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DETERMINACION DE LA DENSIDAD MICROVASCULAR SANGUINEA Y LINFATICA
EN LOS DIFERENTES TIPOS HISTOLOGICOS DE CARCINOMA BASOCELULAR.

RESUMEN ESTRUCTURADO

ANTECEDENTES.

El carcinoma basocelular (CBC) representa el 75% de todas las neoplasias de piel. Se
considera en términos generales como un tumor de crecimiento lento y comportamiento
no agresivo, que responde bien a los diferentes tipos de tratamientos locales. Sin
embargo, algunos casos de CBC presentan crecimiento agresivo, infiltran rapidamente
estructuras profundas, tienden a recurrir posterior al tratamiento local y ocasionalmente

metastatizan.

La angiogénesis es un proceso en el que la neovascularizacion se desarrolla a partir del
endotelio de la vasculatura preexistente. La capacidad de un tumor sélido de inducir
angiogénesis se considera un factor importante que influye en el crecimiento tumoral y el
desarrollo de metastasis. Por su parte, la linfangiogénesis es un area poco estudiada que

bajo la misma premisa pudiera afectar la evolucién y prondstico de una neoplasia.

OBJETIVO. Medir la expresiéon del indice proliferativo ki67 y determinar la densidad de la
microvasculatura sanguinea (mediante la positividad de CD34) y linfatica (mediante la

positividad de podoplanina, (D2-40)) en los casos de carcinoma basocelular.

DISENO Y DURACION. Se realizara un estudio observacional, descriptivo y transversal. La
duracion del estudio comprendera el tiempo requerido para analizar 30 laminillas, con
diagnostico histopatoldgico de carcinoma basocelular, que fueron recibidas y revisadas en

el periodo comprendido entre marzo del 2016 y marzo del 2017.



PROCEDIMIENTO. Se realizé la medicion semicuantitativa de la expresion del indice
proliferativo ki67; asi mismo se determind la densidad microvascular sanguinea y linfatica
a través de la positividad de CD34 y D2-40 respectivamente, tanto de forma intratumoral
como peritumoral, en las diferentes variedades histopatoldgicas de carcinoma
basocelular; asi como la expresion de D2-40 en la células tumorales de los casos

revisados.

ANALISIS DE RESULTADOS: Se evaluaron 30 laminillas con diagndstico de carcinoma
basocelular. La variedad histolégica méas reportada fue la infiltrante. El indice de
proliferacién celular Ki67 fue variable reportando porcentajes entre 40% y 70%. La media
de vasos positivos para CD34 intratumoral fue de 16.67 £ 6.905 vasos y peritumoral de
28 + 8.408 vasos; siendo la variedad histologica metatipica la que presentd mayor
cantidad de vasos de forma intratumoral como peritumoral. Se demostr6 una densidad
microvascular sanguinea (DMVS) alta hasta en el 70% de los casos, la cual se asoci6 a
un tamafio tumoral mayor de 2 cm (p=.018) y a las variedades histolégicas infiltrante y
metatipica (p=<.05). La media de vasos positivos para D2-40 intratumoral fue de 4.73 +
4.556 vasos y peritumoral de 5.03 +4.056 vasos; siendo la variedad histoldgica adenoide
la que present6 mayor cantidad de vasos de forma intratumoral como peritumoral. D2-40
se considerd altamente positiva dentro de las células tumorales en el 40% de los casos
con un patrén predominantemente focal en el 46.7% y se correlacion6 con la presencia de

ulceracion (p=0.25).

CONCLUSIONES: La densidad microvascular sanguinea y linfatica pudiera proveer de
informacién util para distinguir subgrupos de pacientes en quienes la recurrencia y/o
posible riesgo de metastasis pudiera existir de forma mas frecuente. Este estudio servira

como piloto para el estudio del carcinoma basocelular, en todas sus variedades clinico-



patoldgicas, tomando en cuenta determinaciones inmunohistoquimicas. Es necesaria la
integracién de una clinica multidisciplinaria para el estudio, diagndstico, tratamiento y

prevencién del carcinoma basocelular.

Palabras clave: carcinoma basocelular, densidad microvascular sanguinea,

densidad microvascular linfatica, CD34, podoplanina, D2-40.



I. MARCO TEORICO

DEFINICION E HISTORIA

El carcinoma basocelular (CBC) es un tumor maligno de estirpe epitelial. Esta neoplasia
se comunica frecuentemente con la capa inferior de la epidermis, sin embargo puede ser
frecuente el hallazgo de células tumorales que se originan del foliculo piloso®. Atn cuando
el origen del carcinoma basocelular se encuentra en disputa, se considera actualmente
gue se origina de las células germinativas foliculares. Ackerman et al, consideran al
carcinoma basocelular como un “carcinoma tricoblastico”; sugiriendo que las células
basaloides del carcinoma son analogos anormales de las células germinativas en un
embrién que dan lugar a todos los componentes de la unidad foliculo-sebacea-apocrina.

Se considera un tumor con grado variable de infiltracion, agresividad y destruccién local®.

EPIDEMIOLOGIA

El cancer de piel en México ocupa el segundo lugar de las neoplasias malignas, con una
frecuencia de 13.6%°*. El CBC representa el tumor maligno cutdneo mas frecuente,
representando el 75% de todas las neoplasias de piel. Predomina en adultos mayores de
50 afios (80.9% de los casos), con la mayor incidencia reportada entre la sexta y octava
década de la vida. Predomina en el género masculino, en una relacién 2:1 con respecto al

género femenino®®.

Se han identificado factores de riesgo para su desarrollo, entre los que se encuentran:
radiacion ultravioleta B (290-320nm), radiacién ionizante, exposicion a agentes quimicos
(arsénico, hidrocarburos y uso tépico en genitales de mostaza nitrogenada), alteraciones

inmunolégicas, defectos genéticos, factores regionales, y topografias con mayor



concentracién de unidades pilosebaceas.®”®.

Predomina en areas pilosas, siendo su topografia mas comun hasta en el 70% de los
casos, la regién de cabeza y cuello; dentro de ésta topografia predomina en cara (93.8%
de los casos), en especial en ala nasal (35%), parpado inferior (23%) y mejilla (15%). En
ésta localizacion se ha demostrado que los carcinomas basocelulares se comportan de
una forma mas agresiva con invasion mas profunda, recurrencia y metastasis regionales
y distales. Su desarrollo en otras topografias, como lo es el tronco (15% de los casos), se
ha vinculado a la exposicion de agentes como, arsénico (variedades de CBC superficiales

y multiples) y mostaza nitrogenada tépica en genitales®*°.

PATOGENESIS

La exposicion solar y el sitio anatémico tienen un papel importante en la etiologia del
CBC. La exposicion solar, recreacional e intermitente, es considerada un factor de riesgo
significativo para el desarrollo de este tipo de tumor. Asi mismo, el desarrollo de CBC, se
restringe a areas de piel con unidades pilosebaceas. El que la topografia mas comun del
CBC sea la cara, particularmente la nariz, sugiere que ciertos sitios anatémicos contienen
un numero elevado de células progenitoras, que desarrollan un rol importante en la
patogénesis del desarrollo de este tipo de tumores®®!. Al igual que otras neoplasias, el

CBC exhibe un potencial de crecimiento infinito sin posibilidad de regresién espontanea®.

PRECURSORES

El CBC se desarrolla a lo largo de muchos afios, en el contexto de una exposicion
constante a radiacion ultavioleta (UV) mutagénica, sin embargo, su comportamiento
permanece indolente, siendo considerada una neoplasia que virtualmente nunca

desarrolla metastasis. Las formas no agresivas de CBC, como lo son la variedad



superficial y nodular, se desarrollan de novo y contindian creciendo sin progresar a formas
mas agresivas. Las formas agresivas de CBC, como lo son la variedad morfeiforme,
muestran una estabilidad gendémica inusual, con un patrén persistente de crecimiento

invasivo local y destruccion tisular sin progresién a enfermedad metastasica’**.

CANCER

Como se ha comentado anteriormente, el CBC es una neoplasia con caracteristicas de
crecimiento Unicas. Su crecimiento continuo, depende del tejido conectivo especifico que
constituye el estroma en el que se desarrolla; siendo considerada un hipétesis que
explicaria la inhabilidad del CBC para transformarse en una neoplasia metastatizante, la

dependencia incondicional a un estroma producido por fibroblastos dérmicos’**.

