TRABAJO FIN DE MASTER
Master en Iniciacion a la Investigacion en Medicina

s Universidad
101  Zaragoza

DIFERENCIAS EN LA ANGIOGENESIS DE LOS
CARCINOMAS CUTANEOS DE CELULAS BASALES
Y ESCAMOSAS

Autor: Tamara Gracia Cazana

Director: Mariano Ara Martin
Facultad de Medicina

Zaragoza 2012




Trabajo fin de Master

Zaragoza 2012

“ La ciencia, a pesar de sus progresos increibles,
no puede ni podrd nunca explicarlo todo. Cada
vez ganard nuevas zonas a lo que hoy parece
inexplicable. Pero las rayas fronterizas del
saber, por muy lejos que se eleven, tendrin
siempre delante un infinito mundo de misterio”

Gregorio Marafion



DIRECTOR

Dr. Mariano Ara Martin
Profesor Asociado de Dermatologia Médico-Quirtrgica y Venereologia.
Facultad de Medicina. Universidad de Zaragoza
Médico Adjunto de Dermatologia. Hospital Clinico Universitario “Lozano

Blesa”. Zaragoza.



Trabajo fin de Master

Zaragoza 2012

INDICE

| 50T 40 1E Tai T ) o WA P
Revision bibliografica.........ccouvviiiiiiiiiiiiiiiii i i i e e e
JUSHEICACTON ... et e et e ceecetcencreeee ceeceeteeee ee s vae vue sae sas sensenannannonnnnans
HIPOteSiS...cuuiinitiit it iitiitiit ittt i it et e et e e e et e e cea e e eaee
L o3 1< & 0T N
Material y MEtodoS. .. ....cevvviuiiiiiiiiiiiitiiiiin it e cee e cee sen e e van e
T - e [ N
|2 TS5 T o
CONCIUSIONES ... tutvenirtiee et veniet e venees e sneeresessne senonssessus senane s sussen s aes

Bibliografia.......couvviitiiiiiiiiiiiiiii i e e e

22
.42
.44
.46
A48
.60
.69
73
75



INTRODUCCION




GENERALIDADES

El cancer de piel es la forma mas frecuente de tumor maligno en la poblacién
caucasica. Entre ellos los tipos mas comunes son: el Carcinoma Basocelular,
Carcinoma Espinocelular y a distancia en cuanto a su frecuencia el Melanoma,
que presentan unas caracteristicas clinicas e histolégicas muy distintas.

Seguin los estudios estadisticos, la incidencia de estos tres tipos de tumores ha
ido en aumento en todo el mundo en los 20 Gltimos afios, sin embargo se ha
mantenido estable su tasa de mortalidad.

Este incremento de la incidencia, sobre todo en el caso de los Carcinomas Baso y
Espinocelulares, probablemente sea consecuencia de la combinacién de varios
factores, como aumento de la exposicién al sol o a los rayos UVA, mayor
participacion de la poblacion en actividades que se realizan al aire libre,
cambios en el tipo de vestimenta, aumento de la esperanza de vida y otros
factores, como pérdida de la capa de ozono y situaciones de inmunodepresion,
en algunos casos como consecuencia de la edad y en otros inducida por algunos
de los tratamientos modernos.

Los Carcinomas Baso y Espinocelular suponen més de un tercio de todos los
canceres diagnosticados en EEUU, con una incidencia estimada de 600.000
casos por afio, de los cuales 500.000 son Epiteliomas Basocelulares y 100.000-
150.000 Carcinomas Espinocelulares. La incidencia de estos tipos de tumores es
18-20 veces superior que la del Melanoma.

De todos modos, los datos estadisticos oficiales pueden estar sesgados, ya que
los registros tradicionales de cancer, con frecuencia no incluyen el Epitelioma
Basocelular, generalmente debido en la mayoria de los casos a su buen

pronostico.



CARCINOMA BASOCELULAR

Definicion

El Carcinoma Basocelular (CBC) es un tumor derivado de las células
pluripotentes de la capa basal de la epidermis y del epitelio folicular con

diferentes formas clinicas e histopatolégicas que le confieren un pronéstico
variable.

Epidemiologia

Es el tumor maligno mas frecuente del ser humano, representa mas del 75%del
total de los tumores malignos de piel y se caracteriza por un crecimiento lento
que sin tratamiento, produce invasién local con importante dafio funcional o
estético. La presencia de metastasis es poco frecuente y oscila entre el 0,0028% y
el 0,5% 1.

Cada afio se diagnostican en Estados Unidos 900.000 casos, con tasas de
incidencia de 407/100.000 en varones de raza blanca y 212/100.000 en mujeres
de raza blanca 2. Se estima que la tasa de incidencia crece a un ritmo del 3-10%
anual en la poblacién de la raza blanca. Esta neoplasia es mas frecuente en
varones con un ratio de 2:1 34,

El CBC tiene un buen pronéstico, sin embargo, debido a su alta incidencia

consume muchos recursos.
Factores de riesgo

L Factores ambientales y estilo de vida: radicacién ultravioleta,
radiacion ionizante, arsénicos y otros agentes quimicos, tabaquismo.

II. Factores de riesgo individuales: antecedentes al cancer cutdneo no
melanoma previo, estados de inmunosupresion (trasplantes, sida), nevus
sebaceo, dermatofibroma.

II. Sindromes genéticos: Xeroderma pigmentoso, albinismo,
Sindrome del carcinoma basocelular nevoide, Sindrome de Bazex,

Sindrome de Rombo.



Clinica

El aspecto clinico es muy variado. Existen muchas clasificaciones, la mas usada
es en funcion de las formas de comienzo, las formas de estado, formas
pigmentadas, formas finales y las formas especiales °.

Formas de comienzo:

-Formas superficiales: se localizan generalmente en el tronco. Son lesiones con
escasa sintomatologia y crecimiento muy lento. Podemos diferenciar tres
subtipos:

. Superficial eritematoso

. Superficial pagetoide

. Superficial esclerodermiforme.

-Formas perladas: son las mas frecuentes y se presentan como una tumoracion
circunscrita, infiltrada eritematosa o blanco-amarillenta; es la caracteristica
perla. Puede aparecer una variante que se denomina perlada ulcerada (figura
1).

-Ulcus rodens: es una forma de comienzo del CBC que esté ulcerado desde el

principio. Suele comenzar como una dlcera que no responde al tratamiento.

Figura 1. Lesién tumoral eritematosa perlada con telangiectasias centrales.

Formas de estado: CBC perlado quistico, CBC perlado ulcerado, CBC plano

cicatricial, CBC ulcero-cicatricial y CBC vegetante.

Formas finales: corresponde a estadios terminales a los que se llega por la

negativa de los pacientes a recibir tratamiento o bien porque el tratamiento
recibido ha sido ineficaz. Se denomina CBC terebrante, es de peor prondstico y
se localiza con frecuencia en las suturas embrionarias, por las cuales penetra,

infiltrando cartilago y hueso.
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Formas pigmentadas: pueden contener melanina, esto no posee transcendencia

pronostica; pero puede plantear confusién con el melanoma.
Histopatologia
Existen unos criterios comunes para el diagnéstico del CBC, los dos mas
importantes:
. El tipo de las células que lo constituyen, que son de pequefio
tamario, con ntcleos redondeados u oveales, usualmente monomorfos y
de escaso citoplasma. Son lo que se demonizan células basalioides.
. El segundo criterio es la disposicién de las células en la periferia
de los agregados tumorales, que al menos focalmente, son columnares y

ordenadas de tal forma que recuerdan a una empalizada (figura 2).

Figura 2. Empalizada en la periferia de los nidos tumorales.

Los patrones bésicos son:
1. CBC de patrén expansivo ( tipo nodular).
2 CBC de patroén infiltrativo.
3. CBC superficial.
4

CBC micronodular.

Tratamiento

A) NO QUIRURGICO

INMUNOMODULADORES TOPICOS: IMIQUIMOD (IMQ)

IMQ es un medicamento comercializado desde 1999 para el tratamiento del

CBC su mecanismo de accidn es:



. Induce la sintesis y liberaciéon de numerosas citocinas
proinflamatorias procedentes de las células de Langerhans, monocitos,
macrofagos y células dendriticas ( interferdn alfa, factor de necrosis
tumoral alfa, interleucina IL 1, 6, 8,10 Y 12).

. Estimula la citotoxicidad mediada por las células natural killers.!

. Activa la citotoxicidad mediada por linfocitos T y activa la funcién
de los linfocitos Th1.

. Induce la produccion de anticuerpos por parte de las células

plasmaticas.

Indicado cuando se trata de CBC superficial extenso, multifocal o de varios
tumores en el mismo paciente. Si se encuentra en una localizacién cosmética
comprometida o si refiere historia de cicatrizacion queloidea, factores de riesgo
quirargico, condicién psicolégica del paciente o cuando rehtsa a una

intervencion quirurgica.

TERAPIA FOTODINAMICA

La reaccion fotodindmica se produce por la activacion de un fotosensibilizante
en el tejido diana, siguiendo la absorcién de una determinada longitud de onda.
En tumores cutaneos se emplea el acido 5 aminolevulinico (5-ALA), precursor
de la protoporfirina IX. Cuando esta se activa mediante la energia luminica es la
responsable del dafio selectivo tumoral.

CRIOCIRUGIA

Se basa en la destruccion tisular conseguida a temperaturas de -50° y -60°. Tiene
muchas limitaciones como la profundidad, la cicatrizacién lenta.
RADIOTERAPIA

Es una terapéutica localizada relativamente incruenta y conservadora, ya que
preserva las estructuras anatémicas. acttia por dafio directo sobre el ADN
celular. Las radiaciones de particulas en dermatologia, se suelen restringir a la
teleterapia superficial (electrones o fotones) y a la braquiterapia. en tumores

muy extensos se puede emplear cobalto 60. Es ttil para el tratamiento de
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determinados CBC, especialmente de region facial, pero como otras técnicas
distintas de la cirugia, presenta la imposibilidad de controlar los margenes.
requiere acudir a un centro especializado diariamente durante algunas semanas
y el tratamiento no puede repetirse. Limita la realizacién posterior de
terapéuticas quirdrgicas. en las variedades pigmentadas de CBC, puede quedar

una pigmentacion residual en la zona y en areas pilosas dejar.

B) QUIRURGICO:

La extirpaciéon completa del tumor es el tratamiento con indices de curacién
mas elevados. Hay dos tipos de cirugia: la extirpacion quirargica clasica y la
cirugia de Mohs.

CIRUGIA CONVENCIONAL

Realiza la extirpacién del tumor y de una porcion de piel aparentemente sana
peritumoral. El estudio histolégico de los margenes quirtargicos se puede
efectuar en forma intraoperatoria o por congelacién del tejido y por secciones
permanentes. Para CBC primarios, menores de 2 cm. y con limites clinicos bien
definidos, se recomienda un margen de seguridad de 3-4mm. Con la aplicacién
de un margen de 4 mm., se obtienen bordes histolégicos libres de tumor en el
95% de lo CBC extirpados.

En profundidad es suficiente con abarcar la totalidad de la dermis o hasta la
mitad del tejido celular subcutaneo. Para CBC con factores de alto riesgo, los
margenes de seguridad deben ser mayores. Estos méargenes amplios son
muchas veces dificiles de definir debido a la extensién subclinica de los CBC de
riesgo o de practicarlos en las localizaciones especiales, por la presencia o
cercania de estructuras importantes para la funcion o la estética. Pueden
requerirse de técnicas quirtrgicas especiales para el cierre.

Para el tratamiento de estos CBC de alto riesgo, la técnica de eleccién es la

cirugia microgréfica de Mohs.

CIRUGIA MICROGRAFICA DE MOHS
Es el tratamiento con el mayor indice de curacién para los CBC primarios y

recurrentes, constituyéndose en esta tltima eventualidad en la indicacién de
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primera eleccién. Es muy util para la extirpacion de los CBC ubicados en las
zonas de riesgo por preservar al maximo a los tejidos sanos circundantes.

