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1. INTRODUCCION




a. ENFERMEDAD DE BOWEN

a.1 Definicién:

La enfermedad de Bowen (EB), también denominado carcinoma de Bowen (CB), o
carcinoma escamoso in situ (CEIS), es un tipo de cancer cutaneo no melanoma
(CCNM). Fue descrito por primera vez por el dermatdlogo Americano John T. Bowen
en 1912. Se trata de un carcinoma escamoso in situ con potencial de progresion a
carcinoma escamoso invasivo.™ La frecuencia se estima en 15 casos por 100.000
habitantes aproximadamente,® predominando en pacientes con fototipos claros
sometidos a exposicion solar crénica. Ambos sexos se afectan por igual; sin
embargo en hombres es mas frecuente en cabeza y cuello mientras que en mujeres
lo es en extremidades inferiores y mejillas. Raramente afecta a fototipos oscuros o
zonas cubiertas. La incidencia es mayor a partir de los 60 afios.®’ En 2/3 de los

casos la EB aparece como lesion tnica.*?

La EB es una entidad con prondstico favorable a pesar de tratarse de proliferacion
neoplasica de queratinocitos. Los estudios de mayor tamafio describen un riesgo de
3-5% de progresion a carcinoma invasivo, de ellos 1/3 se estima que producirian
metastasis. (En la enfermedad de Bowen de localizacion genital o eritroplasia de

Queyrat, el riesgo de progresion a carcinoma invasivo asciende al 10%).°

Se habia postulado una posible asociacién con neoplasias internas pero en 1989 un
metaanalisis de 12 estudios demostré ausencia de asociacién y estos datos se
corroboraron en un estudio de cohortes poblacionales de 1147 CB en Dinamarca.

Por todo ello no se considera actualmente enfermedad paraneoplésica.®

La clinica de la EB consiste generalmente en la presencia de manchas o placas
eritematosas, descamativas con hiperqueratosis ocasional, bien delimitadas de
borde irregular, asintomaticas y de lento crecimiento. Ocasionalmente se ulceran. La
pigmentacién de las lesiones es infrecuente y sucede sobre todo cundo afectan a las
ufias, en forma de erosion, alrededor de las cuticulas o causando onicolisis. En

estos casos es importante el diagndstico diferencial con el melanoma maligno. °



Figura 1: A. Enfermedad de Bowen de localizacién subungueal con coloracion
pigmenatada. B. Eritroplasia de Queyrat en el glande de aspecto aterciopelado.

Figura 1A

Otra variante especial seria la localizacion intertriginosa en donde se objetiva una

placa eritematosa con exudacion y maceracion en grado variable.

La EB, aunque mucho mas frecuente en areas fotoexpuestas, puede también
aparecer en cualquier parte de la superficie cutanea o en mucosas (a diferencia de
las queratosis actinicas).® Cuando la EB afecta a mucosas, se presenta como una
papula o placa verrugosa o eritematosa de aspecto aterciopelado. Dentro de la
afectacibn mucosa, destacamos la localizacion en genitales, denominada eritroplasia
de Queyrat. Se desarrolla principalmente sobre genitales masculinos a nivel del
glande (donde fue descrita inicialmente), pero también puede afectar al prepucio y a
la mucosa de la vulva en mujeres. Matizar que cuando la EB se origina sobre piel
gueratinizada genital se denominara EB del area genital. La edad de aparicion de la
eritroplasia de Queyrat suele ser entre la 5% y 62 década. La lesién consiste en una
placa de aspecto aterciopelado y himedo y curso indolente que puede progresar en
10-26%.%*° Hay autores que diferencian las lesiones con atipia de muy bajo grado,
de aspecto parcheado a las que denominan papulosis bowenoide, aunque sin
embargo otros autores niegan el caracter maligno de esta Ultima entidad.’® Tanto en
la eritroplasia de Queyrat (EB de mucosa genital), como en la EB de localizacion
periungueal, toma especial importancia el papel del VPH (aunque no parece
imprescindible para el desarrollo de EB en estas localizaciones).® En la mucosa
genital femenina la EB corresponderia al grado Il de Neoplasia intraepitelial vulvar
(VIN III).
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Es interesante recordar también el concepto de eritroplasia de la mucosa oral. A
diferencia de la leucoplasia que se presenta como una lesion blanquecina, mas
frecuente en hombres y la lesion preneoplasica mas frecuente en la cavidad oral, la
eritroplasia consiste en una placa bien delimitada, aterciopelada, de superficie plana
o elevada que afecta por igual a hombres y mujeres y que constituye una entidad
muy poco frecuente. Se ha relacionado con ingesta de alcohol, tabaco y liquen
escleroatrofico erosivo. Es asintomatica e indistinguible clinicamente de una
patologia inflamatoria. En un alto porcentaje de eritroplasias, tras la biopsia se
confirmara el diagnéstico de EB o CE invasivo.™ Se ha sugerido que el porcentaje
de recidivas tras diferentes tratamientos es mayor en la EB de mucosa.'®

La EB se presenta en 2/3 de los casos como lesion Unica. Puede aparecer en areas
cubiertas pero como se ha comentado anteriormente es mucho mas frecuente en
zonas expuestas. La cabeza, cuello y extremidades son las principales regiones

anatémicas afectas.’®

Es relativamente frecuente un retraso en el diagndstico de EB asi como su confusién
con otras entidades como tifia corporis, eczema numular, queratosis seborreica,
enfermedad de Paget, carcinoma basal superficial, queratosis actinica o psoriasis.
Por ello cualquier lesion diagnosticada (erroneamente) como inflamatoria que
cumpla las caracteristicas de EB y que sea resistente a tratamiento esteroideo debe
ser biopsiada. lgualmente, sera importante realizar un buen diagnostico diferencial

clinico, que habra de hacerse con las siguientes entidades:

e Queratosis actinicas (lesiones precursoras de CE. Hasta el momento no se
conoce un modo de pronosticar cual evolucionara a CE)

« Carcinoma escamoso invasivo.

« Carcinoma basocelular (especialmente el subtipo superficial).

« Tifa corporis.

e Liquen simple cronico.

« Enfermedad de Paget de la mama / extramamaria.

e Placa de psoriasis.

e Queratosis liquenoide benigna.

¢ Eczema.
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e Queratosis seborreica irritada.

 Acantoma de células claras.

La EB puede aparecer de novo o a partir de una queratosis actinica preexistente. La
piel, al ser el Grgano méas extenso y externo del cuerpo constituye la principal barrera
de proteccidon frente a agentes externos fisicos, quimicos y biologicos. Sufre una
continua agresion  por agentes ambientales pero fundamentalmente por la
exposicion repetida al sol. La EB se incluye dentro del concepto de cancer cutaneo
no melanoma (CCNM), grupo en el que también se incluye el carcinoma
epidermoide invasivo o el carcinoma basocelular (todos con diferenciacion epitelial
queratinocitica). EI CCNM representa el 20% de todos los diagnosticados, tiene en
comparaciéon con otros canceres de origen epitelial una baja tasa de metastasis y

por tanto de mortalidad.*?*

La etiologia de la EB es multifactorial. ***®* Como entidad cancerigena que es,
surgiria por la acumulacién secuencial de alteraciones dinamicas en el genoma.'’
Esta afirmacion se basa en el descubrimiento de multiples mutaciones en
protooncogenes, que da lugar a oncogenes, que ganan en su funcién mientras que
se produce una pérdida de funcién en los genes supresores de tumores. Debido a
ello las células se hacen resistentes a las sefales de terminacion del crecimiento y
de diferenciacion. Asi se inicia el proceso de tumoracion. Estas mutaciones serian
pues las responsables de la transformacion de células humanas normales a estados
premalignos y finalmente a células con alta malignidad (cancerigenas).*® Para todo
este proceso es necesario que exista tanto la produccion de lesiones en ADN como
un fallo en los mecanismos de eliminacion de estas células con ADN dafiado. El
recambio que experimenta la epidermis continuamente es de crucial importancia
para evitar el acumulo de dafio y la pérdida de funciones fisioldgicas de sus células.
Es interesante también mencionar el concepto de campo de cancerizacion. Este
término fue acufiado en 1953 por Slaughterr.'® Hace referencia a que el inicio de un
cancer no se debe al cambio a nivel de un Unica célula sino a un proceso anaplasico
que afecta a varias células simultaneamente, en este caso de epitelios circundantes,

por exposicion al carcinégeno.
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Entre las multiples causas implicadas se encuentran:

Radiacion ultravioleta cronica (UV): Se considera el riesgo mas frecuente para
CCNM, y por tanto también para EB. La relacion entre exposicion solar y cancer
de piel fue observada por primera vez por Hyde y Dubreuilh hace
aproximadamente un siglo. Las costumbres sociales han aumentado Ila
exposicion solar de los habitantes de paises occidentales y esto esta en relacion
directa con el aumento de incidencia del CCNM en los Gltimos 30 afios.*® Dicha
radiacion ultravioleta, localizada en la regién central del espectro
electromagnético, puede ser de tres tipos:

La UVC (100-280nm), de alta energia y capacidad mutagénica, no llega a la

superficie terrestre al ser absorbida por la atmoésfera.

La UVB (280-320 nm): la mayoria es absorbida en la atmosfera pero un pequefio
porcentaje alcanza la superficie terrestre. Puede penetrar hasta la membrana
basal de la epidermis. Ejerce un dafio directo en el ADN suprimiendo ademas la
inmunidad celular. El dafio en el ADN consiste en la formacion de dimeros
pirimidin-ciclobutano y 6-4 pirimidina-pirimidonas en puntos con 2 pirimidinas
adyacentes en la misma hebra de ADN. Consecuentemente esto conduce a una
alteracién altamente mutagénica: la transicién de citosina (C) a timina (T).?° Estas
mutaciones especificas inducidas por UVB se han hallado en oncogenes RAS y
en genes supresores de tumores p53 y PTCH.? Existen fuentes artificiales de
radiacion UVB, usada por ejemplo en el tratamiento de dermatosis como la
psoriasis. Hasta el momento no se ha demostrado que aumente el riesgo de
CCNM.#

La UVA (320-400nm): supone mas del 95% de la radiacion UV que alcanza la
superficie terrestre y es la que mas penetra, por lo que es la mas implicada en el
fotoenvejecimiento y el dafio crénico dérmico. Este dafio lo ejerce mediante la
formacién de radicales libres de oxigeno.?? La radiacién UVA es capaz de

atravesar el cristal de las ventanas.?