El tejido conectivo del estroma que rodea los nidos de células de un CBC, se encuentra
compuesto por fibroblastos dérmicos y fibras de colagena delgadas. La relacién entre las
células tumorales y las mesenquimales del estroma, semeja a la interacciéon entre epitelio-
estroma en el desarrollo y ciclo normal del foliculo piloso*®*3. Los receptores del factor
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) se encuentran sobre-expresados en el
estroma del CBC, mientras que el ligando, PDFG, se expresa primariamente en las
células tumorales'®. En las variedades morfeiformes o infiltrativas, el estroma exhibe
abundante miofibroblastos, en contraste con las variedades nodulares; los miofibroblastos
secretan factor de crecimiento de hepatocitos, lo cual promueve la invasion de las células
epiteliales, a través de su unidon con un receptor de tirosina quinasa (c-Met), expresado en

el epitelio de las variedades morfeiformes®®***°.

La naturaleza invasiva del CBC se explica en parte, por la actividad proteolitica de este
tipo de neoplasia; lo anterior se explica con la elevada expresiébn de enzimas

(metaloproteinasas y colagenasas) en las células tumorales y estromales, las cuales
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degradan el tejido dérmico pre-existente y facilitan la diseminacién del tumor™®.

El CBC se identifica microscépicamente, como un tumor multicéntrico, y la amplificacién y
secuenciacién de genes demuestra que se desarrolla como una proliferacion monoclonal
de origen unicelular. Sin embargo, frecuentemente el CBC se encuentra constituido por

subclonas®®?’.

La mutacién mas comun vinculada al desarrollo de CBC, es la del gen supresor Patchedl
(PTCHL1), el cual se localiza en el cromosoma 9q y es parte de la via de sefalizacién de
Hedgehog (Hh)'"*%. En las neoplasias en donde este gen no se encuentra alterado, se
han identificado mutaciones en el receptor Smoothened (SMO), hasta en el 20% de los
casos'®. La sobre-expresion del gen Gli en las células, ya sea por la inactivacién de PTCH
o por la activacion de SMO, es necesaria y suficiente para desencadenar el desarrollo de
un CBC. La sefializacion del receptor sonic hedgehog (SHH), proteina generada por el

gen PTCH, es necesaria para el crecimiento del CBC ya establecido®®?°.

La segunda mutacion mas comun es la del gen supresor p53, la cual se identifica en al
menos el 50% de los casos de CBC; estas mutaciones se presentan en un estadio

temprano durante la carcinogénesis y se vinculan con la radiacién UV***8.

En un nimero pequefio de CBC esporadicos, se identifican mutaciones en en el locus

CDKN2A y hasta en 0-30% de los casos se han identificado mutaciones en el gen ras*®*®.

ANGIOGENESIS

En 1992, Folkman y Shing, definieron angiogénesis como el proceso en el que la
neovascularizacion se desarrolla a partir del endotelio de la vasculatura preexistente y es
considerado un proceso indispensable para el crecimiento de tumores sélidos®. La

neovascularizacion inducida por el tumor es importante para el desarrollo neoplasico y su
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progresion, ya que tanto el crecimiento tumoral como la diseminacion metastasica de las
células tumorales depende del soporte vascular. Mdltiples estudios han reportado que el
niamero de microvasos en las areas mas intensas de neovascularizacién asociada al
tumor, representan un indicador Gtil del prondstico clinico en pacientes con tumores
s6lidos como mama, cabeza y cuello, préstata, ovario, estbmago, pulmén y tumores
melanociticos cutaneos??*%*. En la ausencia de neovascularizacién los tumores sufren

necrosis y/o apoptosis®>.

La neovascularizacién promueve el crecimiento tumoral al mejorar el intercambio de
nutrientes, oxigeno y productos de desecho. Las células endoteliales se encuentran
normalmente en un estado quiescente, con tasas de proliferacién bajas y las mitosis son
raramente observadas (excepto en areas de cicatrizacion). La angiogénesis se inicia por
dos clases de inductores: factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF, FGF-2) y factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF); ambos son mediadores de importancia, que
actian de forma paracrina y estimulan la proliferacion endotelial local. Las células
tumorales expresan niveles elevados de FGF y VEGF. Los inhibidores de angiogénesis,
como endostatina y trombospondina-1 (TSP-1), se han identificado en el plasma y matriz
extracelular. Debido a que la trombospondina es activada por p53, la inactivacién de éste
ultimo facilita la angiogénesis. Se concluye que el cambio hacia un fenotipo angiogénico
depende del balance entre los inductores e inhibidores de angiogénesis, liberados por el

tumor?t242°,

Existe evidencia de que aunado al efecto de perfusién, las células endoteliales secretan
factores de crecimiento paracrinos importantes para las células tumorales y enzimas de
degradacién de matriz que facilitan la diseminacion de las células tumorales hacia el tejido
conectivo. Lo anterior en combinaciéon con la produccién de proteasas, sugiere que el

endotelio activado contribuye de manera significativa en el crecimiento, invasion y
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metastasis de un tumor. El grado de neovascularizacion requerido debe de abarcar mas
de 1mm y puede ser medido mediante la densidad microvascular (DMV), un incremento

éste se asocia con un estadio tumoral avanzado, metastasis y peor pronéstico?®%*°.

Comparado con los vasos sanguineos, el sistema linfatico se ha estudiado pobremente
debido a la falta de anticuerpos especificos. Recientemente con el estudio
linfangiogénesis tumoral y la aparicién de nuevos marcadores marcadores, se ha sugerido
gue la linfangiogénesis tumoral juega un papel importante en la metastasis a ganglios

linfaticos?®.

CLASIFICACION
Las formas clinicas del CBC son*":
« Exofiticas: Comprende la variedad nodular (26.7%), seudoquistica (4.6%) y
vegetante (0.9%).
« Planas: Comprende la variedad superficial o pagetoide (4.1%),
planocicatrizal o escleroatréfica (23%) y morfeiforme o esclerodermiforme
(0.6%).
« Ulceradas (22%): Comprende la variedad ulcerada o ulcus rodens y la
nédulo ulcerada (variedad mas frecuente, representa >60% de los casos).
« Pigmentada: En un 15% las variedades nodular, superficial y plano
cicatrizal pueden ser pigmentadas.
« Otras variedades: CBC gigante, CBC lineal, CBC polipide y fibroepitelioma

de Pinkus.



INVASION PERINEURAL.

La invasion perineural del CBC, ocurre en el 0.1-1% de los casos y se asocia con las
siguientes caracteristicas: antecedente de tumor recurrente o tratamiento previo con
radioterapia, y topografia como la region preauricular o mejilla. Los factores de riesgo
reconocidos son: género masculino, mayor diametro horizontal y variantes

histopatolégicas agresivas como: variedad infiltrativa y micronodular®.

METASTASIS

Como se menciond previamente, se considera que virtualmente el CBC, nunca
metastatiza, sin embargo, se han reportado casos en la literatura, estimando una
incidencia de 1:1000 a 1:35,000 de metastasis; lo anterior se ha explicado como producto
de la diseminacién perineural y vascular que presentan algunos tumores agresivos™®’. La
progresion mas comun identificada, en la metastasis a los ganglios linfaticos, seguido por

su diseminacién al pulmén y huesos®"*.

HISTOPATOLOGIA

La histopatologia de un CBC se caracteriza por la presencia de masas, cordones y/o
islotes de células basaloides. El nlcleo de estas células se caracterizan por ser grandes,
ovalados o elongados, similares a los de las células basales de la epidermis, sin embargo,
difieren en que la relacibn nudcleo-citoplasma es mayor y carecen de puentes
intercelulares®**. El citoplasma se caracteriza por ser escaso e impreciso. La proliferacion
muestra disposicion en empalizada hacia la periferia. Las células de dicha proliferacion
pueden mostrar atipia y mitosis variables. Se identifica retraccién del estroma circundante,
formando lagunas peritumorales, que se caracterizan por disminucion en las fibras de

anclaje y de colagena, y un aumento en el depésito de mucopolisacaridos. El estroma que
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circunda a dicha proliferacién, puede tener aspecto mucinoso, edematoso o fibroso; asi

mismo se identifican grados variables de reaccién inflamatoria®’.

La clasificacion histopatologica ideal del CBC deberia basarse en subtipos que
correlacionaran con el comportamiento clinico y el tratamiento requerido para su manejo.
Existen 2 abordajes de clasificacién para el estudio de CBC; uno basado en el patrén de

crecimiento histopatoldgico, y el otro en base a su diferenciacién histologica®?’.

