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RE S U M E N 

El Melanoma Mali gno (MM), au nq ue es una neoplasia rara en la edad ped íatrica, 

puede presentarse en un nevo congénigo melanocítico pre-existente (N MC), Los 

factores de riesgo potenciales en este fenómeno no son bien conocidos, pero el DNA 

aneuplo ide y la anormal ildad en el cic lo ce lu lar de lesiones precursoras puede estar 

entre estos factores de riesgo como es el incremento en la fase S y G2+M en el c ic lo 

celular. 

En el presente trabajo hemos analizado retrospectivamente el contenido del DNA 

Aneuploide y el ciclo celular por medio de ci tometría de flujo (CF) en dos gru pos 

De pac ientes pediátricos. Se analizaron 28 pacientes con Nevos Melanoc iticos 

Congénitos (N MC) que no desarro llaron MM y 6 pacientes quienes lamentablemente 

Desarroll aron MM y un segundo grupo de 3 pacientes de los cuales se tomaron cuatro 

biopsias antes de la presencia del MM y dos biopsias de dos de estos pacientes fueron 

tomadas después de la aparición de MM. 

El resto de N MC no asoc iados a MM y que exhi bieron so lo diploidía ce lular , la fase 

S fu e 11.5% (+/ -3.8); y la fase G2 + M fue 2.5% (+ 1- 2.2). Entre los pac ientes que 

desarro llaron MM, 3/6 tuvieron fase S > 15.5 y G2 +M > 2. 3 prev io a la presencia de 

dos de los 6 pacientes tuvieron DNA tetraploide cuando desarrol laron Melanoma 
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Maligno y murieron con MM diseminado. Ellos presentaron una fase S > 15 .5 y 

Una fase G2 + M > 2 . 5. 

Dos de estos se is pacientes tuv ieron un D A tetraploide con una actividad a ltamente 

pro li ferativa (AP) los cuales estan vivos. Una AP averrante se encontró en NMC 

antes de la presencia del MM, lo cual es alto al compararlo con los NMC que no se 

asociaron a MM . 

En este estudio proponemos la evaluación del contenido de l DNA y e l ciclo celular 

por CF como un método útil para completar los hallazgos de la biopsia en pacientes 

con lesiones en riesgo de desarrollo de MM. 

Los Nevos Melnocíticos Congénitos (NMC) estan presentes al nacimiento en 

aproximadamente de 1 1-2% de los recien nacidos, algúnos de estos nevos se hacen 

aparentes posteriormente en la infancia, el crecimiento en proporción con el cuerpo 

cambia gradua lmente durante la vida del paciente ( 1 ,2,3). En edad pediátrica e l MM es 

una neoplasia rara, que ocurre en el 1-3% de todos los tumores malignos (4). Un tercio de 

los melanomas oc urren en nevos preexistentes, sobre un NMC con un riesgo de 2-42%, 

e l rango de transformación maligna se ha reportado en un 6.3-14% durante la vida (5,4). 

Los NMC pequeños tienen el 1.1-58% de potencial maligno con un 2.6-4.9% de riesgo de 

transformac ión maligna durante la vida, pero el riesgo de malignización parece ser tardío 

en adultos (7,8). El factor de riesgo potencial para la presencia de MM en un NMC no 

está bien estudiada, pero e l DNA aneuploide y las anorma lidades de l ciclo celular pueden 

ser uno de los factores de riesgo que neces itan ser profundamente investigados 

(9, 1 O, 1 1 ).En este estudio hemos analizado e l contenido de DNA y el ciclo celular por 

medio de la citometría de flujo (CF) en 5 1 6 bi opsias en parafina con diagnóstico de 
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MM en 28 biopsias de pacientes pediátricos con NMC que desarro lla ron MM , en cuatro 

biopsias tomadas de 3 pac ientes fueron analizadas tnes de la aparición de MM y dos 

biopsias de dos pacientes fueron hechas después de la aparición del MM. 

INTROD UCC ION 

Nevos Congenitos 

Los nevos me loancít icos en la pie l se presentan de l 1% al 2 % de los reci én nacidos ( 5) 

Casí todos estos nevos congénitos son pequeños . La frecuenc ia de nevos congénitos 

gigantes varía de uno en 1 1604 en una serie que comprendió 464 1 recién nacidos en 

Estados Unidos a uno en 20 500 de una serie de 532 831 recién nacidos sudamericanos 

( 17). Aunque hay acuerdo general en que los indiv iduos co n nevos congéni tos gigantes 

ti enen riesgo aum entado de melanoma (25 ,26,50,) han persistido las controversias en 

cuanto a l ri esgo re lacionado con nevos pequeños y medianos (3,25,32,53), Los estudios 

importantes han encontrado problemas metodo lógicos, en tre e ll os estándares dife rentes 

para clasificar nevos utilizados para definir a los nevos como gigantes . (25,26,50) . 

Los criterios para c las ificar a un nevo como gigante han variado entre los etudios. Las 

definiciones de nevo melanocítico congén ito gigante NCMG incluyen lesiones cuyo 

tamaño basta para que no se puedan extirpar y cerrar de manera primaria en un 

procedimiento único , (5) aquellas con diámetro de más de 20 cm (45) y las que tienen 



diámetro mayor que la palma del individuo s i la lesión está en la cabeza o el cuello, o dos 

veces e l tamaño s i está en otro siti o del cuerpo (29). 

Los NCMG se caracterizan en clínica por color café medio a oscuro, superficie verrugosa 

o g lobulada y crecimiento de pelo terminal grueso. (20.33). Los CMG suelen mostrar 

nevas saté lites periféricos . Conforme crece e l niño, a menudo aparecen oscurecimientos 

de la les ión y aumento de la irreuglaridad de la superficie. ( S). Las más grandes de estas 

lesiones suelen describirse como parecidas a vestimenta en su di stribución anatómica. 