Radiaciones ionizantes: Los rayos X y otras radiaciones ionizantes pueden ser

causa de EB, aunque con menos frecuencia que la UV. Podria explicar el
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desarrollo de este tipo de lesion sobre é&reas previamente tratadas con
radioterapia.™

« Carcindgenos quimicos: Por ejemplo: la exposicion a arsénico (que puede tener
un periodo de latencia de hasta 10 afios) o la exposicidbn profesional a
hidrocarburos aromaticos.”

« Virus papiloma humano: Se considera un factor de riesgo intrinseco, a diferencia
de los anteriores. Es bien conocido que la infeccion por virus de papiloma
humano (VPH) es factor de riesgo para el carcinoma epidermoide, especialmente
en inmunodeprimidos y en localizacién periungueal y genital.>'° El subtipol16 es
el implicado principalmente, aunque otros también se han detectado: 2, 18, 31,
33, 51, 54, 56, 61, 62, y 73.%°

e Inmunosupresion: Los pacientes inmunodeprimidos, ya sea por enfermedad
sistémica o0 por tratamiento inmunosupresor, presentan con mayor frecuencia
CCNM, también EB. En estos casos las lesiones aparecen a edad mas precoz,
son MAas numerosas y agresivas. Parecen afectar mas frecuentemente el tronco
gue en pacientes inmunocompetentes. Las recidivas son mas frecuentes pese a
realizar un adecuado tratamiento.?* Es bien conocido que el sistema inmune esté
implicado en la limitacién del desarrollo de tumores en humanos,® su defecto
aumenta la tolerancia a la transformacion celular. También juega un papel la
inmunosupresién producida por la radiacién UV.?°

« Otras causas posiblemente implicadas: Predisposicién genética como en el caso
de ciertas genodermatosis (xeroderma pigmentoso, albinismo oculocutaneo),

traumatismos o antecedentes de quemaduras o irritacion cronica en la zona.

a.2. Diagndstico:

Como hemos comentado el diagnostico se basa en la exploracion clinica
dermatoldgica y su confirmacion se obtiene mediante la biopsia cutanea. Existen
ademas otros métodos de imagen complementarios no invasivos que luego

comentaremos.
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Los datos histoldgicos caracteristicos de la EB son:*’ la presencia de anaplasia

afectando toda la epidermis con pérdida de la maduracibn normal de sus
componentes, presentando unos queratinocitos atipicos y desordenados. Estos
queratinocitos, con elementos de diferenciacion hacia la queratinizacion individual
caracteristico de las células disqueratésicas, pueden presentarse como células con
nacleos hipercromaticos rodeados por citoplasma eosindéfilo o como células con
ndcleos grandes y abigarrados (poiquilocarinosis). La membrana basal aparenta
normalidad pero la atipia de queratinocitos esta presente también en epitelio folicular
(estos dos rasgos ayudan a diferenciarlos de la queratosis actinica). En la epidermis,
ademas de esta disqueratosis, se objetivan signos mas inespecificos como:
hipergueratosis con paraqueratosis y acantosis. También destaca la presencia de
vacuolizacién, mitosis (pueden ser tripolares o explosivas), células multinucleares
asi como ocasionales queratinocitos palidos y grandes denominados pagetoides y
distribuidos desordenadamente por toda la epidermis. En dermis papilar se objetiva

infiltrado linfocitario moderado.

Ademéas, la EB se puede subclasificar en varios subtipos histoldgicos:?’
Psoriasiforme (cuando hay marcada paraqueratosis y escasa hiperqueratosis);
Atréfico (cuando hay escasa acantosis, lo cual es infrecuente); Verrucoso (cuando
existe hiperqueatosis con ortoqueratosis y papilomatosis); Irregular (el mas
pleomorfico, caracterizado por acantosis irregular) y el subtipo menos frecuente (5%)
denominado EB pagetoide: Se caracteriza histopatolégicamente por la proliferacion
de células claras en la epidermis debido a la presencia de queratinocitos de
citoplasma amplio y palido que se distribuyen en nidos de forma salpicada por la
epidermis. Sin embargo, las lesiones de la enfermedad de Bowen pagetoide suelen
mostrar disqueratosis, una hilera basal respetada constituida por pequefias células
basaloides comprimidas, y no se observan células en anillo de sello ni estructuras
ductales intraepidérmicas. En los casos en que los rasgos morfolégicos de
diferenciacion glandular estén ausentes, las tinciones inmunohistoquimicas (EMA,
CEA, CAM 5.2) ayudaran a establecer el diagnostico. El diagnostico diferencial
histolégico se debe plantear con lesiones que poseen una proliferacion en la
epidermis de células claras. El patrén distintivo histologico de infiltracion epidérmica

por parte de las células de Paget ha llevado a la utilizacion del término «infiltracion
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pagetoide» para indicar cualquier entidad en que las células se distribuyen aisladas
o formando pequefios cumulos a lo largo de la epidermis. En la mayoria de los casos
el diagnostico correcto se puede alcanzar mediante una evaluacion morfoldgica
cuidadosa y mediante la ayuda de wuna bateria de marcadores
inmunohistoquimicos.?® Algunos autores refieren que las células claras se deberian
a depositos de glucogeno; otros, basdndose en estudios con microscopia
electronica, concluyen que estas células serian el resultado de cambios
degenerativos del citoplasma («degeneracion hidropica», confluencia de vacuolas , o
bien degeneracion de los lisosomas). Son muchos los tumores cutdneos que pueden
presentar células claras, tanto benignos (Acantoma de células claras, Tricolemoma,
Hidradenoma de células claras, Siringoma de células claras, Dermatofibroma de
células claras, etc.) como malignos (Carcinoma basocelular de células claras,
Carcinoma sebéceo, Hidroadenocarcinoma de células claras, Carcinoma tricolemal,
Porocarcinoma ecrino de células claras, Fibroxantoma atipico de células claras,
Carcinoma mioepitelial de células claras, Melanoma de células balonizantes,
metastasis del carcinoma renal, etc.). Existen estudios que demuestran que de los
CE invasivos aquellos que tienen un porcentaje mayor de células claras, con
frecuencia se desarrollan sobre EB previa 0 sobre otras lesiones precursoras, con un

patrén como “aparente diferenciacion anexial”.?

También es interesante diferenciar histologicamente la EB de las QA. Clinicamente
las lesiones de QA pueden en ocasiones ser muy similares a la EB y estar
localizadas igualmente en areas fotoexpuestas. En estos casos la histologia es de
gran ayuda. Se caracterizan por presentar queratinocitos desorganizados y atipicos
de predominio en los estratos basales (displasia queratinocitica basal). Ademas se
observa pleomorfismo y nucleos grandes, hipercromaticos, disqueratésicos y
apoptéticos. En los casos con ausencia de capa granulosa se objetiva
paraqueratosis en la superficie de la lesién. Sin embargo, y a diferencia de la EB, se
vera ortoqueratosis coincidiendo con la salida del acrosiringio. La dermis superficial
suele mostrar un infiltrado linfoide, mas o menos denso, acompafiado de elastosis

solar.®°
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Se clasifican en 5 tipos histolégicos: QA hipertrofica (hiperqueratosis marcada con

areas de paraqueratosis y engrosamiento epidérmico con papilomatosis); QA

atréfica (ausencia de hipertrofia epidérmica); QA acantolitica (separacion

intraepidérmica de los queratinocitos que puede simular un patrén glandular); QA

pigmentada (aumento de melanina) y QA bowenoide. Este ultimo subtipo es el que

MAs nos interesa. Se caracteriza por atipia celular en todos los niveles de la
epidermis (displasia queratinocitica total) pero presenta ortoqueratosis en las salidas

del acrosiringio. En ocasiones es indistinguible de la EB.**

Actualmente la histologia sigue siendo el “gold estandar” en el diagndstico, por lo

que cualquier técnica se comparara con ella.?’

Ademas, como complemento de la histologia convencional se puede ampliar

el estudio patoldgico con tinciones de inmunohistoquimica (IHQ). Dichas tinciones no
se realizan en la rutina diaria pero hay estudios que demuestran la positividad de
ciertos marcadores IHQ en la EB. Sin embargo a dia de hoy no se conoce su valor
prondstico, dicha cuestion serd abordada en nuestro estudio. Dos marcadores
interesantes serian el oncogén p53 y el marcador de proliferacion Ki67.

El p53 es un gen supresor de tumores y su mutacion es frecuente en las neoplasias
epidérmicas (in situ e invasivas).** Ademas recientemente se ha visto que posee
también una funcién antioxidante, con lo que su inactivacion por la radiacion UVB

contribuiria a aumentar el estrés oxidativo causado por UVA*,

El ciclo celular es un conjunto ordenado de eventos que conducen al crecimiento de
la célula y la divisiéon en dos células hijas. Consta de 4 fases (G1, S, G2 y mitosis 0
M), de duracién variable segun el tipo celular. La fase S tiene especial importancia
dado que en ella tiene lugar la replicacion del ADN, de tal manera que a su fin la
célula tiene doble carga genética que sera repartida en las dos células hijas tras la
mitosis. La proteina p53 es un factor de transcripcion de 53 kDa que actia entre la
fase G1y S, impidiendo el paso de una a otra mediante el control de la transcripcion
de genes de proteinas reguladoras de ciclo. Entre ellas se encuentra la kinasa
dependiente de ciclina (cyclin dependent kinase, CDK) que, en condiciones

normales, se une a la ciclina para juntas permitir el paso de la fase de G1 a S.**
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El gen supresor tumoral p53, es el mas frecuentemente mutado en los tumores
malignos de humanos, codifica para una proteina nuclear, considerada “el guardian
del genoma”.®** Es una de las primeras aberraciones claves en el proceso de
carcinogénesis cutaneo.*® Se activa cuando la célula recibe agresiones externas
(estrés), entre las cuales se encuentra la radiacibon UV, induciendo
fundamentalmente senescencia mediante la parada del ciclo celular, para permitir a
la célula reparar su ADN.* Si la funcién de reparacién no se completa, éste induce
muerte celular por apoptosis, con lo que se evita la perpetuacion de una célula con
ADN mutado.
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Se ha visto que p53 estd mutado en piel sana fotoexpuesta,®’

con porcentajes
variables de hasta un 50% de QA, 50% de CB y hasta un 90% de espinocelulares.®
Se han descrito mas de 150.000 mutaciones de diferentes origenes. En el caso de
CCNM, el codon 248 es el afectado con mas frecuencia, y el 278 es el mas

especifico de CE.*

La mutacion en p53 se produce mucho antes de la aparicion clinica e histolégica de
la lesién, ya sea una QA o un CE.*° La expresién de p53 es patente en piel
fotoexpuesta, pretumoral y tumoral.** Esta se da en forma de agregados, que
representarian los clones de células portadoras de p53 mutado presentes en el

campo de cancerizacion.

