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I. GENERALIDADES.

El Epitelioma (Carcinoma) Basocelular (EBC) es una neoplasia
epitelial maligna de la piel que se localiza con frecuencia en las areas
de exposicion solar, siendo el cancer mas comun en el ser humano.
Junto con el carcinoma epidermoide abarcan el 90 % de los tumores
cutdneos malignos con una relacién de 5:1 del EBC con respecto a
epidermoide

El factor mas comun involucrado en la patogenia de los
canceres de la piel es la luz ultravioleta, siendo las radiaciones B las
mas carcinogenéticas, y acumulandose en la piel su efecto negativo
después de anos. Es por ello, que la incidencia del tumor seria mayor
en edades avanzadas, fendbmeno que ha experimentado variantes en
los ultimos anos debido a las alteraciones en la capa de ozono, la
exposicion al sol en horarios no recomendados y el uso cada vez mas
frecuente de las camas solares, con la consiguiente aparicién de estos
tumores a edades mas tempranas. Otros factores predisponentes
incluyen altas dosis de rayos X, intoxicacidon crdnica con arsénico a
través del agua, inmunodepresién: pacientes con linfoma,
transplantados renales, portadores de HIV y anomalias genéticas
como albinismo y xeroderma pigmentoso. En todos estos casos el

tumor tiene tendencia a aumentar su agresividad.
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Es sabido que ante un fenotipo sensible como el de los sujetos
rubios de piel clara, se observa una mayor predisposicion para
desarrollar un EBC, siendo raro en personas de raza negra. Las
formas con carga genética como el sindrome de nevo basocelular son
inusuales y exteriorizan los tumores en edades mas tempranas
(Cueto y col., 1975); de tal modo, que su presentacion en nifos
muestra frecuente asociacion con dicho sindrome.

La relacion causa-efecto (radiacion solar / EBC) justifica la
ubicacién preferencial del EBC en &areas expuestas: en un 80% se
presenta en la zona de cabeza y cuello, mientras que en un 15% se
detecta en hombros, espalda y pecho. Hay publicaciones donde se
refiere su ubicacion en areas inusuales: pezdn, regidn perianal,
vulva, regiéon inguinal, piernas, palmas y plantas. Otros sitios raros
de presentacion incluyen: rinofima, cicatrices por quemaduras,
leishmaniasis y cicatrices de vacunas. En nuestra area geografica, el
fenotipo predominante es susceptible a la accién de las radiaciones
ultravioletas, siendo el EBC un tumor de presentaciéon frecuente en la
consulta médica (Compendio del Registro Provincial del Cancer,
Ministerio de Salud de la Provincia de Buenos Aires, 1999).

La presentacion clinica puede ser bastante variable:
papulonodular, de aspecto translicido y perlado, ulcerado, como
placa indurada en un grado variable, placa eritematosa con

telangiectasia visible, o nddulos parcialmente quisticos. También hay
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formas gigantes de hasta 20 cm y mutilantes, sobre todo en cara.
Aproximadamente un 2% pueden ser pigmentados, planteando el
diagnostico diferencial clinico con otras entidades como por ejemplo

melanoma y queratosis seborreica pigmentada.

II. SUBTIPOS DE EBC.

El EBC muestra una amplia variabilidad citomorfoldgica; no
obstante se refieren a caracteristicas cominmente observadas, con
algun predominio alternante segun el subtipo considerado, a saber:

1-Agregados de células basaloides formando estructuras de

distinto tamaho y forma.

2-Células de nucleos algo elongados dispuestos en la periferia

de los agregados conformando dibujos en empalizada.
3-Estroma con abundantes mucopolisacaridos o en otros casos,
desmoplasia significativa.

4-Clivaje  periepitelial debido a la acumulacién de

mucopolisacaridos.

5-Cantidad variable de infiltrado inflamatorio constituido

habitualmente por linfocitos T colaboradores.

6-En lineas generales, predominio del componente epitelial

sobre el estromal.
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Las clasificaciones histopatoldgicas del EBC reconocen
numerosos subtipos; por ejemplo la emitida por la OMS que acepta
las siguientes variedades:

-Carcinoma basocelular superficial.

-Carcinoma basocelular nodular.

-Carcinoma basocelular infiltrante.

-Carcinoma basocelular fibroepitelial (Pinkus).

- Carcinoma basoescamoso.

-Carcinoma basocelular quistico.

-Carcinoma basocelular adenoide.

-Carcinoma basocelular esclerosante.

-Carcinoma basocelular infundibulo quistico.

-Carcinoma basocelular pigmentado.

-Miscelaneas: con células claras, con células en anillo de sello,
con células granulares, pleomdrfico, adamantinoide, neuroendocrino y
schwanoide.

Es de notar, que se reconocen variantes sin significacion
pronostica (pigmentada) y otra cuya pertenencia fenotipica es aun
discutida (WHO Classification of Tumours, Skin Tumours Pathology

and Genetics. WHO, 2006).

El EBC muestra en general un curso relativamente benigno,

pero algunos casos presentan una conducta mas agresiva y
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rapidamente infiltrativa o metastasica. En la literatura se ha intentado
distinguir patrones agresivos de no agresivos. Staibano y col. (1996),
clasifican el EBC en no agresivo (BCC1) y agresivo (BCC2). El primero
compuesto por células basaloides y lobulos con empalizada periférica
rodeados por estroma fibroso. El segundo, en cambio, con presencia
de pleomorfismo, alto indice mitdtico, ausencia de empalizada,
estroma hialino y disposicion cordonal.Estudios posteriores no
reconocen valor prondstico de conducta bioldgica al pleomorfismo
celular e indice mitético.

Ionescu y Arida (2006) tratan de separar ambos grupos por
medio de la implementacién de técnicas inmunohistoquimicas para Ki
67, P53 y Bcl-2, no pudiendo encontrar diferencias entre variantes
metastasicas y no agresivas.

Rippey (1996) propone la siguiente clasificacién morfoldgica:
1-Nodular: l6bulos tumorales con empalizada periférica, que
incluye al subtipo micronodular (compuesto por noédulos
menores de 0,5 mm de didmetro) que tiene tendencia a la
recurrencia local.
2-Infiltrativo: compuesto por grupos celulares de distintos
tamafios, de patréon infiltrante, con ausencia de empalizada
periférica o pobremente desarrollada. Este grupo comprende

también el subtipo esclerodermiforme.
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3-Superficial aparentemente multifocal: conformado por brotes
tumorales en conexion con la epidermis, separados entre si
por tejido malpighiano sano intercalar.
4-Mixto.
5-Fibroepitelioma.
Estos autores postulan que las dos caracteristicas
fundamentales de los tumores recurrentes son el patron de
crecimiento (infiltrativo y superficial multicéntrico) y el margen de

seccion libre de neoplasia (menor de 0,38 mm).

Es evidente que a los fines practicos, es conveniente acotar las
variantes, y es asi que para el presente estudio consideramos los
principales subtipos siguientes:

1. Superficial o pagetoide: pequenas islas de tejido tumoral,
gue representan algo asi como un facsimil de un brote
germinal folicular en conexion con la superficie epidérmica,
y habitualmente, relegadas a la dermis superficial.

2. Lobulado-quistico: corresponde al 70% de los casos,
presentando células tumorales que se disponen en islas o
I6bulos de aspecto geografico, con empalizada periférica.

3. Siringoide o Infiltrante: elongadas ramificaciones
tumorales que infiltran el tejido conectivo colindante,

siguiendo un patrdén reticular, con mucina estromal muchas
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veces prominente. Este patron es bastante infrecuente en
forma pura, pudiendo ocurrir con mas frecuencia asociado a
las formas sélidas.

4. Desmoplasico o esclerodermiforme: pequefas islas y
elongados regueros de células tumorales embebidos en

abundante tejido conectivo denso.

III- DISEMINACION TUMORAL Y ANGIOGENESIS.

Como se explicd en parrafos anteriores, algunos EBC son de
curso benigno mientras que otros tienen marcada agresividad local, y
en algunos casos, potencial metastasico (Staibano y col. 1996) . La
incidencia reportada es de 0.003 a 0.55%, habiéndose publicado por
lo menos 230 casos (Robinson y Dahy, 2003).

Los estudios realizados intentando correlacionar fenotipos mas
agresivos con la expresiéon de P53, BCL2 e indice apoptético, no
dieron resultados positivos. Algunos postularon la importancia de la
matriz extracelular modulando la incidencia de metastasis (Frede,
2002). La angiogénesis tiene un papel muy importante en el
desarrollo tumoral, pudiendo relacionarsela con el tamafio, prondstico
y potencial metastasico de los mismos.

Se define como metastasis al fendbmeno por el cual algunos

tumores pueden diseminarse por el organismo para formar colonias
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secundarias que <crecen y destruyen o6rganos distantes.
Patogénicamente, la capacidad metastdsica es un patron de conducta
celular que resulta de la falla de algunos de los procesos
fundamentales que controlan la organizacién multicelular del
organismo. La estructura normal de los tejidos y su funcion dependen
de la localizacién estricta de diferentes linajes celulares en territorios
definidos y regulacién estrecha del recambio celular. Las células de
una neoplasia pierden sus restricciones basicas y se embarcan en una
formacién aparentemente desordenada de nuevos tejidos que crecen
en sitios ectdpicos. Esta actividad estaria coordinada por programas
genéticos que normalmente conciernen a procesos fisioldgicos, pero
que han sido inadecuadamente activados. Es probable que esto se
deba no sélo al mal funcionamiento de un gen, sino a alteraciones en
un grupo de locus combinados e interactivos. Una hipdtesis
interesante seria aquélla en la cual estos programas serian
funcionantes solo en células blancas sanguineas migratorias, que
siguen pasos recirculatorios especificos (Tarin, 1997).

Casi todos los tumores pueden metastatizar, excepto los
tumores de la glia del sistema nervioso central. Esta cualidad
habitualmente concuerda con el tamano tumoral, tasa de crecimiento
y agresividad bioldgica, aunque hay tumores bien diferenciados que
pueden tener un comportamiento agresivo, como por ejemplo el

leiomioma benigno metastasico.

Pagina 14 de 111



ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO MORFOMETRICO DE LA ANGIOGENESIS EN LOS DIFERENTES
SUBTIPOS DE EPITELIOMA BASOCELULAR.

Existen tres vias clasicas de diseminacioén:

1- Siembra directa a cavidades y superficies organicas.

2- Diseminacion linfatica.

3- Diseminacion hematdgena.

A medida que el tumor primitivo crece, y de acuerdo con el
concepto de Heterogeneidad Tumoral, se enriquece con subclones
mutantes con mayor capacidad de supervivencia, agresividad,
potencial metastasico y capacidad de secretar factores angiogénicos,
altamente necesarios a partir del momento en que adquiere un
tamano mayor de 2 mm. Es en este momento en el que los tumores,
gue en un principio no producen factores angiogénicos, adquieren un
clon con fenotipo capaz de hacerlo en parte por mutaciones como la
inactivacion de P53, lo cual lleva a la caida de los niveles de
Trombospondina 1 (inhibidor de la angiogénesis) y a la ruptura del
equilibrio huésped-tumor a favor del estado quiescente tumoral, y el
abandono de lo que se traduce histolégicamente como carcinoma in
situ, temprano, borderline y otras terminologias de uso frecuente que
expresan improbable o baja capacidad metastasica. Un concepto que
se ha establecido en los Ultimos afos, es que las células no
neoplasicas: vasos, células de la matriz y tejidos de los d6rganos que
hospedan tumores no son testigos mudos, sino que interactlan entre

si y con las células neoplasicas, durante todo el proceso.
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Una vez que las células tumorales activan los programas
necesarios para diseminarse pierden la capacidad de reconocimiento
y adherencia dados por las cadherinas y cateninas, y avanzan hacia el
tejido colindante por medio de proteasas, especialmente colagenasas,
expresando receptores de laminina, fibronectina e integrinas que
actlan como receptores para componentes de matriz extracelular.
Una vez llegados a los capilares, la membrana basal de los mismos es
degradada por la colagenasa tipo IV y las células tumorales tienen
acceso a la circulacion, desplazandose en grupos adheridas a células
plasmaticas para evitar ser destruidas por el sistema inmunoldgico
del huésped.

No esta clara la causa de la eleccidon del érgano diana por un
tipo de tumor determinado: por ejemplo, columna vertebral para el
cancer prostatico.

Habria dos teorias:

a. "Soil and seed” o “terreno y siembra”: distintos d6rganos
proveen condiciones de crecimiento optimizadas para canceres
especificos.

b. "Homing theory” o “teoria de la direccién certera”: distintos
organos tienen la capacidad de atraccién de tipos especificos de
células tumorales, por medio de factores quimiotacticos. Esta teoria
apareceria respaldada en un trabajo de Muller citado por Murphy,

donde el receptor reactante de leucocitos (receptor de chemoquinas
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4) y su ligando (ligando chemoquina 12 o factor derivado de células
estromales: FDCE-1) gobiernan el patron metastasico de un cancer
de mama en un modelo con ratones (Murphy, 2001).

Las células tumorales que entran en la circulacién linfatica se
detienen en la luz de los canales linfaticos o en el seno subcortical del
ganglio mas cercano. Aquéllas que viajan por vasos sanguineos,
llegan a los capilares de los érganos corriente abajo donde muchos
hacen impacto y mueren, pero otras se establecen alli, o retoman la
circulacion hacia otro érgano. Una vez en el érgano “blanco”, deben
comunicarse con las células locales para formar su trama
mesenquimatica y vascular y si no lo logran seran eliminadas o
permaneceran en estado latente. Esta situacion se halla en actual
discusion en el terreno de la Anatomia Patoldgica, ya que se
cuestiona el significado de la presencia de estas células aisladas,
detectadas por inmunohistoquimica, en ganglios y médula O¢sea
relacionados con cancer mamario, por ejemplo. Una vez implantadas,
podrian nutrirse por difusion directa de los vasos circundantes hasta
llegar a los 2 mm de tamafo. A partir de alli, necesitarian proveerse
de otro método de subsistencia y uno de los primeros pasos es la
adquisicion de un fenotipo angiogénico.