Se diferencia de la cirugia convencional porque efecttia la reseccion de los
tumores en forma de capas horizontales, y la metodologia empleada permite el
examen histolégico del 100% de los margenes de seccién. Se requiere de
entrenamiento (la curva de aprendizaje es mayor a las de otros procedimientos),
técnica (equipo de alto costo y un laboratorio que asegure la calidad de las

secciones) y tiempo (3- 5 horas).
Evolucién y pronoéstico

Por lo general son de crecimiento lento y evolucién crénica. Depende del tipo
de carcinoma: alto o bajo riesgo. Los de alto riesgo presentan mayor porcentaje
de recurrencia y peor pronéstico. Estan relacionados no sélo con el sitio
anatémico donde se encuentre el tumor, sino también con el tamafio del mismo,
el subtipo histolégico, el estado inmunitario del paciente y el tratamiento previo
efectuado. Son en la mayoria de los casos de muy buen pronéstico, ya que

responden favorablemente a tratamientos correctamente indicados y realizados.
Recurrencia

Alrededor del 10% a 5 afios con tratamientos convencionales y el 1% con técnica
micrografica de Mohs. En tumores primarios previamente tratados, la
recurrencia es de 15-20% con tratamientos convencionales y en el 5% con
técnica microgréfica de Mohs. En pacientes inmunocomprometidos las

recidivas son més frecuentes atin con la técnica de Mohs.
Morbilidad - mortalidad

Si el diagnéstico no fue hecho en forma temprana o el tratamiento no fue el
adecuado (por mala indicacion o realizacién), la morbilidad puede ser
importante. Recordar que una gran proporcién de los CBC se localizan en la
cara y el crecimiento tiende a dirigirse hacia los orificios naturales, con la
implicancia que esto tiene.

Las metéstasis son excepcionales, con un rango de 0,0028 a 0,1 %, y se presentan
en tumores de gran tamafio o ulcerados, especialmente metatipicos. Se localizan

en ganglios, pulmoén y huesos y la sobrevida media es de unos 8 meses.
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Seguimiento

Todo paciente que ha padecido un carcinoma basocelular, independientemente
de su fototipo y de los factores desencadenantes, tiene un 20-30 % de
posibilidades de hacer un segundo carcinoma basocelular u otro cancer
cutaneo. Estos pacientes deben tener un control dermatolégico semestral de
cuerpo entero, para detectar de manera precoz las formas de inicio que
conllevan a un tratamiento menos agresivo y de escaso costo.
Aconsejamos que el examen sea realizado dos veces al afio, asociado esto con la
pre y post exposicién solar. El seguimiento de estos pacientes tiene por objetivo:
La deteccién temprana de recurrencias tumorales (el 80 % lo hacen dentro
de los primeros 5 afios).
La deteccién temprana y tratamiento de nuevas lesiones. -La educaciéon

del paciente: autoexamen y proteccion solar. Control de los familiares directos.

CARCINOMA ESPINOCELULAR.
Definicion
El Carcinoma Espinocelular (CEC), escamoso o epidermoide, es una neoplasia

epitelial maligna de crecimiento relativamente rapido, que deriva de los
queratinocitos de la epidermis.

Epidemiologia

Es el segundo tumor cutdneo maligno mas frecuente, tras el Basalioma. Puede
ocurrir de novo, sin lesién precursora o, como es mas habitual, a partir de una
lesién precancerosa.

Estudios epidemiol6gicos predicen un mayor incremento en la préxima década
¢. En Espafa se estima una tasa anual de entre 72 por 100.000 habitantes para las
mujeres y 100,8 por 100.000 habitantes para los varones 7.Es mas frecuente en
zonas del cuerpo expuestas a la luz solar, particularmente en la cara (mejillas,
orejas y semimucosa del labio inferior), seguido de las extremidades superiores,
tronco y las extremidades inferiores.

Es de crecimiento lento. La mayoria de los CEC estan localizados y se resuelven
habitualmente mediante la extirpacién quirargica u otros procedimientos

locales”. No obstante, existe un subgrupo de CEC con un comportamiento
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biolégico mas agresivo, que muestran gran tendencia a la recidiva local, a la
diseminacion linfatica y en ocasiones, a la invasiéon de 6rganos distantes. El
porcentaje de CEC primarios que metastatizaran es variable segtin las distintas
series, habitualmente inferior al 5%. Este sera mayor en los CEC de alto riesgo 8,

que segln los autores puede oscilar entre el 152 y el 38%.
Factores de riesgo

Carcinoma Espinocelular tiene un origen multifactorial, dependiendo de
factores extrinsecos (factores medioambientales) e intrinsecos (factores del
huésped o genéticos). El dafio solar continuado es el factor ambiental mas
importante, dando lugar a mutaciones del gen supresor P53. También se
consideran factores extrinsecos el arsénico, el alquitran y los hidrocarburos, las
radiaciones ionizantes, tilceras crénicas y cicatrices postquemadura, la infeccién
por el virus del papiloma humano (principalmente VPH-16) y la
inmunodepresion. Entre los factores genéticos se pueden considerar el fototipo
(I y II), al igual que en el caso del Carcinoma Basocelular, y sindromes
hereditarios (Xeroderma pigmentosum, Albinismo, Epidermodisplasia
Verruciforme, Poroqueratosis Actinica, Epidermdlisis Ampollosa Distréfica

Recesiva).
Factores prondsticos ?

. Tamario (didmetro mayor de 2 cm)

. Profundidad (mayor de 2 mm)

. Invasion perineural - Invasion linfovascular

. Tipo histolégico (desmoplasico, adenoescamoso, enfermedad de

Bowen invasiva o el CEC que aparece sobre un proceso inflamatorio

crénico)

. Grado de diferenciacion (tumores pobremente diferenciados)
. Inmunosupresion del paciente

. Infecciéon por VPH - Zonas de alto riesgo (pabellén auricular,

mucosa labial)
. Zonas de drenaje

. Lesiones inadecuadamente extirpadas o con tendencia a la

14
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. recurrencia
. Expresion de genes tumorales
Clinica

Clinicamente los Carcinomas Espinocelulares se pueden clasificar en:

1. Intraepidérmicos (Enfermedad de Bowen y Eritroplasia de
Queyrat).
2. Invasivos localizados (cuerno cutaneo, ulcerado, cupuliforme,

tlcero-vegetante y verrucoso).

3. Penetrantes y destructores (figura 3).

Figura 3. Carcinoma espinocelular penetrante ulcerado.
Histopatologia
Histologicamente, es un carcinoma sélido, en el que identifican con claridad a
las células malpigianas de tipo poligonal provistas de puentes intercelulares
prominentes. Son células que tienden a la queratinizaciéon rdpida y masiva,
dando lugar a lo que se denominan “perlas” o “globos cérneos”. En otras
ocasiones, la queratinizacién se produce de forma individual y precoz, que dan
lugar a las llamadas células disqueratésicas. Finalmente, en algunos tumores las
células pierden su capacidad de queratinizarse, transformandose en células
fusiformes, mas parecidas a las células derivadas del tejido conjuntivo
(pseudosarcomatosa).
Se debe también determinar el grado de diferenciacién del tumor. Segtn la

clasificaciéon de Broders, los CEC se pueden dividir en 10:
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. grado I cuando el tumor tiene mas del 75% de sus células
diferenciadas.

. grado II serfa cuando éstas comprenden entre el 50 y 75% del
tumor.

. grado III cuando las células diferenciadas estan entre el 25y 50%.

. grado IV cuando son menos del 25%.

En la practica habitual dividimos los CEC en bien diferenciados,
moderadamente diferenciados o pobremente diferenciados; l6gicamente, son

estos ultimos los que presentan un comportamiento mas agresivo!!
Tratamiento 1213

La mayoria de los CEC son de bajo riesgo y susceptibles a ser tratados
exitosamente con diferentes métodos. La extirpaciéon quirdrgica, incluida la
cirugia micrografica de Mohs, es el método de eleccion para el tratamiento del
CEC, por permitir la extirpacion total del tumor y el estudio histolégico de los
margenes quirdrgicos. Esto no resulta posible con otras técnicas.

CIRUGIA CONVENCIONAL

Es el tratamiento de primera elecciéon para la mayoria de los CEC. Se realiza la
extirpacién del tumor con margen de piel sana peritumoral. La extirpacion de
tejido sano peritumoral se efecttia para asegurar la remociéon completa del
tumor abarcando la extension subclinica del mismo. Para los CEC de bajo
riesgo, el margen de seguridad recomendado es de por lo menos de 4-5 mm. En
CEC con factores de mal pronéstico, el margen de seguridad debe ser entre 6-10
mm. El margen profundo debe abarcar la totalidad del tejido celular
subcutaneo.

CIRUGIA MICROGRAFICA DE MOHS

Es el método de eleccién y de mayor indice de curacién para el tratamiento de
los CEC primarios. Es particularmente ttil para CEC ubicados en zonas de alto
riesgo y recurrentes. Se diferencia de la cirugia convencional porque efecttia la
reseccion de los tumores en forma de capas horizontales, y la metodologia
empleada permite el examen histolégico del 100% de los margenes de seccién.

CURETAJE Y ELECTROCOAGULACION
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Con esta técnica se han obtenido buenos porcentajes de curacién en CEC
primarios, intraepidémicos, de tamafo pequefio, bien delimitados, bien
diferenciados y ubicados en zonas expuestas al sol. Se contraindica su practica
en CEC de alto riesgo o ubicados en las localizaciones especiales. Se requiere de
anestesia, repara lentamente y deja cicatriz. Este método no permite el control
histopatolégico de los margenes.

CRIOCIRUGIA

Meétodo de destrucciéon tumoral por congelamiento, que ha demostrado indices
importantes de curaciéon en CEC de bajo riesgo, especialmente en CEC “in situ”.
Esta contraindicada para el tratamiento de CEC de alto riesgo o ubicados en las
localizaciones especiales. Este método no permite el control histopatolégico de
los mérgenes y deja cicatriz

LASER DE CO2

Util para CEC “in situ”.

RADIOTERAPIA
Es un tratamiento relativamente incruento y conservador. Es ttil para el
tratamiento de determinados CEC, pero como otras técnicas distintas de la
cirugia, presenta la imposibilidad de controlar los margenes. Esta indicada
especialmente en pacientes afiosos, en lesiones extensas de dificil reconstruccion
quirargica (parpados, mucosas) y en pacientes que se niegan a la cirugia o que
presenten contraindicaciones para la misma (cardiopatias, coagulopatias).
Desventajas: radiodermitis, retraccion, fibrosis, en general son raros de observar
y se producen a largo plazo (10 afios o més). También es ttil como adyuvante
en el postoperatorio luego de resecciones incompletas (que no admitan una
nueva cirugia) o en tumores con factores de mal pronéstico (infiltracién
perineural). Est4 contraindicado en la variedad adenoide y en el carcinoma
Verrucoso.
Dosis total de 6.000 cGy, fraccionada en dosis diaria de 200 a 500 cGy.
TRATAMIENTO FARMACOLOGICO

* Interferon: el interferén (IFN) alpha-2b intralesional puede ser de

utilidad en CEC “in situ”o invasores de bajo riesgo, como alternativa
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terapéutica cuando otras modalidades estdn contraindicadas o son

impracticables.

* Imiquimod : solamente para casos especiales, portadores de CEC “in
situ”, enfermedad de Bowen o eritroplasia de Queyrat. El imiquimod en
crema al 5% por sus efectos inmunomoduladores y antitumorales (ver
CBC), podria resultar de utilidad para CEC “in situ” de tamafio pequefio

(en estudio Fase III). Aprobado por la FDA para queratosis solares.

* 5 fluoracilo: pertenece al grupo de analogos de las pirimidinas que
bloquea el timidilato- sintetasa, inhibiendo la sintesis del ADN. Se
comercializa en ungitiento al 5%. Colocar con un aplicador no metalico 1
o0 2 veces por dia durante 3 a 4 semanas o mds, segtin las caracteristicas
de la lesion o la localizacion. En determinados pacientes se puede
emplear 3 veces por semana en dias alternos. Proteger dreas vecinas

(especialmente mucosas).

Se debe advertir al paciente que puede producir: irritacién, inflamacion
severa, erosion- ulceraciéon. No exceder los 500 cm2 de superficie cutdnea
a tratar por vez. Se utiliza en forma tépica en lesiones superficiales
maltiples (enfermedad de Bowen).

TERAPIA FOTODINAMICA

Permite tratar lesiones multiples “in situ”; es bien tolerada y los resultados

cosméticos son muy buenos. Estarfa indicada cuando esta contraindicada la

cirugia.

TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD REGIONAL
(MULTIDISCIPLINARIO)

Ante la existencia de ganglios linfaticos palpables se debe realizar el estudio
histopatolégico de los mismos (aspiracién con aguja fina o biopsia quirdrgica).
De encontrarse comprometidos, las opciones terapéuticas son la disecciéon
ganglionar, la radioterapia o la combinacién de ambos. Quimioterapia para
casos especiales.

La diseccién ganglionar profilactica no esta indicada en forma rutinaria y sus
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posibles beneficios permanecen indefinidos. En pacientes con CEC de muy alto
riesgo y que no presentan ganglios palpables, se puede recurrir a la
identificacion de micrometdstasis ganglionares regionales, con la técnica del
ganglio centinela. Para formalizar su indicacién se necesitan mas estudios.

Los investigacién del paciente se completaran con radiografias, resonancia
magnética, tomografia, ultrasonido, etc.

TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD A DISTANCIA
(MULTIDISCIPLINARIO)

Con mal pronéstico, las opciones terapéuticas para las metastasis a distancia

son la cirugia, la radioterapia, la quimioterapia o la combinacién de las mismas.
Evolucién y prondéstico

El pronéstico depende de diferentes factores: sitio anatémico (en orden
creciente: areas expuestas, labios, orejas, de novo en piel de zonas no expuestas,
sobre dermatosis previas: radiodermitis, bocas de fistulas, tlceras, inflamacién
crénica y mucosas); tamafio (mds de 2 cm); profundidad (més de 4mm);
velocidad de crecimiento; etiologia; diferenciacién histolégica; invasion
perineural y status inmunolégico del paciente; ademéds de tratamientos previos
(recurrencia).

El potencial metastasico del CEC que aparece sobre las queratosis actinicas es
del 3-4 % en CEC y aumenta del 18 al 31 % en tumores que asientan sobre
dermatitis por radiacion, cicatrices de quemaduras y fistulas de osteomielitis
cronica. Los tumores de cavidad oral, labio, piel de escroto y mucosa genital
pueden presentar crecimiento rapidamente invasivo y mayor el potencial
metastatico . Por lo general, las metastasis aparecen en primer lugar en ganglios

linfaticos regionales, aunque pueden desarrollarse a distancia.
Inmunosupresion 13

Los CEC se ven modificados por la inmunosupresion en: trasplantes de
6rganos, VIH, leucemia linfoide crénica u tratamientos inmunosupresivos en
diversas enfermedades inflamatorias. o nuevos medicamentos modificadores
biolégicos.

El CEC es mas frecuente (65 veces o mas) en trasplantados. Su incidencia es
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mayor a la del carcinoma basocelular (4/1), a la inversa que en
inmunocompetentes (1/4). Se incrementa con el paso del tiempo post
transplante (expresion tardia). También depende de la latitud geografica, con
mayor desarrollo de los tumores en zonas expuestas. Aparecen a edad maés
temprana que en el resto de la poblacion. Pueden ser multiples, méas agresivos (
invasién perineural), con mayor recurrencia local, metéstasis y muerte (5%); por
lo que requieren de mayor margen de seguridad quirdrgico, terapéutica
adyuvante (ej.: retinoides orales al perineural) y seguimiento més estricto.

En el 90% de los CEC de transplantados se detecta la presencia de VPH que
actuarian como promotores tumorales. En menores de 18 afios es atin mds
agresivo. Es el cancer cutdneo con mayor mortalidad en trasplantados. Los
pacientes con VIH tienen una relacién entre CBC/CEC similar a los
inmunocompetentes. Los CEC aparecen a edad mds temprana y tienen
comportamiento biolégico agresivo. Las recurrencias, metastasis y sobrevida no

dependen del nimero de infecciones oportunistas o del recuento de CD4.
Seguimiento

Realizar examen clinico cutdneo-mucoso y ganglionar cada 3-6 meses por 2
afios, cada 6-12 meses por 3 afios y anualmente de por vida. (95 % de
recurrencias locales y de las metdstasis ganglionares ocurren antes de los 5
afos). Si hay enfermedad regional, examen clinico cutdneo-ganglionar cada 3
meses por 2 afios, cada 4 meses por un afio , cada 6 meses por 2 afios y
anualmente de por vida.

Durante el seguimiento se puede realizar deteccion temprana de recurrencias,
de nuevas lesiones tumorales cutdneo-mucosas o ganglionares, ademads de ser
atil para la educacion del paciente y examen de sus familiares directos. Solicitar
periédicamente estudios por imédgenes. La educacién del paciente, incluye

autoexamen y proteccién solar.
ANGIOGENESIS TUMORAL

Hoy se acepta que un tumor avascular raramente sobrepasa los 2-3 mm?2 y que
su crecimiento se acelera posteriormente a la vascularizacion. Ese cambio hacia

el fenotipo angiogénico involucra multiples factores y complejos procesos, tales
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como la regulacién positiva de moléculas pro-angiogénicas y la regulacién de
inhibidores generados tanto por el tumor como por el huésped. El cambio
puede ser desencadenado por diversas sefiales, entre ellas el estrés metabodlico o

mecénico, la respuesta inflamatoria y la alteracién génica.

En cuanto a los factores de crecimiento endoteliales, los de crecimiento vascular
(VEGF) y las angiopoyetinas, son consideradas tanto in vivo como in vitro, los
mas relevantes en el desarrollo y diferenciacion del sistema vascular,
posibilitando el reclutamiento y proliferacién de las células endoteliales por
parte del tumor, y por tanto estimulando la angiogénesis intratumoral. Aunque
numerosos estudios han establecido la asociaciéon entre angiogénesis tumoral y
metdstasis, fueron Weidner et al en 1991 que propusieron que la vascularizaciéon

de un tumor podia ser utilizada para predecir su agresividad 14151617,
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REVISION HISTORICA DEL CONCEPTO
ANGIOGENESIS

El término angiogénesis, hace referencia a la formacién de los nuevos vasos
sanguineos. Los estudios llevados a cabo a lo largo de los tultimos 40 afios han
proporcionado informacion importante sobre el proceso de angiogénesis y su

papel en la biologia del cancer con mas de 28.000 articulos publicados en este

topico.
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Virchow, uno de los fundadores de la Anatomia Patoldgica, se dio cuenta del
elevado namero de vasos sanguineos en la masa tumoral y describi6 en 1865 la

presencia de redes capilares en estromas tumorales.

Afios més tarde, la vascularizacion tumoral fue estudiada de forma sistemética
por primera vez por Goldman en 1907, utilizando inyecciones intra-arteriales de
bismuto en aceite para demostrar la presencia de wuna respuesta
vasoproliferativa en 6rganos en los que se estaba desarrollando un tumor 8.
Estos estudios continuaron a lo largo del siglo XX. En 1927, Lewis describio la
morfologia de la vascularizacion de varios tumores en ratones, y se dio cuenta,

de que la arquitectura vascular de cada tipo de neoplasia era diferente, llegando
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a la conclusién de que el microambiente tumoral influye en el crecimiento y en

las caracteristicas estructurales de los vasos sanguineos.

En 1928, Sandison utilizé una cdmara transparente que podia introducirse en el
oido del conejo y que permitia observacién microscépica de los tejidos vivos 1°.
El perfeccionamiento del uso de este tipo de cdmaras por Clark y sus
colaboradores 2 permitieron el estudio de los vasos sanguineos y linfaticos in

vivo, incluso con utilizacién de medios de contraste.

En 1931, Ide utiliz6 una cdmara similar a la que utiliz6 Sandison para
investigacion de la correlacion entre el crecimiento del carcinoma trasplantado
al conejo y el desarrollo de la vascularizacién, observando que el aumento del
tamafio tumoral se acompafaba de una rapida y extensa formaciéon de nuevos
vasos sanguineos. Asimismo, sefialaron que cuando la neovascularizacion no se
producia, el tumor no tenia capacidad para crecer. Ide y sus colaboradores han
sido los primeros en sugerir que las células neoplasicas producen factores

especificos capaces de estimular el crecimiento de los vasos sanguineos 2.

En 1945, Algire y Chalkley se dieron cuenta de que las neoplasias malignas
pueden provocar desarrollo de los nuevos capilares a partir de la red vascular
del huésped. Asimismo, introdujeron un enfoque cuantitativo para evaluar el
desarrollo de los vasos sanguineos mediante la realizacién de cuantificacion

diaria de los vasos y comparando este valor " bom. PIETRO RONDONI

con el tamafio del tumor. En sus estudios

.1 P == TR
utilizaban una camara transparente IL. CANCRO
STITUZIONI DI PATOLOGIA GENERAILLE

DEI TUMORI

implantada en la piel de gato, para valorar la
respuesta vasoproliferativa en una herida o
tras implantacion de tejidos tumorales,

observando que la proliferaciéon vascular

inducida por presencia de células tumorales WO I

fue mas importante y su aparicion mds

Fig. 1.2 Thy

temprana en el tiempo que la inducida por una herida. Llegaron a la conclusion

tise “Il Cancro”, written by the Italian scientist Pietro Rondoni
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de que el crecimiento tumoral estd estrechamente vinculado al desarrollo de

una red vascular intrinseca 22.

Pietro Rondoni, Profesor de Patologia general en la Universidad de Mildn y
director del Instituto de Céncer de Milan, en su tratado “Il Cancro”, publicado
en 1946, describe la capacidad del tumor de inducir la formacién de nuevos
vasos sanguineos a partir de aquellos que lo rodean. Asimismo, él también
afirma que la actividad angiogénica ocurre en el estroma. La actualidad de los
hallazgos de Rondoni es evidente. Habla tanto de la capacidad angiogénica del
tumor, como de la importancia del estroma en la neoformacién vascular

asociada al proceso tumoral 3.

En 1968, Tannock estudié la relaciéon entre las células endoteliales y Ia
proliferaciéon de las células tumorales, demostrando que el indice mitético de
las células tumorales disminuia al aumentar la distancia de las células
endoteliales, proporcionando una evidencia directa de que la difusiéon de
oxigeno y nutrientes a través del endotelio vascular es un factor limitante en el

crecimiento del tumor.
CRECIMIENTO TUMORAL Y ANGIOGENESIS

En 1971, Folkman public6 en New England Journal of Medicine, su hipétesis
sobre la neovascularizacion en el cancer. Segin Folkman, el crecimiento
tumoral es dependiente de angiogénesis y el autor fue primero en sugerir que la
inhibicién de la misma puede tener efectos terapéuticos. (Folkman, 1971) En
este articulo también se introduce el término “anti-angiogénesis”. Segun esta
hipétesis, las neoplasias pierden la capacidad de proliferaciéon cuando el tumor
alcanza un tamafio mads alld de 1-2 mm3, si no se produce el proceso de
reclutamiento de los nuevos capilares sanguineos que aseguren el aporte de

oxigeno y de nutrientes a las células tumorales.

25



Actualmente este concepto estd ampliamente aceptado y comprobado por
estudios experimentales llevados a cabo en los afios posteriores al

descubrimiento de Folkman.

Fig. 1.4 Schematic drawing
showing that most solid
tumors may exist early as tiny
cell populations living by
simple diffusion in the
extracellular space. Further
growth requires

neovascularization and tumor
angiogenesis factor (TAF)

. . / > 4
may bg the mediator of . 8 fH— B — )
neovascularization. . !

(Reproduced from Folkman g %/ '
J, N Engl J Med, 285: / TAF
1182-6, 1971.) x ,
i
\J
e

A lo largo de la primera fase de crecimiento de tumores sélidos se produce una
hiperproliferacion celular sin objetivarse formacion de nuevos vasos
sanguineos. Durante esta etapa, que se denomina avascular, el mantenimiento
de las células tumorales se produce por difusion de oxigeno y de los nutrientes
desde los vasos preexistentes que se encuentran en la proximidad hacia las
células neoplasicas, y el tamafio méximo que puede alcanzar el tumor durante
esta fase es de 1-2 mm.

Para poder sobrepasar el volumen que permite alcanzar la fase avascular, las
células tumorales tienen que conseguir un mayor aporte de oxigeno y de
nutrientes, lo que precisa de la formacién de nuevos vasos sanguineos o
utilizacién de otras estrategias para conseguir este objetivo, como veremos a
continuacion.

Aunque si la velocidad de proliferacion de las células tumorales es similar a la
velocidad de la apoptosis, el tumor puede llegar a una situaciéon de
“estabilidad”, cuando éste no aumenta de tamafio y no se inicia el fenémeno de
angiogénesis.