No se ha conseguido correlacionar el tipo de mutacion en p53 con la agresividad del
CE, indicando que probablemente sean pasos posteriores a la mutacion de p53 los
implicados en la progresién tumoral.*? Para el desarrollo de la EB (como de una QA
o un CE invasivo) es necesaria la expansion clonal de los agregados portadores de
cierta mutacion en p53 (responsable de la multifocalidad), de modo que va
aumentando la superficie de “tejido diana” para que futuras mutaciones sigan
contribuyendo al desarrollo de la lesion. Se ha propuesto que hay dos mecanismos
gue subyacen a una expansion clonal selectiva de las células portadoras de p53
mutado: la resistencia que adquieren estas células a la apoptosis inducida por UV y
la mayor capacidad proliferativa en comparaciéon con el resto de queratinocitos

normales.*®

El p53 no se expresa en piel sana no fotoexpuesta. Talghini** encontré porcentajes
de hasta 41,8% en EB frente al 26,6% en las QA o el 54,6% de los CE. Rudost
describié porcentajes de >90% para CE y de hasta 80% para QA.** Hay estudios
gue describen cémo la expresion del p53 en EB es mayor que en queratosis actinica
pero menor que en carcinoma epidermoide invasivo.** Sin embargo, en el estudio
publicado por Skazi®?>, tras comparar el marcaje de p53 en diferentes canceres
cutaneos (Carcinoma  basocelular, Carcinoma  epidermoide invasivo,
Queratoacantoma, EB, Queratosis actinica, Melanoma maligno in situ y Enfermedad
de Paget) concluyen que el tumor que presenta la mayor tincion de p53 es
precisamente la EB, seguido de Queratoacantoma y CE invasivo.
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Respecto al _Ki67, es un marcador de proliferacion celular. Puede expresarse en piel
sana pero en baja cantidad. Su intensidad de marcaje aumenta en lesiones
precancerosas o malignas.*® En el estudio de Talghini comentado previamente
describen como se expresaria en el 0,8% de la piel sana, en el 23,7% de las QA, en
el 12,3% de la EB y en el 19,3% del CE, sin existir diferencias significativas entre
ellos con este dltimo marcador. Se objetiva un Ki67 mayor en CE que en carcinoma

de Merkel, por el mayor indice proliferativo en el primero.*

Otros _marcadores que en la literatura se han descrito como utiles en lesiones

precancerosas de cancer cutdneo no melanoma serian la ciclina A (marcador de
proliferacion celular que actua tanto en la fase S de replicaciéon de ADN como en el
inicio de la mitosis); la ciclina D1 (pertenece al grupo de proteinas reguladoras de
ciclo. Su funcién se desarrolla en la fase temprana G1, donde permite el paso a fase
S. Su aumento de expresion acorta la fase G1 del ciclo celular, y participa en la
transformacién maligna en el carcinoma de vesicula biliar.*® Se ha visto igualmente,
gue es un marcador pronostico tanto para carcinoma de mama, esoéfago, higado,
pancreas, lengua, oral, faringeo y laringeo, como para el CE cutaneo en el cual esta
asociado con el grado de agresividad.*’ La sobreexpresién de ciclina D1 se da

desde etapas iniciales del desarrollo de cancer cutaneo).*®

También se ha estudiado el papel de la beta-catenina (molécula implicada en

adhesidn intercelular y transduccion de sefiales que podria ser clave para activar la
invasion y capacidad proliferativa de los tumores malignos). Un estudio publicado
por Mihailovici*® y colaboradores, objetivé que la EB presentaba un marcaje con
distribucién difusa de la ciclina A, que era mayor que en queratosis actinicas o que
en los carcinomas epidermoides invasivos del estudio. Sin embargo el marcaje de la
ciclina D1 era igual en EB y en carcinoma epidermoide, pero mayor que en
gueratosis actinica. La ausencia o disminucion de beta-catenina en membrana fue
mas frecuente en carcinoma epidermoide que en queratosis actinicas o EB. La
expresion aberrante de beta-catenina en localizaciones atipicas no se
correlacionaba con el subtipo histolégico pero si con aquellas lesiones donde el

indice de marcado de la ciclina A era mayor.

20



En el estudio publicado por Li y colaboradores,* encuentran también una expresion
reducida en EB y en carcinoma epidermoide invasivo de beta-catenina a diferencia
de piel sana asi como una distribucion anormal de la misma en el citoplasma o en el
nacleo celular en vez de en la membrana. En este estudio ademas también
encuentran reduccién de la expresion de cadherina-E en ambos tipos de tumores.
Finalmente otro marcador publicado en relacién con la EB es el p16INK4a.>! Se trata
de una proteina supresora tumoral, reguladora del ciclo celular, que inhibe las
ciclinas-D en la fase G1 del ciclo celular. Esta intimamente relacionada con el gen
del retinoblastoma. Se demostré hace algunos afios que en neoplasias escamosas
de cuello existe una expresion aumentada del p16INK4a detectada en el momento
en que las lesiones evolucionan de displasia de bajo grado a carcinoma escamoso in
situ. Posteriormente, en el 2003 se demostré tras un estudio realizado en 203
lesiones (lesiones escamosas benignas, queratosis actinicas y EB) como este
marcador tenia sensibilidad y especificidad suficientes como para distinguir entre EB
(donde el 84% de las muestras analizadas presentaban positividad para p16INK4a)
y queratosis actinicas (s6lo el 6% de mostraban positividad) u otras lesiones

escamosas benignas (ninguna muestra fue positiva para este marcador).>

Ademas del gold-estandar, la histologia, actualmente existen otras
herramientas diagndsticas complementarias que se diferencian de la biopsia por ser

no invasivas como: la dermatoscopia, la microscopia confocal y el diagndstico de

fluorescencia. La primera de ellas si es utilizada por muchos dermatélogos de forma

habitual, pero las otras dos no estan integradas en la rutina diaria actualmente:

e Dermatoscopia: Se conoce también como microscopia de epiluminiscencia y
mediante un sistema Optico permite detectar estructuras no visibles al ojo
humano, como por ejemplo, la presencia de vasos glomerulares que se ha
descrito como un signo muy sensible para el diagnostico de EB. Sin embargo
dicha sensibilidad es altamente observador dependiente. Recientemente un

estudio ha propuesto la utilidad de esta técnica en el seguimiento de la EB.*?

e Microscopia confocal: El microscopio confocal es una técnica no invasiva que
permite ver in vivo las estructuras de la piel. Suministra una imagen en planos

horizontales, similar a las imagenes obtenidas en la dermatoscopia.>® Estas
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imagenes son superponibles a cortes histologicos, llegando a una muy buena
correlacion, lo que nos permite diferenciar el tipo de tumor, estudiar margenes
afectos o recidivas locales en tumores cutaneos. Su principal limitacion es la
escasa profundidad a la que puede llegar ya que soélo permite estudiar la
epidermis y dermis superficial. Esto significa que podria indicarnos que se trata
de un tumor epidermoide pero no seria Gtil para delimitar el borde profundo de un
tumor que infiltre o que afecte estructuras dérmicas medias o profundas. Por
tanto podria tener algunos porcentajes de falsos diagnésticos de EB que
realmente fueran carcinomas epidermoides invasivos. La ventaja que ofrece el
confocal respecto el estudio histolégico es que es una técnica mas rapida, no
necesitando todo el proceso de congelacién, tincion y procesamiento de la pieza

para su analisis.>*>°

Fluorescencia: ver apartado 1.b.

a.3. Tratamiento:

Actualmente existen diversas opciones terapéuticas para el manejo de la EB. Se

pueden clasificar segun el tipo de intervencibn y mecanismo de actuacion en

médicas, quirdrgicas o mixtas. Cada una tiene una serie de ventajas y desventajas

que se detallan a continuacién. Habrd que tener en cuenta diversos factores

(tamafio, nimero, localizacion, repercusion funcional, costes) antes de decantarse

por una en concreto.

Ejemplo de tratamientos médicos topicos son:

5- Fluorouracilo: agente antineoplasico que interfiere con la sintesis de ADN

inhibiendo la timidilato sintetasa y consecuentemente la proliferacion celular. Se
usa en presentacion en crema al 5%, una o 2 veces al dia durante 1-3 meses.
Puede usarse en oclusion. Puede producir una intensa irritacion con la
consecuente suspension de tratamiento. La principal desventaja de este farmaco
es que no penetra lo suficiente como para tratar la afectacion folicular. Se ha

demostrado menos eficaz que TFD.* **® En Espafia hasta hace unos afios
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estaba comercializada al 5%, actualmente hay que formularla. En Estados
Unidos y algunos paises de Europa existen preparados comerciales de 5FU en

combinacion con acido salicilico.

Imiquimod 5% crema: es un modificador de respuesta inmune, agonista del toll-

like receptor 7 (TLR7) que estimula la respuesta inmune induciendo, sintetizando
y liberando citoquinas involucradas en la inmunidad celular. Se han usado
diferentes pautas de tratamiento en la EB, desde su uso diario durante 12 a 16
semanas *°, pasando por el uso semanal durante 16 semanas®, o aplicacién 3
veces en semana las primeras 4 semanas y 2 veces en semana las siguientes 4
semanas.®* Produce inflamacion de la zona tratada. Serfa una opcién muy util en
el tratamiento de lesiones de gran tamafio, en piernas o genitales. %> Ademas
dado que en ocasiones son pacientes con dafio actinico crénico, por ser este un
agente cuya diana terapéutica es todo un campo de cancerizacion, puede
obtener ventajas adicionales. Un estudio publicado recientemente en 2011
revisando las series de EB tratadas con Imiquimod topico describe curaciones
clinicas completas de hasta 73-88% con periodos de seguimiento de hasta 19
meses, y defiende esta opcién como a elegir antes de la cirugia.®> Este mismo
grupo de trabajo ha publicado recientemente una mejor respuesta y tolerancia en
aguellos EB tratados con TFD e imiquimod en combinacion que dichos
tratamientos en monoterapia.®® Sin embargo la EB no constituye una indicacién

aprobada para tratamiento con imiquimod.