Las neoplasias malignas se caracterizan por infiltrar los tejidos
colindantes y eventualmente colonizan a distancia (metastasis).

Aquellas neoplasias que carecen de dicha facultad (por ejemplo,
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carcinomas in situ) no son bioldgicamente agresivas y resultan
potencialmente curables en el 100% de los casos. El EBC, en
cambio, no reconoce variantes in situ y s se desarrolla como invasor

desde sus comienzos.

IV- ANGIOGENESIS.

La angiogénesis es un proceso por medio del cual se
desarrollan nuevos vasos sanguineos a partir del lecho vascular
preexistente, normalmente suprimida y observable sélo en forma
fisioldgica y temporariamente durante la reproduccién, desarrollo
embrionario y cicatrizacion (McNamara, 1998). La angiogénesis
sostenida se observa en enfermedades como diabetes, psoriasis y
artritis reumatoidea, y también es esencial para el crecimiento
tumoral y desarrollo de metastasis (Fox, 2001). Estd regulada
normalmente por numerosos factores proangiogénicos (Marcoval
Caus y col., 1999): Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (FCEV)
(Mukhopadhyay y col. ,1995), Factor de Crecimiento Celular Derivado
de Plaguetas (FCDP) (Takahashi y col., 1996) y Factor de Crecimiento
Fibroblastico (FCF-1) (Jouanneau Yy col.,1995), asi como las
sustancias antiangiogénicas: Trombospondina, Angiostatina (O’
Reilly, 1994) y Endostatina (O Reilly y col., 1997). Durante el

proceso de embriogénesis la estructura vascular primitiva se
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desarrolla mediante vasculogénesis, que comprende la diferenciacion
in situ de células endoteliales a partir de precursores angioblasticos
de origen mesodérmico. En el adulto, los vasos sanguineos
neoformados parecen derivar de brotes originados de vasos
preexistentes, produciéndose lo que se ha dado en llamar “switch” o
“desvio” angiogénico (Abdulkadir y Carvalhal, 2000). Aqui resultan
fundamentales los oncogenes comunes y los genes de supresion
tumoral. Efectivamente, se ha observado que las células
transformadas por Ras, Myc, Raf, cerb-2, tienen un fuerte fenotipo
angiogénico que promueve un “Upregulation” o “regulacidén corriente
arriba” del Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (FCEV) o
“Downregulation” o “regulacion corriente abajo” de Trombospondina-
1. Por ejemplo, el gen P53 salvaje disminuye la concentracion de
FCEV y aumenta la de Trombospondina-1, mientras que el gen P53
mutante aumenta la concentracion de FCEV. Estos vasos
neoformados son tortuosos, con fondos de saco y areas lacunares, lo
que lleva a flujo intermitente y muchas veces en sentido inverso. Por
otra parte, hay variaciones de la trama vascular de los distintos
tumores ya que éstos utilizarian distintos tipos de métodos de
acuerdo a su microambiente y al fenotipo vascular dominante en el
organo que estén colonizando, caracteristicas a tener en cuenta

cuando se administra medicacién en Oncologia.
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Los promotores e inhibidores angiogénicos pueden originarse de
las células neoplasicas, que a su vez pueden reclutar células
inflamatorias como macroéfagos, plaquetas y mastocitos, ambos ricos
suministros de factores angiogénicos y citoquinas, o liberar factores
de crecimiento o sus receptores reclutados de la matriz extracelular.

La produccién de la neovascularizacién es un proceso complejo
en multiples pasos. Las células endoteliales tienen una "“conducta
invasora” en base a la secrecién de colagenasas, uroquinasas y factor
activador del plasmindégeno, enzimas que a su vez facilitan la
diseminacion de las células neoplasicas a través del estroma y de los
vasos colindantes. Tal es asi, que se han hallado niveles elevados de
activador-inhibidor-1 plasminégeno y activador de plasmindgeno
uroquinasa, en asociacion con un mal prondstico.

Numerosas sustancias podrian desencadenar el proceso de
angiogénesis tumoral, causando una reprogramacion de las células
vasculares por accién de numerosos factores angiogénicos (Ortiz
Hidalgo y Reynoso, 1994; Marcoval Caus y col., 1999).

Dos grupos de factores de crecimiento del receptor

tirosina kinasa se expresarian en las células endoteliales:

1) La familia del Factor de Crecimiento Endotelial
Vascular (FCEV) esta compuesta por cinco miembros: FCEV-A,

FCEV-B, FCEV-C, FCEV-D, Factores de Crecimiento Placentario 1 y 2
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(FCP-1 y FCP-2) y tres receptores de Factores de Crecimiento
Endotelial Vascular FCEVR-1 (FCEVR-Ftl-1), FCEVR-2 (FCEVR-Kdr o
FIk-1) y FCEVR-3 (Flt-3), unidos a ligandos enddgenos o a un Factor
de Crecimiento Plaquetario (FCP-1). El mayor receptor mitdgeno
(FCEVR-2) es crucial para la angiogénesis, a punto tal que la delecién
de un alelo del gen que lo regula causa la muerte embrionaria. Se ha
hallado sobreexpresado en numerosas neoplasias, por lo que se lo
podria aplicar en el control terapéutico de la angiogénesis tumoral.

Recientemente se descubrieron ademds dos co-receptores:
neuropilina 1y 2.

El rol regulador de FCEV en la angiogénesis terapéutica ha sido
sugerido en experimentos donde la administracion de FCEV exdgena
ha demostrado aumento del flujo colateral sanguineo en animales con
isquemia de inducida en miembros o isquemia miocardica. Asi, la
neovascularizacion del musculo isquémico podria ser suficiente para
preservar la integridad y funcién de los tejidos, y podria ser

considerada terapéutica (Couffinhal y Silver, 1998).

2) El otro grupo esta compuesto por dos miembros: /a
Inmunoglobulina con tirosina quinasa (Tiel) y el Factor de
Crecimiento Epidérmico Homodlogo (Tie2 o Tek), que esta relacionado
con dos ligandos: Angiopoyetina 1 y 2 (Ang-1 y Ang-2s). La

Angiopoyetina-2 inicialmente favoreceria la disminucién de la
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interacciéon de las células endoteliales con su entorno (pericitos vy
células mesenquimaticas) promoviendo la aparicion de fenotipos
inmaduros, los cuales bajo la accion de Ang-1 y FCEV pueden
sinérgicamente desencadenar la angiogénesis (Weidner, 1995;

Lauren y col., 1998).

V. FACTORES ANGIOGENICOS.

Los inductores comprometidos en el proceso obedecen a
mecanismos fisioldgicos y patoldgicos:

1- Proteinas del microambiente: Factor de Crecimiento
Epidérmico (FCE), Factor de Crecimiento Fibroblastico (FCF),
Interleuquina 6 (IL-6), Factor de Crecimiento Plaquetario (FCDP) y
Factor Tisular (FT).

2- Stress metabdlico: con hipoxia, hipoglucemia y descenso
del pH.

3- Stress mecanico: generado por la presion de las células
proliferantes.

4- Mediadores de la inflamacion: ciclogenasa-2,
prostaglandinas y productos de la activacién de mastocitos.

5- Alteraciones genéticas: activacién de oncogenes como
RAS y SRC e inactivacion de genes de supresion tumoral como P53.

Normalmente esta regulada por factores proangiogénicos: Factor de
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Crecimiento Endotelial Vascular (FCEV) (Mukhopadhyay y col.,1995),
Factor de Crecimiento Celular derivado de Plaquetas (FCDP)
(Takahashi y col., 1996), Factor de Crecimiento Fibroblastico (FCF-1)
(Jouanneau vy col. , 1995), Factor Tisular (FT) vy sustancias
antiangiogénicas: trombospondina, angiostatina (O Reilly y col.,
1994) y endostatina (O "Reilly y col., 1997).

Dentro de los factores enumerados en el parrafo anterior
podemos citar:

a- El Factor de Crecimiento Vascular Endotelial (FCEV),
también conocido como Factor de Permeabilidad Vascular (FPV) por
su habilidad para producir la fenestracidon vascular, es un potente y
especifico mitdogeno de las células endoteliales vasculares que
estimula el incremento de su permeabilidad en situaciones fisioldgicas
y patoldgicas. Segun una hipdtesis, la principal accion de FCEV seria
permitir el pasaje de proteinas plasmaticas las cuales formarian un
gel extravascular de fibrina, que permitiria el crecimiento de los vasos
y de las células neoplasicas.

Es de cierta relevancia el hecho de que FCEV-C esté relacionado
con la linfangiogénesis embrionaria y pueda estarlo a su vez con la
linfangiogénesis asociada a tumores. Es secretado por una amplia
variedad de tipos celulares incluyendo neutroéfilos, plaquetas vy

células endoteliales, ante estimulos tales como la hipoxia, por medio
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del Factor Inducido por Hipoxia (FIH), tanto en células normales
como tumorales.

Es especifico para células endoteliales (arteriales, venosas y
linfaticas), donde se encuentran predominantemente sus receptores,
pero estd desprovisto de actividad mitdgena para otros tipos
celulares. Sus principales acciones son:

#8 Iniciar directamente la angiogénesis al estimular la
proliferacion, migracién y formacion de brotes por parte
de las células endoteliales, en forma temprana y a partir
del lecho vascular normotipico preexistente, colindante al
tumor.

# Aumentar el flujo sanguineo mediante el estimulo de la
vasodilatacion, aunque se ha demostrado que la
permeabilidad vy velocidad de los eritrocitos es
independiente del estimulo angiogénico inicial y estaria
relacionado con el microambiente local. Ambos
parametros son mas marcados a nivel del cuero cabelludo
que en la piel dorsal toracica, por ejemplo.

¥ Contribuir indirectamente con la angiogénesis al inducir la
hiperpermeabilidad vascular, facilitando el transito de
agua, micro y macromoléculas

¥ Facilitar el transporte de hexosa, fuente de energia util

para la angiogénesis.
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¥ Actuar como factor de supervivencia impidiendo Ia
apoptosis que sufririan las células endoteliales en su
ausencia, facilitando Ila expresion de proteinas
antiapoptoticas como BCL-2 y Al.

#8 Inducir a la expresidon de metaloproteinasas de la matriz
que proveen espacio para que las células endoteliales
migren.

# Incentivar la expresion de moléculas de adherencia
celular como las Integrinas en las células endoteliales.

# Promover la expresion de VCAM-1 e ICAM-1 en las células
endoteliales, que llevarian a la adherencia de IL-2 en
linfocitos supresores naturales o natural killers activados.

¥ Poseer efectos reguladores sobre otras células: promueve
la quimiotaxis de los monocitos; induce la formacion de
colonias de granulocitos y macréfagos; inhibe las
maduracion de las células dendriticas, que actuan como
células presentadoras de antigeno.

La expresion de FCEV esta regulada por la hipoxia, citoquinas
(Factor de Crecimiento Epidérmico y Factor de Crecimiento Tumoral
FCT-B, por ejemplo) y la diferenciacion de determinadas lineas
celulares (ej. adipocitos). Se han medido altas concentraciones de
FCEV en distintos tumores (mama, colon, pulmédn, tiroides, rifidn,

ovario, etc).
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EL FCEV-A se sobreexpresa en muchos tumores de pulmoén,
cerebro, tractos digestivo y urogenital. Es posible que cuando los
tumores no se valen de FCEV-A, otros FCEV homodlogos puedan ser
inducidos, tal como se ha visto en algunos casos de cancer de mama,
rifdn y ovario donde se observa la expresion de FCEV-B y FCEV-C
(Abdulkadir y Carvalhal, 2000). Se ha comunicado que la Herregulina
estimularia la secrecion de FCEV y la angiogénesis en distintos tipos
de tumores (Yeny You, 2000).

b- ElI Factor Tisular (FT), es una glicoproteina de
transmembrana que funciona como iniciador primario fisioldgico de la
cascada de la coagulacién a través de su interaccidon con el Factor de
Coagulacion VIIa. Interviene ademas, en sistemas de sefial
intracelular, proliferacion celular y en el desarrollo de vasos
sanguineos. Experimentalmente se ha observado que FT regularia el
switch o desvio angiogénico en sarcomas de ratén y este rol es
independiente de su accién como mediador de la coagulacidon y se ha
observado que regula la angiogénesis in vivo, a través de la
produccién de FCEV.

Se ha demostrado que la sobreexpresion de FT incrementa la
habilidad de las células de melanoma y cancer de pancreas para
metastatizar, y también existiria correlacidon con carcinoma de
pequenas células de pulmdn y en algunos estudios, con cancer de

mama (Brem y col., 1998).
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c- El Factor de Crecimiento Fibroblastico (FCF):

¥ Induce la expresién de FCEV por mecanismos autocrinos y
paracrinos.

# Induce la angiogénesis mediante mecanismos
independientes del FCEV.

# Regula la migracién de las células endoteliales.

# Estimula la sintesis de proteasas en las células endoteliales.

# Induce a la produccién de integrinas.

d- El Factor de Crecimiento Plaquetario (FCDP)

¥ Es mediador de la proliferacién y estabilizador de las células
endoteliales por medio de sus efectos en los pericitos.

# Interviene en la formacion de tubos.

¥ Potencia la produccion de FCEV vy otros factores de
crecimiento angiogénico. Ademas, las células endoteliales
activadas producen metaloproteinasas de la matriz que

permiten la migracion endotelial y la formacién de tubos.

