca-
das variaciones, estas no resultan signifi-
cativas posiblemente por el poco nimero
de casos del que pudimos disponer. En cual-
quier caso, ambos pardmetros sefialarian
que el nimero de AgNORs seria un indica-
dor de mal prondstico en los melanomas
malignos.

Como conclusiones, se destaca que a
la vista de los resultados expuestos, nos
parece indicado emplear la técnica descri-
ta para establecer parametros estrictos de
benignidad o malignidad en las lesiones
melanociticas. Aunque en el diagnéstico
de proliferaciones melanicas benignas o
malignas los pilares clasicos microscopi-
cos siguen siendo interesantes, esta técni-
ca debe afadirse en la rutina histopatoldgica
de los melanomas malignos por su valor
prondstico, pero su uso debe ser combina-
do con técnicas citométricas, que aporten
datos cuantitativos. Ademas, esta técnica,
a diferencia de las histoinmunolédgicas o
moleculares, es muy sencilla, barata, rd-
pida, reproducible, facilmente disponible
y asequible.

Nucleolar organizer regions (AgNORs) were assessed, specially the number of particles by nucleus in melanocytic
nevus (MN) and malignant melanomas , and their correlation with prognostic factors and survival rate. Twenty-
nine cases of malignant melanoma in vertically growth phase (MM VGPh), 30 melanocytic nevus (20 intradermal
and 10 compound) and 30 healthy skin biopsies were studied. It was found that in normal fact and in MN the
number of AgNORs particles per cell was 1,22 + 0,41 and 1,35 + 0,54 respectively and that AgNORs were
well-defined, small and independent whereas AGNORs per nucleus in MM VGPh showed 8,02 + 5,31 and were
poorly-defined, bigger and tending to converging. The number of AgNORs in MM VGPh greatly depends on
thickness (Breslow) and number of mitoses but is not associated with the infiltrating level clark of a tumor. The
number of AgNORs was correlated with theoretical survival rate but not with the real survival rate. These results
suggest that the number and morphology of AgNORs are specially a clear indication which is of interest as a
prognostic factor in MM VGPh and also a rapid, cheap and accessible technique; therefore, it should be incorporated
to the oncologic routine procedure of malignant melanoma.

Subject headings: NUCLEOLUS ORGANIZER REGION; NEVUS, PIGMENTED; MELANOMA/diagnosis;
MELANOMA /pathology; LABORATORY TECHNIQUES AND PROCEDURES; SKIN NEOPLASMS;
SURVIVAL RATE.
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