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GLOSARIO

ADN: Acido desoxirribonucleico

CBC: Carcinoma basocelular

CEC: Carcinoma escamocelular

Cromoblastomicosis: micosis subcutdnea causada por hongos negros, de
evolucion cronica, endémica en México

HGMGG: Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez

Hiperplasia pseudoepiteliomatosa: proceso reactivo de la epidermis caracterizada
por hiperplasia de la epidermis que en algunos casos puede simular carcinoma
epidermoide

HP: Hiperplasia pseudoepiteliomatosa

PH: pseudoepitheliomatous hyperplasia

p-53: factor de transcripcion nuclear, supresor tumoral que regula apoptosis y
detiene el ciclo celular cuando hay dafio al material genético celular

SCC: squamous cell carcinoma

Sindecan-1: proteoglicano de membrana expresado en epitelio escamosos
difenciados

Ulcera de Marjolin: carcinoma epidermoide en sitios de inflamacién crénica
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RESUMEN
INTRODUCCION: La hiperplasia pseudoepiteliomatosa es un proceso reactivo
asociado a infecciones, neoplasias, inflamacién cronica. El principal diagndstico
diferencial es el carcinoma epidermoide. La cromoblastomicosis en una micosis
subcutanea endémica en México de evolucion cronica asociada a marcada
hiperplasia pseudoepiteliomatosa. En sitios de inflamacion cronica se puede
desarrollar un carcinoma epidermoide: Ulcera de Marjolin, que se comporta de
manera mas agresiva con alta tasa de metastasis. El sindecan-1 es un
proteoglicano de membrana especifico de epitelios escamosos diferenciados y la
pérdida de su expresidn se asocia con transformacion maligna, estadios mas
avanzados de tumor, mayor invasion y metastasis. La proteina p53 se expresa en
todos los tejidos y se encarga de activar enzimas de reparacion del ADN y de
inducir apoptosis en casos en los que el dafio celular no pueda ser reparado.
OBJETIVO: Comparar la expresion por inmunohistoquimica de sindecan-1 y p53
en muestras de piel incluidas en parafina de pacientes con cromoblastomicosis e
hiperplasia pseudoepiteliomatosa con carcinoma epidermoide.
MATERIAL Y METODOS: Se incluyeron en el estudio todas las biopsias de piel en
blogues de parafina de hiperplasia pseudoepiteliomatosa asociada a
cromoblastomicosis del servicio de dermatologia del HGMGG y se comparo la
expresion de sindecan-1 y p53 por técnica de inmunohistoquimica con igual
namero de carcinomas epidermoides invasores y piel normal como control.
RESULTADOS: Se obtuvieron 21 biopsias de cromoblastomicosis con hiperplasia
pseudoepiteliomatosa de 11 pacientes y 22 casos de carcinoma epidermoide

invasor de 21 pacientes.
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La expresion de Sindecan-1 fue mas positiva en los casos de HP asociada a
cromoblastomicosis cuando se compard con carcinomas epidermoides, con una
diferencia estadisticamente significativa (p=0.001). La pérdida de diferenciacion
en los casos de CEC se correlacioné con una menor expresion de Sindecan-1.

La mayor parte de los casos de CEC invasor presentaron pérdida de la expresion
de Sindecan-1 y todas las muestras de piel normal conservaron 3+ de expresion
de este proteoglicano de membrana. La expresion con patrén nuclear por
inmunohistoquimica de p53 fue mayor en los casos de carcinoma epidermoide en
comparacion con los casos de hiperplasia pseudoepiteliomatosa asociada a
cromomicosis con diferencia estadisticamente significativa (p=.001). La expresion
nuclear por inmunohistoquimica de p53 se correlacion6é con la pérdida de
expresion de membrana de Sindecan-1 y esto se correlacion6 con el grado de
pérdida de diferenciacion y el grado de invasion.

CONCLUSIONES: La pérdida de la expresion de sindecan-1 se relaciona con
transformacién maligna de epitelios escamosos y se correlaciona con el aumento
en la expresion de p53, con el grado de pérdida de diferenciacion y el grado de
invasion tumoral. La expresién de sindecan-1 se encuentra conservada, con
diferencia significativa en HP en comparacion con CEC. El sindecan-1, en
correlaciébn con la expresibn de p53, pueden servir como marcadores de
transformacién maligna en casos de hiperplasia pseudoepiteliomatosa y ser de
utilidad en el diagnostico diferencial entre HP y CEC. El tamafio de la muestra es
limitado por la rareza de la cromoblastomicosis. Se requiera evaluar la expresion

de sindecan-1y p53 en casos de HP asociada a otras causas.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Pseudoepitheliomatous hyperplasia is a reactive process
associated with chronic infections, neoplasms, chronic inflammation. The main
differential diagnosis is squamous cell carcinoma. Chromoblastomycosis is a
chronic  subcutaneous micosis, endemic in Mexico associated with marked
pseudoepitheliomatou hyperplasia. At sites of chronic inflammation squamous cell
carcinoma can develop, and it is called Marjolin ulcer. This type of squamous cell
carcinoma behaves more aggressively with high rate of metastasis. Syndecan-1 is
a membrane-proteoglycan specific of differentiated squamous epithelium and the
loss of its expression is associated with malignant transformation, advanced tumor
stages, increased invasion and metastasis. p53 protein is expressed in all tissues
and is responsible for activating DNA repair enzymes and inducing apoptosis in
cases in which cell damage can not be repaired.

OBJECTIVE: Compare the expression by immunohistochemistry of syndecan-1
and p53 in skin samples embedded in paraffin from patients with
chromoblastomycosis and pseudoepitheliomatous hyperplasia with squamous cell
carcinoma.

MATERIAL AND METHODS: All skin biopsies in paraffin blocks with
pseudoepitheliomatous hyperplasia associated with chromoblastomycosis from the
deprtment of dermtology of the HGMGG were included in the study; and the
expression of syndecan-1 and p53 by immunohistochemistry compared with an

equal number of invasive squamous cell carcinoma and normal skin as controls.
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RESULTS: 21 biopsies were obtained with pseudoepitheliomatous hyperplasia
associated to chromoblastomycosis from 11 patients and 22 cases of invasive
squamous cell carcinoma from 21 patients.

CONCLUSIONS: The loss of syndecan-1 expression is associated with malignant
transformation of squamous epithelium and correlates with increased expression of
p53, with the degree of loss of differentiation and degree of tumor invasion. The
expression of syndecan-1 is preserved, with significant difference in HP compared
with squamous cell carcinoma. The expression of syndecan-1 in correlation with
the expression of p53, can be used as markers of malignant transformation in
cases of pseudoepitheliomatous hyperplasia; and it can be useful in the differential
diagnosis between PH and SCC. The sample size is limited by the rarity of
chromoblastomycosis. The expression of syndecan-1 and p53 needs to be

evaluated in cases of PH associated with other causes.
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INTRODUCCION

1. ANTECEDENTES

1.1 SINDECAN-1

Los proteoglicanos son moléculas conformadas por una estructura proteica central
rodeada por cadenas de azlcares sulfatados o glucosaminoglicanos. Los
sindecans son moléculas de adhesion celular que pertenecen a la familia de los
proteoglicanos. Existen cuatro miembros en la familia de los sindecans.”

El sindecan-1 se encuentra de manera caracteristica en los epitelios bien
diferenciados; el sindecan-2 o fibroglicano se encuentra en tejido conectivo, el
sindecan-3 es el sindecan de tipo neural y el sindecan-4 es ubicuo. )

El gen que codifica el sindecan-1 se encuentra en el cromosoma 2 (2p23-24—
2p24.1). La proteina constitutiva central del sindecan-1 se glucosila en el aparato
de Golgi con un patrén de glicosilacion especifico para cada tejido. La principal
isoforma presente en las células del epitelio escamoso es de ~100 kDa. Las
funciones de estas moléculas estan determinada por el dominio extracelular y su
unién con los diferentes ligandos.