VI. DESARROLLO DE LA NEOVASCULARIZACION:

A- Reguladores “corriente arriba” del FCEV :
¥ La hipoxia que induce la formacion de ARN mensajero del
FCEV, en forma rapida y reversible en células normales y

atipicas.
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¥ La inactivacion de los genes de supresion tumoral como P53
y VHL.

¥ Las Citoquinas, Factores de Crecimiento y moléculas de
sefal intracelular como COX-2, GF, FCF, IGF, IL1B, ILS6,
FCDP, PrglE2.

¥ Los oncogenes celulares como RAS, RAF y SRC.

B- Pasos de seial activados por FCEV:

El FCEV se une a sus receptores de transmembrana: FCEVR-1
(Flt-1), FCEVR-2 (Flk-1/KDR), FCEVR 3 (Flt-4). FCEVR se une a
FCEVR2, el que parece ser el mas importante y que se expresa casi
exclusivamente en endotelio. De ahi en mas, se desencadena una
cascada de sefales que resultan en la transcripciéon de genes en el
nucleo y varias respuestas celulares: retraccion de los pericitos,
aumento del aparato de Golgi y del reticulo endoplasmico,
alteraciones de la permeabilidad celular, quimiotaxis y crecimiento
celular. El endotelio por si solo comienza a secretar gran cantidad de
Factores de Crecimiento: como Factor de Crecimiento Fibroblastico
(FCF), Factor de Crecimiento Plaguetario (FCDP) vy Factor de
Crecimiento insulina-like o insulino-simil (IGF-1).

C- Proliferacion de las células endoteliales, migracion y
diferenciacion:

La degradacion de la matriz extracelular y la membrana basal

alrededor de los capilares da espacio a las células endoteliales para
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movilizarse hacia ella, gracias a los Factores de Crecimiento
derivados de tumores, formando un pequeno brote. Las moléculas de
adherencia como las Integrinas favorecen la migracién de las células,
uniéndose al tripéptido (Arg)-(Gly)-(Asp), secuencia presente en un
nimero de proteinas de la matriz. El receptor de adherencia de
Integrina a2-p3, presente en la superficie de las células endoteliales
activadas es critico para la maduracién, diferenciaciéon vy
supervivencia de los vasos, permitiendo a las células diseminarse,
formar protrusiones y participar en la formacion de luces vasculares.
Los Factores de Crecimiento como FCF estimulan la expresién de
estos receptores.

Los pequenos vasos neoformados inicialmente se mueven como
una cuerda solida hacia el tumor, pero mas tarde se desarrollan
espacios inter e intracelulares que forman Ila luz vascular, y
finalmente los vasos se anastomosan para formar una malla vascular
nueva. Hay que recordar que las células endoteliales, en ausencia de
los factores de supervivencia, sufririan apoptosis. Ellos son: FCEV,
angiopoyetina I, integrinas, fibronectina y fibrindgeno.

El andlisis de la angiogénesis tumoral en los distinos subtipos
de EBC puede ser abordado mediante el uso de marcadores
inmunohistoquimicos del proceso en estudio. Este fendmeno ha sido
estudiado en la actualidad en un numero creciente de neoplasias

(Weidner y col., 1993; Gasparini y Harris, 1995; Williams y col.,
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1994; 1995; Folkman, 1987; Maeda y col., 1995; Lindmark y col.,
1996; Fernandez Acefiero y col., 1998), considerando las
posibilidades futuras de desarrollar terapéuticas especificas que

regulen el sustento nutricio de la masa celular en crecimiento.
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OBJETIVOS
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1. OBJETIVOS GENERALES.

Efectuar un aporte al conocimiento del proceso de
angiogénesis en los diferentes subtipos de EBC, analizando la
relacion entre los diferentes parametros angiogénicos mediante
técnicas inmunohistoquimicas morfométricas con marcadores

especificos.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

2.1 Estudiar el proceso de angiogénesis tumoral en los
diferentes subtipos histopatoldgicos de EBC: Superficial, Lobulado,
Siringoide y Desmoplasico, mediante microscopia Jdptica, aplicando
técnicas de rutina, histogquimicas e inmunohistoquimicas
morfomeétricas.

2.2 Analizar los valores del Indice de Vascularizacion
Tumoral (ITV) de los diferentes subtipos de EBC, por medio de los
parametros del Area Vascular Inmunomarcada (AVI) y del Area de
Referencia (AR), considerando que IVT = AVI : AR x 100, utilizando
marcadores inmunohistoquimicos: el FACTOR VIII (marcador de
células endoteliales) y el FACTOR DE CRECIMIENTO ENDOTELIAL
VASCULAR (FCEV ) que marca las células tumorales, los vasos
sanguineos, el infiltrado inflamatorio estromal y las células

epidérmicas.
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2.3 Detectar posibles cambios histopatolégicos en las
areas vasculares intra y peri tumorales en los diferentes subtipos de
EBC.

2.4 Correlacionar los parametros de J/a Densidad
Microvascular (DM), Mitosis (M), Extension (E) y Profundidad (P) del
tumor, con los marcadores inmunohistoquimicos (Factor VIII y FCEV)
en los diferentes subtipos de EBC.

2.5 Analizar la conducta bioldgica de los EBC Superficial,
Lobulado, Siringoide y Desmoplasico para evaluar el proceso de

angiogénesis, a través de los parametros enunciados.
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MATERIAL Y METODOS
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DISENO EXPERIMENTAL-OBTENCION DE LAS MUESTRAS:

Se disefid un estudio de 35 piezas operatorias con reseccion
completa, en pacientes de ambos sexos, de los grupos etareos mas
expuestos a la radiacidén solar y provenientes de Institutos Privados.
Fueron diagnosticadas considerando los distintos subtipos clasicos de
EBC: Superficial: 8, Lobulado: 10, Siringoide: 7 y Desmoplasico: 10.

El trabajo inmunohistoquimico morfométrico fue realizado en la
Catedra B de Citologia, Histologia y Embriologia de la Facultad de
Ciencias Médicas de la UNLP que cuenta con laboratorios de técnica
histolégica y un analizador de imagenes mediante videomicroscopia
(Imaging Technology, programa Optimas 5.2).

Se procedid a evaluar el INDICE DE VASCULARIZACION
TUMORAL (IVT) de los diferentes subtipos de EBC, utilizando los
marcadores inmunohistoquimicos: el FACTOR VIII (marcador
endotelial) y el FACTOR DE CRECIMIENTO ENDOTELIAL VASCULAR
(FCEV). Se correlaciond con los parametros de la Densidad
Microvascular (DM), Mitosis (M), Extension (E) y Profundidad (P)
del tumor. Se tomaron como controles de cada subtipo muestras de
piel sanas, correspondientes a bordes de seccion libres de neoplasia

de la pieza quirargica considerada.
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METODOLOGIA APLICADA:

1. Técnicas de microscopia optica:

Las muestras fueron fijadas en formol tamponado, incluidas en
parafina y cortadas con microtomos de deslizamiento a un espesor de
4 uym. Para procedimientos de rutina, fueron coloreadas con
hematoxilina-eosina, usandose para coloraciones especiales:
tricromicos, reticulina, PAS, van Gieson, alcian blue, para determinar
cambios en la membrana basal (PAS) y en el estroma tumoral.

2. Técnicas de inmunohistoquimica:(Coénsole y col., 2001).

Se eligid el Factor VIII como marcador de células endoteliales
y entre los factores de angiogénesis, se eligid6 el Factor de
Crecimiento Endotelial Vascular (FCEV) que marca las células
tumorales, los vasos sanguineos, el infiltrado inflamatorio estromal y
las células epidérmicas. En una explicacidon breve, las muestras de
piel de 4 ym de espesor fueron obtenidas a diferentes niveles de los
tacos de parafina. Los cortes histoldgicos fueron inmunomarcados
mediante incubacion por 1 hora a temperatura ambiente, con
anticuerpo primario anti- Factor VIII / anti- Factor de Crecimiento
Endotelial (FCEV) (humano, Dako, CA, USA), diluido 1:100. Luego,
los cortes fueron tratados con un sistema EnVision (Dako, CA, USA).
El cromodgeno sensible al perdxido fue la diaminobenzidina. En todos

los casos, la especificidad del antisuero primario fue monitoreada
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observando la habilidad para bloquear la reaccién inmunocitoquimica
después de una preabsorcién con un exceso del antigeno relacionado
o mediante su reemplazo con suero normal de conejo o solucidn
salina-buffer.

3. Técnicas de morfometria: (Console y col., 1999; 2002).

Se identificaron las areas de vascularizacion a menor aumento
(objetivo 4x) y se tomaron un numero suficiente de muestras
(minimo de 10 campos de obj x 25) por preparado, midiéndose en
dos niveles (a y b) por tacos representativos de la lesion en cada
paciente. Se utilizd un método computarizado de videomicroscopia
(Analizador de Imagenes Imaging Technology, programa Optimas
5.2). El Macro preparado a tal fin, esta disefiado para analizar las
areas vasculares inmunomarcadas sacando el “background o fondo”
en forma automatica. Se calculdé el nimero de vasos sanguineos
inmunomarcados positivamente o Densidad Microvascular (DM), asi
como las areas Yy perimetros individuales y el Area Vascular
Inmunomarcada (AVI). Esto permitid establecer un Indice Vascular
Tumoral (IVT) = ¥ AVI/RA), siendo ¥ = sumatoria y RA el Area de
Referencia.

4. Tratamiento estadistico:

Los datos en cada parametro evaluado (ver Tablas: media de
un minimo de 10 campos con obj x 25 y de los niveles de corte a y b)

fueron expresados como promedios * ES (calculados
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automaticamente por el analizador de imagenes). Los mismos se
analizaron mediante un Test ANOVA para comparaciones multiples y
un test de Fischer. Ademas, se aplicd el Coeficiente de Correlacion de

Pearson.
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RESULTADOS
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La figura 1 muestra un Epitelioma Basocelular (EBC) de
subtipo Superficial en el que puede apreciarse una isla tumoral
lobular compuesta por células basaloides con disposicidn en
empalizada periférica, en contacto con el epitelio de superficie
(Hematoxilina-eosina, obj. x 40). La técnica de PAS permite observar
las diferentes estructuras del EBC y, en especial, facilita el estudio de
su membrana basal (fig. 2, obj. x 40). El tricrdmico permite el
estudio del estroma peritumoral (fig. 3, obj. x 40). En algunos de
nuestros casos de EBC se observaron lesiones asociadas con
infiltrados de mastocitos y linfocitos a nivel estromal peritumoral.

La técnica de inmunohistoquimica para Factor VIII permite
observar la tincidn positiva para el endotelio vascular tumoral (fig. 4,
Factor VIII, obj. x 40).

El Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (FCEV), muestra
tincion positiva tumoral con mayor inmunorreactividad a nivel de la
empalizada periférica, la trama vascular y el infiltrado inflamatorio

colindante, en una biopsia de EBC Superficial (fig. 5, obj. x 40).

En la tabla 1 pueden apreciarse los datos obtenidos en los EBC
de Tipo Superficial, consignandose los valores (+ ES) de las Areas
Vasculares Inmunomarcadas (AVI) y de las Areas de Referencia
(AR), que permitieron calcular el Indice Vascular Tumoral (IVT) para

el Factor VIII, inmunomarcador de las células endoteliales. También
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se consignaron los valores de Densidad Microvascular (DM), Mitosis
(M), Extension del tumor (E), Profundidad del tumor (P) y el
resultado de las inmunomarcaciones para el factor angiogénico
elegido: el Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (FCEV).

De acuerdo al tratamiento estadistico de los datos (+ ES) en el
parametro Area Vascular Inmunomarcada (AVI) con el Factor VIII,
se detectd un descenso significativo (p < 0.002) en el subtipo
Superficial respecto a los subtipos Lobulado, Siringoide y
Desmoplasico. No se hallaron diferencias significativas entre los
grupos 2, 3 y 4 que corresponden a los EBC Lobulado, Siringoide y
Desmoplasico respectivamente, que presentaron en promedio igual
comportamiento.

El Indice Vascular Tumoral (IVT) con el Factor VIII registrd
un descenso significativo (p <0.001) en el subtipo Superficial
respecto a los subtipos Lobulado, Siringoide y Desmoplasico.
Hubo menores valores en el Desmoplasico respecto a los subtipos
Lobulado y Siringoide.

La Densidad Microvascular (DM) con Factor VIII mostrd un
descenso significativo (p < 0.01) en el subtipo Superficial respecto
a los subtipos Lobulado y Desmoplasico, no hallandose
diferencias significativas con el subtipo Siringoide.

Respecto a la inmunomarcacién con el Factor de Crecimiento

Endotelial Vascular (FCEV), el subtipo Superficial registré un
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promedio de 3 +, en una escala de 0 a 3 de inmunomarcacidn
intratumoral, con mayor reaccibn a nivel de la empalizada
peritumoral, los vasos sanguineos, el infiltrado inflamatorio estromal
y las células epidérmicas (fig.5). El valor promedio de FCEV para el
subtipo Superficial resulté ser el mas alto de los distintos subtipos
en estudio, mostrando incremento no significativo con el subtipo
Desmoplasico y Lobulado. No existieron practicamente diferencias
con el subtipo Siringoide.

Los datos de Mitosis (M) mostraron un descenso no
significativo en el subtipo Superficial respecto los subtipos
Lobulado, Siringoide y Desmoplasico.

Ademas, se halld disminucién significativa (p < 0.001) en la
Extension (E) y desarrollo en Profundidad (P) en el subtipo
Superficial al compararlo con los subtipos Lobulado, Siringoide y

Desmoplasico.