La transiciéon desde la fase avascular hacia la fase angiogénica en la literatura

anglosajona se conoce con el término  angiogenic  switch.
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REVISION DE MECANISMOS DE
VASCULARIZACION EN EL CANCER

Hasta hace poco, se consideraba que la vascularizaciéon de las neoplasias
malignas se producia exclusivamente mediante la formacion directa de los
capilares nuevos (mecanismo conocido bajo el nombre de “endotelial
sprouting”). Sin embargo, los descubrimientos recientes en el campo de la
angiogénesis y de la remodelacién vascular, han demostrado que el modelo
simplista de la angiogénesis tumoral aceptado hasta ahora, no era suficiente
para describir el espectro completo de los eventos morfogénicos y moleculares
necesarios para la formacién de una nueva red vascular.

Los diferentes mecanismos de vascularizacién tumoral no son mutuamente
excluyentes; de hecho, en la mayoria de las ocasiones, participan varios de ellos.

1. “Endothelial sprouting”.

Consiste en la formaciéon de nuevos
brotes capilares a partir de los
capilares del huésped. Es el
mecanismo de neonagiogénesis mejor
conocido.

Bajo el estimulo angiogénico, se
producen focos de degradacion de la
membrana basal en los capilares
peritumorales, lo que debilita la unién
entre las células endoteliales, y

permite su migraciéon hacia el tejido

conjuntivo, donde se disponen una

[Figure 1. Endothelial sprouting. Schematic representation of the EC sprout-
ing models suggested by Ausprunk and Folkman (Alt. 1') and by Paku and
Paweletz (Alt. 2%). Red cells represent endothelial cells; brown cells are
pericytes. Yellow cells are mural cells of other origin (fibroblasts or bone
Imarrow-derived cells). See Vascularization Mechanisms in Cancer for details.

detras de otra formando un corddn.

La formacion de la luz vascular se

produce mediante la invaginacién? del cuerpo de una tnica célula, o bien con
participacion de més de una célula endotelial. Al mismo tiempo, se sintetiza la
nueva membrana basal y se reclutan los pericitos y otras células de la pared

vascular.
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2. “Vascular co-option”

Se trata de la incorporacién en la red vascular del tumor de los capilares del
tejido del huésped. Este fenémeno se produce cuando el tumor se origina, o
bien metastatiza, en los tejidos con una rica vascularizacién.

Ya en el 1997 Pezzela se dio cuenta de que determinados tumores mantenian la
capacidad de proliferacion a pesar de que no habia evidencia de
neoangiogénesis. Se trataba de carcinoma de pulmoén de células no pequenas. El
analisis histolégico puso de manifiesto que las células tumorales recubrian los
alveolos, atrapando pero no destruyendo sus capilares 24 Este fenémeno
también se ha objetivado en modelos animales.

Unos afios mas tarde, se comprobé que este mecanismo de vascularizacién
también existia en el Melanoma Maligno. Los autores que estudiaron este
fenémeno, crearon un modelo animal adecuado y consiguieron realizar una
reconstruccion en tres dimensiones de la vascularizacién del tumor, observando
que no habia evidencia morfolégica del crecimiento directo de los vasos; en
cambio, el tumor crecia mediante el atrapamiento del plexo vascular presente
en el tejido conjuntivo peritumoral.

Un fenémeno similar se ha descrito en el caso de las metastasis de carcinoma
colorrectal en el higado, identificindose tres patrones de crecimiento del tejido
tumoral metastatico en esta localizaciéon: reemplazamiento (replacement),
expansion (pushing) y el patrén de crecimiento desmoplastico 2.

3. “Intussusceptive

Microvascular Growth”

En 1996 Patan describié un

mecanismo adicional de la

vascularizacion de

neoplasias malignas, conocido en la literatura anglosajona con el término
“intussusceptive microvascular growth”. Este concepto se refiere a la formacion
de la nueva red vascular mediante la insercion de columnas de tejido conectivo,

llamadas pilares, en la luz vascular. El proceso se inicia con la formacion de un
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puente endotelial transluminal, y su crecimiento lleva a la particién del vaso en
dos.

Este tipo de angiogénesis se ha objetivado en un amplio nimero de procesos
tisiol6gicos y patolégicos, y desde el punto de vista del gasto energético, es mas
econémico, y también mas rdpido que el “vascular sprouting”, pudiendo
llevarse a cabo en tan s6lo unas horas o incuso minutos, sin depender
primariamente de la proliferacion endotelial, degradacién de la membrana
basal o invasién del tejido conjuntivo 6.

4. “Glomeruloid Angiogenesis”

En 2001 Sunberg describi6 la formaciéon de un tipo especifico de proliferacion
vascular, conocido con el nombre de angiogénesis glomeruloide ?’. Los cuerpos
glomeruloides (CG) son estructuras formadas por agrupaciones de células
endoteliales que se asemejan histolégicamente a los glomérulos renales. Estas
estructuras se han descrito inicialmente en gliomas de alto grado, y son uno de
los hallazgos histopatolégicos diagnoésticos en el glioblastoma multiforme 28. Su
presencia se ha asociado con mayor agresividad y peor pronéstico en los
tumores cerebrales ?°. Posteriormente se ha descrito en otros muchos tipos de
cancer. Estas estructuras estdn compuestas por varios capilares estrechamente
relacionados y rodeados por una membrana basal engrosada de forma

irregular, en la que se encuentran embebidos escasos pericitos.

Straume evalu6 la presencia de CG en 723 pacientes con melanoma, carcinoma
de mama, endometrio y prostata, y afirmé que las estructuras similares a los
glomérulos renales estaban presentes en el examen histolégico del 13-23% de
los casos estudiados de estos 4 tipos del cancer humano . Células endoteliales

progenitoras (vasculogénesis postnatal)
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El concepto “vasculogénesis” hace referencia al proceso de diferenciaciéon in
situ de células endoteliales a partir de las células precursoras primitivas. A lo
largo de muchos afios se ha considerado este proceso como exclusivo de las
fases més precoces del desarrollo del sistema vascular en el embrién. Pero
estudios recientes han puesto de manifiesto que las células endoteliales
progenitoras derivadas de la médula 6sea (ECP: endothelial progenitor cells)
participan en multitud de procesos fisioldgicos y patolégicos que implican una

respuesta neoangiogénica.

Asi, se ha visto que diferentes

Stromal cells of bone marrow

citoquinas  derivadas del tejido

«
. . Common haemangioblast ’
tumoral tienen la capacidad de .
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A pesar de que existe evidencia cientifica a favor de la participacion de las

células progenitoras endoteliales derivadas de la médula 6sea en el proceso de
la vascularizacién tumoral, todavia no conocemos cual es su contribucién
relativa en comparaciéon con otros mecanismos descritos previamente.

5. “Vasculogenic mimicry”

El término “Vasculogenic

TUMOUR CELL-LINED

mimicry” aparecié en la literatura || conucrin
MESHWORK

cientifica en el afo 1999, haciendo
referencia a la capacidad de las : (GREEN)

células agresivas del melanoma

ENDOTHELIAL-LINED

maligno para expresar los genes —

PAS/LAMININ
NETWORKS (GREY)

propios de las células endoteliales,
y formar una red de canales ricos en matriz extracelular, PAS+, que simulan el

patron vasculogénico embrionario 32.
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Estos canales se disponen rodeando grupos de células tumorales. En las vias de
sefalizacion de vasculogenic mimicry se han implicado varias moléculas que
también estan involucradas en las vasculogénesis embrionaria, tales como VE-
cadherina (vascular endothelial cadherin), EPHA-2 (erytropoietin-producing
hepatocellular carcinoma-A2), PI-3K (phosphatidylinositol 3 kinase), FAK (focal
adhesion kinase), diferentes metaloproteinasas (MMP) y laminina 5y2 33.
En otras palabras, durante el proceso de tumorogénesis en el caso de las formas
agresivas del Melanoma maligno, las células sufren un proceso de
desdiferenciacion, acercdndose en su perfil de expresion genética a las células
embrionarias indiferenciadas. Esta plasticidad de algunos tipos agresivos de
cancer, puede explicar su habilidad para simular la actividad de otros tipos
celulares, entre ellos de las células endoteliales y participar en procesos como la
neovascularizacion y formacion de la red de canales conocida bajo el nombre de
vasculogenic mimicry.
Todavia quedan muchas dudas sobre las implicaciones bioldgicas de este
proceso, pero estudios recientes indican que la formacién de canales ricos en
laminina y PAS positivos sirven para el transporte intratumoral de fluidos. Su
analisis morfolégico sugiere que estan en contacto con los vasos sanguineos a
través de diferentes tipos de anastomosis, participando de este modo en la
vascularizaciéon del tumor 34
El primer tumor en el que se describi6 la presencia de canales PAS+ sin
evidencia de participacion de células endoteliales, fue el melanoma maligno 3,
describiéndose posteriormente este fendmeno también en el cancer de mama,
prostata, ovario, pulmén, sinoviosarcoma, rabdomiosracoma y feocromacitoma.
Es evidente que los tumores requieren un aporte vascular adecuado para su
crecimiento y expansion, pero tenemos que tener en cuenta que el sistema de
vascularizacion del tumor no estd basado exclusivamente en la proliferacion de
las células endoteliales y formaciéon de los nuevos capilares. Este hecho puede
ser responsable, al menos en parte, de la resistencia a las terapias anti-
angiogénicas, puesto que éstas bloquean el desarrollo de nuevos vasos, es decir,
interfieren en el proceso de “endotelial sprouting”, pero no en el resto de los

mecanismos.
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REVISION DE ASPECTOS METODOLOGICOS
DE CUANTIFICACION DE ANGIOGENESIS

Metodologia de cuantificacion de angiogénesis

La cuantificacion de la angiogénesis no es una tarea sencilla, puesto que se trata
de un proceso dindmico. La mayoria de los estudios se han centrado en la
evaluacion del producto final de la angiogénesis : el nimero de microvasos en
las preparaciones histolégicas del tumor. Se han descrito varias técnicas para
realizar la cuantificaciéon de los vasos intra- y peritumorales, cuyas ventajas e
inconvenientes describiremos a continuacion.

Por otro lado, como consecuencia del descubrimiento e introduccién en la
préctica clinica de las terapias anti-angiogénicas, ha surgido la necesidad de
desarrollar nuevas técnicas que, de una forma sencilla y no invasiva
permitiesen valorar la vascularizaciéon del tumor in vivo para monitorizar la
respuesta tumoral al tratamiento. Por lo tanto, haremos una breve mencién de

estas técnicas.

Valoracion de angiogénesis mediante inmunohistoquimica

1. Cuantificacion de las microvellosidades (técnica propuesta por

Weidner)

La técnica que se ha empleado con mayor frecuencia en la cuantificacién
de angiogénesis en melanoma es la descrita por Weidner en 1991 3¢ en un
estudio en el que investigaba el valor pronéstico del nimero de vasos en
el cancer de mama invasivo. El método se basa en la enumeracion de las
vellosidades en las denominadas &reas con mayor densidad de vasos.
Para la tinciéon de sus preparaciones Weidner empled un anticuerpo
panendotelial, factor VIII (o factor de von Willebrand).

El primer paso en la técnica de Weidner es la identificacién de los
denominados “areas calientes” o “hot spot”, mediante el analisis de toda
la preparaciéon a pequefio aumento (x10). Posteriormente, se realiza la

cuantificacion de las microvellosidades a mayor aumento (x200) en areas
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previamente seleccionados. Se considera como ‘microvellosidad’, y, por
tanto, se cuenta, cualquier célula o cluster de células tefiidas, claramente
separado de las vellosidades adyacentes, incluso si no se puede
identificar la luz vascular. Se toma el valor mas alto de los identificados
en cada hot spot.

2. Técnica de Chalkley

Fue descrita por Chalkley en 1943 3. En el segundo consenso
internacional de cuantificacién de angiogénesis en tumores sélidos esta
técnica fue considerada como técnica de

eleccion. Su principal ventaja consiste en que -

evita uno de los pasos mas subjetivos del /= -
método propuesto por Weidner: la decision =z

de considerar dos estructuras adyacentes S .
positivas para la tincion empleada como |

vellosidades independientes o como una tnica estructura 38. En primer
lugar, la preparacion se examina a pequefio aumento y se seleccionan los
“puntos calientes”, o dicho de otro modo aquellas zonas que presentan
una mayor densidad de vasos. A continuacién se introduce la llamada
graticula de Chalkley en el ocular del microscopio y se examinan a
mayor aumento los “hot spot” seleccionados previamente para cuantificar
aquellos puntos que estén situadas sobre las células tefiidas o sobre la
luces de aquellos vasos cuyas paredes estén claramente tefiidas con el
marcador endotelial.