Los principales glicosaminoglicanos de la familia de los sindecans son el heparan
sulfato y parcialmente el condroitin sulfato. Son estas cadenas de azucares
sulfatadas de los proteoglicanos las responsables de su actividad funcional y se
encuentran en el dominio extracelular que interactia, mediante sitios especificos,
con una gran cantidad de moléculas como factores de crecimiento, componentes
de la matriz extracelular, proteasas o inhibidores de proteasas. )

El sindecan-1 se une a componentes de la matriz extracelular tales como las

colagenas I, lll y V, la fibronectina, la trombospondina, la tenascina, la amfoterina,
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y la laminina, de tal forma que actia como una molécula de adhesion entre la
matriz extracelular y las células. 25639

También es receptor de factores solubles unidos a heparina, como citocinas y
factores de crecimiento, durante el desarrollo y la diferenciacion celular, y puede
funcionar como receptor de membrana para ciertas bacterias, parasitos y virus,
incrementando asi su adhesién a las células blanco. )

El dominio extracelular del sidecan-1 puede ser liberado por protedlisis; esto
disminuye el anclaje de las células a la matriz extracelular, promueve la motilidad
celular e inhibe la proliferacion de las células tumorales. )

En las células epiteliales normales el sindecan-1 se encuentra altamente
expresado, y la pérdida de su expresidn en epitelios escamosos se asocia con
transformacién maligna. El grado de dicha pérdida de expresion se relaciona

directamente con estadios mas avanzados del tumor, mayor invasién y metastasis,

asi como disminucion en la sobrevida de los pacientes. 9

1.2 CROMOBLASTOMICOSIS

ASPECTOS GENERALES Y EPIDEMIOLOGIA

La cromoblastomicosis es una micosis subcutdnea que se adquiere por
inoculacién traumatica. Fue descrita inicialmente por Pedroso y Gomez en 1911
en la ciudad de Sao Paulo, Brasil y por Lane y Medlar en los E.U. de Norteamérica
en 1915. " ® Su distribuciéon es mundial, con mayor prevalencia en climas
tropicales y subtropicales como Brasil, México, Cuba y Republica Dominicana;
Siendo el Amazonas la principal area endémica. Afecta predominantemente

hombres de poblacién rural. )

Pagina 18



Los organismos causantes de esta micosis se aislan de suelos o madera en
descomposicion y son termosensibles entre 40 y 42°C.8, 9 Los hongos mas
frecuentemente aislados son: Fonsecae pedrosoi, Phialophora verrucosa,
Cladosporium carrioni y menos frecuentemente Rhinocladiella aquaspersa; Con
predominio de F. pedrosoi, y en climas mas secos, y Cladosporium carrioni, con
mayor incidencia en mujeres. ©

Los hongos causantes de cromoblastomicosis producen melanina de alto peso
molecular, acido aspartico, glutamico, leucina, glicina y alanina, en asociacion con
ramnosa, manosa y galactosa, lo que les confiere mayor virulencia y resistencia a
algunos antiftingicos vy a la fagocitosis.®

La susceptibilidad a la infeccibn se ha relacionado con inmunosupresion y el
antigeno de histocompatibilidad HLA-A29.©®

La cromoblastomicosis se adquiere por inoculacién trauméatica y la lesiones
cutdneas se observan en el sitio de inoculacion, el cual ocurre con mayor
frecuencia en extremidades inferiores, y en areas que normalmente no estan
protegidas por ropa; Por lo que también puede observarse en extremidades
superiores, tronco, cara y gliteos.® Dicha afeccién ocurre a nivel de piel y tejido
celular subcutaneo, observandose clinicamente una papula eritematosa en el sitio
de inoculacién (chancro de inoculacion), la cual se expande y evoluciona a un
noédulo superficial. Con el tiempo, la afeccion se extiende localmente hasta formar
placas verrugosas, dejando areas con fibrosis cicatrizal y lesiones satélites. La
evolucion es lenta y cronica, siendo extremadamente rara la extension a érganos

distantes por via hematégena.® ®
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Carrioni describié cinco tipos de lesiones: noédulos, lesiones tumorales, placas
verrucosas Y lesiones cicatrizales.® En la actualidad se conocen 6 variedades
clinicas, una variedad psoriasiforme y las cinco descritas por Carrioni. & 9

Esta dermatosis suele ser asintomatica, aunque ocasionalmente hay dolor leve, y
no hay sintomas sistémicos.® En la mayoria de los casos el diagndstico se hace
después de varios afos del inicio de la dermatosis y muchos de los pacientes no
recuerdan el antecedente de trauma, tal vez porque éste fue un trauma menor. ®
La presencia del hongo en los tejidos ocasiona una respuesta inflamatoria con
reaccién granulomatosa tipo cuerpo extrafio y remodelacion tisular.’® Puede
complicarse con sobreinfeccion bacteriana, linfedema, elefantiasis y, en lesiones
de larga evolucién, puede desarrollarse carcinoma escamocelular o melanoma
posiblemente por la inflamacién crénica y el desarrollo de fibrosis cicatrizal.®®
DIAGNOSTICO

Para establecer el diagnostico de cromoblastomicosis se requiere realizar un
examen directo con cultivo y estudio histologico. EI examen directo se observa al
microscopio con hidréxido de potasio al 10 o al 20%, donde es posible identificar
hifas y esclerotes de Medlar pigmentados.”® En el cultivo, cuando se trata de F.
pedrosoi, se observa una colonia aterciopelada de color verde-negro que crece
lentamente y que vista al microscopio es posible identificar tres distintas
formaciones de conidios: Phialophora con fidlides en forma de florero y conidios
gue emergen de una depresion central, Cladosporium con conidios en multiples

cadenas y Rhinocladiella con formacion lineal de conidios con conidiéforos

centrales.®
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En el estudio histologico de piel se observa una marcada hiperplasia
pseudoepiteliomatosa con hiperqueratosis, un infiltrado inflamatorio crénico con
reaccion tanto granulomatosa como supurativa en la dermis, y la presencia de los
esclerotes de Medlar, los cuales son ovalados, pigmentados y de paredes
gruesas, semejando monedas de cobre.(”’ Estos esclerotes se ven directamente
en las tinciones de hematoxilina y eosina, y pueden encontrarse tanto dentro como
fuera de las células. Pocas veces se observa también la fuente de inoculacion
cutdnea: pedazos de madera o material vegetal, rodeada por una reaccion
granulomatosa a cuerpo extrafio, asi como eliminacion transepidérmica de
estructuras fungicas.®

TRATAMIENTO

Existen distintas modalidades terapéuticas (fisicas, farmacologicas y quirurgicas),
pero ningun tratamiento es completamente efectivo, por lo que deben
combinarse.® 9 La lista de modalidades fisicas es amplia, e incluye el uso local de
calor, crioterapia, electrocirugia y radiacién, siendo mas eficaz el calor local. 8 Se
ha utilizado un gran nimero antifingicos y la respuesta varia dependiendo del
agente causal. Esta reportada buena respuesta a anfotericina B, 5-fluorocitocina y
derivados triazélicos como el itraconazol y el tiabendazol, siendo el itraconazol,
s6lo o combinado con 5-fluorcitocina, el tratamiento de primera linea.®

En la modalidad de tratamiento quirdrgico, se requiere una extirpacion quirdrgica
amplia con margen perilesional amplio para evitar recidivas, ya que puede ocurrir
extension subclinica de la infeccion y las recidivas se presentan incluso con

tratamientos quirdrgicos radicales; por lo que es prudente considerar afiadir
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tratamiento farmacoldgico. En general, la terapia combinada es la que ofrece

mejores resultados. ©

1.3 CARCINOMA EPIDERMOIDE

ASPECTOS GENERALES

El cancer de piel no melanoma es la primera causa de cancer en el mundo y el
carcinoma epidermoide o carcinoma de células espinosas (CEC) o epitelioma
espinocelular ocupa el segundo lugar después del carcinoma baso celular con un
25% de los casos. M %17 | 3 incidencia de cancer de piel se incrementa con la
edad, tanto en hombres como en mujeres, especialmente en personas de fototipo
claro y con antecedente exposicién prolongada a la radiacion ultravioleta.* 182%
La incidencia de cancer de piel tiene relacion directa con la practica de actividades
al aire libre, y la dosis acumulada de radiacion ultravioleta recibida a lo largo de la
vida.* 182D | 3 mayoria ocurren en sitios expuestos al sol como la cabeza, el
cuello y las manos. 829

El CEC primario ocurre en personas con historia de exposicion prolongada a la luz
solar, que es la principal fuente de radiacién ultravioleta, Es mas frecuente en
varones, especialmente mayores de 55 afios de edad, aunque puede presentarse
en adolescentes y nifios con padecimientos genéticos 0 inmunosupresion que
condicionan mayor susceptibilidad al desarrollo de este cancer y neoplasias de
comportamiento mas agresivo. 8 22-%)