En la tabla 2 pueden apreciarse los datos obtenidos en los EBC
de Tipo Lobulado, consignandose los valores (+ ES) de las Areas
Vasculares Inmunomarcadas (AVI) y las Areas de Referencia (AR),
que permitieron calcular el Indice Vascular Tumoral (IVT) para el
Factor VIII que inmunomarca las células endoteliales. También se
consignaron los valores de Densidad Microvascular (DM), Mitosis

(M), Extension del tumor (E), Profundidad del tumor (P) y el
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resultado de las inmunomarcaciones para el factor angiogénico
elegido: el Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (FCEV).

El tratamiento estadistico de los datos (+ ES) del parametro
Area Vascular Inmunomarcada (AVI) con el Factor VIII para el
subtipo Lobulado, mostré incremento significativo (p < 0.002) al
ser contrastado con el subtipo Superficial.

El Indice Vascular Tumoral (IVT) con el Factor VIII también
detecté aumento significativo (p < 0.001) en el subtipo Lobulado
respecto al Superficial.

La Densidad Microvascular (DM) con Factor VIII mostrd un
incremento significativo (p > 0.01) en el subtipo Lobulado al
compararlo con los subtipos Superficial y Siringoide.

El Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (FCEV) mostré un
promedio de 1.9 +, con buena inmunomarcacion de los vasos y de
las células epidérmicas .Los valores para FCEV fueron los menores
obtenidos en el estudio de los cuatro subtipos de EBC, mostrando
diferencias que no resultaron significativas con los demas subtipos.

En el subtipo Lobulado hay un aumento no significativo de las
Mitosis (M) respecto al subtipo Superficial.

Ademas, se halld incremento significativo (p < 0.001) en la
Extension (E) y desarrollo en Profundidad (P) en el subtipo

Lobulado al compararlo con el subtipo Superficial.
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La figura 6 (obj. x 40) correspondiente a un EBC Lobulado
presenta un lébulo tumoral con empalizada periférica y un infiltrado
linfocitario en el estroma intercalar. En otro campo, la técnica de
inmunohistoquimica para FCEV permite apreciar una marcada

positividad a nivel de la empalizada periférica (fig. 7, obj x 40).

En la tabla 3 pueden apreciarse los datos obtenidos en los EBC
de Tipo Siringoide, consignandose los valores (+ ES) de las Areas
Vasculares Inmunomarcadas (AVI) y Areas de Referencia (AR), que
permitieron calcular el Indice Vascular Tumoral (IVT) para el Factor
VIII que inmunomarca las células endoteliales. También se
consignaron los valores de Densidad Microvascular (DM), Mitosis
(M), Extension (E), Profundidad del tumor (P) y el resultado de las
inmunomarcaciones para el factor angiogénico elegido: el Factor de
Crecimiento Endotelial Vascular (FCEV).

El tratamiento estadistico de los datos (+ ES) correspondiente al
parametro Area Vascular Inmunomarcada (AVI) con el Factor VIII
para el subtipo Siringoide, registr6 un aumento significativo (p <
0.002) al ser contrastado con el subtipo Superficial.

El Indice Vascular Tumoral (IVT) con el Factor VIII también
detecté aumento significativo (p < 0.001) en el subtipo Siringoide

respecto al subtipo Superficial.
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La Densidad Microvascular (DM) con Factor VIII mostrd un
descenso significativo (p < 0.01) en el subtipo Siringoide al
compararlo con los subtipos Lobulado y Desmoplasico. No hubo
diferencias significativas con el subtipo Superficial.

Respecto al Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (FCEV)
se halld un promedio de 2.9 +, con alta inmunomarcaciéon de los
vasos y de las células epidérmicas. Los valores obtenidos en esta
serie fueron similares a los obtenidos para los EBC Superficiales, no
halldndose diferencias significativas entre los diferentes subtipos.

Ademas, se halld incremento significativo (p < 0.001) en la
Extension (E) y el desarrollo en Profundidad (P) en el subtipo
Siringoide y un ligero incremento no significativo de las Mitosis (M),
al compararlo con el subtipo Superficial.

La figura 8 (obj. x 40) corresponde a un EBC Siringoide
formado por células basaloides con formacidon focal de estructuras
luminales y caracteristico patréon en encaje. En la figura 9 (obj. x
40), puede observarse un EBC Siringoide con marcada positividad
mediante la inmunohistoquimica para el Factor de Crecimiento

Endotelial Vascular (FCEV).

En la tabla 4 pueden apreciarse los datos obtenidos en los EBC
de Tipo Desmoplasico, consignandose los valores (+ ES) de las

Areas Vasculares Inmunomarcadas (AVI) y Areas de Referencia
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(AR), que permitieron calcular el Indice Vascular Tumoral (IVT) para
el Factor VIII que inmunomarca las células endoteliales. También se
consignaron los valores de Densidad Microvascular (DM), Mitosis
(M), Extension del tumor (E), Profundidad del tumor (P) y el
resultado de las inmunomarcaciones para el factor angiogénico
elegido: el Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (FCEV).

El tratamiento estadistico de los datos (+ ES) del parametro
Area Vascular Inmunomarcada (AVI) con el Factor VIII para el
subtipo Desmoplasico, mostré incremento significativo (p < 0.002)
al ser contrastado con el subtipo Superficial.

El Indice Vascular Tumoral (IVT) con el Factor VIII detectd
un descenso significativo (p < 0.001) en el subtipo Desmoplasico
respecto al Siringoide y Lobulado.

La Densidad Microvascular (DM) con Factor VIII mostrd un
incremento significativo (p > 0.01) en el subtipo Desmoplasico al
compararlo con los subtipos Superficial y Siringoide.

El Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (FCEV) mostré un
promedio de 2.5 +, con buena inmunomarcacidon de los vasos y de
las células epidérmicas .Los valores para FCEV fueron los menores
obtenidos en el estudio de los cuatro subtipos de EBC, mostrando
diferencias que no resultaron significativas con los demas subtipos.

En el subtipo Desmoplasico hay un aumento no significativo

de las Mitosis (M) respecto al subtipo Superficial.
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Ademas, se halld incremento significativo (p < 0.001) en la
Extension (E) y desarrollo en Profundidad (P) del tumor en el subtipo
Desmoplasico al compararlo con el subtipo Superficial.

El subtipo Desmoplasico o Esclerodermiforme presenta
células basaloides en patron cordonal con abundante estroma
desmoplasico intercalar (fig. 10, obj. x 40).

La inmunohistoquimica para Factor VIII pone de manifiesto la
marcacién de los vasos sanguineos en este subtipo de EBC (fig. 11,
obj. x 40).

La inmunomarcacion mediante el Factor de Crecimiento
Endotelial Vascular (FCEV) muestra alta positividad en los islotes
tumorales y en el infiltrado inflamatorio peritumoral (fig. 12, obj. x

40).

De lo expuesto, se deduce que el Factor VIII fue muy eficaz
para inmunomarcar Yy calcular AVI, DMV e IVT, mientras que el
FCEV parece expandirse en el area tumoral con altos valores en los
subtipos Superficial y Siringoide, no permitiendo inferir un
pronostico de mayor agresividad en la conducta bioldgica de los EBC,
respecto a lo comunicado en carcinomas, melanomas y epiteliomas
espinocelulares.

En las tablas 5, 6, 7 y 8, se relacionaron los diferentes

parametros segun el Coeficiente de Correlacion de Pearson. Se
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tuvieron en cuenta la Densidad Microvascular (DM), el Indice de
Vascularizacion Tumoral (IVT), el Factor de Crecimiento Endotelial
Vascular (FCEV), el conteo de Mitosis (M), la Extensién tumoral (E)
y la Profundidad tumoral (P).

En la tabla 5 se correlacionaron los parametros angiogénicos
de los EBC Superficiales. Se relaciond Indice de Vascularizacion
Tumoral (IVT) con los otros parametros no obteniéndose resultados
significativos. La relacién entre la Densidad Microvascular (DM) con
los otros parametros tuvo similares caracteristicas. En cambio, al
confrontar Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (FCEV) con
otros parametros, la correlacién fue significativa (-0.745) con
respecto al conteo de Mitosis (M).

En la tabla 6, correspondiente a los EBC Lobulados, no se
obtuvieron datos significativos en ninguno de los calculos
contemplados.

En la tabla 7 correspondiente a los EBC Siringoides se
registraron datos significativos al relacionar Indice Vascular Tumoral
(IVT) con la Densidad Microvascular (DM) (0.726) y la Densidad
Microvascular (DM) con la Extension (E) (0.991) y Profundidad (P)
(0.999) tumoral. El Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (FCEV)
se correlaciond de modo significativo con la Profundidad (P) en el

desarrollo tumoral (-0.950).
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Por dultimo, en la tabla 8 correspondiente a los EBC
Desmoplasicos, se hallaron resultados altamente significativos al
relacionar al relacionar el Factor de Crecimiento Endotelial Vascular
(FCEV) con el desarrollo en Profundidad (P) del tumor (0.700). Los
restantes calculos realizados para estudiar la correlacién entre los

parametros angiogénicos, no fueron significativos.
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EBC DE TIPO SUPERFICIAL.

TABLA 1.

SUP]%\IIEFIC' (pn?ZZII 0?) (p.n?zl)jl o| ™ ((]:)(1}\144) ALY (ch) (m}r‘:nz) (mlr)nz)
104636 | 13.0£1.6 | 1.9£04 | 0072002 | 2+06 | 3+ 0 |o01£03 0102
107219 |316+27| 262050124003 | 10£14 | 3+ 0 | 03202 |02+03
93305 |37.1+32| 16203 |0234007| 5409 | 3+ | 1201 | 1+03 |03+01
174982 | 29.6+2.8 | 23+04 [0.132004| 1122 | 3+ 0o |127+21| 1201
173503 | 162+1.4 | 21203 |0.08+0.02| 202 | 3+ 0 1402 | 15202
175431 | 11241318402 |006+001| 5404 | 2+ | 1201 | 35+08 | 102
113197 | 254+25 21403 (0122002 1018 | 3+ 0 |o07+03 | 1202
120720 | 18741624205 0084003 | 3202 | 2+ | 1+02 | 1.1£04 | 0804

X (promedio) |22.9+2.1 (21204 |011£0.03 6209 | 3+ [1+0.1 [26205 |07202
Datos + ES.

AVI: Area vascular inmunomarcada.

AR: Area de referencia.

IVT: Indice vascular tumoral.

DM: Densidad microvascular (CGA: campo de gran aumento: 40x).

FCEV: Factor de crecimiento endotelial vascular.

M: mitosis (CGA: campo de gran aumento: 40x).

E: extensidon del tumor.

P: profundidad del tumor.
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TABLA 2.
EBC DE TIPO LOBULADO..

LOBUL. AVI AR DM |FCE| ™ E P
N° (um’x10?) (“m)"lo bt ©Ga) | v |cGa | (mmd (mm?)
120750 1719465 [42+08| 0414012 | 14+21 | 3+ [4+07| 24434 | 112¢16
153743 867434 |26+03| 0334009 | 12415 | 2+ [5+08| 26444 | 12419
107220 455+2.1 [15+02| 0304008 | 1242 | o+ [1+04| 14421 | s+os
174177 1706 +58 |56+08| 0304007 | 27453 | 1+ [4+08| 23439 | s+16
99984 178.9+3.6 |6.1+08| 0294007 | 1843 | 3+ |1+02| 23+28 | 35+07
104897 653426 [31+08| 0214005 | 9+18 | 2+ [1+03]| 16423 | 6+12
147824 1241432 |63+07| 0204004 | 13+12 | 2+ |53+08| 54+12 | 53+009
99645 603+25 |28+05| 0224005 | 18+28 | 3+ [1+01| 15428 | 8+17
174093 567427 [29+06| 0204003 | 11+17 | or [1+04| 30+45 | 10417
120508 1840453 [60+12| 0304008 | 20438 | 3+ [5+09| 60+73 | 37437
o B35 [eronn | 220 [ [ i e
Datos £ ES.

AVT: Area vascular inmunomarcada.

AR: Area de referencia.

IVT: Indice vascular tumoral.

DM: Densidad microvascular (CGA: campo de gran aumento: 40x).

FCEV: Factor de crecimiento endotelial vascular.

M: mitosis (CGA: campo de gran aumento: 40x).

E: extension del tumor.

P: profundidad del tumor
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TABLA 3.

EBC DE TIPO SIRINGOIDE.

SIRINSP 1DES (prﬁ;?;ll 0%) (pméfl g W ((13)(13\,{) MR (ClgA) (mlfnz) (mlr)nZ)
105041 754+28 | 25407 [ 0304004 | 9+15| 3+ | 3408 | 17434 | 6+03
104534 812427 | 224060372005 | 3203 | 3+ | 4+11 | 25+31 | 10215
155132 662+25 | 18405 0372003 | 8409 | 3+ | 1+06 | 15428 | 3+07
173686 1602+53 | 58+06 |028+004 [13+18] 3+ | 7213 | 40+43 | 10£12
125464 1805+47 | 51+07 (0354005 |4+02| 2+ | 1203 | 60+£52 | 34431
103366 668+29 | 34209 0204006 |3+02 | 3+ | 4+08 | 30428 | 9+17
174173 178.6+2.7 | 39+06 [045+005 | 9+17| 3+ | 3+02 | 04+001 | 0.8+0.01

X (promedio) lii"if) P EEET X 2-3’1"690507 7409 | 20+ | 3+07 iiﬁi(ibloj 132%.1639{

AVI: Area vascular inmunomarcada.

AR: Area de referencia.

IVT: Indice vascular tumoral.

DM: Densidad microvascular (CGA: campo de gran aumento: 40x).

FCEV: Factor de crecimiento endotelial vascular.

M: mitosis (CGA: campo de gran aumento: 40x).

E: extensidon del tumor.

P: profundidad del tumor.

Datos + ES.
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TABLA 4.

EBC DE TIPO DESMOPLASICO.