Esta técnica sera la que emplearemos en nuestro estudio.

3. Analisis computarizado automatico

Belién y sus colaboradores han desarrollado un programa informaético
que permite identificar y cuantificar las vellosidades en toda la superficie
del tumor, y no sélo en los puntos “calientes”. El programa crea de
forma automaética un mapa completo de la distribuciéon de los vasos
marcados previamente con alguno de los anticuerpos especificos del

endotelio vascular.
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(Copia de la publicacién original de Belién. Mapa de microvascularizacién del tumor de mama

invasivo en estadio T2).

La principal ventaja de este sistema es que ofrece una valoracién mucho
mas objetiva del sistema vascular del tumor. Los dos principales
inconvenientes - son el tiempo requerido para la evaluacién de cada
preparaciéon (se requieren tres horas y media para examinar 1 cm
cuadrado) junto con la necesidad de soporte técnico especifico.
Probablemente, estas son las razones que han dificultado la difusion y
han impedido el uso universal de esta técnica para la valoracién de la
neovascularizacion en el cancer, a pesar de sus indiscutibles ventajas %.

4. Fraccion de células endoteliales en proliferacién

En primer lugar se realiza una doble tincién de los cortes del tejido con
un marcador del endotelio vascular y un marcador de células en
proliferacion. Esta técnica nos permite evaluar simultdneamente la
proporcion de las células tumorales y endoteliales que estdn en proceso
de divisién, lo que a su vez permite calcular la ratio de proliferacion
tumoral frente a la proliferacion vascular (TCP/ECP) 38.

El valor obtenido nos permite hacer una idea sobre el papel de la

angiogénesis en la proliferacion tumoral. Por ejemplo, si obtenemos un
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valor alto, nos indicara que la velocidad de expansién del tumor es mas
alta de lo que cabria esperar si analizamos la velocidad de desarrollo del
arbol vascular. Lo que significa que la proliferacion de la neoplasia es, al
menos en parte, independiente de angiogénesis. Dicho en otras palabras,
existen otros mecanismos de vascularizacién que son capaces de
asegurar un adecuado aporte de oxigeno y nutrientes al tumor, aparte de
la formacién de nuevos capilares (“endothelial sprouting”)

Hillen compar6 la densidad de los microvasos calculada segtin la técnica
clasica de Weidner con la fraccién de células endoteliales en proliferacion
(ECP), y su capacidad de predecir la aparicion de metastasis en pacientes
con Melanoma. Segtn los resultados, sélo ECP tenia valor pronoéstico en
este tipo de tumor, mientras que la MVD no tenia ningtn tipo de
relacién con la evolucion de los pacientes 4. La ECP podria tener interés
en la seleccion de pacientes candidatos al tratamiento con farmacos anti-
angiogénicos.

5. Otros parametros a tener en cuenta

Otro pardmetro que nos permite hacer una idea sobre el estado de
madurez y estabilidad de las vellosidades es la presencia y la cantidad de
los pericitos. Eberhard llevé a cabo un estudio en el que valoraba la
fraccion de las vellosidades sanguineas que tenian cobertura por
pericitos en una amplia muestra de tumores. Segtn el autor, la fraccién
observada variaba en funcioén del tipo del tumor: desde un 10% en el
caso de los glioblastomas hasta aproximadamente un 70% en carcinomas
colorrectales 4. Se ha demostrado experimentalmente que Ila
remodelacién de las vellosidades sanguineas, s6lo es posible si el vaso no
estd rodeado por pericitos 42. En otras palabras, los pericitos estabilizan
las vellosidades e impiden su proliferacion. Todavia quedan muchas
dudas sobre el papel de los pericitos en la neoangiogéneis tumoral, pero
tenemos que tener en cuenta que los diferentes tejidos sanos pueden
tener, de base, un porcentaje variable de pericitos. Por lo tanto, al menos
una parte de las diferencias encontradas por Eberhard, podrian deberse a

las diferencias entre los tejidos en los que se origina el tumor.
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Para monitorizar la respuesta tumoral al tratamiento con farmacos anti-
angiogénicos puede ser util la cuantificacion de las vellosidades
sanguineas que estdn en progreso de regresion. Ademds de la
comparacién de la cantidad de vasos antes y después del tratamiento,
puede ser ttil el calculo de la fraccion de células endoteliales apoptoéticas,
lo que refleja de forma directa el efecto del tratamiento sobre sus células
diana.

Anticuerpos del endotelio vascular

La cuantificacion de angiogénesis mediante técnicas de inmunohistoquimica
requiere elecciéon de un anticuerpo adecuado. Actualmente existen dos grandes
grupos de marcadores endoteliales: los anticuerpos pan-endoteliales y los
especificos de las células en proliferacion.

Asi, los primeros se caracterizan por producir la misma intensidad de tincién
tanto en las vellosidades pequefias, como en las més grandes y maduras, y
generalmente se pueden utilizar tanto en tejido fresco congelado como en
muestras embebidas en parafina. De este grupo, los anticuerpos maés utilizados
en las muestras en parafina son el CD31 y el CD34. El anticuerpo CD31
reacciona con una glicoproteina de 130 kDa conocida como “platelet endothelial
cell adhesion molecule-1” (PECAM-1), y su principal desventaja es la
posibilidad de tincién de células inflamatorias, pero éstas pueden distinguirse
de las células endoteliales en base a sus caracteristicas morfolégicas. Otro
inconveniente descrito en la literatura es la frecuente pérdida de antigenicidad
en aquellas muestras en las que se han utilizado sustancias fijadoras? con acido
acético 38, lo que daria lugar a la infravaloracion del ntimero de vasos, pero este
problema se soluciona mediante la recuperaciéon antigénica en estufa.

En lo que se refiere al CD34, su antigeno se ha identificado también en el
endotelio linfatico, células perivasculares y otros elementos estromales, por lo
que todas estas estructuras pueden dar un resultado falsamente positivo y
llevar a una sobrevaloracién de la vascularizacion tumoral 43.

En los dltimos afios se han identificado y se han comercializado anticuerpos
especificos del endotelio en proliferacién, lo que supuso un importante avance

en la investigacion de angiogénesis tumoral, puesto que ha permitido
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diferenciar las vellosidades preexistentes de las neoformadas. Preferentemente
se deben utilizar en tejidos frescos o congelados, debido a que su actividad en
los tejidos embebidos en parafina puede variar en funciéon del método de
tijacién utilizado.

Uno de los anticuerpos mas representativos es el CD 105, una glicoproteina de
membrana de células endoteliales, que se sobreexpresa en el endotelio vascular
tumoral y forma parte del complejo del receptor del “transforming growth
factor-beta”, involucrado en el desarrollo y remodelacién vascular. En algunos
estudios, la densidad de los vasos intratumorales determinada mediante CD
105 ha demostrado tener una clara relacién con la evolucion de la enfermedad,
en cambio los autores no han encontrado ningtan valor prondstico del nimero
de vellosidades CD34-positivas en la misma muestra de tumores de mama vy,
mas recientemente, de neoplasias de pulmoén de células no pequetias 4.

En la siguiente tabla resumimos las principales caracteristicas de los

anticuerpos especificos del endotelio vascular.

T. T. en

Anticuerpo

Sensibilidad

Especifidad

fresco Parafina

Anti-CD31 Tifie vasos pequefios y | No especifico en tejido + +
grandes con la misma | fresco congelado.
intensidad en tejido sano y | Ocasionalmente tifie de
tumoral células plasmaticas.
Anti-FVIII Tifie de forma variable los Ac monoclonal es mas + +
vasos grandes y capilares. especifico. Con el Ac
Ac policlonal es més policlonal tincién de
sensible estroma
UEA Tifle vasos pequefios y Baja: tifie células + +
grandes con la misma tumorales y vasos
intensidad en tejido sanoy | linfaticos.
tumoral
Anti-CD34 Tifle vasos pequefios y Alta. Ocasionalmente tifie + +
grandes con la misma vasos linfaticos y estroma
intensidad en tejido sanoy | perivascular
tumoral
Anti-CD36 Tincién intensa de vasos Tifie monocitos y + ?/+
pequeios - variable/débil plaquetas
de vasos grandes
PAL-E Tifie vasos pequefios y Alta + -
grandes con la misma
intensidad en tejido sano y
tumoral
BMA120- Tifle vasos pequefios y Alta. Ocasionalmente tifie + +
BW200 grandes con la misma células tumorales y
intensidad en tejido sanoy | serosa
tumoral
EN-4 Tifle vasos pequefios y Tihe células tumorales, + ?/+
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grandes inflamatorias y estroma (depende
de
fijacion)
CD105 Pequefios vasos intra- Tincién débil de vasos en + +
(activado) tumorales positivos, tejido sano (depende
grandes vasos negativos de
fijacion)
LM609 Preferentemente tifie vasos | Tincion débil de vasos en + +
(activado) de pequertio calibre en tejido | tejido sano (depende
tumoral de
fijacion)
TEC-11 Positivo en >80% de vasos Tifie débilmente vasos en + -
(activado) tumorales tejido sano y estroma

Recomendaciones del consenso internacional para cuantificacion de

angiogénesis

A pesar de que muchos estudios han identificado la MVD como un factor
pronostico independiente en tumores sélidos, algunos han cuestionado esta
relaciéon. Por supuesto, las discrepancias encontradas pueden deberse a las
distintas caracteristicas propias del comportamiento biolégico de cada tumor,
pero parece que, al menos una parte, puede ser explicada por la falta de
estandarizacién de las tinciones inmuhistoquimicas.

En el afio 2002 Peter Vermeulen en colaboraciéon con otros expertos
internacionales en angiogénesis, public6 el segundo consenso internacional en
cuantificaciéon de angiogénesis en tumores sélidos, donde propuso una serie de
recomendaciones a seguir con el fin de estandarizar la metodologia de
cuantificacion de vascularizacién tumoral. A continuacién, de forma
esquemadtica, exponemos las caracteristicas clave de las técnicas consideradas de
eleccion en la valoraciéon de los distintos pardmetros relacionados con
angiogénesis.

* Estimacion de area vascular: técnica de eleccion “Chalkley count”
o Unidad: no tiene unidades.

o Metodologia: tinciéon con el anticuerpo CD34 de una de las
secciones representativas del tumor; posteriormente aplicacion del
método de Chalkley: tras examinar la preparacion con pequefio

aumento se seleccionan los puntos calientes y a mayor aumento
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(x200) se realiza la cuantificaciéon de los puntos de la graticula que

coincidan con las estructuras CD34-positivas.

o Comentario: se requiere un periodo de entrenamiento previo; hay

determinados tipos de tumores que no tienen "hot spot” evidentes.
e Fraccion de células endoteliales en proliferacion
o Unidad: porcentaje.

o Metodologia: se realiza doble inmunotincién con anticuerpos
CD34 (o CD31) y Ki67. Los campos se seleccionan aleatoriamente y
se realiza la cuantificacion de las células positivas para ambos
anticuerpos (células endoteliales en proliferacién), dividiéndose este

valor por el nimero total de las células endoteliales (CD34+Ki67-).

o Comentario: se considera que este valor puede ser tutil para
valorar la indicacién y predecir la eficacia de las terapias anti-

angiogénicas.
o Indice de cobertura por pericitos
o Unidad: porcentaje.

o Metodologia: doble inmunotincién con anticuerpos contra CD34
(o CD31) y contra la actina de misculo liso. Los campos se

seleccionan aleatoriamente.

o Comentario: el valor obtenido tiene que ser interpretado teniendo
en cuenta el indice de cobertura por pericitos en tejido sano

adyancente.
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ESTUDIOS INMUNOHISTOQUIMICOS SOBRE
ANGIOGENESIS EN CARCINOMAS
BASOCELULARES Y ESPINOCELULARES.