Otro factor de riesgo para desarrollar carcinoma espinocelular es la inflamacion

cronica, ya sea en heridas o cicatrices crénicas de multiples etiologias.®® La

exposicion a carcinogenos como el arsénico y la radiacion ionizante también
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incrementan el riesgo de desarrollarlo.®® 222 2 | a5 infecciones genitales y
periungueales por el virus de papiloma humano (serotipos 16, 18, 31 y 33), son la
etiologia de la mayoria de los carcinomas epidermoides que se desarrollan en las
mucosas y en el aparato ungueal. 222529

DIAGNOSTICO

El estudio histopatoldgico es el estandar de oro para establecer el diagnéstico de
cancer de piel. Debe realizarse estudio histologico de las lesiones sospechosas
antes de establecer un tratamiento definitivo, de tal forma que sea posible conocer
el patrén histologico, el grado de invasion y de diferenciacion, y reportar factores
pronésticos. Independientemente de la técnica para obtener tejido, la muestra
debe ser lo suficientemente profunda para determinar el grado de invasién. 6:27:29
En el estudio histolégico de carcinomas epidermoides se observa hiperqueratosis
con paraqueratosis, hiperplasia epidérmica con proliferacion irregular y anarquica
de células espinosas atipicas dispuestas en mantos mal delimitados, los cuales
emanan de la epidermis y pueden invadir la dermis. Las células atipicas tienen
nacleos grandes y pleomorficos con mitosis atipicas, perlas cérneas, y células
disqueratdsicas con diferentes grados de diferenciacion, puede presentar invasion
perineural y vascular.30 Existen cuatro variedades histologicas de CEC:
convencional, de células fusiformes, acantolitico y verrugoso.®?

TRATAMIENTO

El objetivo del tratamiento es la remocion completa de la neoplasia con
destruccion de tumor primario, prevencion de metastasis con la conservacion de la

(30, 31)

funcién y la cosmesis en los casos que es posible. Para establecer el

tratamiento de un carcinoma espinocelular, primero se debe establecer si es de
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alto o bajo riesgo: lo que depende de la localizacion, el tamafio, el grado de
diferenciacion, el subtipo histolégico, la presencia de invasion perineural, si se
trata de un tumor recurrente y si el paciente es inmunodeprimido.®Y Es importante
individualizar el tratamiento considerando dichos factores de riesgo, ademas de la
edad, las comorbilidades y las preferencias del paciente. %3V

El tratamiento estandar es la reseccidon quirdrgica convencional con margenes, de
4 a 6mm en tumores de bajo riesgo y de 1 cm en tumores de alto riesgo, con
evaluacion de los margenes por un dermatopatélogo. La reconstruccion del sitio
anatomico se programa hasta tener la evidencia de que los margenes extirpados
estan libres de tumor. 7293132 | 5 electrodesecacion y el curetaje tienen buena
tasa de éxito en pacientes con CEC de bajo riesgo y realizados por médicos
experimentados en estas técnicas, ya que no hay control histologico de los
margenes de la lesion.?” En todos los casos se envia el material obtenido a
estudio histopatologico para confirmar el diagnostico e identificar factores de mal
prondstico. ¢7: 3132

Otra modalidad de tratamiento es la cirugia micrografica de Mohs con estudio
histoldgico trans-operatorio, la cual es ideal en tumores de alto riesgo, recidivantes
0 en sitios cosméticos importantes en los que se requiere preservar la mayor
cantidad de tejido posible. 7 2% 32 | 3 radioterapia es otra opcién terapéutica, que
Se reserva para pacientes que no son candidatos a cirugia convencional, como los
pacientes de edad avanzada, o bien como terapia adyuvante ante lesiones de alto
riesgo, con margenes postoperatorios positivos o con invasion perineural; Sin

embargo, el uso de radioterapia esta contraindicado en genitales, carcinoma

verrucoso, pacientes con condiciones genéticas que condicionen defectos en la
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reparacion del DNA o pacientes muy jovenes, debido al riesgo relativo de

desarrollar un carcinoma afios después.®” 2%3?

1.4 CARCINOMA EPIDERMOIDE ASOCIADO A CROMOBLASTOMICOSIS
Existen reportes de desarrollo de neoplasias malignas en sitios de inflamacion
cronica como Uulceras cronicas: por insuficiencia venosa, presion, trauma o
neuropatia, asi como en quemaduras y Ulceras infecciosas. Independientemente
de la etiologia, al desarrollo de carcinoma epidermoide en sitios de inflamacion
crénica se le denomina Ulcera de Marjolin.®® Los carcinomas epidermoides que se
desarrollan en estos sitios presentan una tasa muy alta de metastasis (14-58%) y
un comportamiento muy agresivo.®

No se conoce con claridad el mecanismo por el cual se desarrollan carcinomas
epidermoides en estas lesiones; Al parecer el proceso cicatricial actia como
promotor tumoral y puede estar implicada la presencia de mutaciones en el gen
Fas que es un mediador de apoptosis.® 1% Y Probablemente las mutaciones del
gen Fas evitan que las células mutadas por inflamacion crénica sufran apoptosis,
aunqgue la fisiopatologia del desarrollo de cancer en estos sitios aln no esta muy
Clara. (9, 10, 11)

Existen pocos reportes de pacientes con cromoblastomicosis que desarrollan
CEC. En Brasil, 2 de 100 pacientes con cromoblastomicosis verrugosa
desarrollaron CEC de alto grado y enfermedad metastasica, los cuales tenian en

promedio 14 afios de evolucion.®® Otro estudio en Madagascar reportd

transformacion maligna en 1 de 1400 casos; 11 y en México Bonifaz reporto solo
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un caso de CEC en una serie 51 pacientes con cromoblastomicosis que tenian en

promedio 8 afios de evolucién.®®

1.5 HIPERPLASIA PSEUDOEPITELIOMATOSA

La hiperplasia pseudoepiteliomatosa es un proceso reactivo de la epidermis
caracterizada por hiperplasia de la epidermis que en algunos casos puede simular
carcinoma epidermoide.®® Este proceso reactivo puede ser secundario a
infecciones micéticas como la cromoblastomicosis, blastomicosis; infecciones por
bacteriascomo tuberculosis, espiroquetas como sifilis, bromoderma e incluso a
lesiones melanociticas, particularmente el nevo de Spitz y melanoma maligno, asi
como en sitios de trauma, irritacién o tlceras crénicas.®

En el estudio histolégico se observa una epidermis con acantosis irregular por
proliferacion epitelial, procesos interpapilares delgados y anastomosados, un
denso infiltrado inflamatorio, cambios fibréticos en la dermis y proliferacion
vascular.®® El diagnéstico diferencial mas importante es el carcinoma
epidermoide, donde los procesos interpapilares generalmente son mas gruesos y
hay mas atipia y pleomorfismo celular, aunque frecuentemente es dificil diferenciar

entre ambos.®®

1.6 PROTEINA P53

El gen p53, se encuentra en el brazo corto del cromosoma 17 (17p13) y codifica
un factor de transcripcion nuclear de 43.7 KDa.36 Su nombre hace referencia a su
masa molecular aparente: ya que corre como una proteina de 53 KDa en

electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico. Esta diferencia
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se debe a la gran cantidad de residuos de prolina que contiene, lo que la hace
migrar mas lentamente, haciendo que parezca de peso molecular mas alto.®

Es un gen supresor tumoral que desempefia un papel importante en apoptosis y
control del ciclo celular. Ante dafio al material genético de la célula (ADN), p53
detiene el ciclo celular. Las mutaciones de p53 pueden permitir que las células
anormales proliferen.®

La proteina p53 es una fosfoproteina formada por 393 aminoacidos y 3 dominios:
un dominio de activacion de factores de transcripcidon, otro que reconoce la
secuencia especifica de DNA y un dominio carboxilo terminal. EI 80% de las
mutaciones puntuales de p53 que se detectan en los canceres humanos estan
localizadas en el dominio de unién a ADN de la proteina.®”

La proteina p53 es ubicua: se expresa en todos los tejidos. En células normales, el
nivel de la proteina p53 es bajo porgue se encuentra asociada a Mdmz2, lo que
induce su ubiquitinacion y destruccidon por el proteosoma. Los dafios del ADN y
otras sefiales de estrés celular pueden hacer que p53 se separe de Mdm2 e
incrementa su concentracién, para realizar su funcion como factor de transcripcion
del inhibidor de CDKs (cinasa dependientes de ciclinas) denominada
CDKN1A/p21. La transcripcion de este inhibidor inhibe la fosforilacion de pRb
(proteina del retinoblastoma), de manera que el factor de transcripcion E2F
permanece inactivo, y se impide la progresion de la célula hacia la fase sintesis; y
asf se detiene el ciclo celular en G1/S. "