Las les iones pueden tener impacto psicológico sustancial sobre e l afectado (44). Los 

NCMG en la pie l cabe lluda y el cuello pueden re lacionarse con me lanosis leptomeningea, 

que en ocasiones da por resul tado aparición de hidrocefalia, c rísis convulsivas y rara vez, 

melanoma leptomeningeo. (4, 12). A pesa r de la rareza relativa del NCMG, casí todas las 

grandes seri es de informes de niños con melanoma incluyen pacientes en quienes la 

enfermedad mali gna aparec ió en una lesión de ese tipo,(6,36,) En 1974 Kaplan informó 

s iete casos de melanoma que surgieron en nevos congénitos grandes y proporcionó una 

rev isón de la literatura que demostró riesgo co lectivo promedio de 14%. En 1987, Kaplan 

y Nickolo ff notaron que muchas revisiones clínicas, incluso sus propias investigaciones 

más tempranas, adolecieron de sesgo de se lección para lesiones más grandes y aquellas en 

las cuales ya había aparecido melanoma, porque es más probable que los enfermos con 

estas lesiones sean enviados a hospitales especial izados. En una rev isión de 151 pacientes 

Daneses con NCMG , Loretzen y col (55), calcularon un riesgo durante toda la vida de 

4.7% de melanoma . La edad tardía de inclusión en esta serie, con edad med ia de ocho 

años, quizá condujo a subestimación del ri esgo al excl uir a los individuos en quienes 
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aparecierón melanoma leta l en etapas tempranas de la niñez. En la revisión de la 

literatura efectuada por Kaplan en 1974 (40), 60% de los melanomas que aparecieron 

en sujetos con NCMG ocurri ó durante e l primer decenio de vida. Rhodes y co l, ( 7) 

utilizaron los datos de Lorentzen y co l, recalcularon un riesgo de melanoma de 6.3% 

durante toda la vida en personas con CMG ( 12). Con base en una serie de 39 pacientes 

vigilados una media de 8.a 64 años. Quaba y Wallace (40) calcularon un riesgo de 

melanoma de 8.52 % durante los primeros 15 años de vida. Un estudi o prospectivo 

basado en e l registro de enfermos con nevos congénitos de más de 20 cm, que empezó en 

1979, escla recerá la magnitud de l re igo de melanoma en estos indiv iduos. 

Debído a l a lto riesgo de degeneración maligna en e l transcurso de la niñez, se recomienda 

la excisión temprana del NC MG . En 198 1, Rhodes y co l (28) esti maron que el riesgo de 

muerte causada por anestesia general durante el primer año de vida es mucho menor que 

e l de aparición de mel anoma en el transcurso del mismo periodo. Kaplan y Nicko lff 

también recomendaron extirpar e l CMG en etapas tempranas de la lactancia. Po r lo 

general, inic ian la resecc ión quirúrg ica a los tres a seis meses de edad, con inte rva los de 

seis a nueve meses entre los procedimientos s i se requieren múltiples o perac ions. (45) 

Debido a la aparición de l melanoma dentro del CMG puede ser no epidérmico (56), se 

prefiere excis ión hasta e l nivel del tej ido subcutáneo (47), Este objetivo puede quedar 

comprometido por necesidad en áreas donde la excis ión o ri g inó func ión di sminuida (49). 

Se ha informado aparición de melanoma por debajo de un inj erto cutáneo en un s itio en e l 

cual se había extirpado un nevo congénito gigante hasta la cara superfic ial del tejido 

cé lular subcutáneo ( 11 ). Las dec is iones respecto a excisión del NCMG son complejas ; 

ex igen valorar las 
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consideraciones estéticas, psicosociales y funcionales, así como el riesgo de degeneración 

mali gna (35). 

Los nevos melanocít icos congénitos peq ueños ( NMCP) se observan mcho más a menudo 

que los gigantes,(4) y tienen , en consecuencia, considerablemente mayor importancia 

epidemiológ ica s i representan precursores de melanoma. Sin embargo, aún hay 

controvers ia en cuanto el riesgo vincul ado con los NCM P. Rhodes y co l (8,9) encontraron 

que había datos histológicos de nevos congénitos en 8. 1% de 234 biopsias de melanoma. 

Rhodes y Melski (9) ca lcul aron el ri esgo re lati vo re lacionado con NMCG al comparar la 

frec uencia de este último en el sitio del melanoma di agnosticado poste riormente con la 

aparición estadística de nevos melanocíticos, confirmados med iante estudio histológico, 

en reci en nac idos, . En suj etos con NCM P se estimó de 2 1 veces e l riesgo de melanoma 

cuando se estab lec ió por medi o de los antecedentes del enfermo la presencia de nevo 

congénito en el s itio del melanoma. El CM P se re lacionó con aumento de tres a 10 

veces e l ri esgo de melanoma cuando se determinó histológicamente la presencia de 

NCMP en e l s itio de apari ción de un me lanoma( l4). La interpretac ión de esos datos se 

complican por la fa lta de criterios histológ icos específicos para la identificación de 

NCMP y fa lta de confi abi lidad de l interrogatorio respecto a la nautaleza congénita de las 

lesiones (25) No se ha abordado de modo exhausti vo el riesgo de melanoma vincu lado 

con nevos me lanociti cos de tamaño med iano . 
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Algunos investigadores recomiendan extirpar todos los nevas congenitos, al citar el riesgo 

de degeneración maligna y el riesgo bajo re lacionado con la excisión de lesiones 

pequeñas bajo anestes ia loca l, (3, 13,36) Otros han estado en contra de la 

extitpación sistemática del MCP , al notar datos insuficientes de aumento del riesgo de 

melanoma (25 ,29) y lo poco práctico dedicar miles de horas al año en extirpar lesiones 

frecuentes. En una conferencia de consenso efectuada en 1994 se concluyó que no había 

datos suficients para recomendar excisión sistemática a todos los nevas congénitos . 