La clasificacién por patrén de crecimiento, guarda una mayor significancia bioldgica y
contribuye al concepto de subtipos histolégicos de bajo y alto riesgo. Este Ultimo se
caracteriza por un incremento en la posibilidad de extensién subclinica y/o excision
incompleta y/o comportamiento local agresivo y/o recurrencia local. Dentro de esta
clasificacion se identifican las variedades'"*":

* Nodular: Subtipo de menor riesgo. Incorpora otras variantes histolégicas como la
noduloquistica, en la cual se forman espacios debido a la acumulaciéon de mucina;
asi como las variantes con diferenciacion folicular y formacién de quistes de
gueratina. En raras ocasiones, el fibroepitelioma de Pinkus se reconoce como un
subtipo de bajo riesgo con patrén de crecimiento diferente.

e Superficial: Previamente se denominaba errbneamente como multicéntrico o
multifocal. Subtipo de alto riesgo. Se asocia con riesgo elevado de recurrencia
debido a una elevada tendencia de excision primaria incompleta.

» Infiltrante/morfeiforme: Subtipo de alto riesgo. Se asocia con un comportamiento
de invasion local agresivo. Ambos se caracterizan por grupos de células tumorales

con apariencia puntiaguda. La variedad morfeiforme de un CBC infiltrante se

caracteriza por la presencia de un estroma fibroso.
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* Micronodular: Subtipo de alto riesgo. Se caracteriza por islas de células tumorales
de apariencia redonda y que miden menos de 0.15mm. Esta variedad presenta
mayor riesgo de extension subclinica.

Los subtipos por patrén de crecimiento deben reportarse si cualquier subtipo constituye

50% o més de la lesién y/o cuando el subtipo de alto riesgo constituye el componente de

invasion o se encuentra en proximidad con el margen de reseccion®**?’.

La clasificacion del CBC en base a su diferenciacién histoldgica, se ha vuelto menos Uutil.

Se han identificado hasta 20 subtipos®.

» Indiferenciados: comprende la variedad sdlida, ya sea circunscrita (69.5% de los
casos) o infiltrante; asi como las variedades morfeiformes, fibroepitelial, y superficial.

» Diferenciados: Presentan cierto grado de diferenciacién hacia los anexos cutaneos:
elementos capilares o glandulares (sebaceos, apdcrinos o ecrinos); pudiendo haber
diferenciacion hacia mas de un tipo diferente de anexo. Comprende la variedad
gueratésica (pelo), quistica (glandula sebacea) y adenoide (glandula sudoripara).

e Variante inusual: comprende la variedad adamantoide, de células claras, granular y

con diferenciaciéon hacia la matriz.

El carcinoma basoescamoso es un término en controversia, que se emplea para describir:
1. un tumor de colisién, constituido por carcinoma basocelular y carcinoma escamoso; 2.
CBC queratésico y folicular; 3. CBC metatipico. A pesar, de dicha controversia, existe
evidencia de que el CBC asociado con atipia escamosa moderada/severa o malignidad
escamosa, se asocia a mayor incidencia de recurrencia y diseminacion metastasica. La
presencia de atipia escamosa en menor cantidad, es inusual en el CBC que muestra

diferenciacién folicular, y no representa ninguna significancia biol6gica**%’.
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INMUNOHISTOQUIMICA

La inmunohistoquimica (IHQ) constituye en la actualidad una herramienta diagnéstica
fundamental en dermatopatologia. Se trata de un grupo de técnicas de inmunotincién que
permiten demostrar una variedad de antigenos presentes en las células o los tejidos

utilizando anticuerpos marcados®*>.

Estas técnicas se basan en la capacidad de los
anticuerpos para unirse especificamente a los correspondientes antigenos, y la reaccion
se hace visible solo si el anticuerpo esta marcado con una sustancia que absorbe o emite

luz o produce coloracién®3%,

En las técnicas de inmunoperoxidasa se utilizan como marcadores enzimas capaces de
hacer cambiar de color un sustrato incoloro. Por ejemplo, las enzimas mas
frecuentemente utilizadas son la peroxidasa y la fosfatasa alcalina, y los sustratos mas
comunes son la diaminobenzidina (color marrén), el aminoetilcarbazol (color rojo) y el
nitroazul de tetrazolio (color azul). Estos marcadores pueden unirse (conjugarse)
directamente al anticuerpo primario, o indirectamente mediante otros anticuerpos

(secundarios) o sustancias como biotina o proteina A%,

e Descripcién del indice proliferativo Ki67

Es una proteina nuclear implicada en la regulacion de la proliferacion celular, que
Unicamente se expresa en las células que estan en fase de proliferacién o de mitosis,
principalmente es células epiteliales y en mucha menor medida en las células
inflamatorias. Se identifica durante todas la fases del ciclo celular, excepto en el GO e
inicialmente en el G1. Se expresa mas concretamente en las fases proliferativas G1

tardia, S, G2 y M*33,

La primer descripcién de esta proteina fue realizada por Gedes et al, (1983) quienes
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describieron un anticuerpo monoclonal de ratén, el Ki-67, que reaccionaba con un
antigeno nuclear de células en proliferacion activa. Sus estudios experimentales en
células estimuladas con mitbgenos demostraron que el anticuerpo reconocia un antigeno

presente en todas las fases del ciclo de divisién celular (G1, S, G2, M)**%,

La inmunotincion con Ki-67 revelaba una actividad nuclear en varios linajes de células
humanas en division celular activa (células corticales del timo, células germinales del
centro de foliculos corticales, células de la region del cuello de la mucosa géstrica,
espermatogonias indiferenciadas) y por el contrario, carecia de efecto en las células bien
diferenciadas (linfocitos, monocitos, hepatocitos, células renales, células parietales de la

mucosa gastrica y células cerebrales)®**>%".

La expresion del antigeno reaparecia en
linfocitos tras ser estimulados con un mitégeno (fitohematoglutinina) y desaparecia en las
células HL-60 inducidas a diferenciarse a macréfagos maduros por exposicién a ésteres
de forbol. Estos hallazgos sugirieron la posibilidad de utilizar el antigeno Ki-67 para

valorar la fracciébn de crecimiento, es decir, la proporciébn de células que se estan

dividiendo en un tumor®.

Estudios con doble inmunofluorescencia han confirmado que durante la mayoria de la
interfase el antigeno Ki-67 se localiza dentro del nucléolo. En la fase G1 precoz se sitla
en un gran numero de focos repartidos en el nucleoplasma que se extienden hasta la
envoltura nuclear. Durante la mitad de la fase G1 precoz, el antigeno se encuentra
asociado con el nucléolo en unas regiones distintas a los dominios que contienen los

mayores antigenos nucleolares (fibrilarina y RNA polimerasa 1)**%’.

En el nucléolo ya
maduro el Ki-67, se localiza en los dominios que contienen fibrilarina 0 B23/nucleofosmina
y esta ausente en regiones que poseen RNA polimerasa |. Cuando se induce la ruptura

del nucleélo se observa la translocacion del antigeno a focos nucleoplasmicos carentes

de fibrilarina 0 RNA polimerasa |. Asi, aparentemente el Ki-67 se encuentra en regiones
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del componente fibibrilar denso del nucléolo deficientes en fibrilarina®*’.

e Descripcién del anticuerpo CD34

El CD34 es una sialomucina cuya sintesis esta codificada por un gen situado en el
cromosoma 1g32. Se encuentra en las células endoteliales, en células precursoras del
sistema hematopoyético y en fibroblastos dendriticos. Se emplea principalmente como
marcador endotelial y en el diagnéstico diferencial de tumores de partes blandas. Se
expresa en el 90% de las neoplasias endoteliales benignas o malignas, siendo un
marcador muy sensible para identificar las células neoplasicas del sarcoma de Kaposi y
diferenciarlo de lesiones de pseudokaposi en la acroangiodermatitis secundaria a
insuficiencia venosa crénica de las extremidades inferiores®**. Sin embargo, la expresion
de CD34 no es exclusiva de proliferaciones de células endoteliales, ya que también se
observa positividad en las células neoplasicas del sarcoma epitelioide, el
dermatofibrosarcoma protuberans (resultando de utilidad para el diagndstico diferencial
histopatolégico con el dermatofibroma), en el fiboroma dérmico en placa (previamente
denominado hamartoma en medallén), el leiomiosarcoma, el lipoma de células fusiformes,
el tumor fibroso solitario, la papula fibrosa nasal, el neurofiboroma, la fibromatosis
extraabdominal y otras muchas proliferaciones de estirpe no endotelial. En
dermatopatologia se ha propuesto también su utiidad para diferenciar

histopatolégicamente un tricoblastoma de un carcinoma basocelular®.