La radioterapia puede considerarse cuando haya lesiones mdultiples 6 en
pacientes donde esté contraindicada la cirugia. Debe evitarse en piernas dada la

mala cicatrizacion.*

La TFED de la que a continuacion hablaremos ha sido usada con excelentes

resultados cosmeéticos.
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Dentro de las opciones quirdrgicas se encuadran:

Escision simple con margenes: es uno de los tratamientos mas frecuentemente

realizado en lesiones pequefas y areas accesibles. Consiste en extirpar la lesion
mediante escision quirdrgica con bisturi frio, generalmente en forma de huso,
incluyendo unos margenes de 0,5-1cm mas alla de la lesion clinicamente visible.
En region perianal los margenes deben ser mayores. Las recurrencias descritas

con este tratamiento son del 5,5% en 5 afios.*® %

Cirugia microgréfica de Mohs: es un método excelente para las lesiones

mayores, mal delimitadas o recurrentes de cabeza y cuello asi como aquellas
donde la preservaciéon de tejido es importante.* ® Consiste en la extirpacion
sistemética del tumor con margenes pequefios seguido de estudio histologico
intraoperatorio del 100% de los margenes. El tumor es extirpado en sucesivos
estadios, y guiado por el andlisis histolégico tridimensional de los bordes, el
cirujano puede ir dibujando toda el area tumoral y localizar nidos tumorales que
se escaparian usando un método convencional. Permite asi preservar una mayor
cantidad de tejido sano perilesional. Sin embargo, pese al andlisis exhaustivo de
la muestra, se han descritos recidivas de hasta el 6% de los casos en 5 afios.®

El curetaje, electrocoaqgulacion, electrodesecacién, crioterapia y ablacién laser

(laser de argdn, didéxido de carbono o Neodinio-Yag): Todas ellas tienen la
desventaja de no permitir el estudio histolégico. Ademas no penetran lo suficiente
como para alcanzar anejos. Las ventajas son su seguridad y comodidad asi

como eficiencia.

En concreto, con la crioterapia se describen porcentajes de curacién de EB del
90-95% aplicando diversos protocolos terapéuticos. Se recomiendan 3 ciclos de
congelacion de 20 segundos que se repetiran durante varias semanas, conlleva
asociado riesgo de cicatrizacion residual asi como dolor intenso. Los melanocitos
son mas sensibles al frio que los queratinocitos, por lo que este tratamiento
puede dejar hipopigmentacion residual. Otras opciones serian ciclos unicos de 30
segundos o 2 ciclos de 20 segundos. Se han descrito recurrencias del 13% a los

5 afios.® Comparado con TFD se ha mostrado menos eficaz.* ©
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La combinacion de las terapias descritas anteriormente (ej: curetaje mas crioterapia)
permite efectos sinérgicos, generalmente sin potenciar los efectos adversos. Sin
embargo no existen hasta el momento ensayos clinicos publicados con evidencia
suficiente sobre la eficacia y seguridad exacta de cada combinacion de tratamiento.

Por ello, todos los pacientes diagnosticados y tratados de EB deberan realizar visitas
de seguimiento cada 6-12 meses (mas frecuente si son pacientes de alto riesgo) con

evaluacion de toda la superficie corporal.

Ademas tras el diagnéstico se debera hacer hincapié en la importancia de la
fotoproteccion de forma rutinaria, frente a radiacion UVB y UVA, ya que como se ha

comentado ambas estan implicadas en la carcinogénesis de esta enfermedad.

b.TERAPIA FOTODINAMICA (TED)

b.1. Antecedentes historicos

El uso de sustancias fotosensibilizantes y exposicion solar posterior para el
tratamiento de enfermedades dermatologicas data del antiguo Egipto y la antigua
Grecia. Estas civilizaciones utilizaban psoralenos contenidos en plantas para el
tratamiento de dermatosis como psoriasis o vitiligo.> Este concepto, generalmente
conocido como fotoquimioterapia es aplicable a la fototerapia PUVA, a la
fotoquimioterapia extracorpérea (fotoféresis) y a la terapia fotodinamica (TFD).

El término “fotodinamico” implica reacciones biolégicas mediadas por un

fotosensiblizante en las que se producia un consumo de oxigeno.®®
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La TFD es una modalidad que comprende la administraciéon de un fotosensibilizante
que se acumula en las células diana seguido de la irradiacion de la lesion con una
fuente de luz adecuada en presencia de oxigeno. La combinacién de tres elementos
inicialmente no toxicos, oxigeno, luz y fotosensibilizante, es la responsable de la
destruccion tisular.

El uso creciente de la TFD se basa en los trabajos pioneros de Dougherty y
colaboradores®’, quienes presentan en 1978 estudios de la aplicacion de esta
novedosa técnica para el tratamiento de cancer cutaneo y otras neoplasias. Desde
entonces, la TFD ha ganado un creciente interés en la medicina habiendo sido
aprobada por la FDA para el tratamiento de determinados tumores en paises como
Canada, Japén, Francia, Noruega, Alemania y Estados Unidos. Recientes
investigaciones han demostrado ademas su aplicacibn con éxito en otras
indicaciones no oncoldégicas como Arterioesclerosis®, enfermedades infecciosas® y
artritis reumatoide.”® La TFD ha ganado un creciente interés habiendo sido aprobada
por la FDA para el tratamiento de determinados tumores y entidades no oncolégicas

en distintos paises.®®"°

En concreto, dada la accesibilidad de la piel a la exposicién a una fuente de luz, el
uso de la TFD en dermatologia es cada vez mas comun. Mdltiples dermatosis
cancerosas Yy precancerosas, sobre todo queratosis actinicas y epiteliomas
basocelulares han mostrado buena respuesta al tratamiento con TFD. Estudios
actuales tratan de evaluar su eficacia en otras dermatosis tumorales, inflamatorias e
infecciosas.”> También es importante valorar el tiempo de mantenimiento de las
respuestas asi como determinar los parametros 6ptimos en cada caso y encontrar la

manera de disminuir los efectos adversos.

b.2 Mecanismo de accién:

La TFD consiste en la administraciéon de un FS que se acumula selectivamente en
determinadas células o tejidos, de forma que al ser iluminados en presencia de
oxigeno y con una luz de adecuada longitud de onda y en dosis suficiente, se
produce como resultado la fotooxidacion de materiales biolégicos y la consecuente
muerte celular.®®"*
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El FS se acumula preferentemente en las células tumorales y al estimularse por la
fuente de luz desencadena la reaccion fotoquimica que a su vez originaré tanto la
alteracion vascular, inflamacion y respuesta inmunitaria del huésped como la muerte
celular y destruccion selectiva del tumor. La penetracion profunda del FS tépico no
es necesaria porque la EB es intraepidérmica, pero debe abordarse con precaucion,

ya que puede haber focos invasores menos susceptibles a TFD.>®"*

Contraindicaciones

Segun la FDA (Food and drugs administration) la TFD no deberia aplicarse en las

siguientes circunstancias:®"*

e Sensibilidad cutanea a la luz, porfirias y alergia a porfirinas.

e La crema de MAL ( Metvix®) contiene aceite de nueces y almendras, por lo
gue deben evitarse si hay hipersensibilidad.

e La TFD se considera clase C en las embarazadas.

e No esta autorizado su uso en pediatria.

¢ No esta autorizado en mujeres lactantes.

e Uso de corticoides topicos dos semanas antes de la sesion de TFD en
el area a tratar.

e Uso de retinoides topicos y sistémicos, hidroxiacidos topicos,

guimioterapia e inmunoterapia cuatro semanas antes.

Efectos adversos

Los efectos adversos mas frecuentes son las reacciones localizadas en el area de
tratamiento durante la iluminacion, que puede causar un grado variable de dolor. El
eritema y edema producidos pueden durar hasta 2 semanas. También pueden darse
prurito, descamacion, hiperpigmentacion postinflamatoria y, menos frecuentemente,
ulceracion, costras, pustulas, erosiones, vesiculas/ampollas e incluso cicatrices. De
forma extraordinaria se han descrito urticarias, infecciones cutaneas o dermatitis de
contacto.”

El dolor, que es sin duda el efecto adverso mas frecuente, suele ser proporcional a
la extension de la superficie tratada y es mas intenso en fototipos claros. Se han

descrito diferentes estrategias para intentar minimizarlo:”
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- Avisar previamente al paciente y realizar “talkestesia” (anestesia mediante la
conversacion) durante la aplicacion del tratamiento.

-Paracetamol 1 gramo previo a la sesion.

-Infiltracion subcutanea de anestesia sin adrenalina (una vasoconstriccion
disminuiria el oxigeno de la zona, imprescindible para el proceso fotodinamico).
-Bloqueo nervioso regional.

-Agua vaporizada durante la iluminacion.

-Reduccion de la energia de la luz.

-Pausas durante la iluminacion.

b.3. Fotosensibilizantes

Las caracteristicas que deberia reunir un FS para la efectividad del tratamiento
fotodinamico serian: "+

. Selectividad por el tejido o células a tratar.

. Distribucién homogénea en el tejido diana.

. Lipofilia para difundir a través de las membranas biol6gicas.

. Tiempo breve entre su administracion y la acumulacién en los tejidos a tratar.
. Vida media corta y eliminacién mas rapida de los tejidos normales.

. Activacion a longitudes de onda con penetracion 6ptima en el tejido a tratar.

. Alto rendimiento en la produccién de radicales de oxigeno.

0 N o 0o~ WDN P

. Escasa toxicidad en la oscuridad.

Los FS y precursores mas usados en TFD clinica y experimental se resumen en la
figura 4.”* Se clasifican en sistémicos (de primera generacién: hematoporfirina,
porfimero sédico; de segunda generacién: derivados del anillo tetrapirrélico, con
picos maximos de absorcion en 660 y 850 nm, como clorinas, cianinas, ftalocianinas,

porficenos u otras porfirinas)’® y precursores de FS topicos (ALA y MAL).
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1. PORFIRINAS""®"’
a. Derivados de porfirinas:
e Derivado de la hematoporfirina.
e Dihematoporfirin éste/éter.
e Porfimero sodico.
e Tetrafenilporfirinas.
b. Precursores de porfirinas:
e Acido delta-aminolevulinico (ALA).
e Acido metilaminolevulinico (MAL).

2. PORFINAS™®
3. PTALOCIANINAS®80
4. PORFICENOS

5. CLORINAS®:®

e Derivado benzoporfirinico anillo A monoéacido
N-aspartil-clorina e
ATX-S10
Tin etiopurpurin
Meso-tetra(hidroxifenil)-clorina

6. FEOFORBIDES®®
7. LUTETIUM TEXAPIRINA®®
8. OTROS: Fluoresceina, Antracenos, Tetraciclinas, Furocumarinas, Purpurinas,

Fenotiazinas, Rosa de Bengala, Azul, verde o violeta de metileno, Verding,
Hipocrelina, Hipericina.®®

Fig4: Fotosensibilizantes usados en TFD

El espectro de absorcion de las porfirinas tiene un pico maximo en la banda de Soret
(360-400 nm) y otros picos menores en la banda Q (500 y 630 nm). En concreto el
de la protoporfirina IX (PplX) in vivo tiene bandas a 408 nm, 510 nm, 543 nm, 583
nm y 633 mm.%" El primero proporciona la mayor inactivacion celular, mientras que
para una mayor penetracion tisular, debemos utilizar el ultimo, aunque sea menos
potente. A mayor longitud de onda se obtiene mayor penetracibn y aunque nos
alejemos del pico maximo de la PplX, conseguimos penetraciones significativas a

partir de 600nm (aproximadamente 5 mm).
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Porfirina IX.