E lder ( 11 ) sugiri ó que la observación es una a lternativa razonable para la excisión y que 

es posible ofrecer esta opc ión a los pacientes. Pero, notó que la vig il ancia de por vida de 

los NCMP es más costosa que la extirpación durante la primera visita. 

Entre los autores que recomiendan excisión profiláctica del NCMP, en general , se acepta 

que o es necesario efectuar intervención quirúrgica en etapas tempranas de la niñez 

(33 ; 14). lllig y col (30) notaron que en contraste con e l CMG, e l riesgo de 

melanoma vi nculado con el CM P ocurre de manera primaria luego de la pubertad. 

Rhodes y Melski (28) afi rman que si la vigilancia es adecuada y la lesión no muestra 

datos sospechosos de aparic ión de melanoma o datos que podrían dificultar la detección 

de este último, la excisión puede retrasarse hasta que el niño tenga edad sufic iente para 

cooperar con una intervención efectuada bajo anestes ia loca l. 

Si bien la aparición de melanoma en el NCMP por lo general es de ori gen ep idérmico y 

por ende relativamente fácil de detectar en e l examen , se ha informado melanoma 

maligno que aparece a partir del componente dérmico de un NCMP en ausencia de 

cambi o detectable de pigmentación de la superficie . (30). 
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MELANOMA. 

El melanoma es más frecuente en adultos, pero también ocurre en niños, a l rededor de 2% 

de los melanomas aparecen en sujetos de menos de 20 años de edad (6). La inc idenci a de 

esta a lte rac ión muestra aumento uniforme con la edad y ocurre siete veces más a menudo 

en e l transcurso de l segundo decenio de vida que en e l primero (6,7) . En un estudio 

efectuado en Estados unidos, se estimó que la incidenc ia anual de me lanoma era de 0.8 

casos po r mill ón durante e l primer decenio de vida y de 6.3 casos por mill ón en e l 

transcurso de l segundo. En un estudio rec iente se notó inc idencia de 0.6 melanomas por 

100 000 niños a lemanes de menos de 15 a rios de edad entre 1981 y 1983. 

Aunque es pos ible que e l melanoma ocurra en niños existen enfe rmedades 

pred isponentes conocidas , (9) se puede identificar a los que están bajo mayor ri esgo (24) 

.Como se comen tó , entre estos niños se incluyen aq ue llos con nevos congén itos g igantes 

y s ind rome de nevo d isplásico. El xeroderma pigmentoso, trastorno heredi ta rio raro 

caractrizado por defectos en la reparación de daño al DNA inducido por luz ultravioleta 

(24,46), tambi én se re laciona con apa ri c ión de melanoma durante 

la niñez. (7). Los rasgos pigmentari os como piel c lara y tendenc ia a quemaduras por luz 

so lar son factores de riesgo para mela noma en adultos (35 ,4 1 ), si bien se desconoce su 

contribuc ión a la apa ri c ión de melanoma durante la niñez. 

La exposición a la luz so lar ha quedado comprendida como facto r causa l de melanoma 

(3 1 ,47,). Se ha demostrado que en particular la exposición en la niñez y el 

segúndo deceni o de vida, se relacionan con la aparic ión de melanoma en adultos. Aunque 

se desconoce la contribuc ión de esta exposición a la aparición de mel anoma en el curso 
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de la niñez, el fuerte víncul o entre exposición de luz so lar durante la juventud con 

melanoma en ad ul tos subraya la necesidad de inicio temprano de la evitac ión de la 

expos ición al sol. 

Los niños con inmunodeficiencia también tienen reisgo aumentado de melanoma. La 

prueba de la participación prominente del sistema inmunitario en los apsectos biológicos 

del melanoma incl uyen regres ión espontánea ocasional de melanoma metastásico, 

periodos prolongados ent re la exc isión de un melanoma primario y la aparición de 

metástasis y la eficacia de la inmunoterapia en algunos pac ientes. ( 15), se informó 

aumento del rei sgo de melanoma en adultos con enfermedad de Hodking, (46) en 

receptores de transplante renal y en niños con sí ndromes de inmuno-

deficiencia genéti ca . En un niño de 12 años de edad después de transp lante renal y 

tratamiento inmunosupresor (9), así como ante infección por virus de inmuno

defic iencia hmana (HIY) y tanto se informó aparición eruptiva repentina de abundantes 

nevos di splás icos (30). En un ni ño de 1 O años de edad se sañaló un 

víncu lo entre infecc ión por HIY y tanto nevos diplásicos erupti vos como cambios en el 

nevo congén ito grande (30). 

Sí bien es raro, e l me lanoma puede presentarse en e l momento de l naci miento 

(7,55 ,29,41 ,42). 

En varios enfermos el melanoma apareció durante el periodo prenata l en un nevo 

melanoc ítico giga nte (29,5 1 ,52) . Se han informado metástasis prenatales extensas, (57) 

incluso melanoma feta l hacia la placenta (29). Aun cuando este fenómeno es muy raro, 

también se han señalado metástasis transplacentarias de melanoma de madre a feto 
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( 14, 18,29,59). En otros casos, han ocurrido metástasis de melanoma materno hacia la 

placenta s in afección manifiesta del feto. (37,2, 11 ). 