Ademas p53 activa las enzimas de reparacion del ADN. Uno de sus genes diana
transcripcionales, p53R2, codifica para una reductasa de ribonucleétidos, que es

importante en la replicacion y reparacion del ADN. p53 interacciona directamente
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con la endonucleasa AP y la ADN polimerasa que estan implicados en la
reparacion por escision e induce proteinas, como GADD45 (growth arrest and
DNA damage) que colaboran en la reparacion del ADN. Si el dafio se repara
correctamente, p53 estimula la sintesis de Mdm2, activando su autodestruccion y
la progresion en el ciclo celular. Si el dafio no puede ser reparado, la célula puede
entrar en apoptosis inducia por p53 mediante la activacion de expresion de genes
BAX / PUMA, ©6:30

Si una célula pierde la funcion de p53, el dafio en el ADN no se repara, se
acumula y las células entran directamente en la ruta hacia la tumorigénesis. ©¢”
Por el contrario niveles excesivamente altos de p53 puede acelerar el proceso de
envejecimiento por apoptosis excesiva. El regulador principal de p53 es Mdmz2,
gue puede activar su degradacion por el sistema de ubiquitinacién. La expresion
de Mdm2, a su vez, esta regulada por p53 de forma que se mantengan niveles
bajos de p53 una vez se ha reparado el dafio celular.®5 3"

Cuando se detectan alteraciones en el ADN p53 se fosforila y es liberada de su
unién a Mdmz2, y su vida media aumenta.®”

En el 60% de los casos de CEC se detectan mutaciones de p53. Como
consecuencia de una exposicion repetida y cronica a la radiacion ultravioleta
ocurren modificaciones en el DNA que de forma natural son reparadas por los
mecanismos celulares de escision de nucleotidos (NER, nucleotide-excision
repair) y de escision de bases (BER, base-excision repair). 2

El efecto acumulativo de modificaciones no reparadas puede desencadenar la

aparicion de mutaciones puntuales en el gen supresor de tumores p53,

consistentes en transiciones que ocurren en sitios dipirimidina, las transiciones C-
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T son las mas frecuentes y aparecen concretamente en secuencias de tri-
nucledtidos 5-PyCG-3' (Py, pirimidina) del gen p53.%® En los tumores
espinocelulares la mutacién en el codén 278 parece ser muy especifica.®®

La exposicidn solar prolongada ocasiona ademas la pérdida de la interaccion Fas-
L/Fas como consecuencia de la acumulacién de mutaciones en p53. 2

En los carcinomas escamocelulares la inmunomarcacion por método de

inmunoperoxidasa para p53 es mucho mas positiva que en piel normal con

diferencia estadistica. ¢

2. MARCO TEORICO

La cromomicosis es una micosis endémica en México, especialmente en la region
de la Huasteca donde el el agente causal mas frecuente es Fonsecaea
pedrosoi.®¥

El diagnostico de esta micosis se hace con examen directo, cultivo y biopsia de
piel afectada en la que se observa marcada hiperplasia pseudoepiteliomatosa de
la epidermis con hiperqueratosis. En la dermis un infiltrado inflamatorio crénico
con reaccion granulomatosa y supurativa y los esclerotes pigmentados, ovalados
de paredes gruesas. ("

Es una enfermedad crénica de tratamiento dificii ya que ninguno de los
tratamientos actualmente utilizados es completamente efectivo.® 39

Una de las complicaciones mas graves y en la mayoria de los casos mortal es el
desarrollo de carcinoma epidermoide en pacientes con lesiones cronicas de

cromoblastomicosis: conocida como ulcera de Marjolin, cuando se desarrolla esta

neoplasia en sitios de inflamacion cronica.
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Aunque hay pocos reportes de desarrollo de carcinoma epidermoide en pacientes
con esta micosis, y la tasa de presentacion de esta complicacion es baja, es
fundamental hacer el diagndstico de manera temprana ya que las neoplasias que
se desarrollan en estos sitios presentan un comportamiento mucho mas agresivo,
con enfermedad metastasica en un alto porcentaje (14-58%).6%

En las biopsias de cromoblastomicosis es caracteristico observar marcada
hiperplasia pseudoepiteliomatosa, por lo que el diagnéstico de carcinoma
epidermoide que se hace con criterios histolégicos en ocasiones es muy dificil y
controvertido. Resulta dificil entonces separar histologicamente la hiperplasia
pseudoepiteliomatosa del desarrollo de carcinoma epidermoide en estos
pacientes. (" 333

El sindecan-1 pertenece a la familia de los sindecans, que son moléculas de
adhesion celular de la familia de los proteoglicanos.™ * Es el miembro de la
familia que se encuentra de manera caracteristica en los epitelios bien
diferenciados.®

Sus principales funciones bioldgicas son adhesion intercelular, interaccion con la
matriz extracelular y su union a factores solubles que regulan la diferenciacion,
crecimiento, desarrollo, morfologia y migracion celular.® 3%

En células epiteliales normales el sindecan-1 se encuentra altamente expresado, y
la pérdida de su expresion se ha asociado a transformacion maligna de epitelios
escamosos Y el grado de pérdida de este proteoglicano se ha correlacionado con

estadios mas avanzados de tumor, mayor grado de invasion, metastasis y

disminucién en la sobrevida.® * & 3¢)
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P53 es un factor de transcripcion que funciona como supresor tumoral. Ante dafio
al material genético de la célula (ADN), p53 detiene el ciclo celular. Las
mutaciones de p53 pueden permitir que las células anormales proliferen. 36 En
células normales, el nivel de la proteina p53 es bajo porque se encuentra asociada
a Mdm2, lo que induce su ubiquitinacion y destruccién por el proteosoma. Los
dafios del ADN y otras sefiales de estrés celular hacen que p53 se separe de
Mdm2 e incremente su concentracion.®” 3

El sindecan-1 al ser una proteina de adhesion celular y encontrarse disminuida en
células escamosas con diferenciacion maligna debe disminuir o perder su
expresion en carcinomas espinocelulares asociados a cromomicosis y debe
mantenerse conservada en biopsias de piel con hiperplasia pseudoepiteliomatosa
que no presentan transformacién maligna y en piel normal. ¢4

P53 al ser un supresor tumoral debe encontrarse sobre-expresado en carcinomas
espinocelulares asociados a cromomicosis y no debe expresarse en biopsias de

piel con hiperplasia pseudoepiteliomatosa que no presentan transformacion

maligna. 739

3. JUSTIFICACION

El diagnostico diferencial de carcinoma epidermoide en pacientes con
cromomicosis es dificil.

En las biopsias de pacientes con cromoblastomicosis de larga evolucion es

caracteristico encontrar marcada hiperplasia pseudoepiteliomatosa reactiva.
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La hiperplasia pseudoepitelimatosa asociada a procesos inflamatorios crénicos
tiene como diagnostico diferencial el carcinoma epidermoide y en algunos casos
hacer el diagndstico histoldgico diferencial es dificil.

El carcinoma epidermoide asociado a procesos inflamatorios crénicos se conoce
con el nombre de Ulcera de Marjolin y presenta un comportamiento mucho mas
agresivo, con elevado porcentaje de enfermedad metastasica y el tratamiento es
quirargico con margenes amplios libres, reseccion ganglionar, y quimioterapia.

El sindecan-1 es un proteoglicano y una molécula de adhesion que se expresa en
los epitelios diferenciados. Multiples estudios demuestran que su expresion se
pierde en carcinomas espinocelulares y que la pérdida de su expresién en los
epitelios es directamente proporcional a la pérdida de diferenciacion de los
tumores; Ademas de que la pérdida de su expresion en carcinomas esta
relacionada con mayor tasa de metastasis y menor sobrevida. P53 es un factor de
transcripcion que funciona como gen supresor tumoral y se encuentra sobre-
expresado en carcinomas epidermoides.

El diagnostico adecuado y la diferenciacion entre  hiperplasia
pseudoepiteliomatosa y el desarrollo de carcinoma epidermoide es crucial para la
eleccion del tratamiento y la sobrevida de los pacientes con esta micosis de larga
evolucion.