Las moléculas de porfirinas estan en su estado basal y cuando son irradiadas con
una luz de adecuada longitud de onda pasan a un nivel energético superior e
inestable: estado singlete. Estas moléculas de fotosensibilizante excitadas tienden a
perder esa energia y vuelven a su estado energético basal de diversas maneras,
una de ellas es emitiendo fluorescencia, o que en la clinica nos permite realizar la
técnica diagnostica de fluorescencia. Esto es posible ya que las moléculas de PplX
son fluorescentes y por tanto tienen la capacidad que acabamos de describir: tras
ser estimuladas por una luz adecuada tienden a recuperar su estado basal
desprendiendo una radiacion de mayor longitud de onda y menor energia que la que
las estimul6 (fluorescencia roja). La intensidad de la fluorescencia es proporcional a
la intensidad de la radiacion y a la concentracion de la sustancia fluorescente en el
tejido, es decir, del agente fotosensibilizante.

Los primeros en aportar la idea de la "fotosensibilizacion enddgena” del tejido
tumoral fueron Kennedy y col.?® Los FS tépicos son los mas utilizados en
dermatologia. Ofrecen la ventaja de disminuir el riesgo de fototoxicidad al minimizar
el area expuesta y mayor sencillez de administracién. En este caso, en lugar de
administrar el fotosensibilizante se aplica un precursor del mismo, el acido
aminolevulinico (ALA) y su precursor: el acido metil-aminolevulinico (MAL), que se
convierten en el fotosensibilizante activo, la protoporfirina IX (PpIX), y como todo

buen fotosensibilizante es acumulado en determinadas células o tejidos.
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A diferencia de los fotosensibilizantes administrados por via intravenosa, el ALA
tiene las ventajas de que es efectivo tanto por via oral como por via topica. Ademas,
otra de las cualidades que posee es que a las 24-48 horas de su administracion el
fotosensibilizante ya ha sido totalmente eliminado de los tejidos, no provocando una
fotosensibilidad prolongada en el tiempo.®” EI MAL es el Gnico aprobado por la
Agencia Europea del Medicamento para su uso en TFD en dermatologia.?® Existen
FS denominados de tercera generacion que incorporan moléculas como anticuerpos
monoclonales, formulacibn en liposomas o0 en nanosomas Yy adenovirus

fotosensibilizantes pero atn no disponibles en préactica habitual.”®

Siguiendo la via de la sintesis del grupo hemo entenderemos el papel que juegan
estos FS en el tratamiento fotodinamico. EI ALA es el primer compuesto intermedio
de la sintesis de las porfirinas, se forma en el interior de la mitocondria a partir de
glicina y succinil-CoA mediante la enzima ALA-sintetasa. Esta enzima se sitGia en la
membrana mitocondrial interna y es el principal regulador de la via.

Una vez formado el ALA éste difunde de la mitocondria al citoplasma, donde tras
varios pasos enzimaticos, se transforma en coproporfirindégeno lll, el cual entra de
nuevo en la mitocondria. Alli, tras sucesivas reacciones enzimaticas, se transforma
en PplX, que con la incorporacion de un ion ferroso por la enzima ferroquelatasa, se

transforma en el grupo hemo.*

Esta via de la sintesis del hemo esta regulada por la disponibilidad de sustrato y por
un sistema de retroalimentacion negativo, que inhibe a la enzima ALA-sintetasa
directamente. Si se administra ALA (o MAL que sufre desmetilacion inmediatamente
tras entrar en la célula) de forma exdgena este control es rebasado, y entonces se
produce una superproducciéon de porfirinas, particularmente de PplX, ya que sélo la
ferroquelatasa esta limitada.?® Esta limitacién exclusiva de la ferroquelatasa justifica
el aumento selectivo del FS PplIX tras administrar ALA 6 MAL.2"% (Fig 6).

De esta forma las células desarrollardn fluorescencia debida al acimulo de esta

molécula fluorescente, la PplX, convirtiéndose asi en células fotosensibilizadas.
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Fig 6. Incorporacion del precursor del FS a la via de sintesis del grupo hemo.
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El ALA se capta por transporte activo a traves de las membranas celulares. Es una
molécula hidrofilica y atraviesa pobremente las membranas celulares. Para alcanzar
niveles relevantes de PplX intracelular se requiere su administracion a altas

concentraciones (20%) y mantener largo tiempo de aplicacion antes de iluminar (de

El MAL es mucho mas lipofilico y con mayor penetracion tisular en menos tiempo (3
horas).®! Esto le permite una localizacién tumoral mas selectiva, homogénea y un
mayor rendimiento fotodinamico.?®® De hecho en la EB se alcanzan curaciones de
hasta el 95% frente al 82% obtenido con ALA-TFD.>” En cuanto al mecanismo de

accion parece que parte se hidroliza a ALA, pero también existe evidencia de




incorporacion directa de MAL a la ruta sintética de las porfirinas, e incluso de efectos
estimulantes del MAL en la ruta porfirinica.®> Como ventaja adicional, los pacientes

refieren menor dolor durante la iluminacién.®?

La penetracién del FS tépico es influenciada por diferentes factores. Asi se vera
retardada por el grosor del estrato corneo, mientras que el curetaje, los peelings
quimicos, o el pretratamiento con acetona puede ayudar a los precursores a
alcanzar la profundidad adecuada dentro de la piel, lo que aumenta la efectividad de
la TFD. La existencia de un dafio actinico extenso, abrasiones de la piel o de

inflamacion aumentan también la absorcidn percutanea.
El tiempo de aplicacion del FS hasta su iluminacién por la luz varia segun los

protocolos entre 1 y hasta 14 horas, aunque tiempos tan prolongados no parecen

necesarios.®

b.4. Fuentes de luz

La fuente de luz utilizada en TFD viene determinada por el espectro de excitacion
del FS, la capacidad de penetracion de la luz emitida en los tejidos y la fluencia
(densidad de energia) de la misma. Una fuente de luz con espectro de emisiéon en la
absorcién del FS y con una buena penetracién en los tejidos determina una
efectividad maxima de la TFD.

La luz ideal en el tratamiento de TFD en su uso en dermatologia deberia cumplir los
siguientes requisitos: %°°

1. Emitir en una longitud de onda que sea absorbida por el FS y capaz de penetrar
en la piel para alcanzar su diana.

2. Tener adecuada fluencia y duracion para que tenga lugar la reaccion
fotodindmica.

3. Causar minima molestia y eritema. No producir costras ni purpura y permitir una
recuperacion rapida del dafio tisular causado.

4. Poder administrarse en poco tiempo.
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Penetracién de laluz en los tejidos:

La penetracion de la luz a través de los tejidos depende de las caracteristicas del
mismo y de la longitud de onda de la luz utilizada. El tejido diana puede modificar la
absorcion mediante: absorcion O6ptica de croméforos tisulares enddégenos
(hemoglobina); dispersién oOptica (en la piel hace que la penetracion real de la luz
roja de 630nm sea de 1-3mm)®’ 6 por la presencia del FS.

Longitudes menores de 600nm son absorbidas por hemoglobina y mayores de
1300nm por el agua. Fotones de longitudes mayores a 850nm escasamente generan
oxigeno singlete. En general, la penetracion de una fuente de luz es de 1-2 mm para
400-500 nm, de 5 mm para 630 y de 10 mm para 700-850 nm. La mayoria de las
investigaciones se han centrado en el rango azul (400nm) que se sitda en el pico
maximo de absorcién de las porfirinas y en la luz roja (630 nm), que aungue tiene un

pico menor, es capaz de penetrar mas profundamente.®®®’

Dosimetria:

La dosis de TFD es el producto de la concentracion local de PplIX y la fluencia de la
fuente luminosa (J/cm?). Dosis demasiado bajas producen un dafio subletal
insuficiente mientras que dosis excesivamente altas producirian una deprivacion de
oxigeno y disminucion de eficacia del proceso fotodinamico.

En la EB se han utilizado diferentes fluencias que varian desde los 10 a los 240
Jicm?. También los esquemas varian desde una sesién a varias (fraccionando), con
tiempo entre sesiones también variable entre 1-4 semanas. Lo mas usado es el

esquema de 2 sesiones separadas por una semana.>®

Tipos de fuentes de luz:
Para realizar TFD en dermatologia se utilizan distintos dispositivos:>®

Luces incoherentes/fluorescentes: abarca todo el espectro de luz.
* LEDs (Light emitting diodes): semiconductores de pequefio tamafio que emiten
longitudes de onda estrecha (20-50nm), sin emisién infrarroja ni ultravioleta.
Laser: emiten una longitud de onda concreta, coherente y colimada. Permite
seleccionar la longitud de onda deseada para cada FS.**

Luz pulsada intensa: faltan estudios que determinen su eficacia en la EB

Luz natural: algtin estudio demuestra que es tan efectiva como los LEDs®
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Las luces no coherentes permiten tratar areas mas amplias y son mas baratas que
los laseres. Las més utilizadas son la luz azul, roja y la luz intensa pulsada. Los
LEDs son los mas utilizados actualmente. Los laseres permiten seleccionar con
exactitud la longitud de onda del FS, maximizando la penetracion en los tejidos, ya
que tiene menor dispersion que las luces no coherentes. Se ha utilizado el laser de
colorante pulsado de longitud de onda corta (585 nm), el laser de colorante pulsado
de longitud larga (595 nm) o el laser de diodo (638 nm) entre otros. Los escasos
estudios comparativos existentes hasta el momento entre distintas fuentes de luz, no
muestran ventajas en la utilizacion de laseres frente a luces no coherentes como
fuentes de luz en TFD en general ni en TFD para EB en particular,®® tampoco de

localizacién mucosa.®® Un articulo publicado recientemente'®

afirma que se obtenian
un 10% mas de curaciones histolégicas de EB con luz LED que con laser, pero no

obtuvieron significaciéon estadistica.

b.5. Diagnoéstico de fluorescencia:

El diagnéstico por fluorescencia (DF), mal llamado diagndstico fotodinamico, es un
procedimiento de diagnéstico por la imagen que nos permite delimitar los tejidos
neoplasicos y diferenciarlos de los tejidos sanos peritumorales. Esto puede hacerse
porque los tejidos patolégicos producen y acumulan mayores cantidades de

porfirinas a partir del MAL que los tejidos sanos.'%"'%

Esta técnica se basa en la capacidad que tienen ciertas sustancias de emitir
fluorescencia, la cual puede ser captada facilmente mediante sistemas adaptados de
fotografia digital. Dicha fluorescencia seré la guia para detectar o delimitar tumores y

en concreto lesiones de EB en nuestro estudio.'??