Al ig ua l que e n adultos, el pronóstico del melanoma en niños depende del nivel y la 

profundidad de invasión de la neoplasia. (57,8), Skov-Jen en y colaboradores revisaron 

la li te ratura sobre melanoma en niños y calcularon que la supervivencia a tres años en 

niños con metástasi s hacia ganglios linfáticos regionales se acercó a la suepervivencia a 

c inco años esperada en adulto . Propusieron que el pronóstico más om inoso dependió del 

retraso del diangóstico de melanoma en niños .(31) Otros informaron supevivenc ia a 

c inco años de 33 a 34% en niños con melanoma metastásico. (81 ,44) En serie de 25 

e nfe rm os de menos de 20 años de edad, en 60% hubo retraso del diagnóstico, que varió 

de a lgunos meses a c inco a1ios, más a menudo .como resultado del fracaso del médico 

para reco nocer la naturaleza maligna de la lesión. 

Los datos clínicos e hi stoptol ógicos del melanoma en niños son si milares a los que 

ocurren en adultos . Al igual que en adu ltos, cualquier cambio dentro de una lesió n 

pigmentada e motivo de preocupación. Los datos clín icos sugestivos de melanoma 

incluyen aum ento del tamaño de un nevo melanocítico. color jaspeado. asimetría y 

superfici e irregul ar. Los melanomas ava nzados a veces muestran ulceración, hemorragia 

y les io nes saté lites . (57) . En orden de frecuencia decreciente. las molestias 

ini c iales observadas en niños de menos de 12 años de edad con melanoma son aumento 

del tamaño, hemorragia o cambio de color de un nevo. masa subcutánea, prurito de la 

lesión afectada y linfadenopatía. ( 12). En adolescentes, se encontró que los signos y 

s íntomas de presentación que suelen observarse incluyen cambio de tamaño 55% o de 

co lo r 23% de un nevo, así como hemorragía 35% o prurito 15% de la lesión . Otras 

manifestaciones en el momento de la presentación incluyeron linfadenopatía en 7% de 

los afectados, masa subcutánea en 6% y dolor en 4%. En caso de me lanomas 
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leptomeningeos, los datos de presentac ión frecuentes son s íntomas del s ístema nervioso 

centra l como cefa lea y atax ia ( 12). 

El tratamiento de l me lanoma en niños se basa en la ex perienc ia con la enfermedad en 

adultos y es principalmete qui rúrg ico. A menos que es té contra indicado por e l tamaño de 

la les ión o su loca lizacón, debe practicarse biops ia excis ional con 

márgenes est rechos. El area puede recindirse después del diagnóstico de melanoma: lo 

amplio de l margen se basará en el espesor de la lesión (58). a lvo que haya enfermedad 

metastás ica extensa, es ind ispensable re ecar los ganglios linfáticos reg iona les 

sospechosos en c línica.(59). Au n hay controversia respecto a la di secc ión e lectiva de 

gang lios lilnfáticos reg iona les en ausenc ia de a fección clínica de los mismos, pe ro es más 

probable que resulte bené fi ca en me lanomas de 1.5 a 4.0 mm de espesor. (5 7). 

Actualmente se está usa ndo la técnica de mapeo ganglionar o del gang lio centi ne la para 

hacer una selección de e l ga ngl io o los ganglios que se deban ex ti rpa r quirug icamente . 

El quimi oterapéutico úni co má eficaz pa ra empleo en me lanoma metastás ico es la DT IC 

(dimetil triazeno imidazol carboxam ida) . in embrgo, las tasas de respuesta so n más bien 

baj as y las reacciones por lo genera l son parc iales y de corta durac ión (58). 

A l igual que en adultos, la quimoterapi a se re laciona en su mayor parte con respues-

ta inadecuada en niños (9). Se informó supervivencia pol ongada tras quimioterapia con 

c ic lo fosfamida, v incri stina y dacti nomicina en niños con enfermedad metastás ica. (57) . 

En adultos con melanoma, no se ha demostrado que sea eficaz la quimi oterá pi a 

coadyuvante para ev itar di seminación cuando no hay metástas is conoc idas. (58). 

Tampoco se ha demostrado que la inmunote rapia con bac il o de Calmette-G uerin sea 

e fi caz en sujetos con melanoma extenso. ( 15,58).Estan bajo investi gación va ri as otras 

formas de inmunoterapia, entre e llas el uso de interfe rones,y de estos la terápia 

recombinante con interfe ron a lfa fracción 28 (38 ,20), vacu nas contra me la noma ( 15), 

anticuerpos monoclonales (29) y lin foc itos infiltrantes de neopl as ias. 
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Los nevos melanoc iticos congenitos, g igantes y peq ueños indican ri esgo aumentado del 

melanoma ma li gno. Con todo esto en algúnos enfermos es pos ib le identificar riesgo 

aum entado de melanoma durante la niñez. El pronóstico ominoso vinc ulado con 

melanoma avanzado y la curabilidad de lesiones tempranas subrayan la importanc ia de la 

identifi cac ión expédita de melanoma cuando ocurre en niños, los méd icos que atendemos 

niños estamos en una pos ici ón clave para disminuir e l riesgo de me lanoma durante todo e l 

lapso de vida . debido a que los factores potencia les de ri esgo pa ra melanoma y nevos 

congenitos melanocíticos no so n bien conocidos, pero la aneoupl o idi a de l DNA y la 

anorma lidad del ciclo ce lular pueden ser fac tores impo11antes que deben ser bi en 

diluc idados (9, 10.11 ). En el presente estudi o hemos estudiado e l conteni do de l DNA y e l 

c ic lo ce lul ar por med io de ci tometría de flujo (C F) en 4-5 casos de melanoma en niños, 

mi smo aná lisis que se efectuo en 4 nevos extraidos q ui rurg icamente de tres pacientes 

prev iamente a la transformac ión a melanoma mal igno de 2 casos. Estos fu eron 

co mparados con o tros casos de nevos congeni tos melanocí ticos que no presentaron 

asos iac ión a melanoma ma ligno. 