» Descripcién del anticuerpo de podoplanina (D2-40)

La podoplanina es una glicoproteina transmembrana tipo mucina de 38kd descrita por
primera vez en el endotelio linfatico pero no en el de vasos sanguineos, cuyo epitope
resistente a formalina es reconocido por el anticuerpo monoclonal D2-40. El anticuerpo

monoclonal D2-40 se dasarroll6 inicialmente para reconocer el antigeno M2A, el cual es
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una glicoproteina oncofetal expresada por las células germinales de neoplasias
testiculares. Debido a que M2A tiene alta sensibilidad y especificidad para marcar células
endoteliales linfaticas pero no las sanguineas, se ha utilizado método histopatolégico
diagnostico de rutina para evaluar la linfangiogénesis de forma separada y mas objetiva
gue la angiogénesis y para determinar si el crecimiento de algin tumor involucra el
sistema linfatico®®*°. Aunque muchas de las funciones de la podoplanina no se conocen
totalmente, se ha probado que interviene en la migracion de células tumorales, invasion,
metastasis, progresioén maligna, agregaciéon plaquetaria y formacion y reparacion de tejido.
La podoplanina parece mediar la invasiéon tumoral mediante el remodelamiento de la
actina en el citoesqueleto de las células tumorales. Este efecto puede deberse por el
incremento en la fosforilacién de la proteina ERM y/o por el incremento de la actividad
Rho GTPasa. De tal forma que aunque la expresién de D2-40 se encuentra restringida a
vasos linfaticos normales y asociados a tumores, la extension de la linfangiogénesis es
considerado actualmente un novedoso predictor de metastasis a ganglios linfaticos
distantes y centinela en pacientes con melanoma cutaneo**%.

La podoplanina se ha expresado en células tumorales de varios canceres como el
carcinoma epidermoide (cavidad oral, es6fago, laringe, pulmén, cérvix y piel), neoplasia
sebaceas , mesoteliomas, tumores de células germinales, tumores del sistema nervioso
central y algunos tipos de tumores vasculares (hemangioblastomas, angiosarcomas,
sarcoma de Kaposi, linfangiomas)*®**.

Este marcador se ha expresado no sélo en las células endoteliales linfaticas, sino en
células tumorales y en el epitelio hiperplasico o displasico adyacente a tumores, lo que
hace manifiesto su rol en la progresion tumoral y sugiere un papel en el proceso de

diferenciacion de ciertas neoplasias epiteliales. Otras areas que se han mostrado

reactivas a este marcador son algunas células basales de la epidermis, de la vaina
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radicular externa del foliculo y de infundibulo, asi como en las ceélulas germinales
periféricas de la glandulas sebaceas® %,

PRONOSTICO

Los factores de riesgo que incrementan la incidencia de recurrencia de CBC son:

« Clinicos™":
0 Sexo masculino
o0 Edad de presentacion: mayor de 60 afios.
o Fotosensibilidad
0 Inmunosupresion.
o Topografia centrofacial: canto interno, nariz y area preauricular.
o Tamafio tumoral: > 2cm. Tasas de recurrencia incrementan un 7% por cada
milimetro de incremento en el diametro del tumor.
0 Bordes poco definidos clinicamente.
« Histopatolégicos®’?:
o0 Patrén de crecimiento agresivo: morfeiforme, infiltrante y micronodular.

o Datos histopatoldgicos: invasion perineural y perivascular.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El CBC es considerado el tumor maligno cutaneo mas frecuente, representando el 75%
de todas las neoplasias de piel. La angiogénesis presente en dicha neoplasia, difiere entre
las variedades no agresivas y agresivas; mientras que la linfangiogénesis ha sido
pobremente estudiada. La relacién entre la densidad microvascular sanguinea y linfatica,

y el grado de agresividad de las variantes histopatolégicas, permitiran entender el
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comportamiento biolégico de este tipo de proliferacion y prevenir la destruccion local de

tejidos o la progresion a una enfermedad avanzada.

JUSTIFICACION.

Se busca realizar el primer estudio en México, que evalle la relacion entre el perfil
angiogénico (densidad microvascular sanguinea) vy linfangiogénico (densidad
microvascular linfatica) presente en las diferentes variedades histopatolégicas de CBC,
con el fin de mejorar las especificaciones del abordaje quirargico y justificar la
investigaciéon de nuevas estrategias terapéuticas enfocadas en la inhibicién de la via de

angiogénesis y linfangiogénesis.

OBJETIVOS DEL ESTUDIO:

OBJETIVO GENERAL

Medir la expresiébn del indice proliferativo ki67 y determinar la densidad de la
microvasculatura sanguinea (mediante la positividad de CD34) y linfatica (mediante la
positividad de podoplanina) en los casos de carcinoma basocelular, revisados en el
Servicio de Dermatopatologia del Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga” en el

periodo de tiempo comprendido entre marzo del 2016 y marzo del 2017.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
= Registrar el género, edad, topografia, diagnostico clinico y tiempo de evolucién de
la neoplasia al momento de la toma de biopsia.
= |dentificar el subtipo histopatolégico de cada uno de los casos.
= Determinar la expresion en porcentaje del Ki67 en cada una de las variables
histopatologicas de carcinoma basocelular.
= Determinar la densidad microvascular sanguinea a través de la expresion positiva
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de CD34 en los vasos sanguineos intratumorales y peritumorales.
» Determinar la densidad microvascular linfatica a través de la expresion positiva de
podoplanina en los vasos sanguineos intratumorales y peritumorales.

= Determinar la expresion de podoplanina por las células tumorales.

HIPOTESIS DE TRABAJO
Las variedades histopatoldégicas de CBC de alto riesgo expresan una mayor densidad

microvascular sanguinea y linfatica que las variedades de CBC de bajo riesgo.

Il. MATERIAL Y METODO

METODOLOGIA

DISENO Y DURACION.

Se realizara un estudio observacional, descriptivo y transversal. La duracion del estudio
comprendera el tiempo requerido para analizar 30 laminillas, con diagndstico
histopatologico de carcinoma basocelular, que fueron recibidas y revisadas en el periodo

comprendido entre marzo del 2016 y marzo del 2017.

DEFINICION DEL UNIVERSO DE ESTUDIO
Laminillas con diagnéstico de carcinoma basocelular que fueron revisados en el servicio

de Dermatologia del Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga”.
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TAMANO DE LA MUESTRA Y METODO DE MUESTREO

Pacientes con carcinoma basocelular diagnosticados en el Servicio de Dermatopatologia
de este hospital, en el periodo comprendido entre marzo del 2016 y marzo del 2017. En
base a la estimacion de que la proporcién esperada de carcinoma basocelular en la
poblacion general es del 75% de todos los casos de cancer de piel (P1=0.75) y
considerando que se trata de un estudio que involucra la utilizacibn de
inmunohistoquimica, cuyo costo por unidad es elevado, se obtuvo un presupuesto limitado
gue permitié6 unicamente la evaluacién de 30 laminillas (OR=30). Se llevara a cabo un
método de muestreo no probabilistico, de casos consecutivos que cumplan con los

criterios de seleccioén, hasta alcanzar el tamafo de la muestra.

CRITERIOS DE SELECCION PARA LOS CASOS

Inclusion
1. Pacientes cuyas laminillas, blogue y expediente se encuentre
disponible para su revisibn y realizacibn de
inmunohistoquimica.
No inclusién

1. Pacientes cuyo expediente no se encuentre disponible para
su revision.

2. Pacientes cuyo bloque tenga muestra insuficiente para la
realizacion de inmunohistoquimica.

3. Pacientes que hayan solicitado su bloque para ser referidos

a otra institucion.
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DEFINICION OPERATIVA DE VARIABLES CLINICA Y UNIDADES DE MEDIDA .

VARIABLE CATEGORIA ESCALA UNIDAD DE OPERACIONALIZACION
MEDICION
Edad Cualitativa Nominal 1: 40-50 afos Afios cumplidos al
2:51-60 afos momento de la inclusion
3: 61-70 afos al estudio.
4: 71-80 afios
5: >80 afos
Género Cualitativa Nominal 1: Femenino Fenotipo sexual
2: Masculino
Tiempo de | Cualitativa Nominal 1: <2 afios Tiempo transcurrido
evolucion 2:3 a4 afios desde la aparicién de la
3:2 5 afios lesién hasta el momento
del diagndstico.
Topografia Cualitativa Nominal 1: frente Topografia de afeccién.
2: parpado inferior
3. nasal
4: mejilla
5: labio superior
6. tronco
Subtipo Cualitativa Nominal 1:Nodular Variedad clinica de CBC
clinico 2: Superficial que predomina.
3: Verrugoso
4:Nodular pigmentado
5: Nodular ulcerado
6. CEC
7. Sin diagn@stico
Tamafo del | Cuantitativa Nominal 1:<2cm Didmetro en centimetros
tumor 2:>2cm de la lesion.