Dicho diagnéstico por fluorescencia consiste en la deteccién de la fluorescencia roja
emitida por la PplIX tras ser iluminada una lesién cutanea con luz de longitud de
onda entre 370-400 nm (como luz de Wood), a la que previamente se ha aplicado
durante unas horas un FS como el ALA o el MAL.!®® Se puede fotografiar con unos
sistemas de flashes ultravioletas acoplados a una camara digital.}** Una mayor

fluorescencia se correlaciona histolégicamente con mayor cantidad de PpIX.'® El
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potencial del DF aun se desconoce, no solo en la delimitacion de las lesiones, sino
también para valoracion de respuesta terapéutica.

Tiempo de incubacion del FS para el diagndéstico de fluorescencia

Si bien el tiempo de aplicacion del fotosensibilizante usando MAL para la TFD es de
3 horas, el diagnostico puede realizarse o bien transcurridas esas 3 horas estandar o
bien se puede incrementar el tiempo de incubacion hasta 5 o 6 horas, cuando se

estima que la intensidad de la fluorescencia es mayor.

Incluso algunos autores que practican el diagnostico de fluorescencia de forma
rutinaria antes de las intervenciones quirdrgicas prefieren un periodo de oclusién de
24 horas, observandose igualmente una buena delimitacion de la fluorescencia de la

lesién tumoral, y con un grado de fluorescencia mas débil perilesional.*®

Fotografia con flash de luz ultravioleta para el DF

Para poder obtener fluorescencia mediante de luz ultravioleta, necesitamos una
fuente de luz que contenga un filtro transmisor o de excitacion de radiaciones
ultravioleta, para que solo permita el paso de longitudes de onda en ese espectro,
bloqueando el resto de longitudes de onda mayores del espectro visible. Un ejemplo
clasico y comunmente empleado en dermatologia es la lampara o luz de Wood.
Existen multiples fuentes de luz ultravioleta en el mercado y si bien para la simple
observacion del paciente no se precisan lamparas costosas de gran potencia, no
sucede lo mismo si queremos realizar fotografia de fluorescencia ya que dichas
lamparas tienen poca emision de radiacion, por lo que para tomar la fotografia
necesitariamos largos tiempos de exposicion, que el individuo no se mueva y que la

camara esté sujeta mediante un tripode.

Algunos autores recomiendan lamparas de Wood muy potentes para la realizacion
de este tipo de fotografia, pero no evitan la necesidad de realizar la fotografia a
oscuras Yy la dificultad del enfoque si realizamos la fotografia con camaras digitales

sin capacidad de foco manual.
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Para evitar todos estos problemas se aconseja la realizaciéon de flashes adaptados

que emiten luz ultravioleta.'**%’

La primera referencia para poder realizar fotografia de fluorescencia en una
habitacién iluminada se la debemos a Myers.*®” Este autor acoplé al flash un filtro de
la serie Wratten 47B (filtro excitador o emisor de luz ultravioleta) y un filtro amarillo
delante del objetivo, como se hacia habitualmente para este tipo de fotografias, pero
utilizé una maquina fotogréfica con velocidad de sincronizacion del flash elevada,
superior a 1/125, siendo lo habitual 1/60, lo que le permitia que la luz visible

ambiental no quedara reflejada en la pelicula.

Afortunadamente la mayoria de las maquinas que utilizamos actualmente nos
permiten utilizar velocidades de sincronizacion con el flash elevadas y si adaptamos
el flash podremos realizar fotografia de fluorescencia sin necesidad de estar en un

cuarto oscuro.

Si quisiéramos modificar nuestro equipo fotografico para la realizaciéon de la
fotografia de fluorescencia, primero tendriamos que utilizar varios flashes de gran
potencia, para tener mayor intensidad de luz, segundo acoplar delante de los
flashes, filtros excitadores de luz ultravioleta, como los clasicos de Wratten 182 o
como el Schott UG1 y para evitar la luz ultravioleta reflejada un filtro barrera como el
Wratten 2A o 2. Este dltimo generalmente no es necesario en muchas camaras

digitales al estar incorporados dentro de la camara.

No obstante existen en el mercado dos sistemas ya comercializados, uno
denominado Clear-Stone® que utiliza dos flashes sincronizados que emiten luz
ultravioleta y que estan acoplados tanto a camaras digitales semiprofesionales como
reflex de Olympus® que dan excelentes resultados. Las imagenes pueden ser
capturadas directamente en el ordenador mediante un software especifico del

sistema para su visualizacion y almacenaje.

El otro sistema comercializado es DyaDerm®, que estd compuesto por una camara
de video Sony de 12 bit, con un flash de luz xenon adaptado con un filtro ultravioleta
entre 370-440nm. La camara de video esta ajustada mediante un brazo a un

ordenador Pentium IV equipado con un software capturador de imagenes. El flash
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emite siete pulsos luminicos por segundo a la piel los cuales son capturados por la
videocamara, que esta equipada con un filtro Schott de 455nm que elimina la luz
externa excitadora. Este sistema esta siendo adaptado en algunos centros para la

realizacion de estudios de investigacién.'®®

Concepto de Fluorescencia

La luz ultravioleta tiene una longitud de onda menor que la luz visible. Si la
aplicamos sobre una sustancia, esta cambia y emite longitudes de onda mas largas,
dentro del espectro visible (400-700nm, pudiendo ser amarillo, verde o rosa).”>®
Cuando esta respuesta se produce Unicamente en presencia del estimulo energético
(luz ultravioleta) recibe el nombre de fluorescencia; pero cuando la respuesta se

produce tras haber retirado el estimulo se denomina fosforescencia.

Tanto la fluorescencia como la fosforescencia poseen luminiscencia, término general

utilizado para la emisién de radiacion.

En la naturaleza existen muchas sustancias que poseen la capacidad per se de
producir fluorescencia, como algunas rocas, minerales, plantas, hongos, bacterias y
muchas secreciones Yy tejidos corporales. A este tipo de fluorescencia la
denominamos fluorescencia primaria 0 autofluorescencia. También existe la

fosforescencia en la naturaleza, como por ejemplo en el caso de algunos insectos.

Por otro lado existen otros productos, los fluorocromos, que al ser introducidos o
aplicados en un sujeto provocan fluorescencia secundaria. Este tipo de marcadores
son utilizados frecuentemente en el campo de la investigacion, en laboratorios, en la
medicina forense, o también en multiples productos de la vida cotidiana, como son
los detergentes y polvos de lavado, o en pinturas y sustancias plasticas para

aumentar su visibilidad.*®®
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b.6. Mecanismo de destruccidn tisular

La eficacia de la TFD se basa en la conjuncion de la muerte celular directa, el dafio
vascular, la inflamacién y la respuesta inmunitaria del huésped. Todo ello se

consigue a través de diferentes mecanismos:**°

Fotoquimica de la TFD

Tras la absorcion de la luz el FS es transformado desde su estado basal a un estado
electrénicamente excitado, pero inestable y de vida media muy corta (10° a 107°
segundos). El FS excitado tiende a ceder el exceso de energia, bien volviendo a su
estado basal y liberandola en forma de fluorescencia (radiacion de menor energia y
mayor longitud de onda que la que absorbid) o bien pasando a estado triplete. El
estado triplete interacciona con las moléculas circundantes dando lugar a dos tipos
de reaccion fotooxidativa:

1. Tipo I: por transferencia de electrones, originando radicales libres de oxigeno
(peroxidos, anién superéxido y radicales hidroxilo).

2. Tipo II: por transferencia de energia al oxigeno, dando lugar a la formacién de
oxigeno singlete y al retorno del FS a su estado basal.

Ambas reacciones ocurren de forma simultanea y en competicién, aunque parece

gue el oxigeno singlete es el mayor responsable del dafio producido por la TFD.

[ ESTADO BASAL J
FLUORESCENCIA ROJA T Bsasiil
4
< | ESTADO 1 SINGLETE ——> ESTADOTRIPLETE |
Interaccion con
| ESTADO2 SINGLETE | ioenns

circundantes

REACCION DE FOTOSENSIBILIZACION

/ \ Fig.7: Diagrama de accion
de un FS.
TIPO I: Reaccion TIPO Il: Reaccion
directa con los tejidos directa con el oxigeno Ambas reacciones ocurren
l l simultdneamente y en
competicién, aunque parece
RADICALES LIBRES OXIGENOS SINGLETE . .
gue el oxigeno singlete es el
\ / mayor responsable del dafio
MUERTE CELULAR producido por la TFD.
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Efectos directos

La reaccion fotodinamica produce dafio celular directo, que en el caso del MAL lleva
a apoptosis celular.**

Las principales dianas son los lipidos y proteinas celulares. Posee sin embargo un
bajo potencial de producir daifio de ADN, lo que le confiere seguridad.

Existen ciertas caracteristicas de las células tumorales e inflamatorias que facilitan la
especificidad y preservacion de estructuras normales, es decir, hacen mas sensibles
al dafio fotodindmico a dichas células tumorales'?. Se cree que éstas poseen una
sintesis aumentada de porfirinas secundaria a una actividad enzimética en algun
punto de sintesis del grupo hemo.****" Pero es principalmente la alteracién en la
superficie cutanea (disrupcién de estrato cérneo) el factor que mas influye en el

acumulo de PplX en las células tumorales.***

Efectos indirectos

e Regulacion de la angiogénesis: La vasculatura parece ser la diana mas critica
del fotodafio indirecto, resultando deprivacion de oxigeno y nutrientes en la
lesion. Tras la TFD se demuestra con ecografia doppler una critica disminucién

de flujo sanguineo, que periste 24 horas.*®

e Regulacién de la matriz extracelular:**® Aumenta la expresién y activacién de
metaloproteinasas (MPP) y disminuye la de sus inhibidores. Esto puede contribuir
por un lado a frenar la proliferacion tumoral y por otro al excelente resultado

cosmético de la TFD.