MATERI AL Y METODO: 

Se ana li za ron los expedientes del Servicio de Dermato logía dellnstituto ac ional de 

Ped iat ría . en la ciudad de Méx ico de 197 1 a 1999, con los diagnósticos de Me lanoma 

Ma li gno . El materia l estudiado se consevó en parafi na y fueron 34 pacienes. Se fo rmaron 

2 gru pos . e l primero compuesto por 28 casos con diagnóstico de MC ( 16 gigantes, 8 

med ianos y 4 pequeños). Con segu imiento negat ivo para MM, los grupos se formaron 

por 12 hombres y 16 mujeres con un rango de edades entre 6 meses y 13 años de edad 

(Ta bl a 1 ). El segú ndo grupo se formó por 6 casos con diagnóstico de NM C 1 MM 5/6 
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obtuvieron las biopsias de 5/6 de e llos cuyas biopsias fueron fijadas en forma ldehido y 

se conservan en bloq ues de parafina . Las laminillas de estos casos fueron revisados por e l 

Dr Antonio A lvarez (tutor de ésta tésis) y la Dra. Norma Juárez H (autora de la tés is), y 

tres casos se consul taron con e l Dr. Martin C. Mihn J r. (Dermatopathology 

Massachusetts General Hospita l, Boston MA).; pacientes ( 1 ,2,3). los cuales tenían 

diagnóstico de NMC g igante antes de la aparición de l MM . (Tabla 2). 

Los pacientes 1 y 2 desarro llaron un MM diseminado y que rápidamente lo ll evó a la 

muerte. El pac iente 3 presentaba una imagen sugestiva de MM y hasta e l momento vive. 

El pciente 4 tenía una les ión pigmentada sobre la nariz con e l diagnóstico inici a l de NMC 

con MM superficial. El paciente 5 se presentó a consulta posterior a la resecc ión de MM 

en la reg ión parotídea derecha . El análisis de la exs ic ión de los margenes fue rea lizada en 

nuestro Hospita l. El pac iente 6 presentó una lesión oscura un iforme con posterior 

deco lorac ión progres iva de la uña del primer ortejo derecho. Con el diagnóstico de MM 

acral len ti g inoso in s i tu se e fectu o amputac ión. 

Como contro les se obtuvieron 30 biops ias con e l d iangóstico de NMC. ( 17 grandes, 9 

medianos y 4 pequeños), obtenido de los archi vos del Serv ic io de Pato logía del mi smo 

hospita l. Estos pac ientes tu vieron un seguimiento y s in que se presentara MM . 

Todos los co rtes fueron rev isados po r dos de los autores (AA M y NJH ) y se se leccionó un 

corte representati vo con e l correspondiente bloque de parafina se lecc ionado en cada caso. 

El contenido de DNA y e l aná li sis del ciclo celu lar: La ext racción nuclear fue obtenida 

del tej ido fij ado en parafina de acuerdo a la técnica modifi cada de Hedley ( 12, 13). Se 

cortaron de 3 a 50 secciones de los bl oq ues de parafi na en e l microtomo, dichos cortes 

fueron desparafinados en 3 baños de xy leno por 1 O minutos cada uno. Posteri ormente 

fueron rehidratados en baños de alcoho l al 100% dos veces, y uno a l 95%, 70%, 50% 

repectivamente. 
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Enjuagados en agua corriente por 1 O minutos después de cada baño y dejados en agua 

deionizada toda la noche. Los fragmentos fueron di sgregados con agujas hipodérmicas y 

hojas de bisturí, fueron incubados en 1 mi. de 0.5% de peps ina (s igma Chemical Co. St 

Lo ui s , MO, acti vity 3470 unidades /mg proteína) en 0.9% de a Cl a un pH 1.5 por 30 

minutos a 37°C previamtente se pasó la muestra por e l vo rtex. La suspensión de l tejido 

fue fi ltrado a través de telas de nylon de 44 micrones . Se agregó 2ml de so luc ióh PBS y 

la suspensió n se centrifugó a 400g por 1 O minutos a temperatura ambiente. El 

sobre nadante se decantó y el botón nuclear se tiñó con la técnica de Mendez Herrera et 

a l. ( 14). Posterio rmente el botón nuclear fué incubado con trypsina (30 ug/ml) por JO 

minutos a temperatura ambiente. Inmediatamente después se agregó un inhi bidor de la 

trypsina de soya (227 ug/ ml) y ribonucleasa (55 ug/ml ) e incubados por 1 O minutos más a 

temperatura ambiente. Finalmente se agregó lodu ro de propídio ( 150 ug/ml) a la 

preparación nucl ea r e incubado a 4°C por 45 minutos en la oscuridad. Se analizaron por 

lo menos 20 000 eventos del material nuclear; esto le llevó a cabo en un c itómetro de 

fluj o F AC sort ajustado con un laser de argón que emite una luz de 488 nm. Se 

o btuvieron hi stográ mas co n areas por debajo de la curva de F 12 (F 12-A). 