La pérdida de sindecan-1 y la sobre-expresion de p53 como marcadores de
malignidad en carcinomas epidermoides pueden ser una herramienta muy util en
la  diferenciacion de hiperplasia  pseudoepiteliomatosa asociada a

comoblastomicosis y el desarrollo de carcinoma epidermoide en estos pacientes.
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La expresion de sindecan-1 debe estar conservada y la no debe haber expresion
de p53 o debe ser minima en las biopsias de piel con cromoblastomicosis e
hiperplasia pseudoepiteliomatosa.

En México la cromoblastomicosis ocupa el 3° lugar entre las micosis profundas
con un 60%. México es considerado zona endémica de cromoblastomicosis, en
especial la zona de la Huasteca. Es una micosis crénica que predomina en el
medio rural. ¥

La complicacion mas grave asociada a la evolucion cronica del padecimiento es el
desarrollo de carcinoma epidermoide. El carcinoma epidermoide que se asocia a
sitios de inflamacién crénica se conoce como Ulcera de Marjolin.*? ¥

El desarrollo de Ulcera de Marjolin en pacientes con cromoblastomicosis se ha
reportado en México con una frecuencia de 1.9 x cada 100 casos en 8 afos. 13
Sin embargo la mortalidad asociada a esta complicacion es muy alta ya que el
comportamiento de estos tumores es mucho mas agresivo, con enfermedad
metastasica hasta del 60%.°*%

El diagnostico histologico de carcinoma epidermoide asociado a
cromoblastomicosis es complicado ya que caracteristicamente en las biopsias de
pacientes con procesos inflamatorios crénicos como la cromoblastomicosis se
observa marcada hiperplasia pseudoepiteliomatosa o pseudocarcinomatosa.
Hacer la diferencia histologica entre simple hiperplasia reactiva del epitelio y el
desarrollo de carcinoma epidermoide es dificii y en algunos casos los
dermatopatologos no pueden llegar a un diagndéstico definitivo con certeza y puede

haber disparidad y controversia entre diferentes especialistas en patologia de piel.

Hacer el diagnostico de certeza y descartar la presencia de carcinoma
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epidermoide en los pacientes con cromoblastomicosis de evolucion cronica es de
vital importancia para el prondstico y el tratamiento del paciente.

Ademas existen otras patologias cronicas inflamatorias e infecciosas que se
asocian a hiperplasia pseudoepiteliomatosa y al posible desarrollo de carcinoma
epidermoide como Ulceras venosas cronicas, Ulceras por quemaduras, Ulceras por
presion, Ulceras neuropaticas, Ulceras tropicales y nevo de Spitz. Este proceso
reactivo en estos pacientes también es dificil de distinguir de carcinoma
epidermoide. La medicidn de sindecan-1y p53 en estos casos puede ser también

muy util en el diagnéstico de esta complicacion.

4. HIPOTESIS

Si el Sindecan-1 es una molécula de adhesién y juega un papel importante en
adhesion y diferenciacion celular y disminuye o pierde su expresion en células
escamosas con diferenciacion maligna, entonces debe disminuir o perder su
expresion en carcinomas carcinomas epidermoides, carcinomas epidermoides
asociados a cromoblastomicosis y debe mantenerse conservada en biopsias de
piel con hiperplasia pseudoepiteliomatosa que no presentan transformacion

maligna.

Si p53 es un factor de transcripcion supresor tumoral y aumenta su expresion en
células escamosas con diferenciacion maligna, entonces debe aumentar su
expresion en carcinomas epidermoides, carcinomas epidermoides asociados a
cromoblastomicosis y no debe expresarse en biopsias de piel con hiperplasia

pseudoepiteliomatosa que no presentan transformacion maligna.
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5. OBJETIVOS
Comparar la expresion por inmunohistoquimica de sindecan-1 y p53 en muestras
de piel incluidas en parafina de pacientes con cromoblastomicosis e hiperplasia

pseudoepiteliomatosa con carcinoma epidermoide.

6. MATERIAL Y METODOS
6.1. UNIVERSO DE ESTUDIO
o Blogues de parafina de las muestras de piel de pacientes con diagndstico
de cromoblastomicosis e hiperplasia pseudoepiteliomatosa:
Hiperplasia pseudoepiteliomatosa con hiperqueratosis. Dermatitis nodular y difusa
con infiltrado inflamatorio granulomatoso cronico con la presencia de esclerotes
de Medlar o células fumagoides.
o Blogues de parafina de las muestras de piel de pacientes con diagndstico
de carcinoma epidermoide:
Neoformacion epitelial con diferenciacion escamosa con proliferacion irregular y
anarquica de células espinosas atipicas dispuestas en nidos y cordones que
emanan de la epidermis y pueden invadir la dermis. Compuesto por células
displasicas con ndcleos grandes y pleomorficos, mitosis atipicas, perlas corneas,
y células disqueratosicas.

e Bloques de parafina de las muestras de piel nhormal como control de la

técnica de inmunohistoquimica.
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6.2. TAMANO DE LA MUESTRA

Se incluiran todos los casos de cromomicosis con hiperplasia
pseudoepiteliomatosa del archivo de Dermatopatologia y Micologia de la division
de Dermartologia del Hospital Dr. Manuel Gea Gonzalez y se incluiran igual

namero de casos de carcinoma epidermoide y piel normal.

6.3. CRITERIOS DE SELECCION

6.3.1. CRITERIOS DE INCLUSION

Grupo 1: Bloques de tejido embebidos en parafina de las muestras de piel
obtenidas por biopsia con diagndstico de cromoblastomicosis con hiperplasia
pseudoepiteliomatosa.

El diagndstico histolégico se realizdé por dos dermatopatdlogos expertos con la
identificacion de células fumagoides en tincibn de hematoxilina-eosina vy
confirmacién con examen directo y cultivo positivos.

Grupo 2: Bloques de tejido embebidos en parafina de pacientes con diagndstico
histolégico de carcinoma epidermoide. El diagndstico histologico se realizd por dos
dermatopat6logos expertos.

Grupo 3: Bloques de tejido embebidos en parafina de muestras de piel normal.
6.3.2. CRITERIOS DE EXCLUSION:

No existen criterios de exclusion.

6.3.3. CRITERIOS DE ELIMINACION:

Bloques de tejido embebidos en parafina en los que la cantidad de tejido sea

insuficiente para realizar la inmunotincion correspondiente.

Pagina 36



6.4. DEFINICION DE VARIABLES

VARIABLE CATEGORIA VALORES QUE ADQUIERE
e Cromomicosis con hiperplasia
pseudoepiteliomatosa
Diagnostico de la muestra
Categorica (codificada como 0)
de piel embebida en
nominal e Carcinoma epidermoide
parafina
(codificada como 2)
e Piel normal (codificada como 3)
VARIABLE CATEGORIA VALORES QUE ADQUIERE
0+ < 10% de las células (negativo)
1+ Débil incompleto de membrana
Expresion por >10% de las células (negativo)
Categorica

inmunohistoquimica de

Sindecan-1

nominal politbmica

2+ Moderada completa de membrana
>30% (positivo)
3 + Intenso completo de membrana

(positivo)
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VARIABLE CATEGORIA VALORES QUE ADQUIERE

0+ < 25% (negativo)

Expresion por 1+ 25-50% (negativo)
Categodrica

inmunohistoquimica de 2+ 50-75% (positivo)
nominal politomica

p53 3+ >75% (positivo)

6.5. ANALISIS ESTADISTICO

Los valores observados de las variables categéricas nominales politbmicas:
expresion de Sindecan-1 y de p53 para cada uno de los grupos- se resumiran en
frecuencias absolutas, asi como en frecuencias relativas (porcentajes vy
proporciones). Las frecuencias absolutas observadas se presentaran en tablas de
contingencia de 2x2 y se calcularan las frecuencias esperados para poder
comparar las frecuencias entre los 3 grupos mediante la prueba de Kruskal-Wallis.
De encontrarse diferencias, estas se consideraran estadisticamente significativas

si se obtiene una p menor o igual a 0.05.

6.6. DESCRIPCION DE PROCEDIMIENTOS
6.6.1. Seleccién de los blogues de parafina bajo los criterios de inclusion ya
comentados; por el investigador principal con ayuda de dos dermatopatélogos

expertos colaboradores del estudio.