e Efecto inmunolégico:**® La TFD libera potentes mediadores de la inflamacién,
como reactantes de fase aguda, sustancias vasoactivas, peroxidasas,
proteinasas, componentes del complemento, factores de crecimiento y otros
inmunoreguladores: interleucinas (IL) 6, 1B y2, factor de necrosis tumoral a (TNF-
a) y factor estimulante de colonias granulociticas (GCSF). Estas sefales
inflamatorias inican un reclutamiento de neutrofilos, los cuales al liberar radicales

libres de oxigeno y enzimas lisosomales inducen dafio en las células y en los
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vasos. Posteriormente se produce la llegada de mastocitos, que junto con los

neutrofilos forman la respuesta inmune no-especifica. Mas tarde apareceran los

macrofagos y monocitos, que procesan antigenos especificos del tumor a través

del complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il (MHC II). Esto permite el

reconocimiento de epitopos especificos tumorales por los linfocitos CD4, lo que

genera la produccion de linfocitos T citotoxicos especificos frente al tumor,

generando una respuesta inmune especifica frente al tumor, con memoria

inmunoldgica, lo que representa una ventaja frente a otras terapias tumorales

como la radioterapia, quimioterapia o cirugia.

b.7. Indicaciones: aprobadas y en desarrollo

2,4,121

Indicaciones aprobadas'*

Queratosis_actinicas (QA): son una de las patologias mas comunes en la

practica clinica y son las lesiones precancerosas mas frecuentes en
dermatologia. La prevalencia se estima en torno a un 10% en la tercera
década y asciende a un 80% en la séptima década. Son mas frecuentes en
fototipos claros con antecedentes de exposicidn solar intensa. Los pacientes
que han recibido el trasplante de un érgano sélido o inmunodeprimidos tienen
mayor riesgo de presentar QA. Su diagndstico en la practica habitual es
clinico. Se manifiestan como maculo-papulas eritematosas con escamas 0
costras en su superficie. Su larga evolucion y su localizacion en zonas
fotoexpuestas (areas de cancerificacion) facilitan el diagndéstico. Su estudio
histologico revela displasia de los queratinocitos basales. El tratamiento
habitual es la crioterapia, sin embargo cuando son multiples es mas coémodo
el uso de imiquimod tépico o TFD. La principal desventaja de la TFD en QA
frente a otras modalidades de tratamiento es el mayor coste (tiempo y dinero)
y el dolor durante las sesiones, que en ocasiones persiste hasta 24 horas
después. Como ventajas destacar que trata multiples lesiones a la vez, el
excelente resultado cosmético y que obtiene tasas de curacion similares, sino
superiores, a los tratamientos ya establecidos.
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Carcinoma basocelular superficial (CBC): Es el cancer cutaneo mas frecuente.

Presenta diversas manifestaciones y puede llegar a ser localmente agresivo,
metastatizando en muy escasas ocasiones. Las indicaciones aprobadas, con
MAL, segun la Guia Clinica de TFD de la Asociaciéon Britanica de
Dermatologia de 2008'*' y las guias de uso de MAL-TFD en CCNM de
European Academy of Dermatology and Venereology publicadas en 20102 son
el CBC superficial y el CBC nodular de pequefio tamafio (menor de 2mm de
grosor). No estaria indicado en CBC morfeiformes o pigmentados ni en

carcinomas epidermoides.

EB (ver apartado siguiente b.8.)

Prevencion de CCNM en transplantados: segun las Guias previamente

mencionadas puede tener papel en prevencién de QA (evidencia B1) pero

esta aun por determinar en CBC y CCE.

Indicaciones aprobadas:

e Carcinoma basocelular superficial (CBC) y el CBC nodular
< 2mm de grosor.

e Queratosis actinicas (QA).

e Enfermedad de Bowen (EB).

e Prevencién de CCNM en transplantados: segun las Guias
previamente mendionadas puede tener un papel en
prevencion de QA (evidencia B1), pero estd aln por
determinar en CBC y Carcinoma espinocelular (CE).

Fig 8. Resumen de Indicaciones aprobadas.
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Indicaciones en desarrollo:*?!

Oncologicas:

o Carcinoma espinocelular (CCE) invasivo.

o Queilitis actinica (precancerosa).

o Eritroplasia de Queyrat.

o Sarcoma de Kaposi.

o Poroqueratosis actinica superficial.

o Linfoma cutano de células T (LCCT): En lesiones localizadas, en forma de
placa o tumor, lo ideal es aplicar tratamiento tépico y realizar seguimiento,
ya que el curso del LCCT es lento y poco agresivo. Hay multiples opciones
de tratamiento en esta situacion: corticoides tdpicos, mostaza nitrogenada
tépica, PUVA, radioterapia, escision, laser CO, y en algunos casos, se
puede afadir la TFD.

o Tratamiento paliativo de metastasis cutaneas.

o Enfermedad de Paget (EP): mamaria y extramamaria: En ocasiones la

extension hace imposible el abordaje quirdrgico, surgiendo como

alternativas el imiquimod topico, la radioterapia y la TFD.

No oncolégicas:

Acné o Leishmaniasis cutanea
Psoriasis o Queloides

Verrugas vulgares o Granuloma anular
Condilomas acuminados o Porogqueratosis actinica
Hiperplasias sebaceas o Linfadenosis benigna
Liquen escleroso y atrofico cutis

Morfea o Hailey-Hailey

Alopecia areata o Nevus sebéaceo

Liquen plano oral o Rosacea

Hirsutismo o Hidrosadenitis

Infecciones por dermatofitos
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b.8. La Terapia fotodindmica y la enfermedad de Bowen:

El nivel de evidencia cientifica de la TFD es comparable a cualquiera de las
opciones terapéuticas disponibles y supera al 5-fluoruracilo, a la crioterapia vy al
laser.

Se considera, por incluirse dentro de los CCNM, nivel de Evidencia Al. Esto significa
gue es extremadamente recomendable (buena evidencia de que la medida es eficaz
y los beneficios superan ampliamente a los perjuicios). Al menos existe un ensayo

clinico controlado y aleatorizado disefiado de forma apropiada.

En las ultimas guias de la Asociacion Britanica de Dermatdlogos se considera una
opcion entre buena y muy buena, a tener en cuenta especialmente en lesiones
multiples, grandes o situadas en zonas de mala cicatrizacion, puesto que la principal
ventaja que ofrece es un resultado cosmético excelente.* No recomiendan su uso en
el &rea perianal por la falta de estudios en esta localizacion y existir casos descritos

de progresion. %2
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2. JUSTIFICACION. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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El céncer cutaneo no melanoma (CCNM) es una afeccion muy frecuente en el
hombre. Dentro de ellas encontramos la EB, con rasgos clinicos e histolégicos bien
definidos. Sin embargo no se conoce bien los factores prondsticos que puedan
determinar qué lesiones son de alto riesgo y por tanto con mayor probabilidad de

evolucionar a carcinoma epidermoide (CE) invasivo.

Aunque existen diferentes herramientas para abordar el CCNM, la TFD se ha erigido
como clave, especialmente en el carcinoma basocelular (CBC) y la queratosis
actinica (QA). En la EB no se ha estudiado tanto como en las 2 entidades
previamente nombradas, pero dado que comparte ciertas caracteristicas con la QA,
es de esperar (y asi se ha demostrado en los articulos publicados)? que también
pase a constituir un pilar clave de tratamiento en EB. Asi mismo, el estudio de la
modificacion en la expresibn de marcadores inmunohistoquimicos (IHQ) puede
ayudar a entender mas acerca del mecanismo de accion por el cual la TFD actia

sobre la lesién de EB y si tiene actuacion también sobre una base patogénica o no.

La TFD tiene la ventaja de alcanzar respuestas con buenos efectos cosméticos.
Ademas trata toda un &rea de cancerizacion, lo cual es util entre otras cosas, en
pacientes con EB en los que hemos dicho que es muy frecuente el dafio actinico.
Una de las posibles desventajas es que este tratamiento no permite el estudio
histoldgico de la lesién tratada, con lo que no se tiene certeza de la eliminacion total
de los restos tumorales. Seria por ello util el disponer de una herramienta que
supliera esa falta de informacién histologica. Aqui es donde el diagndstico de
fluorescencia puede jugar un papel clave como técnica de diagnostico no invasiva.
Se sabe que la EB, al igual que otras neoplasias cutaneas, adquiere una coloracion
roja intensa tras la aplicacion de un FS y la posterior iluminacion con luz ultravioleta,
lo que nos permite diferenciar entre tejido sano y tejido tumoral. Aprovechando esta
caracteristica si se confirmara su fiabilidad podria incluirse como herramienta util en

nuestra consulta dermatoldgica diaria.
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De acuerdo con lo anterior, los objetivos del proyecto se resumen en:

e Estudiar la validez de la fluorescencia como método diagnostico en pacientes con
enfermedad de Bowen que reciben tratamiento mediante terapia fotodinamica
determinando su correlacion con la clinica y la histologia tanto antes como
después del tratamiento. Estudiar los posibles factores clinicos, histolégicos e
inmunohistoquimicos, que puedan influir en la respuesta de la enfermedad de

Bowen al tratamiento con terapia fotodinamica.

Para alcanzar dichos objetivos se plantearon diferentes actuaciones:

+ Se recogieron datos descriptivos de los pacientes y de las biopsias y se
correlaciond, mediante estudio estadistico, con las diferentes respuestas obtenidas

(clinica, fluorescencia e histoldgica).

» Se analizaron histolégicamente las biopsias tomadas de pacientes afectos de EB,
antes y después de 2 sesiones de tratamiento con TFD, con el fin de describir la
presencia o ausencia de restos tumorales y correlacionarlo con la exploracion clinica
y de fluorescencia detectada en ambos momentos. Ademas dichas biopsias sirvieron
de sustrato para estudiar el cambio en la expresion en los marcadores IHQ tras la
TFD vy correlacionar los mismos también con datos clinicos, fluorescencia e

histologia.
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3. MATERIAL Y METODOS




a. SELECCION DE PACIENTES

Se realizd un estudio observacional, retrospectivo y descriptivo en el que se
incluyeron un total de 67 pacientes diagnosticados de EB. El estudio incluyo
pacientes cuyo diagnéstico de EB habia sido realizado entre noviembre de 2004 y
marzo de 2011. Se buscaron todos los pacientes que fueron diagnosticados de EB
(confirmada con biopsia) en ese periodo de tiempo. Para ello se usoé el sistema
SNOMED, que es un programa informatico, disponible en nuestro hospital, de
busqueda sistematizada segun el diagndstico histolégico: se adjudica un cédigo a la
EB y permite buscar todas las piezas histoldgicas que han sido diagnosticadas con
ese codigo de EB en un periodo de tiempo. El total de lesiones de EB en ese tiempo
fue de 296. Estudiando méas detalladamente se vio que, de ellos, 206 fueron
diagnosticados a partir de enero de 2008. De este grupo de 296 pacientes se
escogieron tan so6lo aquellos que habian recibido tratamiento con TFD, que en total
eran 98 pacientes. Suponian principalmente los pacientes diagnosticados en los
altimos 3 afios (desde 2008), ya que antes tan solo se utilizaba la TFD
excepcionalmente en el tratamiento de EB. De hecho, de los pacientes incluidos
finalmente en el estudio, se recogié 1 paciente en el afio 2004, 3 pacientes en el afio
2005, 3 pacientes en el afio 2006 y 13 pacientes en el afio 2007. El resto (47
pacientes) fueron tratados entre 2008 y marzo 2011. En la gran mayoria de los
pacientes que en nuestro servicio reciben tratamiento con TFD se toma iconografia
pre y post-tratamiento, se descartaron para el estudio aquellos que por alguna razén
esto no se hubiera realizado. Asi, de este grupo de 98 pacientes tratados con TFD,
guedaron finalmente incluidos en el estudio 67 pacientes, tras haber excluido
también aquellos que sufrieron pérdida de seguimiento por abandono de tratamiento
antes de recibir la 22 sesion o antes de ser valorado al mes de esta 22 sesion, o los

gue no reunian los datos necesarios de inclusion en el estudio.
Como criterios de seleccion para ser incluido en el estudio se requeria:
e Que el diagnéstico hubiera sido confirmado histolégicamente.