Los datos obten idos fueron ana lizados en softwear usa ndo un mode lo matemático 

polinomi a l o RFIT (Becton-D ickinson). Como contro les externos estándares se usaron 

nucleos de eri troc itos de po llo y de timo de carnero.Como un contro l se usaron las 

muestras de tej ido de los MC. Como contro l d iplo ide se usaron muestras de piel 

norma l. La actividad de proli fe ración (PA) fue calcu lada como fracción fase - S+ 

fracció n fase G2/m. El estatus de la ploidía de l tumor se basó en la cantidad de DNA 

relati va a la normal. El índice de D A (1 D) es un va lor dado para expresar la cantidad de 

DNA contenida relativamente en una muestra normal. 
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Canal No. de DNA aneuploide , pico GOG 1 

D 1 =-----------------------------------------------------------------------------------

Canal o. de D A MC , pico GOG 1 

Un tumor con D A tetrapló ide es definido como DI > 1.90 < 2. 1 O y por lo menos 15-

20% del tota l de evento colectados en MC pico GOG l. La estadística obtenidoa entre 

los relultados de la Ciatometría de Flujo fuero n analizado por medio de la prueba de " T" 

de Student' s 

RESULTADOS. 

La tabla 1 muestra e l aná li sis del contenido del O A y el anál is is de l c ic lo ce lular en 28 

casos con NMC con un seguimiento negativo para MM. Es ev idente que hay un rango 

amplio de va lores en fase S ( 15 . 5 a 20.9) , y también en la fase G2 + M ( 0.2 a 11 .5). 

C inco pacientes tuvieron fase S > 15.5 (medio - s.d.) .s in embargo la fase S fue menor 

que 15 .5. Tres pacientes presentaron dos gráficas fase y G2 + M mayor a la media . 

Es importante notar que todos los pacientes incluidos en este grupo tenían un D A 

diploide. 

La tabla 2 muestra e l análisis c líni co e histopatológico. El resultado del DNA y sus 

variaciones en e l ciclo ce lular de pacientes con diagnóstico de MM asociado a NCM se 

muestra también. Paciente no 1 presentó un MC ( 17x 17cm) loca lizado en e l tronco y 

muslos , cuando la paciente tenía 12 días de nacida, e l diagnóstico histológico fue 

benigno (figura l a) . El aná li sis del D A y el c ic lo celular reveló un DNA con patrón 

diplo ide con una fase S alta que fue detectada en la primer biops ia ( 15,8), pero la fase 

G2 + M fue 3 veces aún mayor (5,9) . Esta paciente fa lleció a los 2 meses de edad y el 

análisisn hi stopatológico mostró un MM fusocelular. (Figura 1 b) El aná li sis del contenido 
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de ONA y e l c iclo cel ular de su melanoma mostraba ONA tetraplo ide patrón con una 

fase S s imilar a la segunda biopsia (16%), pero la fase G2 +M fue 2.2 veces más alta que 

en la primera biopsia. El paciente o 2 presentaba un NMC muy si mi lar a l paciente 

No 1. Cuando la paciente tenía 2 meses de edad la primera biopsia mostraba un NMC con 

patron del O A diploide (F igura 2a), sin embargo el análisis del ciclo celular reveló una 

fase S muy alta (36.1) y la fase G2-M fue de 0.5 (tabla 2). Esta paciente fallec ió a los 2 

años de edad. El análisi s de e l melanoma reveló una lesión con 2 poblac iones celulares. 

Una les ión mostraba un patron de O A diploide y una fase S simi lar a su primer biopsia. 

Sin embargo la fase G2 + M sufrió un importante incremento del doble ( l OO) comparado 

con e l NMC En otra población celular e l patron del ONA fue tetraploide con los 

hallazgos s imilares a la paciente no 1 (Figura 2b). El análisis del cic lo celular mostró una 

fase S con un valor mayor que el de lal población diploide y una fase G2 + M mostrando 

un importanate incremento (el doble de 64) comparado con la primera biopsia (Tabla 2 y 

Figura 2c). Es interesante notar que la paciente no 1 y no 2 el análisis de la citometría de 

flujo de las biops ias antes de aparecer el MM mostraban un contenido de O A diploide 

con una fase S entre 15 .5 a 36. 1% y una fase G2 +M entre 0.5 a 5%. Por lo cua l ambas 

tanto la fase S y G2 + M fue ron mayores que la media encontrada en pacientes con 

NMC so lo. Tanto el paciente No 1 como el No 2 cuando desarrollaron MM, su contenido 

de ONA mostraba patron tet raploide. 

Paciente o 3 femenina de un año de edad con un MC gigante en la espalda, pecho, 

abdomen, muslos, biopsiado en todas sus areas. Nueve años más tarde se efectuo una 

biopsia excisiona l en on nódulo que apareció sobre el NMC, el cual fue reportado como 

NMC , O A con patrón dip lóide ( Figura 3a), el aná li sis del c iclo celu lar mostró una 

fase S de 18.5 y unas fase G2 + M de 6.5%. 

Tres años más tarde apareció otra lesión nodular que mostraba pleomorfismo, y fue 

diagnosticada como MM de baja malignidad con una AP de 34.5 (fig 3a,b). Se hizo un 
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seguimiento de la lesión nodular, haciendose biopsias a los 15, 16 y 18 años de edad 

mostro diagnóstico de M C. Por CF todos los nódulos presentaron mínima desviación a 

MM en la CF una AP de 34.5 (fig 3a,b). Se hizo un seguimiento de los pacientes con 

biopsias sospechosas de las lesiones nodulares hechas a los 15, 16 y 18 años de edad 

mostrando diagnóstico de NMC. Por CF todos estos nodulos mostraron diploidía con AP 

de 20.1-25.8-17.8 respectivamente (tabla 2). 