Introduccion

La inmunohistoquimica es un procedimiento histopatolégico que se basa en la
utilizaciéon de un anticuerpo especifico, previamente marcado mediante un
enlace quimico con una enzima que puede transformar un sustrato en visible,
sin afectar la capacidad del anticuerpo para formar un complejo con el antigeno,
aplicado a una muestra de tejido organico, correctamente fijada e incluida en
parafina.

A pesar del desarrollo de mdultiples técnicas novedosas para valoraciéon no
invasiva de la angiogénesis tumoral, la utilizacién de la inmunohistoquimica en
las muestras histologicas del tumor sigue siendo, con diferencia, la técnica mas
empleada. A continuacion, revisaremos de forma sistemaética los estudios que
valoran la angiogénesis mediante técnicas inmunohistoquimicas en carcinomas

basocelulares y espinocelulares.
Resumen de los estudios identificados en la literatura

En el afio 2000, Strieth y colabodoradores 46, realizaron un estudio en el que
comparaban la angiogénesis entre queratosis actinicas, queratosis actinicas
hipertréficas y carcinomas espinocelulares; para ello realizaron
inmunohistoquimica con VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor). Los
autores observaron una falta de correlacién entre la expresion de VEGF y el
estadio tumoral, lo que podria indicar que este factor no sea decisivo en la
progresion tumoral, y que se debia a otros factores.

El primer estudio comparando el carcinoma basocelular y espinocelular se
realiz6 en el 2003 por Loggini y colaboradores #’. En el observaron una
asociacion entre MVD y el aumento del didmetro, la ulceracién del tumor y
descenso de la supervivencia.

Posteriormente en este mismo afio también se realiz6 otro estudio en el que

comparaban ambos tumores; Chin y sus colaboradores 48 intentaron observar el
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distinto comportamiento entre CBC, CEC y Tricoepiteliomas mediante la
tincién inmunohistoquimica con CD 31. Entre los resultados mas relevantes del
estudio fue la ausencia de correlacién entre MVD con la profundidad de la
invasion y la diferencia cualitativa entre los patrones de angiogénesis tumoral
(CBC los vasos estaban en el estroma peritumoral y en CEC estaban peri e
intratumorales. Chin propone un modelo en el cual los tumores invasivos
inducen un estroma con agio y linfangiogénesis. En estos tumores la MVD se
correlaciona con el prondstico.

El dltimo estudio se ha realizado en el afio 2011 por Florence #° publicado en
Clinics. En este estudio se valora la progresiéon del CEC usando marcadores
endoteliales (panendoteliales [CD 34] y marcadores de neoangiogénesis
[CD105] ); en el concluyen que el cambio de la angiogénesis ocurre muy
temprano en el CEC, y la tasa de neovascularizacion es paralela a la progresion
del tumor. En contraste con los marcadores panendoteliales, el uso de CD 105

permite una dindmica evaluacién de la angiogénesis tumoral.

41



Trabajo fin de Master Zaragoza 2012

JUSTIFICACION

42



JUSTIFICACION

Los Carcinomas Baso y Espinocelular tienen una incidencia estimada de 600.000
casos por afio, de los cuales 500.000 son Epiteliomas Basocelulares y 100.000-
150.000 Carcinomas Espinocelulares y esta en incremento debido al incremento
de la exposicion al sol.

El cancer de piel no melanoma (CBC Y CEC), presentan un comportamiento y
gravedad muy diferente, la mayoria de estos tumores tienen muy buen
pronostico, pero hay casos seleccionados que presentan un comportamiento
agresivo, grandes destrucciones locales, recidiva, incluso metastasis y es de
gran utilidad en la préctica clinica conocer cualquier factor que pueda ayudar a
predecir la evolucién y el pronodstico del tumor, y, por tanto, planificar la
estrategia terapéutica de manera precoz.

El proceso de angiogénesis es crucial en la progresion y en la diseminacién de la
mayoria de los tumores 5051 . Hemos encontrado en la bibliografia estudios
acerca del proceso de la angiogénesis en el melanoma 5233 en los tumores
escamosos de esofago 4, asi como en tumores de cabeza y cuello %% 57, Solo
hemos encontrado dos estudios que valoren comparativamente los marcadores
del proceso de angiogénesis en los dos tipos més frecuentes del cancer de piel
4748; epiteliomas basocelulares vs carcinomas espinocelulares. Por lo que este
estudio es el tercero que compara la angiogénesis entre CBC y CEC, pero es
pionero en comparar la angiogénesis con la neoangiogénesis en estos dos tipos
tumorales con marcadores panendoteliales y de neoangiogénesis. En este
sentido los hallazgos de este estudio podrian tener implicaciones terapéuticas
en el futuro, entre ellos: la posibilidad de inhibir los factores que favorezcan la
diseminacion del tumor por via linfatica y también a distancia, a través de los
vasos sanguineos.

El principal interés de este trabajo es intentar identificar aquellos factores que se
asocien con un comportamiento mas agresivo, como en el caso del epitelioma

espinocelular.
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HIPOTESIS

1. HIPOTESIS GENERAL NUMERO 1: “La expresién de los marcadores de

angiogénesis serd diferente en carcinomas basocelulares y espinocelulares.
a. Hipotesis Operativa 1.1: “La expresion del marcador CD 31 sera!(
mayor en los carcinomas espinocelulares frente a los carcinomas
basocelulares”.
b. Hipotesis operativa 1.2: “La expresion del marcador CD 105 seral’
mayor en los carcinomas espinocelulares frente a los carcinomas

basocelulares”.

2. HIPOTESIS GENERAL NUMERO 2: “Existe una correlacién entre la

expresion de los marcadores de angiogénesis tumoral, y la agresividad clinica
del tumor”.
a) Hipotesis Operativa 2.1: “La mayor expresion de CD 31 y CD 105, se
relaciona con la mayor MVD (Microvessel density); y esta, a su vez, se

relaciona con la mayor agresividad del tumor”.
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OBJETIVOS DEL TRABAJO

1.0BJETIVO GENERAL NUMERO 1: “Identificar las diferencias

inmunohistoquimicas que puedan explicar el diferente comportamiento clinico
de los dos tipos de cancer cutdneo més frecuentes: carcinoma basocelular y
carcinoma espinocelular ”.
a) Objetivo especifico 1.1: “Identificar las diferencias en la expresion de
la proteina CD 31, entre los epiteliomas basocelulares y carcinomas
espinocelulares.
b) Objetivo especifico 1.2: “Identificar las diferencias en la expresion de
la proteina CD105, entre los epiteliomas basocelulares y carcinomas

espinocelulares.

2. OBJETIVO GENERAL NUMERO 2:“Identificar marcadores

inmunohistoquimicos y clinicos que sirvan como marcadores prondsticos y que
permitan plantear una estrategia terapéutica adecuada para cada caso”.
a) Objetivo especifico 2.1: “Relacionar la intensidad de la expresion de
los marcadores de la angiogénesis con la agresividad clinica del tumor”.
b) Objetivo especifico 2.2: “Descripcion de las variables clinico-
demograficas de la poblacién estudiada (comparar CBC vs CEC)”.
¢) Objetivo especifico 2.3: “Comparar CD31 vs CD105 en una misma
muestra de tumores para ver las diferencias en la expresion”.
d) Objetivo especifico 2.4: “Plantear futuras lineas de investigacion,
encaminadas a desarrollar estrategias terapéuticas para evitar la

diseminacién del tumor”.

47



MATERIAL Y METODOS

48



A- MATERIAL

La evaluacion de la reactividad de los anticuerpos monoclonales CD 31 y CD

105 se realiz6 a partir de material sobrante después del diagnostico de biopsias
y exéresis en las secciones obtenidas de los bloques incluidos en parafina
pertenecientes al archivo del laboratorio de dermatopatologia del Hospital
Clinico Lozano Blesa de Zaragoza.

La obtencién de las muestras se habia realizado mediante biopsia con bisturi
clasico, punch y curetaje-biopsia con bisturi eléctrico bajo anestesia local,
excepttien algtin caso que las muestra procedia de lesiones extirpadas en
quiréfano bajo anestesia general. Seguidamente a la obtencién del tejido, éste
habia sido introducido en solucién acuosa de formalina al 10% para su fijacion
en un periodo no superior a 48 horas. La inclusioén en parafina se realiz6
mediante el procesador automatico “Autotechnicon”. Este aparato realiza el
procesado de los tejidos de modo automaético introduciendo las piezas

secuencialmente en:

1. Etanol 70° 2 horas 7. Etanol 100°: 1 hora
2. Etanol 70° 2 horas 8. Tolueno: 2 horas
3. Etanol 70° 2 horas 9. Tolueno: 2 horas
4. Etanol 96°: 1 hora 10. Parafina:1 hora

5. Etanol 99°: 1 hora 11. Parafina: 1 hora

6. Etanol 99°: 1 hora

El proceso finaliza mediante la introduccion del tejido en parafina liquida
dentro de un molde. Posteriormente, una vez que el bloque adquiere

consistencia s6lida, se puede proceder al corte de las secciones.
SECCIONES ESTUDIADAS

Se obtuvo un listado informatico de todos aquellos pacientes con diagnoéstico
codificado de Carcinoma Basocelular y Espinocelular entre 2009 y 2010,
procedentes del archivo histopatolégico de Dpt. de Dermatologia Médico-

Quirdrgica y Venereologia del Hospital Clinico “Lozano Blesa” de Zaragoza.
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Se revisaron las preparaciones hasta seleccionar 35 CCB y 42 CCEE, que
tuviesen tamafio y calidad suficientes que permitiesen realizar 4 cortes de cada

pieza y su posterior tincién con los marcadores.

MATERIAL DE LABORATORIO

-Parafinador automético -Canastillas de trasiego.
Autotechnicon e.m.Myr. -Canastillas de trasiego para las
-Refrigerador para conservar los coloraciones.

reactivos. -Portaobjetos y cubreobjetos.
-Microtomo rotatorio HM 325. -Pipetas.

-Cubeta térmica, marca E.M.Myr. -Probetas graduadas.
-Hornillo calentador. -Papel de filtro.

-Balanza de precisiéon Cobos, -Guantes desechables de latex.
modelo M-150. -Mascarillas.

-Termoémetro. -Papel de filtro.

-Cronémetro.

MATERIAL ESPECIFICO PARA LAS TECNICAS
INMUNOHISTOQUIMICAS

-Esterilizador de biberones (Prenatal).

-Camara humeda de vidrio para realizar la incubacion de anticuerpos.
-Camara humeda oscura para preservar la exposicion a la luz durante el
proceso de revelado.

-Micropipeta para realizar la dilucién de los anticuerpo.

- Dako Autostainer
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Fig.4. Dako Autostainer. Sistema que est4 disefiado para automatizar los métodos manuales de

tincién utilizados de la forma rutinaria en inmunohistoquimica y histoquimica.

MATERIAL PARA VALORAR LOS RESULTADOS
OBTENIDOS

-Microscopio 6ptico binocular (Zeiss 473356).
-Microscopio 6ptico Axioskop 40 Zeiss
-Graticula de Chalkey
-Camara para microscopia de alta velocidad Axiocam ERc5s Zeiss
-Soporte informatico:
* Ordenador Mac Os 1,5 pulgadas: 2,5GHz. Core i5 de Intel con cuatro
nucleos a 2,5 GHz

= Ordenador HP L1950

REACTIVOS UTILIZADOS

ANTICUERPOS
ANTICD 31

Sinénimos: PECAM-1 (molécula 1 de adhesion entre células endoteliales y

plaquetas).
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El CD 31 es una protéina transmembrana monocatenaria tipo 1 con una masa
molecular aproximada de 135 kD, que pertenece a la superfamilia de las
inmunoglobulinas.

La CD 31 se une tanto de manera hemofilica como heterofilica. Entre los
ligandos heterofilicos se encuentran los glucosaminglicanos de heparan sulfato,
la heparina y la integrina avb3. La CD31 participa en las interacciones adhesivas
entre las células endoteliales adyacentes asi como entre los leucocitos y las
células endoteliales.

La CD31 se expresa en todo el endotelio continuo, como el de arterias,
arteriolas, vénulas, venas y capilares no sinusoidales.

Anticuerpo monoclonal de ratén listo para usar, suministradi en forma liquida
en un tampon que contiene proteina estabilizante y 0.015 mol/L de azida de
sodio. (Dako Denmark)

ANTI CD 105

Sinénimos: GP 120 o Endoglina

La endoglina es una proteina transmembrana tipo I de 95 kD que se expresa
altamente en las células endoteliales vasculares humanas. Se ha demostrado la
regulaciéon por aumento de la expresion de la endoglina en células
proliferativas y en la vasculatura tumoral, lo que sugiere que es un marcador de
las células endoteliales asociado a proliferacion.