DEFINICION OPERATIVA DE VARIABLES HISTOPATOLOGICA Y UNIDADES DE MEDIDA .

VARIABLE CATEGORIA ESCALA UNIDAD DE OPERACIONALIZACION
MEDICION

Clasificacion | Cualitativa Nominal 1: Nodular Variedad histopatoldgica
segun patrén 2. Superficial de CBC en funcién de su
de 3. Infiltrante patron de crecimiento.
crecimiento. 4. Adenoide

5. Metatipico
Grado de | Cualitativa Nominal 1: sin invasion; Datos que sugieren
invasion 2:invasion invasion perineural y/o

perivascular; perivascular.

3:invasion perineural;

4: ambas.
Expresion de | Cualitativa Nominal 1: 0-10% Porcentaje de expresién
Ki67 2:11-25% de la proteina Ki-67

3: 26-50% mediante la técnica de

4: >51% inmunoperoxidasa.
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CD34 Cuantitativa Numérica Numero de vasos | Nimero de vasos
intratumoral positivos en &rea “hot | positivos para CD34
(IT) spot” dentro de la masa
tumoral
CD34 Cuantitativa Numérica Numero de vasos | Nimero de vasos
peritumoral positivos en &rea “hot | positivos para CD34 a un
(PT) spot” campo de alto poder
desde el limite tumoral
Densidad Cuantitativa Nominal 1: <33microvasos DMVS baja
microvascular 2: >33 microvasos (=83microvasos) o alta
sanguinea (>33 microvasos).
(DMVS)
D2-40 Cuantitativa Numérica NUmero de vasos en | Nimero de vasos
intratumoral area en area ‘“hot | positivos para D2-40
(Im) spot” dentro de Ila masa
tumoral
D2-40 Cuantitativa Numérica Numero de vasos en | Nimero de vasos
peritumoral area “hot spot” positivos para D2-40 a
(PT) un campo de alto poder
desde el limite tumoral
D2-40 en las | Cuantitativa Nominal 1:<7 D2-40 en las células
células 2:>7 tumorales baja (<7) y
tumorales alta (>7).
Patrén de | Cualitativa Nominal 1: difuso Difuso (afecciéon central
reactividad 2: Focal de las células basaloides
de D2-40 en en >25%) o focal
las células (afeccion periférica de
tumorales. las células basaloides sin
afeccion central en 1-
25%).

PROCEDIMIENTO

1. Se realiz6 una busqueda exhaustiva de las laminillas y bloques de 30 casos

registrados de carcinoma basocelular en el Servicio de Dermatopatologia en el

periodo comprendido entre marzo del 2016 y marzo del 2017.

2. Los tejidos se fijaron en un buffer neutral de formol y se colocaron en un bloque de

parafina para procesamiento histolégico. Se realizaron cortes de 5 micras a los

bloques y se

realizé

tincion con hematoxilina y esosina y tincién de

inmunohistoquimica en un contenedor automatico DAKO empleando la técnica

estandar de complejo de peroxidasa avidin-biotin. Se realiz6é la recuperacién del

epitope inducida por calor como pre-tratamiento para marcadores especificos. El
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cromégeno, diaminobenzidina, se utilizd para localizacion del antigeno. El

anticuerpo empleado fue la proteina D2-40 (dilucién 1:200) y CD 34 (dilucién 1:50).

Se utilizaron como controles positivos: 1. linfangiomas para mostrar el endotelio

linfatico positivo para D2-40 y negatividad para CD34. 2. Hemangioma capilar para

mostrar el endotelio vascular sanguineo positivo para CD34 y negatividad para D2-

40.

Se revis6 el expediente clinico para recolectar ficha de identificacién del paciente:

edad y género de los pacientes.

Se revis6 el expediente clinico para recolectar informacién clinica: tiempo de

evolucién, topografia, variedad clinica y tamafo del tumor.

Se describié la variedad histoldgica de cada uno de los carcinomas basocelulares

y presencia o ausencia de datos de invasion perineural y perivascular.

Se determiné la expresion en porcentaje del Ki67 en cada una de las variables

histopatologicas de carcinoma basocelular.

Deteccién microvascular y conteo.

7.1 La densidad microvascular sanguinea (DMVS) expresada por la positividad de
CD34, se evalu6 mediante la técnica de “hot spot”, en la que cada muestra fue
examinada a 10x para identificar la regién con el mayor nimero de microvasos.
Dentro de esta area a 200x se evalué un campo por 2 observadores
independientes. La positividad del anticuerpo CD34 se evalué mediante su
expresion en el citoplasma de las células endoteliales de vasos sanguineos.
Un vaso se defini6 como cualquier célula endotelial marcada separada de
microvasos adyacentes, células tumorales y otros elementos del tejido
conectivo; la presencia de lumen no se requirié para identificar los vasos. Los
eritrocitos no se emplearon para definir los vasos sanguineos. Los vasos
dentro de la masa tumoral rodeados por células tumorales fueron consideradas
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como intratumorales (IT) . Los vasos a un campo de alto poder desde el limite
tumoral se consideraran como peritumorales (PT); dentro de este concepto se
excluyeron aquellos vasos que se encontraban a mas de un campo de alto
poder del limite tumoral. Utilizando la media de las series descritas (33 vasos

por 2.22 mm2), los tumores se identificaron con una densidad microvascular
sanguinea (DMVS) baja (=33microvasos) o alta (>33 microvasos).

7.2 La densidad micovascular linfatica (DMVL) expresada por la positividad de D2-
40 se evalu6 mediante la técnica de “hot spot”, en la que cada muestra fue
examinada a 10x para identificar la regién con el mayor nimero de microvasos.
Dentro de esta area a 200x se evalué un campo por 2 observadores
independientes. Se cuantificé el nimero de vasos linfaticos positivos para D2-
40 (expresion en el citoplasma de las células endoteliales) con un lumen
visible, claramente separados de microvasos adyacentes y otros componentes
del tejido conectivo. Vasos aglomerados fueron considerados como unidad.
Los vasos dentro de la masa tumoral rodeados por células tumorales fueron
consideradas como intratumorales (IT) . Los vasos a un campo de alto poder
desde el limite tumoral se consideraran como peritumorales (PT); dentro de
este concepto se excluyeron aquellos vasos que se encontraban a mas de un
campo de alto poder del limite tumoral. La densidad microvascular linfatica
(DMVL) se definio como el promedio del nimero de vasos positivos para D2-40
en 10 campos identificados por la técnica de “hot spot” (regién con el mayor
nimero de microvasos)

7.3 Para evaluar la expresion de podoplanina dentro de las células tumorales del
carinoma basocelular, se utilizé un sistema de clasificacién como el empleado
por Parhar et al, y Yun et al, basado el puntaje de inmunoreactividad (IRS) de

Remmele y Stegner. De acuerdo al anterior la intensidad del marcaje se divide
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en: 0-negativa, 1-débil positiva, 2-moderado positivo y 3-fuerte positiva. La
extension de la expresion se cuantificé evaluando el porcentaje de positividad
en relacién con el area total del tumor. El puntaje se distribuy6 de la siguiente
manera: O-reactividad de 1-10%; 1-reactividad de 11-30%; 2- reactividad de
31-50%; 3-reactividad del 51-80%; 5-reactividad del 81-100%. El puntaje de
inmunoreactividad final se obtuvo multiplicando la intensidad por la extensién
alcanzando rangos de 0 a 15. Un IRS de 0-7 se consider6 como baja
reactividad y un puntaje de 7 o mayor se consideré como reactividad alta. Se
describieron 2 patrones de reactividad en las células tumorales: difuso
(afecciéon central de las células basaloides en >25%) o focal (afeccién
periférica de las células basaloides sin afeccién central en 1-25%).

8. Se analizaron los datos con medidas de tendencia central (media, mediana,

moda), proporciones y de dispersién (desviacion estandar).

9. Se presentaron los resultados en forma de tablas y graficas.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se analizaron estadisticamente de forma descriptiva con medidas de
tendencia central (media y mediana) proporciones y medidas de dispersion (desviacion
estandar). Se evalué la correlacion mediante el método estadistico de Pearson entre la
expresion de Ki67, la densidad microvascular sanguinea y linfatica con la variedad
histolégica de CBC. Y mediante el método de analisis multivariado ANOVA la expresién
del CD34 y podoplanina intratumoral y peritumoral; asi como la expresién de podoplanina

por las células tumorales.