Paciente No 4 masculino de 12 años de edad con una lesión en el ala nasal y parte en la 

punta ,pigmentada de 2 x 1.5cm . e efectuó una biopsia excisional reportada como 

NCM con MM asoc iado. Por la CF se observo el contenido de D A dipló ide con 

AP de 55 .1 fase S de 35% y G2 +M de 6.9% (fig 4b), el diagnóstico de MM fue 

cuest ionado y e l diagnóstico fi nal fue de " evo de Reed" el paciente aú n vive y en buen 

estado desde 1988. 

Paciente No 5 , paciente femenina de 6 años de edad con una lesión pi gmentada nodul ar 

en cara a nivel de región parotídia derecha. Fue operado en otro centro hospitalario y las 

laminillas fueron revisadas por nosotros se hizo el diagnóstico de MM nodu lar, sin 

embargo los bloques de parafina no se oibtuvieron para su revisión. Los margenes fueron 

nuevamente resecados y no mostraban MM residual, por la CF el AP fue de 16.9. El 

paciente No 6 de 3 años de edad con una lesión oscura con decoloración progresiva de la 

parte proximal de la uña de e l segundo ortejo derecho. La les ión ten ía dos años de 

evo lucíón , el tercio di stal de el a rtejo se amputó con amplio margen. La hi stología 

reportó MM acral-lentiginoso in -situ (fig. 5a) y por CF se identificó una AP de 20 y 

G2 + M (5b). 

Las cuatro bopsias tomadas de los tres pacientes antes del diagnóstico de MM mostró en 

la CF diploidía del contenido de D A con un PA promeio de 34.8, mientras que las 30 

biopsias de los MC tuvieron una AP promed io de 19.9 que no fue mucho mayor que la 

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

La citometría de fluj o es un método de anál isis preciso para detectar cambios en el DNA . 

Esta c lase de anál is is han si do reconocidas como un indicador potenc ial de pronóstico 

independiente de enfe rmedad maligna .. En el presente estudio hemos u ado el aná lis is de 

la CF para conocer la ploidía celular y las va riaciones en el c iclo celular de las biopsias 

conservadas en parafi na en dos grupos de pac ientes. 

En 28 pac ientes con NMC sin historia de MM y en 6 pacientes con MM. En el primer 

grupo (tabl a 1) encontramos una fase S de 1 1.5% (+/- 4.0), es por eso que as ignamos un 

punto de 15.5% como punto clave para la fase S normal . En la mi sma linea la fase G2 

+M de 2.5% (+/- 2.2 %) , as í que el valor asignado de 4.7% como punto clave. En este 

grupo 4 pac ientes tuvieron una fase S > 15.5 y otros 4 pac ientes tuvieron G2 + M mayor 

o igua l a 4 .7%. Pero ningún paciente tuvo ambas fases S y fase G2 + M , fase más alta 

que e l punto de ruptura. , todos los pacientes so lo mo traron un DNA d iploide, aun 

cuando un contenido de DNA d iploide no se contrapone a la transformación maligna. De 

hecho la diploidía en el MM ha sido reportado en 57% en en grandes series ( 16, 17, 18), 

Sin embargo la dipl oidía en al MM tiene un comportamiento menos agresivo sin mostrar 

ev idencia de recurrencias o mestástasis ( 19). También ex iste la tendencia de una 

sobrev ida mayor en pacientes con contenido de DNA diploide con una fracción fase-S 

de < 10% (20) . Por otro lado la aneuploidía en el MM con línea célular tetraploide y una 

fase S a lta ha provado estar correlacionado con un pronóstico pobre ( 16,21) Nuestros dos 

casos tetrap loides con firm an esta observación desde que dos pacientes con MM 

diseminado ll egaron a la muerte . Hay una evidencia susbstanc ial que indica el incremento 

de riesgo para e l desarro llo de MM en paciaentes con NMC gigantes (22,23 ,24,25) aun 

que el a lto riesgo ha sido documentado en NMC gigantes en una localización axial (26) 
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como fue e l caso de nuestros dos pacientes. Es por esto que se debe mantener una mayor 

v ig ilancia en niños que presenten estos factores de riesgo para el desa rro llo de MM . 

Hay estudios que han mosstrado que variaciones en la fase S, fase 02 + M y e l DNA 

aneuplo ide son parámetros independientes de significado pronóstico en e l MM ( l S).Los 

resul tados en el segundo grupo de pacientes (Tabla 2) confirman lo anterior, dos de los 3 

pac iantes con MM tuvieron por lo menos 2 parametros más a ltos que el punto de ruptura. 

Uno de los 3 pacientes tuvieron una fase el doble de alto que la normal, aun cuando la 

fase 02+ M exhibe una fase S más alta de los normal (p= 0.002) y 02 + M una fase 

más a lta que e l punto de ruptura, del MC solo (p= 0.058) Dos pac ientes tenían 

tetraploidía y murieron pronto debido a la diseminación del MM. 

La plo idía es aun un marcador que refleja los cambios moleculares que pueden 

determinar bio lógicamente la agresividad de un tumor en particular. La presencia de l 

DN A aneupl o ide ha sido desmostrada como un parámetro de significancia pronóstica en 

MM ( 15) . Aun cuando e l contenido del D A diplo ide no s ignifica que en algún momento 

se presente una transformac ión maligna. 

Por e l otro lado e l MM aneuploide con células tetraplides con fase-S aumentada ha 

pro vado corre lacionarse con un pronóstico pobre ( 16,21 ). uestros dos casos tetrap loides 

confirman esta observación ya que dos pacientes murieron en corto plazo con un MM 

diseminado. 