DESI;\II? e (ungll 0% (umé)ljl on| VT ((l:)cl;\,lq) HERY (clgA) (mlfnz) (mll)nz)
166931 1524449 | 70407 [ 0224006 | 1422 | 1+ | 1201 | 10+15 | 4205
186034 761427 | 344050234005 | 7213 | 2+ | 1202 | 22444 | 11£19
173607 63.1+25 | 514060124002 | 18+3 | 3+ | 1403 | 15421 | 5408
155140 1347443 | 68+06 020005 | o+14 | 3+ [ 4202 [ 24231 [ 14222
147824 2601476 | 72408 | 036+0.12 | 15432 | 3+ | 1+02 | 5058 | 6+07
120761 1511456 | 71208 [021005| o+16 | 3+ [ 5207 [ 43243 [ 25232
216562 1602432 | 53207 [ 030000 | 8x12 | 2+ 0£0 | 5£09 | 2+04
216841 65+25 |27+05 |024+005| 3x26 | 2+ | 1201 | 10£18 | 3207
107715 88.4+27 | 65406 | 0144003 | 11+15 | 3+ | 1403 | 20+ 45| 8+17
215285 134453 | 60407 |022+004| 10413 | 3+ | 3+04 | 26428 | 15424

X (promedio) 123'3 PR ET Y 0,,:2: S ill;iig_‘g |25+ | 18203 fgff’d(l);’ 3;%%6?;

Datos + ES.

AVI: Area vascular inmunomarcada.

AR: Area de referencia.

IVT: Indice vascular tumoral.

DM: Densidad microvascular (CGA: campo de gran aumento: 40x).

FCEV: Factor de crecimiento endotelial vascular.

M: mitosis (CGA: campo de gran aumento: 40x).

E: extensidon del tumor.

P: profundidad del tumor.
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ANALISIS ESTADISTICO:

Grupo 1: ECB Superficial.
Grupo 2: ECB Lobulado.
Grupo 3: ECB Siringoide.
Grupo 4: ECB Desmoplasico.

I. Para Factor VIII:

AVI: Area vascular inmunomarcada.
AR: Area de referencia.

IVT: Indice vascular tumoral.

IVT= AVI: (AR X 100)

ANOVA Table for super by Col 2

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
Between groups 37300,9 3 12433,6 6,45 0,0023
Within groups 46272,8 24 1928,03

Total (Corr.) 83573,7 27

El test de Fisher supone por hipotesis que no hay diferencia entre los
promedios de los grupos.

El valor de F = 6,45 que con un valor de P = 0,0023 resulta ser
altamente significativo y se rechaza la hipotesis de nulidad.

Multiple Range Tests for super by Col 2

Method: 95,0 percent Tukey HSD

Col 2 Count Mean Homogeneous Groups

1 22,85 X

2 10 102,68 X

3 103,133 X

4 4 106,575 X

Contrast Difference +/- Limits
1 -2 *-79,83 57,4711
1 -3 *-80,2833 65,4337
1 -4 *-83,725 74,1949
2 -3 -0,453333 62,5666
2 -4 -3,895 71,6791
3 -4 -3,44167 78,2083

* denotes a statistically significant difference.
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En el parametro AVI, se concluye que el grupo 1 (subtipo
Superficial) presenta diferencias significativas (P < 0.002) con todos
los demas. No existen diferencias entre los grupos 2, 3 y 4 que tienen
en promedio igual comportamiento.

Es decir, el tratamiento estadistico mostré diferencias
significativas (P < 0.002) en las AVI, entre grupos Superficial-

Lobulado, Superficial-Siringoide y Superficial-Desmoplasico.

B. Para IVT:

ANOVA Table for Col 5 by Col 6

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio
Between groups 0,19495 3 0,0649833 19,17
Within groups 0,0813358 24 0,00338899

Total (Corr.) 0,276286 27

Las diferencias son altamente significativas.

Tiene diferencias el 1 con el 2 y con el 3.
Tiene diferencias el 3 con el 4
El Indice Vascuar Tumoral (IVT) detectdé diferencias
significativas (p < 0.001) entre Superficial-Lobulado, Superficial-
Siringoide y Siringoide-Desmoplasico.
Multiple Range Tests for Col 5 by Col 6

Method: 95,0 percent Tukey HSD

Col 6 Count Mean Homogeneous Groups

1 8 0,11125 X

4 0,1925 XX

2 10 0,266 XX

3 0,333333 X

Contrast Difference +/-

1 -2 *-0,15475 0,076
1 -3 *-0,222083 0,086
1 -4 -0,08125 0,098
2 -3 -0,0673333 0,082
2 - 4 0,0735 0,095
3 -4 *0,140833 0,103

* denotes a statistically significant difference.
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TABLA 5.

COEFICIENTE DE CORRELACION DE PEARSON.

EBC DE TIPO SUPERFICIAL.

EBS r= IVT DM FCEV M E P
N= Signif. 0,332 0,466 0,183 0,072 -0,330
N/S N/S N/S N/S N/S
EBS r= DM FCEV M IVT E P
N= Signif. 0,327 -0,365 0,332 0,494 -0,023
N/S N/S N/S N/S N/S
EBS r= FCEV DM IVT M E P
N= Signif 0,327 0,466 -0,745 0,036 -0,205
N/S N/S A/S N/S N/S

IVT: Indice Vacular Tumoral

DM: Densidad Microvascular (CGA 400X)

FCEV: Factor de Crecimiento Endotelial Vascular.

M: Mitosis (CGA 400 X)

E: Extension tumoral

P: Profundidad tumoral

r: Coeficiente de Correlacion de Pearson

Se obtuvieron

Crecimiento Vascular (FCEV) con conteo mitético (M).

resultados significativos al comparar Factor de
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TABLA 6.

COEFICIENTE DE CORRELACION DE PEARSON.

EBC DE TIPO LOBULADO.

EBL r= IVT DM FCEV M E P
N=10 Signif. 0,232 0,267 0,379 0,349 0,136
N/S N/S N/S N/S N/S
EBL r= DM FCEV M IVT E P
N=10 Signif. 0,214 0,263 0,232 0,135 -0,062
N/S N/S N/S N/S N/S
EBL r= FCEV DM IVT M E P
N=10 Signif. 0,214 0,267 0,274 0,229 0,320
N/S N/S N/S N/S N/S

IVT: Indice Vacular Tumoral

DM: Densidad Microvascular (CGA 400X)

FCEV: Factor deCrecimiento Endotelial Vascular.

M: Mitosis (CGA 400 X)

E: Extension tumoral

P: Profundidad tumoral

r: Coeficiente de Correlacion de Pearson

No se obtuvieron resultados significativos en este grupo
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TABLA 7.

COEFICIENTE DE CORRELACION DE PEARSON.

EBC DE TIPO SIRINGOIDE.

EBSIR. r= IVT DM FCEV M E P
N= Signif. 0,726 -0,103 -0,418 -0,033 0,182
A/S N/S N/S N/S N/S
EBSIR r= DM FCEV M IVT E P
N= Signif. 0,174 -0,164 0,726 0,991 0,999
N/S N/S A/S A/S A/S
EBSIR r= FCEV DM IVT M E P
N=7 Signif. 0,317 -0,103 0,490 -0,760 -0,950
N/S N/S N/S N/S A/S

IVT: Indice Vacular Tumoral

DM: Densidad Microvascular (CGA 400X)

FCEV: Factor de Crecimiento Endotelial Vascular.

M: Mitosis (CGA 400 X)

E: Extension tumoral

P: Profundidad tumoral

r: Coeficiente de Correlacion de Pearson

Se encontraron datos significativos al confrontar el Indice

Vacular Tumoral (IVT) con la Densidad Microvascular (DM). La

Densidad Microvascular (DM) con la Extension tumoral(E) y la

Profundidad tumoral (P). El Factor de Crecimiento Endotelial
Vascular (FCEV) con la Profundidad tumoral (P).
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TABLA 8.

COEFICIENTE DE CORRELACION DE PEARSON.

EBC DE TIPO DESMOPLASICO.

EBD r= IVT DM FCEV M E P
N=10 Signif. -0,19 -0,204 -0,181 -0,331 -0,174
N/S N/S N/S N/S N/S
EBD r= DM FCEV M IVT E P
N=10 Signif. 0,111 -0,212 -0,16 0,014 -0,428
N/S N/S N/S N/S N/S
EBD r= FCEV DM IVT M E P
N=10 Signif. 0,045 -0,204 -0,485 0,600 0,700
N/S N/S N/S N/S A/S

IVT: Indice Vacular Tumoral

DM: Densidad Microvascular (CGA 400X)

FCEV: Factor de Crecimiento Endotelial Vascular.

M: Mitosis (CGA 400 X)

E: Extension tumoral

P: Profundidad tumoral

r: Coeficiente de Correlacion de Pearson

Se encontraron datos significativos al confrontar el Factor de

Crecimiento Endotelial Vascular (FCEV) con la Profundidad tumoral

(P).
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Numerosos autores han evaluado parametros diversos a fin de
analizar la angiogénesis en diferentes neoplasias. En nuestro estudio
hemos analizado el Indice de Vascularizacion Tumoral (IVT) de los
diferentes subtipos de EBC: Superficial, Lobulado, Siringoide vy
Desmoplasico, y la Densidad Microvascular (DM), mediante
inmunomarcadores como el Factor VIII (marcador de células
endoteliales) y entre los factores de angiogénesis, se eligié el Factor
de Crecimiento Endotelial Vascular (VEFG). Nuestros datos
mostraron que el Indice de Vascularizacion Tumoral (IVT) para
Factor VIII, se correlaciond con la Densidad Microvascular (DM), las
Mitosis (M), la Extension (E) y la Profundidad (P) del tumor,
hallandose valores significativamente (p < 0.001) elevados en los
subtipos Lobulado, Siringoide y Desmoplasico respecto al subtipo
Superficial.

La expresidon del Factor de Crecimiento Endotelial Vascular
(FCEV) presentd altos valores para los subtipos Superficial vy
Siringoide. Distintos trabajos se han dedicado a su estudio tanto en
patologias benignas como malignas, comunicandose datos
interesantes sobre microvasculatura, factores angiogénicos y su
relacion con el prondstico tumoral, que permitirian una comparacién
con nuestros resultados en los diferentes subtipos de EBC
analizados. Se han comunicado significativos cambios en los diversos

parametros angiogénicos en correlacién con el prondstico clinico en

Pagina 67 de 111



ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO MORFOMETRICO DE LA ANGIOGENESIS EN LOS DIFERENTES
SUBTIPOS DE EPITELIOMA BASOCELULAR.

distintos tipos de neoplasias, como por ejemplo en melanomas y
tumores de mama.

Al intentar establecer en qué momento de la progresion
tumoral del melanoma se induce la proliferacion de nuevos vasos
sanguineos, diversos estudios analizaron melanomas cutaneos
incipientes (con un espesor menor o igual a 1 mm), mostrando que la
capacidad de induccién de la angiogénesis es adquirida por los
mismos al pasar de la fase radial a la vertical, y que el desarrollo de
dicha capacidad podria ser un paso decisivo en la adquisicion del
fenotipo metastasico en el melanoma cutaneo (Strivastava y col.,
1986; Marcoval Caus y col, 1999).

La vascularizacién fue un factor independiente y de importante
pronodstico en 9 trabajos con 695 pacientes, que estudiaron
melanomas coroidal y de los cuerpos ciliares invasores (Fox, 2001).
Uno de los trabajos que merece comentarse es el de Neitzel y Neitzel
(1999), que demostrd la correlacién entre angiogénesis y presencia
simultdnea de metdstasis en melanoma, con la observaciéon de que
los pacientes con metastasis a distancia tienen mayor vascularizacién
gue los casos con metastasis ganglionar, planteando la necesidad de
efectuar estudios prospectivos para determinar si un numero
determinado de vasos actuaria como indicador de la presencia de
metdastasis oculta, lo cual permitiria ubicar a estos pacientes en

guimioterapia adyuvante y linfadenectomia. En otro estudio, la

Pagina 68 de 111



ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO MORFOMETRICO DE LA ANGIOGENESIS EN LOS DIFERENTES
SUBTIPOS DE EPITELIOMA BASOCELULAR.

expresion de FCEV-C, que posee alta especificidad por el endotelio
linfatico, se relaciond con Ila linfangiogénesis tumoral y la
diseminacion linfatica metastasica. Por consiguiente, se correlaciond
con la presencia de metdstasis de melanoma en ganglios linfaticos,
sugiriendo que la expresion de FCEV-C en melanoma primario
cutdneo podria ser predictiva de diseminacion ganglionar
(Schietroma, 2003). Otros autores analizaron distintos estadios de
melanoma y concluyeron que la expresion de FCEV en melanomas de
1.5 a 3 mm de espesor, podria ser considerada un factor prondstico
desfavorable por estar asociados a metdastasis (Redondo, 2003). Se
constatd alta positividad (77%) para FCEV en melanomas invasores,
baja positividad (25%) para melanomas in situ , y ausencia de
reactividad en nevus melanociticos benignos, nevus de Spitz vy
displasicos (Simonetti y Lucarini, 2002). Su sobreexpresion ademas
promovid la aceleracién en el crecimiento tumoral, el aumento de la
angiogénesis y la formacion de metastasis (Graells, 2004). También
se hablo acerca de diferentes expresiones de isoformas A de FCEV en
diferentes estadios de progresién de melanomas, produciéndose
mas en la fase de crecimiento vertical que en la horizontal. A su vez,
las metastasis ganglionares produjeron los niveles mas altos de FCEV
121 y FCEV 165, pero no FCEV 189, sugiriendo que la formas soluble
de FCEV-A podria ser un factor importante en las metastasis de

melanoma en los ganglios regionales (Gorskhi, 2003). Nuestros
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resultados, al ser comparados con lo comunicado en FCEV de
melanomas, no reflejaron una correlacion con el estadio de
crecimiento tumoral.