El anticuerpo anti-endoglina, SN6h, es un anticuerpo monoclonal
murinosuministrado de forma liquida como sobrenadante de cultivo de tejido
(con suero bovino fetal), dializado con tampén Tris- HCI 0.05 mol/L, pH 7,2y

azida soédica 0,015 mol/L. Contiene proteina estabilizante.(Dako Denmark).

B- METODO
REVISION SISTEMATICA DE LA LITERATURA

Se ha realizado la btsqueda bibliografica en la base de datos PubMed con el

objetivo de identificar todos los articulos relevantes publicados en inglés, hasta
la fecha de realizacién de la revisiéon (Mayo 2012) para angiogénesis en CBC y

CEC. La estrategia de buisqueda empleada fue “Carcinoma, Basal Cell” [Mesh]
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AND "Carcinoma, Squamous Cell'[Mesh] AND(“Neovascularization,
Pathologic” [Mesh] OR “Microvessels” [Mesh]).

La basqueda inicial dio como resultado el ntimero total de 9 publicaciones
sobre angiogénesis en cancer cutdneo no melanoma. Esta basqueda fue
ampliada mediante la funcién ofrecida por PubMed de ‘related articles”
(articulos relacionados), asi como se han revisado las listas de las referencias
bibliograficas de los articulos relevantes con el objetivo de identificar aquellos
articulos que no han sido capturados mediante la busqueda computarizada.
Sélo se han incluido aquellos estudios realizados en muestras de CBC y CEC en
humanos y en los que se ha empleado alguna de las técnicas de cuantificacion
de angiogénesis basada en inmunohistoquimica. Asimismo, para incluir en la
revision, los articulos tenian que ofrecer informacién completa y clara sobre los
anticuerpos, metodologia seguida para la realizacion de las tinciones y también
a la hora de interpretacion de los resultados.

Finalmente, se han incluido en la revisiéon 4 articulos sobre angiogénesis en
Carcinomas Basocelulares y  Espinocelulares basados en técnicas

inmunohistoquimicas.

SELECCION Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

La seleccién se realiz6 de manera aleatoria entre los CBC y CEC. Esta seleccién
se hizo de modo retrospectivo entre los bloques existentes en el archivo del
laboratorio en el momento del estudio.

A- CRITERIOS DE INCLUSION

* Lesiones con diagnostico histolégico de Carcinoma Basocelular,
extirpados o biopsiados en el Hospital Clinico “Lozano Blesa” de
Zaragoza.

* Lesiones con diagnostico histolégico de Carcinoma Espinocelular,
extirpados o biopsiados en el Hospital Clinico “Lozano Blesa” de
Zaragoza.

B- CRITERIOS DE EXCLUSION
Muestras no valorables (preparaciones n las que no es posible un buen analisis):

* Borde libre tumoral muy escaso
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* Preparaciones muy artefactas

* Aquellas que no tengan un tamafio suficiente

SELECCION DE ANTICUERPOS Y TECNICAS DE
INMUNOHISTOQUIMICA

Los anticuerpos se han seleccionado en base a la revision bibliografica
,seleccionando un anticuerpo panendotelial (CD 31) y un anticuerpo especifico

de las células endoteliales en proliferaciéon (CD 105).

METODOLOGIA PARA LA TINCION
INMUNOHISTOQUIMICA

1. Se extraen los bloques de tejido del archivo. Se realizan 4 cortes del tejido
de 3-4 micras de grosor utilizando el microtomo, posteriormente se toma
el corte con agujas histolégicas y se colocan en el bafio de flotacion hasta
que los cortes queden completamente estirados y sin burbujas. Se recoge
con el porta objetos el corte y se colocan en gradillas La seccién de los
bloques se realizé con un espesor de 3 micras mediante el microtomo
rotatorio, posteriormente se introducian en un recipiente con agua a 37°
C para que flotasen en la superficie, se elongaran en toda su amplitud y
poder montarlos en el portaobjetos ya gelatinados previamente. La
gelatinizacién de los portaobjetos se obtuvo mediante la inmersién de los
mismos en una solucién obtenida mediante calentamiento a 40° C de 100
ml. de agua destilada, a la que se le habia afiadido: 0,50 gramos de
gelatina en primer lugar y posteriormente 0,40 gramos de alumbre de
cromo. Tras el proceso de inmersion de los portaobjetos, éstos se dejaban
secar en una rejilla en posicion vertical.

2. Se generan las etiquetas con el nimero nuevo asignado al caso. La
etiqueta sefiala: nimero de caso, niimero de biopsia, anticuerpo y clon,
asi como las iniciales del doctorando. Las etiquetas se orientan y se
pegan en la zona esmerilada procurando que quede centrada y alineada
con los bordes. El resto de la tinciéon se ha realizado en el Servicio de

Anatomia Patoldgica.
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3. Se desparafinan los cortes en dos bafios de Toluol durante 3 minutos
cada uno.

4. Se rehidratan los cortes siguiendo los pasos siguientes:

a. 2 bafios de Isopropanol-Alcohol 100% por 3 minutos cada uno;
b. Un bafio de Metanol durante 5 minutos y, por altimo
c. Bafo de agua destilada durante 10 minutos.

5. Recuperacion antigénica en solucion buffer de citrato. Durante la fijacion
de tejido y en los métodos post-inclusiéon, muchos epitopos pueden ser
enmascarados, lo que daria lugar a un resultado débil o falso negativo en
la  deteccion de algunas proteinas mediante técnicas de
inmunohistoquimica. La solucién buffer de citrato rompe los enlaces
cruzados entre proteinas, desenmascarando los antigenos y los epitopos
en los tejidos fijados en formalina y embebidos en parafina, lo que
incrementa la intensidad de tincién de los anticuerpos.

a. Se calienta la solucién buffer de citrato hasta 95-100° en bafio de
vapor;

b. Se colocan los cortes en el portaobjetos y éste se introduce en el
recipiente con solucién buffer de Citrato, donde se incuba durante
30 minutos.

c. Una vez transcurrido este tiempo, se apaga el bafio de vapor de
agua, se extrae el recipiente de tinciéon y se deja enfriar a
temperatura ambiente durante 20 minutos.

d. Se realiza lavado de los cortes en buffer de lavado (Wash Bufer
RTU).

6. Inhibicion de la Peroxidasa endégena. Dado que el anticuerpo
secundario que utilizaremos esta conjugado con peroxidasa (HRP),
realizamos bloqueo de esta para evitar sefial inespecifica. Para ello se
incuban los cortes con una solucién de peréxido de hidrégeno durante 10
minutos. (Utilizaremos Peroxidase Blocking Reagent Ready-to-Use de
Dako Citomation).

7. Lavado durante 3 min con buffer de lavado.
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8.

9.

1 corte se incuba con el anticuerpo n°1: CD 31 (Dako) en dilucién 1/20, a
temperatura entre 2 y 8 °C minutos. El anticuerpo se une a su antigeno
especifico alli donde esté presente. El otro corte se incuban con el
anticuerpo n° 2: CD 105 (Dako) en dilucién 1/2000. Los otros dos cortes
se guardaron para realizar una nueva tincién en los casos negativos.

Lavado con buffer de lavado durante 3 minutos.

10. A continuacién, los cortes se incuban con reactivo de visualizacién (env

k4061) a temperatura ambiente durante 30 minutos. También se conoce
con el nombre de anticuerpo secundario, y en este caso, estd unido
covalentemente al enzima peroxidasa. Este paso permite amplificar el
resultado de la reaccién, ya que varias moléculas del anticuerpo
secundario pueden unirse a cada molécula del anticuerpo primario,

aportando, por tanto, una mayor intensidad de tincién.

11. Se realizan 2 lavados de 3 minutos cada uno con buffer de lavado.

12. El producto de reacciéon de peroxidasa es revelado utilizando como

sustrato 3,3’diaminobencidina (DAB), que al oxidarse, forma un
producto marrén insoluble (cuya precipitacion interpretaremos como

positividad de la tincién).

13. Se realizan 4 lavados de 3 minutos cada uno con buffer de lavado.

14. Contratincién con hematoxilina: colocamos los cortes en un portaobjetos

y lo sumergimos en hematoxilina durante 1 minuto.

15. Transcurrido este tiempo, realizamos lavado abundante con agua

destilada.

16. Montaje de las preparaciones: colocamos el portaobjetos con el corte de

tejido sobre la mesa y aplicamos el gel que nos permitird fijar el

cubreobjetos (Dako Glycergel Mounting Medium).

56



Cromégeno: DAB

DAB )e
]
Peroxidasa (HRP) ..
:
Reactivo de visualizacion ol
@ 77’__\777\77\7
Anticuerpo primario:CD31 o ¢ Q/Resultado: precipitacion de\
CD105 » un producto marrén )

Antigeno: CD31 o CD105

Fig.5 Esquema sobre la tincién inmunohistoquimica

VALORACION DE LAS TINCIONES

Se eligi6 la técnica de cuantificacion de Chalkley counting para valorar la
angiogénesis. El motivo por el cual se eligi6 esta técnica es porque en el
segundo consenso internacional de cuantificacién de angiogénesis en tumores
s6lidos esta técnica fue considerada como técnica de eleccion.

Se examina la preparacion a bajo aumento (x5) para seleccionar los puntos con
mayor densidad de vasos sanguineos. Posteriormente, esos puntos se examinan
a mayor aumento (x20) y se cuantifican aquellos puntos de la graticula de
Chalkley que se superponen sobre los vasos sanguineos o células individuales
positivas para el endotelio vascular.

En cada caso, se seleccionan las tres puntuaciones mas altas y se calcula la
media aritmética de las mismas. Este tltimo ntimero es e que se empleara para

el analisis estadistico de los datos.
CREACION DE BASE DE DATOS.

Se han revisado las historias clinicas de los pacientes (previo consentimiento de
Direccion médica del Hospital Clinico Universitario “Lozano Blesa”) y se han
recogido los diferentes parametros:

* Numero de Historia Clinica

* Numero de Biopsia

¢ Fecha de nacimiento
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Fecha de diagnéstico
Tipo de tumor
Tamafio
Localizacion
Recidiva

Metastasis

Fecha de recidiva y de metéastasis
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ANALISIS ESTADISTICO:

* Todas las operaciones estadisticas se han llevado a cabo con IBM SPSS

version 19 IL, USA. (licencia de la Universidad Auténoma de Barcelona)

* Las diferencias se han calculado utilizando el test Chi cuadrado para las
variables discretas y el test T de student para las variables continuas ( los
valores se expresan como valores medios y su intervalo de confianza al
95%).

* Todos los los graficos se han realizado con el editor de graficos del SPSS.
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RESULTADOS

A. RESULTADOS DEL ESTUDIO DESCRIPTIVO DE LA
MUESTRA

1. De los pacientes incluidos en el estudio, 75,36 % fueron hombres y 24,64

% mujeres.

Sexo

B Masculino
M Femenino

2. Distribucién por sexo de los pacientes diagnosticados de Epitelioma

Basocelular . El sexo predominante es en los varones.

Sexo

B Masculine
B Femenino

3. Distribucién por sexos de los pacientes diagnosticados de Epitelioma
Espinocelular. Al igual que en el CBC es mas frecuente en varones,

aunque el porcentaje no es tan alto.
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Sexo

B Masculino
W Femenino

4. La edad media de la muestra estudiada fue de 69 afios en Carcinomas

Basocelulares y 79 afios para Carcinomas Espinocelulares.

Estadisticos

Edad_Media de CBC

N Validos

Perdidos
Media
Desuv. tip.
Varianza
Minimo
Méaximo

29

1
69.4313
17.13107
203.474
.00

87.03

Estadisticos

Edad_Media de CEC

N Validos
Perdidos

Media

Desuv. tip.

Minimo

Maximo

38

1
78.7751
15.11217
-.56
94.11

5. La localizacién del tumor global. Se observa que la localizacién mas

frecuente es la cara seguida por la region auricular ( esta localizacién se

separ6 de la cara al igual que la mucosa labial ya que se considera de

alto riesgo en CEC ?) y el tronco.
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6. Distribucion de todas las localizaciones de las muestras incluidas en el
estudio de CBC. En el gréfico se aprecia que la cara es la localizacién mas

frecuente.