Hay una ev idencia sustancial que ind ica el incremento del riesgo para desarro llar MM en 

pacientes con NMC gigantes (22,23 ,24,25) y aun el riesgo aumentado ha sido 

documentado en NMC gigantes en localilzación axial (26) como es e l caso de dos de 

nuestros pac ientes. Es por esto que se necesita evaluar todos los NMC, y sí es posi ble, la 

excisión quirúrgica en vida. (27). 

La eval ución del conten ido de DNA y el ciclo celular se ha observado como un 

parametro lógico para valorar las lesiones precursoras as í como las congénitas (9) o 
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adquiridas como lo es e l nevo de Clark en pacientes no pediátri cos (28). Sin embargo no 

ha habido estudios sufi cientes para confirmar si e l ciclo celular anormal es un factor de 

riesgo para el MM en NMC (9, 1 O, 11 ) . Tampoco existen hallaszgos hi stológicos c laros 

que puedan predecir una posible progresión a MM. 

Es por eso que la CF aunque no es un método lo suficientemente sens ible para detectar 

pequeños focos atípicos en una gran población celular, los pacientes podrían tener un 

benefici o ad icional y complementar la evaluac ión de las bi opsias en un NMC ya sea 

con la CF o con la imagen c itométrica. uestro estudio muetra que en los pacientes con 

NMC que subsecuentemente desarrollan MM, la medida de la fase-S así como AP a 

aumentado significat iva mente . Esta información podría ser usada como una llamada de 

atenci ón de lesiones p igmentadas act ivas o potencialmente de transformaci ón ma ligna, ya 

que no ex isten les iones beni gnas con DNA aneuplo ide, aun cuando lo opuesto es verdad, 

muchoso tumores malignos incl uyendo e l MM son di pl oides ( 16). Por e llo, las 

anormalidades de l c iclo ce lular puden ser una llamada de atenc ión más sensible pero no 

específica . También es interesante hacer notar que entre los 28 casos de NMC con un 

seguimi ento negativo para MM, no existieron anormalidades en e l ciclo celular. Aún no 

encontramos corre lac ión entre la apariencia del nevo y el n ivel de la fase-S , por lo que 

pensamos que la CF bien desarrollada puede darnos información más sutil en relación 

con loas diferentes opiniones reportadas en la literatura (10,11) . 

Como consecuencia a este estud io, hemos desarro llado la po lítica de toma de biopsias 

seriadas en los paci entes con NMC, pero antes de la fijaci ón se obtiene un fragmento el 

cual se di giere en pepsina y se le efectua la di sgregación mecánica de tal modo que se 

obtenga una suspensión de nucleos para ser ana lizada por CF con la idea de 

complementar los hallazgos reportados por el estudi o histo lógico. 
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IOaños Espalda 

13ailos Espalda 

15años Tronco 

16años abdomen 
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M 

F 
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6 M 6ar1 os ler on ejo 

der 

AP: Calculado como Fase· S fracción+G2/M . 

md MM :Melanoma de desviación mínima. 
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Diplide 

Diploide 

Diploide 

Diploide 

Diploide 

hecho 

MM Dip lo ide 

Margen 

NMC/sMM : evo melanocitico congenito con melanoma maligno superficia l 

2 fa lleció 

25 

35 

20 viva 

26 

18 

viva 

viva 

17 

viva 
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(a) (b) 

Figura l. NMC mostrando actividad de unión y maduración a través de la dermis (a). 
MM pigmentado un mes después de la biopsia anterior (b). 
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Figura 2. NCG intradérmico con un patrón celular homogeneo (a). El histograma 
correspondiente muestra un pico prominente en G2+M y una fase ·'S" elevada (b). El 
histograma de el MM metastásico en los gánglios linfáticos muestra un contenido 
tetraploide del DNA. 
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Figura 3. Imagen histológica de un nódulo bien circunscrito de un NMC. El histograma 
correspond iente muestra un contenido diploide del ONA con una fase ·'s'· elevada y un 
pico en G2+M (b). 
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Figura .t . Histograma con irregularidades y un bajo conteo celular. mostrando un 
contenido diplo ide del D A. elevación de la fase ··s·· y de G2+M (a). La imagen 

hi stológica corresponde a un MC con gran actividad de unión . atipia y migración 
transepidérm ica de melanocitos. (b). 
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Figura S. MM acral lentiginoso in si tu mostrando actividad de unión . melanocitos 
atípicos y eliminación transepidérmica de pigmento melánico (a) .EI histograma 

correspondiente muestra hallazgos normales(b). similar a los márgenes normales. 
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Foto no 1 . Paciente feme ninda de 1 mes de edad presenta NMCG con presencia de MM 
ulcerado con metástasis. Fallecida a los 2 meses de edad. A esta foto corresponde la 
figura 1. 
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Foto No 2.- Paciente femenina de 2 meses 15 días de edad con MNCG (a) Se observan 
múltiles neofonnaciones de diferentes dimenciones y lesiones satélites . 
(b) La paciente al año 7 meses de edad con presencia de una gran neoformación ulcerada 
que corresponde a MM. (e) La misma paciente a los 2 años 15 días mostrando un NMCG 
y MM con metástasis. esta foto fue tomada unos días antes de su fallecimiento . 
Corresponde a la figura 2. 



FOTO NO 2.. (e) 
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Figura 3.- Corresponde a la tigura no 3 y caso no 3. Femenina de 14 años de edad con 
presencia de NMC con de varias cicatrices de biópsias previas.(a). 
(b) Posteriormente la misma paciente presentó un nódulo en espalda diagnosticado como 
MM de baja malignidad. 
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