La expresidon del Factor de Crecimiento Endotelial Vascular
(FCEV) en las células tumorales del Carcinoma in situ de mama
(CDIS) fue mayor respecto al tejido benigno ductal o lobular
adyacente, y podria asociarse significativamente con el grado de
vascularizacion, lo cual sugirid que el FCEV actuaria como un factor
angiogénico importante en la neovascularizacion relacionada con el
CDIS mamario (Guidi y Schnitt, 1997). EI FCEV se expres6 mas
frecuentemente en las areas tumorales que en las no tumorales y
cada expresion se correlacion6 con el area de angiogénesis de
potencial metastatico, aunque no se observd diferencia significativa
en la expresion de FCEV entre tumores con o sin metdastasis
ganglionares (Keisei y Morisaki, 1996).

En el cdncer mamario invasor, la angiogénesis puede ser un
predictor independiente de metdastasis axilares, a distancia o de
ambas. El conteo vascular podria ser valido entonces para
seleccionar pacientes con cancer mamario temprano, a fin de ser
incluidos en tratamientos mas agresivos (Weidner y Semple, 1991).

En 46 publicaciones sobre angiogénesis con 7345 pacientes en
total, usando marcadores para Factor VIII, CD31, CD34, integrinas,

CD105, FVI, se comunicaron resultados en estadios I y II de la
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enfermedad y con un seguimiento de 2 a 16 afos. Todos los estudios
fueron retrospectivos, de los cuales 31 de 41 estudios presentaron un
periodo libre de enfermedad y 23 de 30 estudios con supervivencia
total, encontrandose una asociacion estadistica entre el conteo
vascular y las metastasis (Fox, 2001).

Entre los factores proangiogénicos el mas estudiado es el FCEV.
En 12 estudios, incluyendo 3688 pacientes, se demostrd la asociacion
entre FCEV y cancer de mama. Inclusive en estudios recientes, se ha
demostrado que no sélo posee valor prondstico sino que predeciria el
sitio anatdmico de recurrencia. Las pacientes que desarrollaron
metdstasis cerebrales, viscerales y de partes blandas, tenian un
contenido significativamente alto de FCEV, con respecto a aquéllas
gue presentaron recurrencias 6seas. Ocho estudios retrospectivos de
1649 casos mostraron la asociacién entre timidina fosforilasa y un
periodo libre de enfermedad o supervivencia. La mayoria de los
estudios encontraron que el FCEV tendria valor prondstico en el
subgrupo de pacientes tratadas con terapia adyuvante, y que estaria
directamente relacionado con la efectividad de la terapia porque
activaria una de las prodrogas utilizadas (Fox, 2001). También se
intentd relacionar lesiones hiperplasicas mamarias con aumento de la
vascularizacion y riesgo de transformacion neoplasica (Brem y col.,

1978).
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Otro tipo tumoral en el que se comunicd informacién sobre el
valor pronédstico de la vascularizacidon es el cancer de pulmoén
(descartando el de pequefas células). Se analizaron 14 estudios, en
los que se estudiaron 2450 pacientes con marcacion del Factor VIII,
CD31 y CD34, con un seguimiento de 2 a 8 afios. De 14 estudios, 10
resultaron positivos en términos de supervivencia total, incluyendo 7
de 8 con analisis multivariado (Fox, 2001).

En el cancer de préstata, se realizaron 4 estudios con 516
pacientes en los que se encontrd correlacién entre vascularizacién y
pronostico (Fox, 2001). Un trabajo interesante es el de Garcia y
Taylor (2000), donde se observé que dentro del cancer prostatico las
paredes de las arterias nativas poseen marcada hipercelularidad de la
media, inclusive con ocasional aumento de la fibrosis con hialinizacién
focal de la adventicia en los vasos asociados al tumor. La primera
caracteristica, cuando estuvo presente, puede predecir un estadio T3,
asociandose a un Gleason grado 4.

Por otra parte, se observd que el Factor tisular (FT) se relaciond
con el desvio angiogénico al promover la liberacidon de factores como
Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (FCEV) e inhibir a otros
como la trombospondina 2. En esta ocasion, el 73% de los tumores
estudiados expresaron altos niveles de FT en el epitelio glandular
atipico, asimismo el FT se correlaciond con la densidad vascular y con

el nivel sérico del antigeno prostatico acido (PSA) preoperatorio,
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sugiriendo un rol en la regulacion de la progresién del cancer
prostatico y angiogénesis (Abdulkadir y Carbalhal, 2000).

Otros grupos de trabajos han encontrado resultados
contradictorios relacionados con el carcinoma papilar de tiroides,
donde se observd que la angiogénesis fue importante para el
desarrollo y mantenimiento de los carcinomas papilares, aunque no
se lo identificé como un factor prondstico independiente. Este estudio
indicaria simplemente que el aumento de la angiogénesis no es
necesario para el desarrollo de estos tumores, ya que es sabido que
se diseminan preferentemente por via linfatica, tal como sucede con
el cancer de colon. Por lo tanto, no seria indicador prondstico en este
tipo de tumores (Weidner, 2000; Akslen y Livolsi, 2000). No se han
obtenido los mismos resultados en el carcinoma medular de tiroides,
donde la densidad vascular si fue predictiva de su evolucion
(Fontanini y Viganati, 1996). Se observé que la expresién de niveles
de FCEV en tumores malignos tirodeos fue a menudo mas alta que en
tejidos normales o en tumores menos agresivos. La expresion fue
mayor en las células que cubren estructuras papilares que en las que
forman foliculos, lo cual sugeriria que los tipos histologicos de
tumores tiroideos pueden determinar el patrén vascular a través de
un mecanismo paracrino que involucraria al Factor de Crecimiento
Endotelial Vascular (FCEV). La expresion del mismo aumentaria

ademas en carcinomas indiferenciados, concomitantes con focos de
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necrosis en forma similar a lo que sucede en neoplasias del sistema
nervioso central, lo cual representaria un evento importante en la
transicion de tumores de bajo a alto grado (Riohei, 1999).

Se ha observado que la progresion anaplasica de los
astrocitomas, oligodendrogliomas y ependimomas es anunciada por
peqguenas zonas de expresion de células inmunomarcadas con FCEV y
proliferacion vascular temprana, seguida por una fase acelerada de
angiogénesis estrechamente relacionada con induccién de FCEV
alrededor de areas de necrosis y expresion de receptores de FCEV en
la vasculatura tumoral (Chan, 1998).

El carcinoma renal se caracteriza naturalmente por su
abundante vascularizacion y se ha demostrado que sobreexpresa
FCEV a nivel de ARN mensajero y ribosomico (Guangbin, 2001).

En un estudio con sobreexpresién de FCEV en Epiteliomas
Espinocelulares vy Epiteliomas basocelulares de cabeza y cuello, se
encontrd una relacidn estadistica significativa entre la expresion de
FCEV en los epiteliomas espinocelulares y el grado de diferenciacién
tumoral, no halldndose wuna relacién con otras variables
clinicopatoldgicas como son la profundidad de invasion y el tamano
tumoral. En los EBC,se comunicd que los tumores se inmunomarcaron
predominantemente sobre su borde invasor, no observandose

asociacion con ninguna variable clinicopatolégica como el tamafo

Pagina 74 de 111



ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO MORFOMETRICO DE LA ANGIOGENESIS EN LOS DIFERENTES
SUBTIPOS DE EPITELIOMA BASOCELULAR.

tumoral, el subtipo histologico o el tiempo de evolucion tumoral
(Bowden y col., 2002).

Otro trabajo comparativo mostré un mayor incremento de la
vascularizacion y un aumento de niveles de FCEV en carcinomas
epidermoides con respecto a epiteliomas basocelulares, sugiriendo el
posible rol de la angiogénesis como determinante de la conducta
bioldgica mas agresiva del primer tipo de tumores (Loggini y col.,
2003).

Por lo expuesto, los resultados de valoracion de los factores
angiogénicos resultaron variables segun el tipo tumoral y el estadio
de evolucion. Es por ello, que se eligié valorar el desarrollo del
proceso de angiogénesis en los EBC mediante el analisis de sus
promotores como el Factor de Crecimiento Endotelial Vascular
(FCEV) o por su expresion morfoldogica mediante el Indice de
Vascularizacion Tumoral (IVT) con el marcador endotelial
denominado Factor VIII. La ventaja del método morfoldgico es que
permite apreciar topograficamente el lecho vascular neoformado vy
valorar el area peritumoral.

En nuestra casuistica, se observaron variaciones del Indice de
Vascularizacion Tumoral (IVT) para Factor VIII aplicado a cada
subtipo de EBC. El IVT mostrd descenso significativo (p < 0.001) en
el subtipo Superficial respecto a los subtipos de EBC Lobulado,

Siringoide y Desmoplasico. Llama la atencidon el no haber encontrado
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valores mas altos de IVT en el caso de los Desmoplasicos, dada su
naturaleza mas agresiva pero quizas la explicacion resida en la
abundante cantidad de tejido conectivo denso intercalar caracteristico
de esta lesiéon. El Factor de Crecimiento Endotelial Vascular
(FCEV) mostré las mas altas inmunomarcaciones en los subtipos
Superficial y Siringoide Es de remarcar, la mayor positividad en la
empalizada periférica tumoral, fendmeno observado con mayor
claridad en los subtipos Superficial y Lobulado, aparente frente de
expansion de la neoplasia en desarrollo. Esto nos hablaria no tanto de
agresividad tumoral, sino de un tumor en estadio incipiente,
preparandose para una etapa de crecimiento y de invasion posterior,
con posible evolucién hacia cualquiera de los subtipos estudiados.

Si bien el conteo mitdtico no seria un indice categdérico en los
EBC, dado que son tumores con amplia actividad mitotica per se, se
observd correlacidn entre conteo de Mitosis elevado en los subtipos
Lobulado y Siringoide. Con respecto al tamafo, se hall6 mayor
Extension y desarrollo en Profundidad en los subtipos Lobulado,
Siringoide y Desmoplasico, con muy bajos valores en el subtipo
Superficial.

En nuestro resultados, la aplicacién del Coeficiente de
Correlacion de Pearson permitid inferir una relacion entre el Factor
de Crecimiento Endotelial Vascular (FCEV) y el conteo de Mitosis

para el EBC Superficial, tumor relacionado en parrafos anteriores con

Pagina 76 de 111



ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO MORFOMETRICO DE LA ANGIOGENESIS EN LOS DIFERENTES
SUBTIPOS DE EPITELIOMA BASOCELULAR.

alto indice de marcacion para FCEV. También se demostrd
correlacion entre los valores de FCEV para los EBC Siringoides y
Desmoplasicos con la Profundidad (P) del tumor. Estos ultimos datos
nos permitirian relacionar el FCEV con el tamafo tumoral y, en el
caso de los Superficiales con un momento de crecimiento activo.

En algunos de nuestros casos se observaron lesiones asociadas
con mastocitos y linfocitos estromales, resultando de interés ya que
jugarian un rol activo en la angiogénesis de los EBC a través de la
produccién de FCEV, IL-8 y RANTES, al haber correlacion significativa
entre células FCEV positivas y conteo de microvasos. También se
demostré que los linfocitos T memoria son la poblacién linfocitaria
predominante en estos casos, y habitualmente fueron vistos cerca de
los mastocitos sugiriendo la posibilidad de activacion por contacto
directo de los mismos (Aoki y col., 2003).

En conclusién, de lo expuesto se deduce que el Factor VIII fue
muy eficaz para calcular y analizar el Area Vascular Inmunomarcada
(AVI), la Densidad Microvascular (DMV) y el Indice Vascular
Tumoral (IVT), obteniéndose los valores mas altos en los subtipos
Lobulado, Siringoide y Desmoplasico, que demostraron ademas un
desarrollo mas amplio en Extensidon y Profundidad.

Por otra parte, el Factor de Crecimiento Endotelial Vascular
(FCEV) se expande en el area tumoral con altos valores en los

subtipos Superficial y Siringoide, no permitiendo inferir un
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pronostico de mayor agresividad en la conducta bioldgica de los EBC,

respecto a lo comunicado en carcinomas, melanomas y epiteliomas

espinocelulares.
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1. El crecimiento tumoral seria angiogénesis-
dependiente. La angiogénesis esta regulada normalmente por
numerosos factores proangiogénicos que estimulan el crecimiento
tumoral. La neovascularizacion promueve el crecimiento porque
aporta nutrientes, oxigeno y factores de crecimiento proangiogénicos
paracrinos a las células tumorales tales como: el Factor de
Crecimiento Insulino-simil (IGF-1), el Factor de Crecimiento
Fibroblastico (FCF-2) y el Factor de Crecimiento Endotelial Vascular
(FCEV). En las neoplasias, los cambios agudos en el flujo sanguineo
son regulados en respuesta a las necesidades tisulares por cambios
en la perfusién tisular que determinan el crecimiento de nuevos vasos
sanguineos o su regresion. Para que los tumores crezcan, las células
no solo deben proliferar, sino que el tejido colindante, propio del
huésped, debe aportar nuevos vasos sanguineos al area peritumoral.

2. Los parametros histométricos analizados nos
permitieron aportar datos al proceso de angiogénesis en los
diferentes subtipos de EBC, mediante técnicas de microscopia 6ptica,
aplicando  histoquimica e inmunohistoquimica  morfométrica
(videomicroscopia).

3. El Indice Vascular Tumoral (IVT) para el Factor VIII,
obtenido al relacionar el Area Vascular Inmunomarcada (AVI) y el
Area de Referencia (AR), mostré un descenso significativo (p <

0.001) en el subtipo Superficial respecto a los subtipos Lobulado,
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Siringoide y Desmoplasico. Llama la atencidon el no haber encontrado
valores mas altos de IVT en el caso de los Desmoplasicos, dada su
naturaleza mas agresiva, pero quizas la explicacion resida en la
abundante cantidad de tejido conectivo denso intercalar propio de
esta lesion.