6.6.2. Envio de los bloques de piel embebidos en parafina a proceso de

inmunohistoquimica al Departamento de Investigacion de la Escuela de
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Odontologia de la Universidad Juarez del estado de Durango y proceso de técnica
de inmucohistoquimica por el investigador principal, la Dra. Mariana Catalina De
Anda Juarez en colaboracion con el investigador asociado, Dr. Ronell Bologna,
capacitado en inmunomarcacion de proteinas a partir de biopsias embebidas en
bloques de parafina mediante inmunohistoquimica:

Los bloques de parafina fueron seccionados en 2uym de grosor y montados en
portaobjetos de vidrio recubierto con poli-lisina y secados con aire ambiental por
una noche a temperatura ambiente. Después de des-parafinar y rehidratar las
secciones de tejido fueron tratadas con citrato de sodio al 0.1 M (pH 6.2) y Tween
20 para desentrafar los epitopes. Las peroxidasas endogenas fueron bloqueadas
con peréxido de hidrogeno al 0.9% después de ser incubadas en albumina de
suero bovino al 1% en tampdn de fosfato salino por 5 minutos para eliminar las
uniones no especificas. Se usaron anticuerpos monoclonales contra sindecan-1
(CD138) (clona M115, dilucion 1:100, Dako, Carpinteria, CA) y p53. Las muestras
de tejido fueron incubadas con los anticuerpos primarios por 45 minutos. Después
de los anticuerpos primarios, las muestras fueron incubadas con un anticuerpo
anti-raton/conejo biotinilado y con un complejo streptavidina/peroxidasa, por 30
min cada uno (SLAB + labeled streptavidin-biotin, Dako). Para visualizar la
reaccion se utilizdo un substrato  3,3’-deaminobencidina-H,O  (Dako).
Posteriormente las secciones de tejido fueron contra-tefiidas con solucion
hematoxilina de Mayer. Para los controles negativos el anticuerpo primario fue

sustituido por tampon de fosfato salino.
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6.6.3. Captura de datos

La lectura de todas las laminillas obtenidas mediante la técnica de
inmunohistoquimica fue realizada de manera ciega y conjunta por parte del
investigador principal, Dra. Mariana Catalina De Anda Juarez y un experto en
lectura de inmunohistoquimica e investigador asociado, Dra. Maria Elisa Vega
Memije. Se realizaron controles en piel normal, en donde esta descrito que se
expresa sindecan-1 y no hay expresion de p53. La expresion de sindecan-1 se
calcul6 usando objetivos de 10x, que corresponde a un area de 5.3 mm?. Con la
ayuda de una camara digital (Olympus C-7070) se tomaron microfotografias de las
secciones de tejido tefiidas con inmunohistoquimica de manera aleatoria y se
usaron para cuantificar la positividad de la expresion de sindecan-1. La intensidad
de la inmunohistoquimica fue cuantificada como 0+: si menos del 10% de las
células presentaban tincion de membrana y era incompleta y se codific6 como
negativo; 1+: si la tincién era positiva débil e incompleta de membrana en menos
del 10% de las células y se codific6 como negativo; 2+: si la inmunotincion era
moderada completa de membrana en mas del 30% de las células 30% y se
codific6 como valor positivo y 3+ si la tincion era intensa y completa de membrana
en mas del 30% de las células y se codific6 como positivo. La intensidad de la
inmunotincion para p53 se evalud en areas con alto contenido de células
epiteliales se calculd usando objetivos de 40x y evaluando 5 campos por cada
caso. Con la ayuda de una camara digital (Olympus C-7070) se tomaron
microfotografias de las secciones de tejido tefiidas con inmunohistoquimica y se
usaron para cuantificar la positividad de la expresion de p53. La intensidad de la

inmunohistoquimica fue cuantificada como 0+: si menos del 25% de las céluas era
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positivo y se codificO como negativo; 1+: si la tincion era positiva nuclear en el 25-
50% de la poblacion celular y se codific6 como negativo; 2+: si la inmunotincion
nuclear era positiva en el 50% a 75% de las células y se codific6 como valor
positivo y 3+ si mas del 75% de las células era positivo en patrén nuclear y se
codificO como positivo. Las imagenes obtenidas fueron transcritas a una
cuadricula para facilitar el conteo. El indice de positividad se calcul6 dividiendo el
namero de células positivas entre el numero de células totales expresado en
porcentaje.

Se determind el indice de concordancia kappa inter e intra-observador con una
concordancia mayor o igual al 80% antes de iniciar la lectura de la
inmunohistoquimica en las muestras del estudio.

Este indice de concordancia se constituye mediante el cociente de la diferencia
entre la sumatoria de las concordancias observadas y la sumatoria de las
concordancias atribuibles al azar; dividido entre la diferencia entre el total de

observaciones y la sumatoria de las concordancias atribuibles al azar.

[(Z concordancias observadas) — (£ concordancias atribuibles al azar)]

[(total de observaciones) — (2 concordancias atribuibles al azar)]
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7. RESULTADOS

Desde 1997 hasta el 2011 se encontraron 11 pacientes con diagndstico
confirmado de cromoblastomicosis en departamento de dermatologia del Hospital
Dr. Manuel Gea Gonzalez; Con identificacion en muestras de piel tefiidas con
hematoxilina y eosina de células fumagoides, cultivo y/o examen directo positivo.
El tiempo de evolucion de la micosis fue de 4 hasta 50 afios (media: 19.8 afios).
De los 11 casos 10 eran hombres y 1 mujer con edades entre 42 y 72 afos
(media: 63.6 afos); y se obtuvieron 21 biopsias con hiperplasia
pseudoepiteliamatosa marcada.

Se obtuvieron 22 casos de carcinoma epidermoide invasor de 21 pacientes. La
edad de los pacientes fue de 50 a 84 afios (media: 74.59). El tiempo de evolucién
desde 1 mes hasta 70 aflos (media: 5.45 afios). De los 22 casos 12 fueron
clasificados como carcinoma epidermoide invasor bien diferenciado, 7 como
carcinoma epidermoide moderadamente diferenciado y 2 casos de carcinoma
epidermoide mal diferenciado.

Obtuvimos 20 muestras de piel normal de 13 pacientes: 7 mujeres y 6 hombres.

Diagnostico Pacientes Biopsias Mujeres Hombres
Cromomicosis 11 21 1 10
CEC invasor 21 22 9 12

Bien diferenciado 12 13
Moderadamente diferenciado 7 7
Mal diferenciado 2 2
Piel normal 13 20 7 6
Total 45 63 17 28

Tabla 1: Diagnostico y distribucion por sexo (CEC: carcinoma epidermoide)
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Se evalu6 en cada muestra de tejido la expresion de sindecan-1, considerada
como positiva cuando la inmunomarcacion fuera en de membrana celular y p53

cuando fuera con patron nuclear.

EXPRESION DE SINDECAN-1

0+ <10% de las células Negativo

Débil incompleta de membrana
1+ >10% de las céluals Negativo

Moderada completa de
2+ membrana >30% de las células Positivo

Intenso completa de membrana
3+ >30% de las células Positivo

Tabla 2. Cuantificaciobn de expresion de membrana por inmunohistoquimica de

sindecan-1

EXPRESION DE p53
0+ <25% Negativo
1+ 25-50% Negativo
2+ 50%-75% Positivo
3+ >75% Positivo

Tabla 3: Cuantificacion de expresion nuclear por inmunohistoquimica de p53

Pagina 43



De las 21 muestras con cromoblastomicosis e hiperplasia pseudoepiteliomatosa 6

marcaron 1+, 10 marcaron 2+ y 5 marcaron con 3+ para la tincidbn por

inmunohistoquimica de membrana de sindecan-1. Ninguna de las muestras

estudiadas fue negativa para la inmunotincién de membrana sindecan-1.