Para la captura de datos se utilizara el programa de Excel de Microsoft Office y para el

analisis estadistico el programa SPSS version 22 de IBM. Los datos se presentaran en
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tablas y graficas.

ASPECTOS ETICOS
Esta investigacién esta catalogada como “sin riesgo”, segun el Articulo 17 del reglamento,
en el Capitulo | del Titulo Segundo del Reglamento de la Ley General de Salud en Materia

de Investigacién para la Salud. Por lo que no se realizara consentimiento informado.

RELEVANCIA Y EXPECTATIVAS

Con los resultados obtenidos en el presente estudio se pretende realizar el primer estudio
en nuestro pais que evalle la relacion entre la densidad microvascular sanguinea y
linfatica en las diferentes variedades histopatologicas de CBC.

Este trabajo representa la tesis de la Dra. Isabela Pérez Prieto, residente de la
Especialidad de Dermatopatologia.

Publicacién de los resultados obtenidos y presentacion en congresos de la especialidad

de los mismos.

RECURSOS

HUMANOS:

* Tesista: Dra. Isabela Pérez Prieto.

* Directora de tesis: Dra. Patricia Mercadillo Pérez.

MATERIALES

» Fuente de inclusién de participantes:
0 Base de datos y laminillas almacenadas en el servicio de Dermatopatologia

del Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga”.
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* Microscopio Axiophot-2 Karl Zeiss.
e Computadora laptop MacBook Air.

» Programa de Excel de Microsoft Office y programa SPSS version 22 de IBM.

FINANCIEROS

» Costo de la realizacion de la inmunohistoquimica cubierto por el Servicio de

Dermatopatologia del Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga”.

. RESULTADOS

Se estudiaron 30 laminillas de las cuales 17 (56.7%) pertenecian a pacientes de género
femenino y 13 (43.3%) al género masculino (Figura 1). Los grupos de edades reportados
fueron: 4 (13.3%) correspondientes a las edades entre 40 y 50 afios; 5 (16.7%) entre 51y
60 afos; 5 (16.7%) entre 61 y 70 afios; 8 (26.7%) entre 71 y 80 afios; y 8 (26.7%) mas de
80 afos (Figura 2). Reportandose una media de edad de 69.23 afios +13.878, con una

minima de edad de 45 afios y una maxima de 90 afios.
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Figura 1. Género de los pacientes

Figura 2. Edad de los pacientes
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El tiempo de evolucién de la lesién reportado en el expediente fue: menor o igual a 2 afos
en 11 casos (36.7%); entre 3 y 4 afios en 11 casos (36.7%); y mayor o igual a 5 afios en 8
casos (26.7%) (Figura 3). Las topografia mas comun fue la nariz en 12 casos (40%); otras
topografias reportadas fueron frente en 2 casos (6.7%), parpado superior en 4 casos
(13.3%), labio superior en 4 casos (13.3%), mejilla en 6 casos (20%), tronco en 2 casos
(6.7%) (Figura 4). El diagnéstico clinico mas comun con el que fueron enviadas las
muestras fue carcinoma basocelular nodular en 12 casos (40%); otras variedades clinicas
reportadas fueron superficial en 5 casos (16.7%), verrugoso en 1 caso (3.3%), nodular
pigmentado en 7 casos (23.3%), nodular ulcerado en 1 caso (3.3%), carcinoma
epidermoide en 3 casos (10%) y no se reportd diagnéstico en 1 caso (3.3%). En 10 casos
(33.3%) el tamafio de la lesion reportada fue menor o igual a 2cm y en 20 casos (66.7%)

el tamafio fue mayor de 2cm (Figura 5).

Figura 3. Tiempo de evolucién de la lesiéon
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El analisis histopatoldgico report6é los siguiente datos. La variedad histopatolégica mas
comun fue la infiltrante en 13 casos (43.3%); otras variedades reportadas fueron: nodular
en 5 casos (16.7%), adenoide en 6 casos (20%), metatipico en 6 casos (20%) (Figura 6).
La presencia de ulceracion se reportdé en 17 casos (56.7%) (Figura 7). En ninguno de los
30 casos se reportdé invasion perinerual o perivascular. Los porcentajes de Ki67
reportados fueron 5% en 1 caso (3.3%), 10% en 3 casos (10%), 20% en 3 casos (10%),
30% en 3 casos (10%), 40% en 6 casos (20%), 50% en 4 casos (13.3%), 60% en 9 casos

(30%), y 70% en 1 caso (3.3%) (Figura 8).

Figura 6. Variedades histoldgicas reportadas.
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Figura 7. Ulceracion en el analisis histologico.

Figura 8. Expresion en porcentaje de Ki67 en la masa tumoral
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La inmunotincién CD34 para determinar el nUmero de vasos sanguineos, se reporté
positiva dentro de la masa tumoral con una media de 16.67 = 6.905 vasos, con un minimo

de vasos de 2 y un maximo de 32 (Tabla 1).

Tabla 1. Expresion positiva de CD34 dentro de la masa tumoral

La media de vasos sanguineos intratumorales positivos en cada variedad histopatologica
fue: nodular 12.80 + 4.438 vasos; infiltrante 16.62 + 5.393 vasos; adenoide 11 + 4.733
vasos; y metatipico 25.67 * 4.227 vasos (Figura 9). No existi6 una correlacion
estadisticamente significativa entre un nimero mayor de vasos sanguineos intratumorales

y la variedad histopatoldgica del tumor.
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Figura 9. Expresion media de CD34 intratumoral en cada variedad histologica de CBC.

La positividad para CD34 alrededor de la masa tumoral fue positiva con una media de 28

+8.408, con un minim de 15 vasos y un maximo de 45 (Tabla 2).

Tabla 2. Expresion positiva de CD34 peritumoral
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La media de vasos peritumorales positivos en cada variedad histopatolégica fue: nodular
22.80 £ 12.558 vasos; infiltrante 29.31 + 7.443 vasos,; adenoide 25.67 + 8.311 vasos; y
metatipico 31.83 + 5.115 vasos (Figura 10). No existi6 una correlacion estadisticamente
significativa entre un namero mayor de vasos sanguineos peritumorales y la variedad

histopatologica del tumor.

307

267

244

Media de CD34 peritumoral (nimero de vasos)

T T T T
Nodular Infitrante Adenoide Metatipico

Variedad histopatologica

Figura 10. Expresion media de CD34 peritumoral en cada variedad histol6gica de CBC.

La DMVS se reportd6 como baja (<33 microvasos) en 9 casos (30%) y alta (>33

microvasos) en 21 casos (70%) (Figura 11).
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Figura 11. Densidad microvascular sanguinea (DMVS) alta y baja

La presencia de DMVS alta se correlacion6 con el tiempo de evolucion de la dermatosis,
el tamafo de la lesién, la presencia o no de ulceracién, la variedad histopatolégica del
tumor y el indice proliferativo tumoral, valorado mediante el porcentaje positivo de Ki67.
Una DMVS alta se reportd en 9 casos (81.8%) con evolucion menor o igual a 2 afios, en 8
casos (72.7%) con evolucién entre 3 a 4 afios y en 4 casos (50%) con evolucién mayor o
igual a 5 afos; no existid relacién estadisticamente significativa entre estas dos variables.
Se reportd una DMVS alta en 4 casos (40%) de las neoplasias con tamafio menor o igual
a 2 afios y en 17 casos (85%) con tamafio mayor de 2 afios; lo anterior representé una
relacion estadisticamente significativa entre la presencia de una densidad microvascular
alta y un tamafio mayor de 2cm de la neoplasia (p=.018) (Figura 12). La DMVS alta se

presentd en 9 casos (69.2%) sin ulceracion y 12 casos (70.6%) con ulceracion; no existio
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relacion estadisticamente significativa entre estas dos variables. EI numero de casos
reportados en cada variedad histopatoldgica con alta DMVS fue: nodular 1 caso (4.8%),
infiltrante 11 casos (52.4%), adenoide 3 casos (14.3%) y metatipico 6 casos (28.6%). Lo
anterior mostré6 una relacion estadisticamente significativa entre una DMVS alta y las
variedades histopatologicas infiltrante y metatipicas, en proporcion con las varibales
nodular y adenoide (p=<.05) (Figura 13). La DMVS alta se presentd en mayor proporcion
en aquellos tumores con Ki67 mayor de 40% en comparacion con aquellos con Ki67 de 5
y 30 por ciento, pero no con Ki67 de 10 y 20 por ciento, por lo que no existid una

correlacion estadisticamente significativa entre una DMVS alta y una Ki67 mayor de 40%.