4. La Densidad Microvascular (DM) mostré ascenso
significativo (p < 0.01) en los subtipos Lobulado y Desmoplasico
respecto a los subtipos restantes.

5. El Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (FCEV)
mostré las mas altas inmunomarcaciones en los subtipos
Superficial y Siringoide. Se hall6 mayor positividad en la
empalizada periférica tumoral, caracteristica de los EBC Superficiales,
aparente frente de expansion de la neoplasia en desarrollo. Esto no
indicaria agresividad tumoral, sino un tumor en estadio incipiente,
preparandose para una etapa de crecimiento.

6. Las Mitosis (M) mostraron un incremento no significativo
en los subtipos Lobulado, Siringoide y Desmoplasico respecto al
Supefficial.

7. La Extension (E) y la Profundidad (P) tumoral
presentaron un aumento significativo (p < 0.001) en los
subtipos Lobulado, Siringoide y Desmoplasico, con muy bajos valores

en el Supefrficial.
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8. El Coeficiente de Correlacion de Pearson mostro datos
significativos al relacionar el Indice Vascular Tumoral (IVT) con la
Densidad Microvascular (DM) (0.726); la Densidad Microvascular
(DM) con la Extension (E) (0.991) y la Profundidad del tumor (P)
(0.999) para el subtipo Siringoide. También se correlacioné el Factor
de Crecimiento Endotelial Vascular (FCEV) con las Mitosis (M) (-
0.745) en el caso de los EBC Superficiales y con la Profundidad (P)
del tumor en el caso de los EBC Siringoides (-0.950) y Desmoplasicos
(0.700).

9. De lo expuesto se deduce que el Factor VIII fue muy
eficaz para analizar e/ Area Vascular Inmunomarcada (AVI) y el
Indice Vascular Tumoral (IVT), obteniéndose los valores mas altos en
los subtipos Lobulado, Siringoide y Desmoplasico, en concordancia
con varias de las publicaciones en las que el IVT se relaciond con
estadios tumorales mas avanzados.

10. El Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (FCEV)
se expande en el area tumoral con altos valores en los subtipos
Superficial y Siringoide, no permitiendo inferir un prondstico de
mayor agresividad en la conducta biolégica de los EBC, respecto a lo
comunicado en carcinomas, melanomas y epiteliomas

espinocelulares.
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1. INTRODUCCION:

El Epitelioma (Carcinoma) Basocelular (EBC) es una neoplasia
epitelial maligna de la piel que se localiza con frecuencia en las areas
de exposicion solar, siendo el cancer mas comun en el ser humano.
Junto con el carcinoma epidermoide abarcan el 90 % de los tumores
cutaneos malignos con una relacién de 5:1 del EBC con respecto al
epidermoide. La exposicion solar tiene capital importancia en la
histogénesis del EBC, presentando un efecto radiante acumulativo. La
relacion causa-efecto (radiacién solar / EBC) justifica la ubicacién
preferencial del EBC en areas expuestas: en un 80% se presenta en
la zona de cabeza y cuello, mientras que en un 15% en hombros,
espalda y pecho.

El EBC muestra una amplia variabilidad citomorfoldgica; no
obstante se refieren caracteristicas comiUnmente observadas, con
algun predominio alternante segun el subtipo observado, a saber:

1-Agregados de células basaloides formando estructuras de
distinto tamafio y forma.

2-Células de nucleo algo alongado dispuestos en la periferia de
los agregados conformando dibujos en empalizada.

3-Estroma con abundantes mucopolisacaridos o en otros casos,
desmoplasia significativa.

4-Clivaje  periepitelial debido a la acumulacién de

mucopolisacaridos.
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5-Cantidad variable de infiltrado inflamatorio constituido
habitualmente por linfocitos T colaboradores.

6-En lineas generales, predominio del componente epitelial
sobre el estromal.

Es evidente que a los fines practicos es conveniente acotar las
variantes, y es asi que para el presente estudio consideramos los
principales subtipos siguientes:

1. Superficial o pagetoide: pequenas islas de tejido tumoral,
gue representan algo asi como un facsimil de un brote germinal
folicular en conexién con la superficie epidérmica, y habitualmente,
relegadas a la dermis superficial.

2. Lobulado-quistico: corresponde al 70% de los casos,
presentando células tumorales que se disponen en islas o lobulos de
aspecto geografico, con empalizada periférica.

3. Siringoide o infiltrante: elongadas ramificaciones
tumorales que infiltran el tejido conectivo colindante, siguiendo un
patrén reticular, con mucina estromal muchas veces prominente. Este
patréon es bastante infrecuente en forma pura, pudiendo ocurrir con
mas frecuencia asociado a las formas sélidas.

4. Desmoplasico o esclerodermiforme: pequefias islas vy
elongados regueros de células tumorales embebidos en abundante

tejido conectivo denso.
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El proceso de angiogénesis comprende la formacion de nuevos
vasos sanguineos a partir del lecho vascular preexistente,
normalmente suprimida y observable sélo en forma fisioldgica vy
temporariamente durante la reproduccidon, desarrollo embrionario y
cicatrizacion. La angiogénesis sostenida se observa en enfermedades
como diabetes, psoriasis y artritis reumatoidea, siendo esencial para
el crecimiento tumoral y el desarrollo de metastasis.

Los promotores e inhibidores angiogénicos pueden originarse de
células neoplasicas, que a su vez pueden reclutar células
inflamatorias como macroéfagos, plaquetas y mastocitos, ambos ricos
suministros de factores angiogénicos y citoquinas, o liberar factores
de crecimiento o sus receptores reclutados de la matriz extracelular.
La produccidon de la neovascularizacion es un proceso complejo en
multiples pasos. Las células endoteliales tienen una conducta
“invasora” en base a la secrecién de colagenasas, uroquinasas y
factor activador del plasminégeno, enzimas que a su vez facilitan la
diseminacion de las células neoplasicas a través del estroma y de los
vasos colindantes. Tal es asi, que se han hallado niveles elevados de
activador-inhibidor-1 plasminégeno y activador de plasmindgeno
uroquinasa, en asociacién con un mal prondstico. Los pequefios vasos
neoformados inicialmente se mueven como una cuerda soélida hacia el
tumor, pero mas tarde se desarrollan espacios inter e intracelulares

que forman la luz vascular, y finalmente los vasos se anastomosan
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para formar una malla vascular nueva. Hay que recordar que las
células endoteliales, en ausencia de los factores de supervivencia,
sufririan apoptosis. Ellos son: Factor de Crecimiento Endotelial
Vascular (FCEV), angiopoyetina I, integrinas, fibronectina vy
fibrindgeno. El anadlisis de la angiogénesis tumoral en los distinos
subtipos de EBC puede ser abordado mediante el uso de marcadores
inmunohistoquimicos de la angiogénesis. Este fendmeno ha sido
estudiado en la actualidad en un numero creciente de neoplasias,
considerando las posibilidades futuras de desarrollar terapéuticas
especificas que regulen el sustento nutricio de la masa celular en
crecimiento.

1. OBJETIVOS GENERALES.

Efectuar un aporte al conocimiento del proceso de angiogénesis
en los diferentes subtipos de EBC, analizando la relacion entre los
diferentes parametros angiogénicos mediante técnicas
inmunohistoquimicas morfométricas con marcadores especificos.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

2.1 Estudiar el proceso de angiogénesis tumoral en los
diferentes subtipos histopatoldgicos de EBC: Superficial, Lobulado,
Siringoide y Desmoplasico, mediante microscopia Jdptica, aplicando
técnicas de rutina, histogquimicas e inmunohistogquimicas

morfométricas.
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2.2 Analizar los valores del Indice de Vascularizacion
Tumoral (ITV) de los diferentes subtipos de EBC, por medio de los
parametros del Area Vascular Inmunomarcada (AVI) y del Area de
Referencia (AR), considerando que IVT = AVI : AR x 100, utilizando
marcadores inmunohistoquimicos: el FACTOR VIII (marcador de
células endoteliales) y el FACTOR DE CRECIMIENTO ENDOTELIAL
VASCULAR (FCEV ) que marca las células tumorales, los vasos
sanguineos, el infiltrado inflamatorio estromal y las células
epidérmicas.

2.3 Detectar posibles cambios histopatolégicos en las
areas vasculares intra y peri tumorales en los diferentes subtipos de
EBC.

2.4 Correlacionar los parametros de /a Densidad
Microvascular (DM), Mitosis (M), Extension (E) del tumor vy
Profundidad (P) del tumor, con los marcadores inmunohistoquimicos
(Factor VIII y FCEV) en los diferentes subtipos de EBC.

2.5 Analizar la conducta bioldgica de los EBC Superficial,
Lobulado, Siringoide y Desmoplasico para evaluar el proceso de
angiogénesis, a través de los parametros enunciados.

3. MATERIAL Y METODOS

Se disefid un estudio de 35 piezas operatorias con reseccion

completa, en pacientes de ambos sexos, de los grupos etareos mas

expuestos a la radiacién solar y provenientes de Institutos Privados.
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Fueron diagnosticadas considerando los distintos subtipos clasicos de
EBC: Superficial: 8, Lobulado: 10, Siringoide: 7 y Desmoplasico: 10.

El trabajo inmunohistoquimico morfométrico fue realizado en la
Catedra B de Citologia, Histologia y Embriologia de la Facultad de
Ciencias Médicas de la UNLP que cuenta con laboratorios de técnica
histolégica y un analizador de imagenes mediante videomicroscopia
(Imaging Technology, programa Optimas 5.2).

Se procedid a evaluar el INDICE DE VASCULARIZACION
TUMORAL (IVT) de los diferentes subtipos de EBC, utilizando los
marcadores inmunohistoquimicos: el FACTOR VIII (marcador
endotelial) y el FACTOR DE CRECIMIENTO ENDOTELIAL VASCULAR
(FCEV). Se correlaciond con los parametros de la Densidad
Microvascular (DM), Mitosis (M), Extension (E) y Profundidad (P)
del tumor. Se tomaron como controles de cada subtipo muestras de
piel sanas, correspondientes a bordes de seccion libres de neoplasia

de la pieza quirurgica considerada.

METODOLOGIA APLICADA:

1. Técnicas de microscopia dptica:
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Las muestras fueron fijadas en formol tamponado, incluidas en
parafina y cortadas con microtomos de deslizamiento a un espesor de
4 um. Para procedimientos de rutina, fueron coloreadas con
hematoxilina-eosina, usandose para coloraciones especiales:
tricromicos, reticulina, PAS, van Gieson, alcian blue, para determinar

cambios estromales.

2. Técnicas de inmunohistoquimica:(Coénsole y col., 2001).

Se eligid el Factor VIII como marcador de células endoteliales
y entre los factores de angiogénesis, se eligid6 el Factor de
Crecimiento Endotelial Vascular (FCEV) que marca las células
tumorales, los vasos sanguineos, el infiltrado inflamatorio estromal y
las células epidérmicas. En una explicacidon breve, las muestras de
piel de 4 ym de espesor fueron obtenidas a diferentes niveles de los
tacos de parafina. Los cortes histolégicos fueron inmunomarcados
mediante incubacion por 1 hora a temperatura ambiente, con
anticuerpo primario anti- Factor VIII / anti- Factor de Crecimiento
Endotelial (FCEV) (humano, Dako, CA, USA), diluido 1:100. Luego,
los cortes fueron tratados con un sistema EnVision (Dako, CA, USA).
El cromogeno sensible al perdxido fue la diaminobenzidina. En todos
los casos, la especificidad del antisuero primario fue monitoreada
observando la habilidad para bloquear la reaccién inmunocitoquimica

después de una preabsorcién con un exceso del antigeno relacionado
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o mediante su reemplazo con suero normal de conejo o solucidn

salina-buffer.

3. Técnicas de morfometria: (Console y col., 1999; 2002).

Se identificaron las areas de vascularizacion a menor aumento
(objetivo 4x) y se tomaron un numero suficiente de muestras
(minimo de 10 campos de obj x 25) por preparado, midiéndose en
dos niveles (a y b) por tacos representativos de la lesion en cada
paciente. Se utilizd un método computarizado de videomicroscopia
(Analizador de Imagenes Imaging Technology, programa Optimas
5.2). El Macro preparado a tal fin, estd disefado para analizar las
areas vasculares inmunomarcadas sacando el “background o fondo”
en forma automatica. Se calculdé el nimero de vasos sanguineos
inmunomarcados positivamente o Densidad Microvascular (DM), asi
como las dreas y perimetros individuales y el Area Vascular
Inmunomarcada (AVI). Esto permitié6 establecer un Indice Vascular
Tumoral (IVT) = £ AVI/RA), siendo ¥ = sumatoria y RA el Area de
Referencia.

4. Tratamiento estadistico:

Los datos en cada parametro evaluado (ver Tablas: media de
un minimo de 10 campos con obj x 25 y de los niveles de corte a y b)
fueron expresados como promedios * ES (calculados

automaticamente por el analizador de imdagenes). Los mismos se
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analizaron mediante un Test ANOVA para comparaciones multiples y
un test de Fischer. Ademas, se aplicé el Coeficiente de Correlacion de

Pearson.

4. RESULTADOS:

En la tabla 1 pueden apreciarse los datos obtenidos en los EBC
de Tipo Superficial, consignandose los valores promedio (+ ES) de
las mediciones efectuadas.

De acuerdo al tratamiento estadistico de los datos (+ ES) en el
parametro Area Vascular Inmunomarcada (AVI) con el Factor VIII,
se detectd un descenso significativo (p < 0.002) en el subtipo
Superficial respecto a los subtipos Lobulado, Siringoide y
Desmoplasico. No se hallaron diferencias significativas entre los
grupos 2, 3 y 4 que corresponden a los EBC Lobulado, Siringoide y
Desmoplasico respectivamente, que presentaron en promedio igual
comportamiento.