Expresion 0+

1+

2+ 3+

# de muestras 0

6

10 5

Tabla 4: Expresion de Sindecan-1 en hiperplasia pseudoepiteliomatosa asociada a

cromoblastomicosis

Expresion

POSITIVO

NEGATIVO

# de muestras

15

6

Tabla 5: Expresidon de Sindecan-1 en en hiperplasia pseudoepiteliomatosa

asociada a cromoblastomicosis
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Figura 1: 2+ de expresion de
Sindecan-1 en hiperplasia
pseudoepiteliomatosa asociada a
carcinoma epidermoide. Se observan
las células fumagoides
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Figura 2: 2+ de expresion de
Sindecan-1 en un caso de
cromoblastomicosis con marcada
hiperplasia pseudoepiteliomatosa con

atipia
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Figura 3: 3+ de expresion de sindecan-

1 en hiperplasia pseudoepiteliomatosa

marcada asociada a cromomicosis
De las 22 muestras estudiadas con diagndstico de carcinoma epidermoide invasor:
en 12 muestras no se encontrd6 expresion de membrana de Sindecan-1, 7
muestras expresaron 1+, 3 muestras expresaron 2+ y en ninguno de los casos
estudiados se encontr6 3+ de expresion de Sindecan-1. La pérdida de la
expresion de Sindecan-1 en la membrana celular se correlacioné con la pérdida de
diferenciacion de los carcinomas epidermoides estudiados. Con menor grado de
diferenciacion mayor pérdidade expresion por inmunohistoquimica de Sindecan-1.

En el analisis de positividad 3 carcinomas epidermoides invasores fueron positivos

y 19 negativos.

Expresion 0+ 1+ 2+ 3+

# de muestras 12 7 3 0

Tabla 6: Expresion de Sindecan-1 en carcinoma epidermoide
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Expresién POSITIVO NEGATIVO

# de muestras 3 19

Tabla 7: Expresion de Sindecan-1 en carcinoma epidermoide

Figura 4: 1+de exprésién d Flgura 5 0+ e expre5|on de

Sindecan-1 en carcinoma Sindecan-1 en carcinoma
epidermoide moderadamente epidermoide mal diferenciado
diferenciado

De las 20 muestra de piel normal estudiadas como control de expresion

de membrana de sindecan-1 todas expresaron 3+ por inmunohistoquimica.

Expresion 0+ 1+ 2+ 3+

# de muestras 0 0 0 20

Tabla 8: Expresion de Sindecan-1 en piel normal

Expresién POSITIVO NEGATIVO

# de muestras 20 0

Tabla 9: Expresion de Sindecan-1 en piel normal
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Figura 6: 3+ de expresion de

Sindecan-1 en una biopsia de piel

normal
La expresion de Sindecan-1 fue mayor y mas positiva en los casos de hiperplasia
pseudoepiteliomatosa asociada a cromoblastomicosis cuando se compard con
carcinoma epidermoide, con wuna diferencia estadisticamente significativa
(p=0.001). La pérdida de diferenciacion en los casos de CEC se correlacion6 con
una menor expresion de Sindecan-1.
La mayor parte de los casos de carcinoma epidermoide invasor presentaron
pérdida de la expresidn de Sindecan-1 y todas las muestras de piel normal
conservaron 3+ de expresion de este proteoglicano de membrana.
En la mayor parte de los casos de hiperplasia pseudoepiteliomatosa asociado a

cromoblastomicosis se conserva la expresiéon de sindecan-1.
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Figura 7: Gréafica de expresion de Sindecan-1 en los 3 grupos comparados:
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La media de expresion de sindecan-1 en piel normal fue de 3+, en hiperplasia
pseudoepiteliomatosa asociada a cromoblastomicosis de 1.95 con Intervalo de

Confianza de: 95% (1.63-2.27) y de 0.52 en carcinoma epidermoide IC 95% (0.21-

0.83).

SINDECANA [ -

B SINDECANELE

IC®5%1.63-2.27)2]

IC®5%40.21-0.83)x

0.520

PIELINORMALE CROMOMICOSISE CECR

Figura 8: Gréfica de media de expresion de Sindecan-1 en los 3 grupos.
(CEC: carcinoma epidermoide)
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El porcentaje de positividad (2+ y 3*+) de expresion de membrana de Sindecan-1
por inmunohistoquimica en hiperplasia pseudoepiteliomatosa asociada a

cromomicosis fue de 71.4% en comparacion con 13.6% en carcinoma epidermoide.
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Figura 9: Porcentaje de positividad de Sindecan-1 en los 3 grupos estudiados

Comparamos la expresion por inmunohistoquimica con patrén nuclear de de p53
entre los 3 grupos.

De las 21 muestras con cromoblastomicosis e hiperplasia pseudoepiteliomatosa
13 fueron negativas por inmunohistoquimica para la expresién nuclear de p53, en
6 casos de hiperplasia pseudoepiteliomatosa se marc6é p53 como 1+ y en 2 casos
fue positivo nuclear 2+. En ninguno de los casos estudiados de hiperplasia

pseudoepiteliomatosa asociada a cromoblastomicosis se encontr6 3+ por
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inmunomarcacién de expresion de p53. La pérdida en la expresién de sindecan-1

se correlacion6 con incremento en la expresion nuclear de la proteina p53.

Expresién 0+ 1+ 2+ 3+

# de muestras 13 6 2 0

Tabla 10: Expresion de p53 en hiperplasia pseudoepiteliomatosa asociada a
cromoblastomicosis

Expresion POSITIVO NEGATIVO

# de muestras 2 19

Tabla 11: Expresidon de p53 en hiperplasia pseudoepiteliomatosa asociada a
cromoblastomicosis

| LN o
clear de

Figura 10: Hiperplasia Figura 11: 1+ eprsi()n nu

pseudoepiteliomatosa sin expresion p53 en hiperplasia
de p53 pseudoepiteliomatosa

De las 22 muestras estudiadas con diagnostico de carcinoma epidermoide invasor
5 fueron negativas por inmuhistoquimica para expresion nuclear de p53, 2 casos

marcaron 1+, 5 casos 2+ y 10 de las biopsias estudiadas 3+. 15 de los caos se
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consideraron positivos por técnica de inmunohistoquimica para la expresiéon de
p53 y 7 se consideraron negativas. La positividad se correlacion6 con el grado de
pérdida de diferenciacion y el grado de invasién. La expresion de p53 en patrén
nuclear por inmunohistoquimica se correlacion6 con la pérdida en la expresiéon de

Sindecan-1 de membrana por inmunohistoquimica.

Expresién 0+ 1+ 2+ 3+

# de muestras 5 2 5 10

Tabla 12: Expresion de p53 en carcinoma epidermoide invasor

Expresion POSITIVO NEGATIVO

# de muestras 15 7

Tabla 13: Expresion de p53 en carcinoma epidermoide invasor

’ R Ts ‘ Al N, ¥
Figura 12: 2+ de expresion de p53 en Figura 13: 3+ expresion de p53 en
CEC moderadamente diferenciado CEC invasor mal diferenciado
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En las biopsias estudiadas de piel normal como control, 8 de los 20 casos

estudiados expresaron por técnica de inmunohistoquimica 1+ con patrén nuclear

de p53 y los 12 restantes no expresaron p53 por inmunomarcacion. Los 20 casos

de piel normal se consideraron como negativos en cuanto a expresion nuclear de

p53 por inmunotincion.

Expresion 0+ 1+ 2+ 3+
# de muestras 12 8 0 0
Tabla 14: Expresion de p53 en piel normal
Expresion POSITIVO NEGATIVO
# de muestras 0 20

Tabla 15: Expresion de p53 en piel normal

Figura 14: 0+ de expresion de p53 en

piel normal
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La expresion con patron nuclear por inmunohistoquimica de p53 fue mayor en los
casos de carcinoma epidermoide en comparacion con los casos de hiperplasia
pseudoepiteliomatosa asociada a cromomicosis con diferencia estadisticamente
significativa (p=.001). La expresion nuclear por inmunohistoquimica de p53 se
correlacion6 con la pérdida de expresiéon de membrana por inmunohistoquimica de
Sindecan-1 y esto se correlaciond con el grado de pérdida de diferenciacion y el
grado de invasion reportados por técnicas de microscopia electrénica y tinciones

convencionales.
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Figura 15: Expresion de p53 en los 3 grupos comparados: hiperplasia
psuedoepiteliomatosa asociada a cromoblastomicosis, carcinoma epidermoide y
piel normal
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La media de expresion de p53 en los casos estudiados de piel normal fue de 0.4
IC 95% (0.16-0.64). En los casos de hiperplasia pseudoepiteliomatosa asociada a
cromoblastomicosis la media fue de 0.55 IC 95% (0.22-0.87). En los casos de
carcinoma epidermoide la media de expresion de p53 por inmunohistoquimica fue

de 1.9 1C 95% (1.33-2.48).
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Figura 16: Media de expresion de p53 en los 3 grupos: piel normal, hiperplasia
pseudoepiteliomatosa asociada a cromoblastomicosis y carcinoma epidermoide.