Grafico de barras
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Densidad microvascular sanguinea

Figura 12. Correlacion entre densidad microvascular sanguinea (DMVS) y el tamafio tumoral .
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Figura 13. Correlacion entre densidad microvascular sanguinea (DMVS) y la variedad histol6gica de CBC

La inmunotincién D2-40 para determinar el nUmero de vasos linfaticos, se reportd positiva
dentro de la masa tumoral con una media de 4.73 + 4.556 vasos, con un minimo de vasos
de 0 y un maximo de 16. La positividad para D2-40 alrededor de la masa tumoral fue
positiva con una media de 5.03 +4.056, con un minimo de 0 vasos y un maximo de 16. Al
no existir en la literatura un punto de corte que permita definir una DMVL baja o alta, se
relacioné la media de vasos linfaticos intratumorales y peritumorales de forma

independiente con la variedades histopatoldgicas reportadas.
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La media de vasos linfaticos intratumorales positivos en cada variedad histopatolégica
fue: nodular 5.80 + 6.723 vasos; infiltrante 2.92 + 3.121 vasos; adenoide 7.17 + 5.231
vasos; y metatipico 5.33 + 4.033 vasos (Figura 14). No existi6 una correlacion
estadisticamente significativa entre un nimero mayor de vasos linfaticos intratumorales y

la variedad histopatolégica del tumor.

6
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Nodular Infittrante Adenoide Metatipico

Variedad histopatologica

Figura 14. Expresion media de podoplanina (D2-40) intratumoral en cada variedad histol6gica de CBC.

La media de vasos llinfaticos peritumorales positivos en cada variedad histopatologica fue:
nodular 5.20 + 6.834 vasos; infiltrante 4.08 + 2.326 vasos; adenoide 6.50 + 4.848 vasos; y
metatipico 5.50 + 4.037 vasos (Figura 15). No existi6 una correlacién estadisticamente
significativa entre un numero mayor de vasos linfaticos peritumorales y la variedad

histopatologica del tumor.
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Figura 14. Expresion media de podoplanina (D2-40) peritumoral en cada variedad histolégica de CBC

La inmunotincién de las células tumorales a D2-40 se reportd negativa en 7 casos (23.3%)
y positiva en 23 casos (76.7%). La media de células tumorales positivas para la
inmunotincién fue de 11.13 +15.138, con un minimo de 0 y un maximo de 60. De los
casos positivos se reportd una baja positividad en las células tumorales (<7 células) en 11
casos (36.7%) vy una alta positividad (>7 células) en 12 casos (40%) (Figura 15) . El
patron de inmunotincién en los casos positivos fue: difuso en 9 casos (30%) y focal en 14

casos (46.7%) (Figura 16).
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Figura 15. Expresion media de podoplanina (D2-40) en las células tumorales

Figura 16. Patrén de expresion de podoplanina (D2-40) en las células tumorales
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La presencia de positividad alta a D2-40 en las células tumorales se correlacioné con el
tiempo de evoluciéon de la dermatosis, el tamafio de la lesion, la presencia o no de
ulceracion, la variedad histopatoldgica del tumor y el indice proliferativo tumoral, valorado
mediante el porcentaje positivo de Ki67. Una alta positividad a D2-40 en las células
tumorales se reporté en 4 casos (36.4%) con evoluciébn menor o igual a 2 afios, en 5
casos (45.5%) con evolucion entre 3 a 4 afios y en 3 casos (37.5%) con evolucidon mayor
0 igual a 5 afos; no existid relaciébn estadisticamente significativa entre estas dos
variables.Se report6 positividad a D2-40 alta en células tumorales, en 3 casos (30%) de
las neoplasias con tamafo menor o igual a 2 afios y en 9 casos (45%) con tamafio mayor
de 2 afios; no existio relacién estadisticamente significativa entre estas dos variables. La
positividad alta de D2-40 en las células tumorales se present6 en 2 casos (15.4%) sin
ulceracion y 10 casos (58.8%) con ulceracién; lo que demostré6 una relaciéon
estadisticamente significativa entre una alta positividad y la presencia de ulceracion

(p=0.25) (Figura 17).

Figura 17. Correlacion entre la expresion de podoplanina (D2-40) en las células tumorales y la presencia de ulceracion.
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El nimero de casos reportados en cada variedad histopatoldgica con alta positividad a
D2-40 dentro de las células tumorales fue: nodular 3 casos (60%), infiltrante 6 casos
(46.2%), adenoide 1 caso (14.%) y metatipico 2 casos (33.3%); no existié relacién
estadisticamente significativa entre estas dos variables (Figura 18). La positividad alta
dentro de las células tumorales se presentd en mayor proporcién en aquellos tumores con
Ki67 de 40% en 3 casos (50%) y de 60% en 3 casos (33.3%); sin embargo esto no

represent6 una correlacion estadisticamente significativa entre estas dos variables.

Figura 18. Correlacion entre la expresion de podoplanina (D2-40) en las células tumorales y la variedad histol6gica de CBC
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IV. DISCUSION

Este estudio evalu6 30 casos de carcinoma basocelular; entre los hallazgos
epidemioldgicos encontrados, se reporté una mayor prevalencia en el género femenino
(56.7%) y en una edad mayor a 71 afios. La mayoria de las lesiones estudiadas
reportaban una evolucién menor de 4 afios (73.4%). La topografia de presentacién mas
comun fue la nariz en el 40% de los casos. Lo anterior coincide con lo reportado por

Loggini et al*

, quienes estudiaron 26 casos de carcinoma basocelular, reportando una
media de edad de 75 afios (rango de 43-93) y una localizaciéon de los tumores con
predominio en cabeza y cuello (14 casos), comparado con tronco (9 casos) y

extremidades (3 casos).

En nuestro estudio la mayoria de las laminillas estudiadas fueron recibidas con
diagnostico clinico de envio de carcinoma basocelular nodular (16.7%); y la mayoria de
las lesiones extirpadas reportaron un tamafio mayor de 2cm (66.7%). Por su parte,
Loggini et al**, reportaron como variedad histolégica méas frecuente la nodular (76.9%) y

un tamafio tumoral <1.5cm (57.6%).

El analisis histopatolégico general de nuestras laminillas, report6 como variedad
histopatologica mas frecuente, la variedad infiltrante en el 43.3% de los casos. Se detectd
la presencia de ulceracion en el 56.7% de las extirpaciones analizadas y en ninguno de

los casos se identifico la presencia de invasion perineural y/o perivascular.

Nuesto analisis de marcadores de inmunohistoquimica, reporté variabilidad en la
expresion del marcador de indice de proliferacion celular Ki67, predominando porcentajes

entre 40% y 70%.
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En cuanto al marcador de inmunohistoquimica de células endoteliales sanguineas CD34,
se reporté una media de 16.67 + 6.905 vasos positivos dentro de la masa tumoral, con el
mayor namero de vasos reportado en la variedad histolégica metatipica (media de 25.67 +
4,227 vasos). En cuanto a la expresién de este marcador a nivel peritumoral, se reportd
una media de 28 + 8.408 vasos positivos, siendo nuevamente la variedad histolégica
metatipica, la que mayor cantidad de vasos peritumorales positivos reporté (media de
31.83 £+ 5.115 vasos). En general se reportd una DMVS alta en el 70% de las laminillas
estudiadas; la presencia de ésta tuvo una correlacién estadisticamente significativa con
un tamafio tumoral mayor de 2 cm (p=.018) y las variedades histologicas infiltrante y
metatipicas (p=<.05). Nuestros hallazgos difirieron con el estudio de Loggini et al**, el cual
reporté una DMVS alta Unicamente en el 26.9% de los casos; el andlisis estadistico de
este autor demostrdé que la media de DMVS fue mayor en la variante nodular (23+11.8
vasos) con una p=0.003, siendo la variante esclerosante la que mayor vascularizacion
demostr6 (40 microvasos). Por su parte, este autor demostr6 una relacion
estadisticamente significativa entre una dimensién tumoral <1.5cm y una DMVS baja; lo

cual es comparable con nuestros resultados.