Localizacion

B Trenco
W Auricular
Ccara

7. La localizaciéon maés frecuente en Carcinomas Espinocelulares es la cara,

seguido por mucosas.

Localizacion

W Tronce

[E Extremidades
[ Mucosas

W Auricular
Ocara

8. El tamafio tumoral medio en Carcinomas Basocelulares es de 1,3 y de CEC
es de 2. Se observa que el Carcinoma Espinocelular al diagndstico es de

mayor tamano.
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B. RESULTADOS DEL ESTUDIO
INMUNOHISTOQUIMICO

1. Las tinciones han sido positivas y evaluables en 31 casos de Carcinoma

Basocelular y 39 casos de Carcinoma Espinocelular.

2. La media de los vasos sanguineos tefiidos con CD 31 y cuantificados
mediante el método de Chalkley counting fue de 5.9 en Carcinoma
Basocelular (95%Cl:4.8-7.0) y 7,76 en Carcinoma Espinocelular
(95%CI:5.5-10.02), resultando la diferencia estadisticamente significativa

(p<0,05).

3. La media de los vasos sanguineos tefiidos con CD 105 y cuantificados
mediante el método de Chalkley counting fue de 5,2 (95%ClI:4.0-6.4) en
Carcinoma Basocelular y 84 (95%CI:6.7-10.1) en Carcinoma
Espinocelular, resultando la diferencia estadisticamente significativa

(p<0.05).

Analisis estadistico.

Utilizaremos la prueba t de Student para muestras independientes. Para
comprobar si se cumple la condicion de igualdad de varianzas, emplearemos la
prueba de Levene.

Definiciéon de casos utilizados: los estadisticos de cada andlisis se basan en los
casos que no tienen datos perdidos ni quedan fuera de rango de cualquiera de

las variables del anélisis.

4. Comparacion de medias de MVD-CD31 entre Epitelioma Basocelular y

Carcinoma Espinocelular.
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Prueba de muestras independientes

Prueba T para la igualdad de medias

Diferencia de

Error tip. de la

t gl Sig. (bilateral) medias diferencia
CD31 Se han asumido -4.174 54 .000 -2.0254282 4852919
varianzas iguales
No se han asumido -4.662| 49.514 .000 -2.0254282 4344387

varianzas iguales

Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene para la
igualdad de varianzas

F Sig.

CD31

Se han asumido varianzas
iguales

No se han asumido
varianzas iguales

4.904

.031

5. Comparacién de MVD valorado con CD105 entre Epitelioma Basocelular

y Carcinoma Espinocelular.

Prueba de muestras independientes

Prueba T para la igualdad de medias

Diferencia de

Error tip. de la

t gl Sig. (bilateral) medias diferencia
CD105 Se han asumido -8.105 62 .000 -3.2007937 .3949235
varianzas iguales
No se han asumido -8.471 61.329 .000 -3.2007937 .3778656

varianzas iguales

6. La diferencia entre la MVD en BCC valorada con CD 31 no fue

estadisticamente significativa en comparacién con MVD cuantificada con

CD 105. (p>0.05).

7. La diferencia entre la MVD en SCC valorada con CD 31 tampoco fue

estadisticamente significativa en comparacién con MVD cuantificada con

CD 105. (p>0.05).

8. En algunos casos de SCC se encontraron vasos sanguineos en el interior

de la masa tumoral, mientras que no se observaron vellosidades

sanguineas intratumorales en el caso de los BCC. (p<0.05).
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9.

Histolégicamente el nimero de vasos es mayor en aquellos tumores que
han dado metastasis o recidiva, pero la diferencia no alcanza la

significacion estadistica.

10. Se ha realizado el analisis estadistico para comprobar si hay diferencia de

11.

la densidad de vasos entre hombres y mujeres, asi como entre diferentes
localizaciones, tanto en CBC como en CEC No hay diferencias en
ninguno de los grupos (p>0.05).

Patron de angiogénesis. A diferencia de otros tumores sélidos, no se
encontré el patron de vascularizacion en “hot spot” descrito en varios
tipos de tumores sélidos, no se ha objetivado en ninguno de los dos tipos
de tumores estudiados. En el caso de CBC so6lo se han encontrado vasos
en el estroma peritumoral (Fig.6), mientras que en CEC se observaron
vasos sanguineos tanto en el interior de la masa tumoral (intratumorales)

como en el exterior (peritumoral) (Fig.7,8 y 9).
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Fig.6 Imagen inmunohistoquimica de CBC tefiido con CD 105. Donde se observan
los vasos peritumorales. No se aprecian vasos dentro de la masa tumoral.

Fig.7 Imagen inmunohistoquimica de CEC tefiido con CD 105. Donde se observan los

vasos peritumorales e intratumorales.
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Fig.8 Imagen histolégica de CEC tefiido con CD 105 (marcador de neoangiogénesis)

Fig.9 Imagen histolégica de CEC tefiido con CD 31 (marcador panendotelial)
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DISCUSION
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DISCUSION

Presentamos los resultados del estudio en el que el objetivo principal era
comparar el diferente potencial angiogénico y su posible relacién con el
diferente comportamiento clinico en el cdncer de piel no melanoma.

Nuestro estudio tiene una serie de limitaciones:

El tamafio de muestra limitado, se debe al coste elevado de los reactivos que
utilizaremos en nuestro estudio y la falta de financién del estudio.
Limitaciones técnicas. En ocasiones existen limitaciones técnicas que dificultan
la valoracién de la inmunohistoquimica. Entre las mas importantes estan los
problemas de fijacién del tejido, el anticuerpo utilizado o la pérdida de
antigenicidad en cortes almacenados mds de 24 horas antes de la realizacién de
la técnica. No solo es importante conocer la especificad del anticuerpo, sino que
se deben recordar los artefactos que pueden aparecer en estas preparaciones,
como la tincién inespecifica de los méargenes del corte de tejido (artefacto del
borde) o en zonas de necrosis, la difusién o capacitaciéon del antigeno por los
tejidos o células adyacentes y la reactividad cruzada de algunos anticuerpos.
Valoracién de las muestras tefiidas. No es posible cuantificar exactamente el
namero de células tefiidas, y ademads, en un mismo tumor, se podria observar
distintas areas con mayor o menor intensidad de tincion.

Seguimiento de los pacientes. Dado que la edad media de los pacientes con
carcinoma Basocelular y Espinocelular es elevada, en muchos de los casos es
imposible realizar un seguimiento longitudinal de la evolucién clinica post-
quirargica (muchos de los pacientes presentan co-morbilidades importantes, y
en el caso de fallecimiento, sera complicado identificar la causa del mismo, y
que en la mayoria de los casos no estara relacionada con la neoplasia cutanea).
Poder estadistico del estudio. Una de las limitaciones importantes de nuestro
estudio es el poder estadistico del trabajo, condicionado por el tamafio de la
muestra (una muestra mayor tendria mayor potencia estadistica). La
repercusion mas importante de un tamafio muestral limitado, radica en que al
interpretar los resultados en que no encontramos significacién estadistica, no se
puede descartar que esto no sea debido al tamafio de la muestra. Esta situacion,

no afectaria a los resultados positivos o estadisticamente significativos.
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Muchos estudios han documentado que el crecimiento tumoral y las metéstasis
requieren de un aporte persistente de vascularizacion 8.

La hipétesis general nimero uno (“la expresion de los marcadores de
angiogénesis sera diferente en Carcinomas Espinocelulares frente a
Basocelulares) se ha confirmado en su totalidad, tanto para el marcador
panedotelial CD 31 (hipoétesis operativa 1.1) como para el marcador
inmunohistoquimico de neoangiogénesis CD 105 (hip6tesis operativa 1.2). Esta
diferencia en la densidad microvascular pueden explicar, al menos en parte, el
diferente comportamiento biolégico de estos tumores.

La hipétesis Operativa 2.1: “La mayor expresion de CD 31 y CD 105, se
relaciona con la mayor MVD (Microvessel density); y esta, a su vez, se relaciona
con la mayor agresividad del tumor”. La mayor MVD es maés alto en CEC frente
a CBC, los tumores espinocelulares son mas agresivos que los basocelulares.
Desde este punto de vista es cierto. Pero dentro de cada gurpo de tumor, no se
ha comprobado que los que han metastatizado tienen mayor ntimero de vasos.
Pero la explicacién mas probable es que el nimero de metéstasis es muy
pequeno.

En los estudios previos se ha comprobado que CD 105 es mas bajo
estadisticamente que CD 31. Baptistella y colaboradores #° en el 2011
observaron que los marcadores panendoteliales no son diferentes en los
diferentes estadios de CEC, sin embargo CD 105 se correlacion6 con la
progresion del Carcinoma Espinocelular. En nuestro estudio no se observado la
diferencia que cabria esperar segtin la bibliografia, en nuestro caso la
progresion no se correlacion6 con ningan de los dos marcadores esto puede ser
como consecuencia de que CD 105 no sea especifico de células endoteliales en
formacion o por falta de tamafio muestral y por lo tanto el bajo namero de
metastasis.

No hemos encontrado diferencias en MVD entre hombres y mujeres, ni
tampoco entre diferentes localizaciones, lo que sugiere que la MVD es una
factor intrinseco del tumor.

Sobre el patrén de angiogénesis, la ausencia de vasos sanguineos en el cuerpo

de CBC podria ser una explicacién a su tendencia a ulcerarse y que estos vasos
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se sitien en el estroma peritumoral podria también explicar las telangiectasias
que esta neoplasia presenta en superficie. Straume 5 demostré que un
incremento de MVD esta asociado significativamente con la ulceracién, el
aumento del didmetro y el descenso en la superviviencia. La ausencia del
potencial metastatico de BCC podria deberse a la ausencia de vasos y por el otro
lado la presencia de vasos intratumorales le confiere capacidad invasiva y
metastésica. El que no observen vasos intratumorales pude explicarse como en
otros tumores en los que el estroma angiogénico se produce, pero debe haber
una zona entre la angiogénesis y el borde de ataque del tumor donde los vasos
sanguineos se someten regresion completa; se desconoce aquellos factores
antiangiogénicos que interfieren.

En cuanto a las variables clinico-demogréficas:

La edad al diagnéstico es de 68 en CBC y de 79 en CEC, el que aparezca en
edades tardias se debe en parte a la relacién con un dafio solar acumulado,
inmunosupresion y a la mayor esperanza de vida.

En cuanto al sexo hemos comprobado que es mas frecuente en varones tanto
CBCy CEC, como demuestran otros estudios. La explicacion puede deberse a la
realizacion de trabajos por parte de los varones al aire tales como agricultura,
construccion.

La localizacion mas frecuente es la cara probablemente sea consecuencia de la
combinacién de varios factores, como aumento de la exposicién al sol o a los
rayos UVA, mayor participacién de la poblacién en actividades que se realizan
al aire libre, cambios en el tipo de vestimenta.

El tamafio al diagnostico es mayor en CEC frente a CBC, ya que tiene un
crecimiento mas rapido CBC pueden permanecer muchos afios y seguir una

evoluciéon mas crénica hasta que el paciente se lo observa.
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CONCLUSIONES

1. Se observa que la densidad microvascular en Carcinomas Basocelulares
es menor que en Carcinomas Espinocelulares, lo cual puede explicar en
parte el lento crecimiento de Carcinomas Basocelulares y el descenso del

potencial metastésico.

2. En la literatura CD 105 esta considerado como un marcador especifico de
neoangiogénesis, pero en nuestro estudio no hemos encontrado

diferencias significativas con CD 31, marcador panendotelial.

3. No se aprecian puntos calientes en ninguno de los dos tumores a

diferencia de otros tumores solidos.

4. Se observa un patrén histolégico de angiogénesis en Carcinomas
Basocelulares con vasos en la periferia tumoral, a diferencia de los
Carcinomas Escamosos que se localizan tanto peritumorales e

intratumorales.

5. En ambos la localizacion mas frecuente es la cara, siendo mas

predominantes en el sexo masculino.

6. El tamafio tumoral al diagnostico es mayor en CEC, lo que explica el

crecimiento mas lento y menos agresivo de CBC.

7. Son necesarios mas estudios con mayor tamafio muestral y seguimiento

prospectivo de los paciente.
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