El Indice Vascular Tumoral (IVT) con el Factor VIII registrd
un descenso significativo (p <0.001) en el subtipo Superficial
respecto a los subtipos Lobulado, Siringoide y Desmoplasico.
Hubo menores valores en el Desmoplasico respecto a los subtipos
Lobulado y Siringoide.

La Densidad Microvascular (DM) con Factor VIII mostrd un

descenso significativo (p < 0.01) en el subtipo Superficial respecto

Pagina 101 de 111



ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO MORFOMETRICO DE LA ANGIOGENESIS EN LOS DIFERENTES
SUBTIPOS DE EPITELIOMA BASOCELULAR.

a los subtipos Lobulado y Desmoplasico, no hallandose
diferencias significativas con el subtipo Siringoide.

Respecto a la inmunomarcacién con el Factor de Crecimiento
Endotelial Vascular (FCEV), el subtipo Superficial registré un
promedio de 3 +, en una escala de 0 a 3 de inmunomarcacién
intratumoral, con mayor reaccibn a nivel de la empalizada
peritumoral, los vasos sanguineos, el infiltrado inflamatorio estromal
y las células epidérmicas (fig.5). El valor promedio de FCEV para el
subtipo Superficial resulté ser el mas alto de los distintos subtipos
en estudio, mostrando incremento no significativo con el subtipo
Desmoplasico y Lobulado. No existieron practicamente diferencias
con el subtipo Siringoide.

Los datos de Mitosis (M) mostraron un descenso no
significativo en el subtipo Superficial respecto los subtipos
Lobulado, Siringoide y Desmoplasico.

Ademas, se halld disminucién significativa (p < 0.001) en la
Extension (E) y desarrollo en Profundidad (P) en el subtipo
Superficial al compararlo con los subtipos Lobulado, Siringoide y
Desmoplasico.

En la tabla 2 pueden apreciarse los datos obtenidos en los EBC
de Tipo Lobulado, consignandose los valores (+ ES) promedio de

las mediciones realizadas.
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El tratamiento estadistico de los datos (+ ES) del parametro
Area Vascular Inmunomarcada (AVI) con el Factor VIII para el
subtipo Lobulado, mostré incremento significativo (p < 0.002) al
ser contrastado con el subtipo Superficial.

El Indice Vascular Tumoral (IVT) con el Factor VIII también
detecté aumento significativo (p < 0.001) en el subtipo Lobulado
respecto al Superficial.

La Densidad Microvascular (DM) con Factor VIII mostrd un
incremento significativo (p > 0.01) en el subtipo Lobulado al
compararlo con los subtipos Superficial y Siringoide.

El Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (FCEV) mostré un
promedio de 1.9 +, con buena inmunomarcacion de los vasos y de
las células epidérmicas (fig. 7). Los valores para FCEV fueron los
menores obtenidos en el estudio de los cuatro subtipos de EBC,
mostrando diferencias que no resultaron significativas con los demas
subtipos.

En el subtipo Lobulado hay un aumento no significativo de las
Mitosis (M) respecto al subtipo Superficial.

Ademas, se hallé incremento significativo (p < 0.001) en la
Extension (E) y desarrollo en Profundidad (P) en el subtipo

Lobulado al compararlo con el subtipo Superficial.
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En la tabla 3 pueden apreciarse los datos obtenidos en los EBC
de Tipo Siringoide, consignandose los valores (+ ES) promedio de
las medicones realizadas.

El tratamiento estadistico de los datos (+ ES) correspondiente al
parametro Area Vascular Inmunomarcada (AVI) con el Factor VIII
para el subtipo Siringoide, registr6 un aumento significativo (p <
0.002) al ser contrastado con el subtipo Superficial.

El Indice Vascular Tumoral (IVT) con el Factor VIII también
detecté aumento significativo (p < 0.001) en el subtipo Siringoide
respecto al subtipo Superficial.

La Densidad Microvascular (DM) con Factor VIII mostrd un
descenso significativo (p < 0.01) en el subtipo Siringoide al
compararlo con los subtipos Lobulado y Desmoplasico. No hubo
diferencias significativas con el subtipo Superficial.

Respecto al Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (FCEV)
se hall6 un promedio de 2.9 +, con alta inmunomarcacion de los
vasos y de las células epidérmicas (figura 9). Los valores obtenidos
en esta serie fueron similares a los obtenidos para los EBC
Superficiales, no hallandose diferencias significativas entre los
diferentes subtipos.

Ademas, se hallé incremento significativo (p < 0.001) en la

Extension (E) y el desarrollo en Profundidad (P) en el subtipo
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Siringoide y un ligero incremento no significativo de las Mitosis (M),
al compararlo con el subtipo Superficial.

En la tabla 4 pueden apreciarse los datos obtenidos en los EBC
de Tipo Desmoplasico, consignandose los valores (+ ES) de las
Areas Vasculares Inmunomarcadas (AVI) y Areas de Referencia
(AR), que permitieron calcular el Indice Vascular Tumoral (IVT) para
el Factor VIII que inmunomarca las células endoteliales. También se
consignaron los valores de Densidad Microvascular (DM), Mitosis
(M), Extension del tumor (E), Profundidad del tumor (P) y el
resultado de las inmunomarcaciones para el factor angiogénico
elegido: el Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (FCEV).

El tratamiento estadistico de los datos (+ ES) del parametro
Area Vascular Inmunomarcada (AVI) con el Factor VIII para el
subtipo Desmoplasico, mostrdé incremento significativo (p < 0.002)
al ser contrastado con el subtipo Superficial.

El Indice Vascular Tumoral (IVT) con el Factor VIII detectd
un descenso significativo (p < 0.001) en el subtipo Desmoplasico
respecto al Siringoide y Lobulado.

La Densidad Microvascular (DM) con Factor VIII mostrd un
incremento significativo (p > 0.01) en el subtipo Desmoplasico al
compararlo con los subtipos Superficial y Siringoide.

El Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (FCEV) mostré un

promedio de 2.5 +, con buena inmunomarcacidon de los vasos y de

Pagina 105 de 111



ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO MORFOMETRICO DE LA ANGIOGENESIS EN LOS DIFERENTES
SUBTIPOS DE EPITELIOMA BASOCELULAR.

las células epidérmicas (fig. 12). Los valores para FCEV fueron los
menores obtenidos en el estudio de los cuatro subtipos de EBC,
mostrando diferencias que no resultaron significativas con los demas
subtipos.

En el subtipo Desmoplasico hay un aumento no significativo
de las Mitosis (M) respecto al subtipo Superficial.

Ademas, se halld incremento significativo (p < 0.001) en la
Extension (E) y desarrollo en Profundidad (P) del tumor en el subtipo
Desmoplasico al compararlo con el subtipo Superficial.

De lo expuesto, se deduce que el Factor VIII fue muy eficaz
para inmunomarcar Yy calcular AVI, DMV e IVT, mientras que el
FCEV parece expandirse en el area tumoral con altos valores en los
subtipos Superficial y Siringoide, no permitiendo inferir un
pronostico de mayor agresividad en la conducta bioldgica de los EBC,
respecto a lo comunicado en carcinomas, melanomas y epiteliomas
espinocelulares.

En la tabla 5 se correlacionaron los parametros angiogénicos
de los EBC Superficiales. Se relaciond Indice de Vascularizacion
Tumoral (IVT) con los otros parametros no obteniéndose resultados
significativos. La relacién entre la Densidad Microvascular (DM) con
los otros parametros tuvo similares caracteristicas. En cambio, al

confrontar Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (FCEV) con
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otros parametros, la correlacion fue significativa (-0.745) con
respecto al conteo de Mitosis (M).

En la tabla 6, correspondiente a los EBC Lobulados, no se
obtuvieron datos significativos en ninguno de los calculos
contemplados.

En la tabla 7 correspondiente a los EBC Siringoides se
registraron datos significativos al relacionar Indice Vascular Tumoral
(IVT) con la Densidad Microvascular (DM) (0.726) y la Densidad
Microvascular (DM) con la Extension (E) (0.991) y Profundidad (P)
(0.999) tumoral. El Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (FCEV)
se correlaciond de modo significativo con la Profundidad (P) en el
desarrollo tumoral (-0.950).

Por dultimo, en la tabla 8 correspondiente a los EBC
Desmoplasicos, se hallaron resultados altamente significativos al
relacionar al relacionar el Factor de Crecimiento Endotelial Vascular
(FCEV) con el desarrollo en Profundidad (P) del tumor (0.700). Los
restantes calculos realizados para estudiar la correlacién entre los

parametros angiogénicos, no fueron significativos.

5. DISCUSION:
Numerosos autores han evaluado parametros diversos a fin de
analizar la angiogénesis en diferentes neoplasias. La valoraciéon de los

factores angiogénicos en diferentes neoplasias resultd variable segun
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el tipo tumoral y el estadio de evolucion. Es por ello, que se eligio
evaluar el desarrollo del proceso de angiogénesis en los EBC
mediante el analisis de sus promotores como el Factor de Crecimiento
Endotelial Vascular (FCEV) o por su expresion morfoldgica mediante
el Indice de Vascularizacion Tumoral (IVT) con el marcador
endotelial denominado Factor VIII. La ventaja del método
morfoldgico es que permite apreciar topograficamente el lecho
vascular neoformado y valorar el area peritumoral.

La expresidon del Factor de Crecimiento Endotelial Vascular
(FCEV) presentd altos valores para los subtipos Superficial y
Siringoide. Distintos trabajos se han dedicado a su estudio tanto en
patologias benignas como malignas, comunicandose datos
interesantes sobre microvasculatura, factores angiogénicos y su
relacion con el prondstico tumoral, que permitirian una comparacién
con nuestros resultados en los diferentes subtipos de EBC
analizados. Se han comunicado significativos cambios en los diversos
parametros angiogénicos en correlacién con el prondstico clinico en
distintos tipos de neoplasias, como por ejemplo en melanomas y
tumores de mama. Un trabajo en carcinomas epidermoides mostrd un
mayor incremento de la vascularizacién y un aumento de niveles de
FCEV, con respecto a epiteliomas basocelulares, sugiriendo el posible
rol de la angiogénesis como determinante de la conducta bioldgica

mas agresiva del primer tipo de tumores.
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En nuestra casuistica, se observaron variaciones del Indice de
Vascularizacion Tumoral (IVT) para Factor VIII aplicado a cada
subtipo de EBC. El IVT mostré descenso significativo (p < 0.001) en
el subtipo Superficial respecto a los subtipos de EBC Lobulado,
Siringoide y Desmoplasico. Llama la atencidon el no haber encontrado
valores mas altos de IVT en el caso de los Desmoplasicos, dada su
naturaleza mas agresiva pero quizas la explicacion resida en la
abundante cantidad de tejido conectivo denso intercalar caracteristico
de esta lesién. El Factor de Crecimiento Endotelial Vascular
(FCEV) mostré las mas altas inmunomarcaciones en los subtipos
Superficial y Siringoide Es de remarcar, la mayor positividad en la
empalizada periférica tumoral, fendmeno observado con mayor
claridad en los subtipos Superficial y Lobulado, aparente frente de
expansion de la neoplasia en desarrollo. Esto nos hablaria no tanto de
agresividad tumoral, sino de un tumor en estadio incipiente,
preparandose para una etapa de crecimiento y de invasion posterior,
con posible evolucién hacia cualquiera de los subtipos estudiados.

Si bien el conteo mitdtico no seria un indice categdrico en los
EBC, dado que son tumores con amplia actividad mitotica per se, se
observd correlacion entre conteo de Mitosis elevado en los subtipos
Lobulado y Siringoide. Con respecto al tamafo, se halld6 mayor

Extension y desarrollo en Profundidad en los subtipos Lobulado,

Pagina 109 de 111



ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO MORFOMETRICO DE LA ANGIOGENESIS EN LOS DIFERENTES
SUBTIPOS DE EPITELIOMA BASOCELULAR.

Siringoide y Desmoplasico, con muy bajos valores en el subtipo
Superficial.

En nuestro resultados, la aplicacién del Coeficiente de
Correlacion de Pearson permitid inferir una relacion entre el Factor
de Crecimiento Endotelial Vascular (FCEV) y el conteo de Mitosis
para el EBC Superficial, tumor relacionado en parrafos anteriores con
alto indice de marcacion para FCEV. También se demostrd
correlacion entre los valores de FCEV para los EBC Siringoides y
Desmoplasicos con la Profundidad (P) del tumor. Estos ultimos datos
nos permitirian relacionar el FCEV de los tumores con el tamafo
tumoral, y en el caso de los Superficiales con un momento de
crecimiento activo. Los datos obtenidos nos permitirian relacionar al
FCEV con un “estadio” de crecimiento tumoral activo.

En conclusién, de lo expuesto se deduce que el Factor VIII fue
muy eficaz para calcular y analizar el Area Vascular Inmunomarcada
(AVI), la Densidad Microvascular (DMV) vy el Indice Vascular
Tumoral (IVT), obteniéndose los valores mas altos en los subtipos
Lobulado, Siringoide y Desmoplasico, que demostraron ademas un
desarrollo mas amplio en Extension y Profundidad, en concordancia
con varias de las publicaciones consideradas en parrafos anteriores
en las que el IVT se relaciond con estadios tumorales mas avanzados.

Por otra parte, el Factor de Crecimiento Endotelial Vascular

(FCEV) se expande en el area tumoral con altos valores en los
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subtipos Superficial y Siringoide, no permitiendo inferir un prondstico
de mayor agresividad en la conducta bioldgica de los EBC, respecto a
lo comunicado en carcinomas, melanomas vy epiteliomas

espinocelulares.
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