La correlacion entre una DMVS alta con otras variables: tiempo de evolucion, presencia
de ulceracién e indice proliferativo tumoral (expresion positiva de Ki67); no reportaron
significancia estadistica. Por su parte Loggini et al*, reportaron una asociacion
significativa (p=0.01) entre la densidad microvascular y la presencia de ulceracién ya que
todos los carcinomas no ulcerados (19.2%) mostraron una DMVS baja (11.2+ 2.16)

comparado con los ulcerados (80.7%), los cuales mostraron una DMVS alta (25£12.1).

En cuanto al marcador de inmunohistoquimica de células endoteliales linfaticas D2-40, se
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reporté una media de 4.73 + 4.556 vasos positivos dentro de la masa tumoral, con el
mayor niumero de vasos reportado en la variedad adenoide (media de 7.17 + 5.231vasos).
En cuanto a la expresion de este marcador a nivel peritumoral, se reportd una media de
vasos positivos de 5.03 £4.056, siendo nuevamente la variedad histolégica adenoide, la
gue mayor cantidad de vasos peritumorales positivos reportd (media de 6.50 + 4.848
vasos). Al no existir en la literatura un punto de corte que permita definir una DMVL baja
o alta, se relacion6 la media de vasos linfaticos intratumorales y peritumorales de forma
independiente con otras variables como: tiempo de evolucion, tamafio tumoral, presencia
de ulceracién e indice proliferativo tumoral (expresion positiva de Ki67); lo anterior no

reporté significancia estadistica.

En nuestro estudio, la expresion positiva de este marcador en las células tumorales, se
reportd en el 76.7% de los casos, con una media de 11.13 +15.138 células. De los casos
positivos, el 40% report6 una alta positividad (> de 7 células) con un patrén
predominantemente focal en el 46.7% de los casos. Lo anterior difiere con lo establecido

por Tebcherani et al*®

, quienes Unicamente reportaron positividad a D2-40 en las células
tumorales, en 6% de los 307 carcinomas basocelulares que estudiaron; sin embrago
coinciden con nuestro estudio, en que el patron de inmunotincién predominante es focal
(4%). Por su parte, Plaza et al*, estudiaron 27 casos de carcinoma basocelular y
reportaron expresividad débilmente positiva para D2-40 en 6 de los 27 casos (22.2%) con
los siguientes patrones: 2 casos (7.4%) difuso y 4 casos (14.8%) focal. Otros estudios con
resultados similares son el de Yang et al*’, quienes evaluaron 17 casos de carcinoma

basocelular, mostrando positividad a D2-40 en 7 casos (41%) con predominio de un

patron débil y focal.

En nuestro estudio, la presencia de positividad alta a D2-40 en las células tumorales se
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correlacion6é con el tiempo de evolucién de la dermatosis, el tamafio de la lesién, la
presencia o no de ulceracion, la variedad histopatolégica del tumor y el indice proliferativo
tumoral (expresién positiva de Ki67); reportandose significancia estadistica entre la

positividad alta de D2-40 en las células tumorales y la presencia de ulceracion (p=0.25).

Algunos de los datos anteriores, coinciden con lo reportado por Ishida et al*®

, quienes
evaluaron 20 casos de carcinoma basocelular reportando positividad débil de D2-40 en 13
casos (65%) con un patrén predominantemente focal (periférico) y demostraron que no
existia relacion estadisticamente significativa entre la variedad histolégica y la incidencia
de reactividad a este marcador. Sin embargo, nuestro estudio difiere con reportado por

Mercut et al*®

, quienes evaluaron a 25 pacientes con carcinoma basocelular, reportando
reactividad a D2-40 en 12 casos (48%). La mayor positividad se reporté en la variante
metatipica, alrededor de las areas con diferenciacién escamosa, con un maximo puntaje
de intensidad (IRS) de 6. En dos casos profundamente invasivos se mostré reactividad
estromal (la mayoria a nivel de los miofibroblastos asociados al tumor) en proximidad a
las islas de tumor invasivo. En el segundo lugar de reactividad se presenté en 3 casos con
variedad superficial; la reaccion presentd un patrén focal predominando en las células
periféricas. De los 8 casos con variedad infiltrante morfeiforme, Gnicamente 3 casos
mostraron una positividad débil en el citoplasma de algunas células tumorales de la
periferia. La variedad con menos reactividad fue la micronodular en donde de los 6 casos
reportados Unicamente 2 se mostraron positivos con un puntaje minimo de intensidad
(IRS) de 1. En términos generales el patrén de reactividad fue focal con algunas células
positivas de predominio en la periferia del tumor; sin embargo esta reactividad fue menor
gue la reportada en la células basales de la epidermis adyacente o en el endotelio de los

vasos linfaticos. Este estudio demostré una inmunoreactividad significativa a D2-40 en

relaciéon con la variedad histol6gica metatipica de carcinomas basocelulares; asi como
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con estadios avanzados del tumor; dicho hallazgo no se encontr6 en nuestro estudio.

Nuestro estudio cuenta con las siguientes limitaciones: 1) tamafio de la muestra pequefio,
debido a que se ve afectada directamente por el presupuesto que involucra el trabajo con
inmunohistoquimica; 2) estudio transversal en el no fue posible dar seguimiento para

determinar un prondstico.

V. CONCLUSION

 En nuestra poblacion, el carcinoma basocelular se reporta con mayor frecuencia
en mujeres mayores de 71 afios.

» El diagnoéstico confirmatorio de carcinoma basocelular tiende a establecerse en los
primeros 4 afios desde la aparicion de la lesién.

» Latopografia mas comun de presentacion es la cara, especificamente en la nariz.

* La variedad clinica m&s comin es la nodular y la mayoria de las lesiones
extirpadas presentan un tamafio mayor de 2cm.

» Lavariedad histoldgica mas comun es la infiltrante.

» La mayoria de las lesiones extirpadas presentan ulceracion.

* Ninguna variedad histolégica se asoci6 a invasion perineural y/o perivascular.

e El indice de proliferacién celular Ki67 es variable reportando porcentajes entre
40% y 70%.

e La media de vasos positivos para CD34 intratumoral es de 16.67 + 6.905 vasos.

e La media de vasos positivos para CD34 peritumoral es de 28 + 8.408 vasos.

e La variedad histolégica metatipica presenté mayor cantidad de vasos positivos
para CD34 tanto de forma intratumoral (media de 25.67 = 4.227 vasos) como

peritumoral (media de 31.83 £ 5.115 vasos.

48



Los carcinomas basocelulares muestran una DMVS alta hasta en el 70% de los
casos.

La DMVS alta se asocia con un tamafio tumoral mayor de 2 cm y las variedades
histolégicas infiltrante y metatipica.

No existe una asociacion entre la DMVS alta y el tiempo de evolucién de la lesién,
presencia de ulceracién o un indice proliferativo tumoral alto.

La media de vasos positivos para D2-40 intratumoral es de 4.73 + 4.556 vasos.

La media de vasos positivos para D2-40 peritumoral es de 5.03 +4.056 vasos.

La variedad histolégica adenoide presenté mayor cantidad de vasos positivos para
D2-40 tanto de forma intratumoral (media de 7.17 + 5.231vasos) como peritumoral
(media de 6.50 + 4.848 vasos)..

No existe relacion entre la media de vasos linfaticos positivos para D2-40 tanto de
forma intratumoral como peritumoral, y el tiempo de evolucion, tamafio tumoral,
presencia de ulceracion e indice proliferativo tumoral alto.

D2-40 resulta positiva en las células tumorales hasta en el 76.7% de los casos.

La media de células positivas para D2-40 dentro de la masa tumoral es 11.13
+15.138 células.

D2-40 se reporta altamente positiva dentro de las células tumorales en el 40% de
los casos con un patrén predominantemente focal en el 46.7%

Un D2-40 altamente positivo dentro de las células tumorales se correlaciona con
la presencia de ulceracion.

Un D2-40 altamente positivo dentro de las células tumorales no guarda relacién
con tiempo de evoluciéon de la dermatosis, el tamafio de la lesién, la variedad

histopatologica del tumor y el indice proliferativo tumoral.
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La densidad microvascular sanguinea vy linfatica pudiera proveer de informacion
atil para distinguir subgrupos de pacientes en quienes la recurrencia y/o posible
riesgo de metéastasis pudiera existir de forma mas frecuente.

Una variedad de carcinomas basocelulares, que expresan D2-40 pudieran tener el
potencial de diferenciacién multilinaer debido a los hallazgos en este y otros
estudios de la expresion de este marcador en las células basales de la vaina
radicular externa.

La expresion del marcador D2-40 parece deteriorarse durante la tumorogénesis

del carcinoma basocelular (Ishida et al).
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