55



8. DISCUSION

La cromoblastomicosis en una micosis subcutanea endémica de México que
afecta principalmente hombres de poblacién rural.” La evolucién de la micosis es
cronica, con formacion de placas verrugosas y fibrosis cicatrizal. Esta micosis
como muchos otros procesos inflamatorios crénicos esta relacionada a marcada
hiperplasia pseudoepiteliomatosa. El principal diagndstico diferencial de la
hiperplasia pseudoepiteliomatosa es el carcinoma epidermoide.®® Una de la
complicaciones mas graves de los procesos inflamatorios cronicos es el desarrollo
de carcinoma epidermoide; Aunque el mecanismo de desarrollo de neoplasias en
sitios de inflamacién crénica no se conoce por completo, probablemente el
proceso cicatrizal actia como promotor tumoral y condiciona mutaciones en el gen
Fas, evitando que las células mutadas sufran apoptosis. ¢ 1011

El diagnéstico diferencial entre la hiperplasia pseudoepiteliomatosa y el desarrollo
de carcinoma epidermoide es de vital importancia para el tratamiento y prondstico
en procesos inflamatorios cronicos. Hacer la diferencia entre estas dos entidades
es dificil y se ha basado en criterios morfologicos, asi como algunos marcadores
de proliferacion celular y expresion de metaloproteinasas con resultados
variables.®®

El sindecan-1 es un proteoglicano que se encuentra de manera caracteristica en
epitelios bien diferenciados.® La pérdida de expresion de sindecan-1 en epitelios
escamosos se asocia a transformacion maligna y se relaciona directamente con
estadios mas avanzados del tumor, mayor invasion y metastasis, asi como

disminucién en la sobrevida. @ > ©
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La proteina p53 se expresa en todos los tejidos.®® Esta proteina se encarga de
activar enzimas de reparacion del ADN y de inducir apoptosis en casos en los que
el dafio celular no pueda ser reparado. ®¢ 3"

En este estudio, analizamos la expresion por inmunohistoquimica de sindecan-1y
su relacion con la expresion de p53 en hiperplasia pseudoepiteliomatosa asociada
a cromoblastomicosis, comparada con carcinoma epidermoide invasor. En los
casos de carcinoma epidernoide invasor hay una disminucion en la expresion de
sindecan-1 en correlacion con aumento en la expresion nuclear de p53 en
comparacion con los casos estudiados de hiperplasia pseudoepiteliomatosa, con
una diferencia estadisticamente significativa (p=0.001).

La disminucion en la expresion de sindecan-1 se correlacioné de manera
proporcional con un aumento en la expresion de p53, con el grado de pérdida de

diferenciacion y grado de invasion en los casos estudiados de carcinoma

epidermoide.

9. CONCLUSIONES

La pérdida de la expresion de sindecan-1 se relaciona con transformacién maligna
de epitelios escamosos. La pérdida de la expresion de sindecan-1 se correlaciona
con el aumento en la expresion de p53, con el grado de pérdida de diferenciaciéon
y el grado de invasion tumoral.

La expresion de sindecan-1 se encuentra conservada, con diferencia significativa
en hiperplasia pseudoepiteliomatosa en comparacion con carcinoma epidermoide.

El sindecan-1, en correlacion con la expresion de p53, pueden servir como

marcadores de transformacion maligna en casos de hiperplasia
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pseudoepiteliomatosa y ser de utilidad en el diagnéstico diferencial entre
hiperplasia pseudoepiteliomatosa y carcinoma epidermoide.

El tamafio de la muestra es limitado por la rareza de la cromoblastomicosis. Hay
que evaluar la expresion de sindecan-1 y p53 en casos de hiperplasia

pseudoepiteliomatosa asociada a otras causas.

10. PERSPECTIVAS

La pérdida de epresion de sindecan-1 en correlacion con un aumento en la
expresion de p53 pueden ser de utilidad en el diagnostico diferencial de
hiperplasia pseudoepiteliomatosa y carcinoma epidermoide. La expresiéon de
sindecan-1 y p53 pueden ser de utilidad en el diagnoéstico diferencial de otros
casos de hiperplasia pseudoepiteliomatosa asociada a otros procesos infeccioso y

no infecciosos de hiperplasia pseudoepiteliomatosa.
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12. ANEXOS

12.1 TABLA DE CAPTURA DE DATOS

DIAGNOSTICO BIOPSIA EDAD GENERO TIEMPQ SINDECAN- P53
EVOLUCION 1

CROMOMICOSIS 171-97 68 0 27.00 3 0
CROMOMICOSIS 294-97 72 0 27.00 2 0
CROMOMICOSIS 412-97 68 0 27.00 3 0
CROMOMICOSIS 23-99 60 0 4.00 3 0
CROMOMICOSIS 88-99 60 0 4.00 2 0
CROMOMICOSIS 253-05 60 0 15.00 3 0
CROMOMICOSIS 471-07 71 0 31.00 2 2
CROMOMICOSIS 547-07 72 0 31.00 2 1
CROMOMICOSIS 678-09 67 0 50.00 2 0
CROMOMICOSIS 96 53 0 12.00 2 1
CROMOMICOSIS 97 53 0 12.00 1 2
CROMOMICOSIS 478 (1) 60 0 20.00 2 0
CROMOMICOSIS 478 (2) 60 0 20.00 1 0
CROMOMICOSIS 154 (1) 66 0 10.00 1 1
CROMOMICOSIS 154 (2) 66 0 10.00 2 1
CROMOMICOSIS 155 (1) 66 0 10.00 2 0
CROMOMICOSIS 155 (2) 66 0 10.00 1 0
CROMOMICOSIS 155 (3) 66 0 10.00 1 0
CROMOMICOSIS 567 69 0 25.00 1 0
CROMOMICOSIS 566-05 42 1 9.00 2 1
CROMOMICOSIS 567-05 42 1 9.00 3 1
CEC Verrugoso 404-11 80 1 70.00 2 2
CEC Invasor Bien 173-09 76 1 0.83 2 2
Dif

CEC Invasor Mod 249-09 80 1 0.66 0 1
Dif

CEC Invasor Mod 284-09 81 0 0.33 0 3
Dif

CEC Invasor Bien 385-09 72 0 0.25 1 2
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Dif

CEC Invasor Mod 109-10 67 0 0.125 1 3
Dif

CEC Invasor Mal 259-10 84 1 8.00 2 1
Dif

CEC Invasor Bien 335-10 (1) 78 0 10.00 0 0
Dif

CEC Invasor Bien 335-10 (2) 78 0 10.00 1 0
Dif

CEC Invasor Bien 354-10 50 0 3.00 0 2
Dif

CEC Invasor Bien 363-10 93 1 0.06 0 3
Dif

CEC Invasor Bien 384-10 70 0 5.00 0 2
Dif

CEC Invasor Bien 414-10 67 0 0.16 0 0
Dif

CEC Invasor Mal 415-10 67 0 0.16 0 3
Dif

CEC Invasor Mod 471-10 82 1 1.5 1 0
Dif

CEC Invasor Mod 563-10 78 1 5.00 0 0
Dif

CEC Invasor Mod 644-10 74 0 0.25 1 3
Dif

CEC Microinvasor 13--11 79 1 0.25 1 3
Bien Dif

CEC Microinvasor 70-11 85 1 5.00 0 3
Bien Dif

CEC Invasor Bien 184-11 55 0 0.5 0 3
Dif

CEC Invasor Mod 207-11 53 0 2.00 1 3
Dif

CEC Invasor Bien 257-11 85 1 2.00 0 3
Dif

Normal 415-09 18 0 3 1
Normal 872-09 48 0 3 1
Normal 873-09 48 0 3 0
Normal 542-10 25 1 3 1
Normal 948-10 27 1 3 0
Normal 1018-10 50 1 3 1
Normal 1117-10 55 1 3 1
Normal 1118-10 60 1 3 1
Normal 1119-10 76 1 3 0
Normal 1172-10 46 1 3 0
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Normal 1149-10 20 1 3 0
Normal 23--11 38 0 3 1
Normal 24--11 38 0 3 0
Normal 90-11 25 0 3 1
Normal 91-11 25 0 3 0
Normal 137-11 50 0 3 0
Normal 216-11 60 1 3 0
Normal 217-11 60 1 3 0
Normal 218-11 60 1 3 0
Normal 219-11 60 1 3 0

0= hombre

1= mujer
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