¢ Que las lesiones no hubieran sido sometidas a tratamientos previos.
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e Que existiera un registro en la historia clinica de la localizacion y tamafio de la

EB asi como de edad y sexo del paciente.

e Que hubieran sido registrados los antecedentes de enfermedades que cursan
con fotosensibilidad, especialmente las porfirias asi como alergias a frutos
secos como cacahuete (presente en la crema de acido metil aminolevulinico
(Metvix®).

e Que hubieran recibido 2 sesiones de tratamiento con TFD y estuviera

registrada la visita realizada al mes de la 22 sesion.

e Que en la historia estuviera recogidas las dosis exactas administradas y

efectos adversos referidos.

e Que existiera un registro fotografico antes y después del tratamiento (un mes
después de la 22 sesién). Dicha fotografia debia de ser tanto convencional

como de fluorescencia.

e Que existiera un consentimiento informado segun las normas del Comité de

Etica y Ensayos Clinicos del Hospital Ramoén y Cajal (HRyC).

Siguiendo los criterios mencionados anteriormente, los pacientes incluidos fueron un

total de 67 con lesiones de EB.

Se recogieron de todos ellos los siguientes datos: sexo, edad, tamafo de la lesion,
subtipo histoldgico, localizacion, n° de lesiones de EB, n° de cancer cutdneo no

melanoma y enfermedades concomitantes.

Ademas, dentro de esta muestra de 67 pacientes se realiz0, previo consentimiento
informado, biopsia post-tratamiento en 29/67 pacientes. Era el propio paciente quien,
dado que se trataba de una técnica novedosa, elegia si queria o no biopsia post-
tratamiento para confirmar curacion o persistencia tumoral, independientemente de
la clinica o fluorescencia. Fue en 24 de estos 29 pacientes, que tenian tanto biopsia
pre-TFD como biopsia post-TFD, donde ademas se realiz6 el estudio IHQ sobre las
biopsias previas al tratamiento y las correspondientes biopsias del mes de fin de

tratamiento.
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El tiempo de seguimiento posterior fue variable dependiendo de cada paciente, y
algunos continuaban en seguimiento a fecha de enero 2012. De forma global,
aguellos con respuesta clinica y de fluorescencia completa que al afio del
tratamiento mantuvieron la remision eran dados de alta. En los que persistio la lesion
se aplicaron mas sesiones de TFD o se planted extirpacién segun el caso. Para
este estudio se tomaron los datos registrados en la historia clinica.

b. DESCRIPCION DE LA TECNICA

El protocolo de tratamiento estandar fue aplicado a todos los pacientes por igual,

siguiendo las actuales recomendaciones:*??

Se tomo fotografia clinica previa a la 12 sesion de tratamiento. Posteriormente se
administro el FS siguiendo la técnica habitual de la TFD: tras limpiar con suero salino
el area de la lesion de EB, se aplicd una capa de 1mm de espesor de acido metil-
aminolevulinico tépico (MAL, Metvix®) y se mantuvo en oclusién con film adhesivo
(Tegaderm®) durante 3 horas. Toda la zona se mantuvo cubierta con un apoésito
opaco para evitar la inactivacion del MAL con luz visible. Pasadas las 3 horas, se
retiraron los apd@sitos, y tras limpiar los restos de crema con suero salino se realizd
una fotografia con flashes de luz ultravioleta (fotografia de fluorescencia) con la
camara Olympus® C5060 conectada a flashes ultravioletas de 400nm (ClearStone®
VD-DA digital system). Inmediatamente después se ilumind con luz roja (Aktilite®)
con los siguientes pardmetros: longitud de onda: 630 nm, fluencia: 38 J/cm2, y
duracion: 7.5 minutos. El nUmero de sesiones aplicadas de forma estandar fueron 2
sesiones separadas por una semana y siempre se programaron los mismos

parametros.

No se administr6 ningun tipo de tratamiento analgésico preventivamente. Se
recomendo evitar exposicién solar asi como luces intensas durante un periodo de
tiempo de 48 horas siguientes al tratamiento, posteriormente se pauto fotoproteccion

de la zona tratada durante un minimo de un mes.

51



Durante la sesion e inmediatamente después asi como en sucesivas consultas de

revision se pregunté y recogieron los posibles efectos adversos desarrollados.

La evaluacion post-tratamiento se realiz6 al mes de la 22 sesidn de terapia
fotodinamica momento en que se valoro la respuesta clinica, y ademas se tomaron
iconografias clinica y de fluorescencia (tras 3 horas con la crema Metvix® en

oclusion sobre la zona previamente tratada).

El tiempo transcurrido desde la biopsia diagndstica inicial hasta esta valoracion post-
tratamiento, por la organizacion actual del servicio, fue de aproximadamente 68 dias,
ya que la media aproximada hasta el primer tratamiento fueron 30 dias y los

tratamientos estaban separados una semana.

En 29/67 pacientes en ese momento de valoracion post-tratamiento (al mes de la 22
sesion de TFD) se realizé ademas una biopsia post-tratamiento, con punch de 4mm
de diametro. La zona que se biopsid en estos pacientes fue aquella donde se
detect6 mayor fluorescencia y persistencia tumoral o, en su defecto la region

adyacente a la biopsia del diagndstico.

La técnica de obtencion de la biopsia tanto pre como post-tratamiento se realizd con
la misma sistematica, inyectando anestesia local (mepivacaina 2%), extrayendo la
muestra con punch de 4mm y suturando el defecto con seda de 4 ceros. Las
muestras se conservaron en formol para procesamiento histopatolégico
convencional. Las heridas se curaron con povidona yodada cada 12 horas durante

una semanay tras ese tiempo se retiraron los puntos.

Todas las piezas se procesaron e incluyeron en parafina, tras lo cual se realizaron
los cortes y tincibn con hematoxilina eosina (HE) segun la técnica habitual. En el
grupo de 29/67 pacientes en los que se realizO la biopsia post-tratamiento, se
procedié a la tincion HE convencional y ademas, en 24 de estas 29 muestras, se
realizé un estudio IHQ en cortes del bloque de parafina. También se procedi6 a la
realizacion de dicho estudio IHQ en los bloques de parafina correspondientes a las

biopsias pre-TFD de esas 24 lesiones de EB.
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Las biopsias se procesaron fijandose con formalina y posteriormente fueron incluidas
en parafina. A continuacion se realizaron varios cortes de cada bloque para la tincién
con hematoxilina-eosina y para la tincion 1HQ.

El procesamiento inmunohistoquimico se realizd mediante la técnica de

estreptavidina-biotina, siguiendo los pasos descritos en la tabla 1.

Los anticuerpos monoclonales utilizados fueron el anticuerpo de origen murino anti-
proteina p53 (Dako, Copenhague, Dinamarca, IR 616, Flex Monoclonal. Mo anti-
human p53, clon 318-6-11. Dilucién 1/50, recuperacion citrato pH 6) y el anticuerpo
monoclonal IgG1l de origen murino anti-Ki 67 (Dako, Copenhague, Dinamarca. IR

626, Flex Monoclonal Mo anti-human Ki-67, clon MIB-1. Dilucion 1/50, recuperacion
citrato pH 6).

1.- Desparafinar los cortes de 3 micras.
2.- Hidratar (lavar en agua corriente).
3.-Digestion: Tripsina o pepsina segun anticuerpo primario a 37%.
(Tripsina al 0,1% en CaCl2 al 0,1%.15min; Pepsina al 0,4% en HCI al 0,01% 22min).
4.- Lavar en agua destilada tibia.
5.- Bloqueante "caseina" (30min): Leche en polvo Molico al 5%.; Triton X-100 (SIGMA)
al 0,2%.
6.- Varios lavados en agua destilada.
7.- Lavado en Buffer Tris 3min.
8.- Anticuerpo primario especifico 30-45min.(en cAmara hiumeda).
9.- Dos o tres lavados en Buffer Tris 6min.
10.- Anticuerpo secundario biotinado polivalente 30min.(DAKO,Multilink, Cédigo E.453).
11.- Dos o tres lavados en Buffer Tris 6min.
12.- Estreptavidina-Biotina, 30min. (DAKO)
13.- Dos o tres lavados en Buffer Tris, 6min.
14.- Revelador (Diaminobenzidina de SIGMA), +/- 10min.
15.- Lavar en agua destilada.
16.- Contrastar con Hematoxilina acuosa, 1 6 2min.
17.- Montar en medio acuoso (AQUATEX MERCK).

Tabla 1. Procesamiento inmunohistoquimico (IHQ).
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Valoracidn de la respuesta macroscopica. Se realiz6 de la siguiente manera:

La respuesta clinica fue valorada, ayudandonos, para una mayor exactitud, de las

fotografias convencionales tomadas en momento previo a la 12 sesién y en la visita
al mes de la ultima sesion. Se clasificO segun la superficie estudiada en respuesta
nula (0 = RN) cuando existia persistencia de la totalidad del tumor o la disminucion
habia sido de menos de un cuarto del area respecto a la lesion previa; parcial (1 =
RP) si persistian areas focales de tumor pero la disminucion era mayor de un cuarto
del area respecto a la lesion previa sin llegar a la desaparicion total; 6 respuesta

completa (2 = RC) cuando no habia restos de tumor a la exploracion fisica.

El mismo procedimiento se realiz6 para la_respuesta de fluorescencia que se

clasific6 como intensa (2= FI) cuando era roja muy brillante y abarcaba >75% del
area tumoral, intermedia (1= FM) cuando era roja poco brillante y se detectaban
parches de fluorescencia de <75% del area tumoral sin llegar a ser nula (>1%); o

fluorescencia nula (0 = FN) cuando existia ausencia (0%) de fluorescencia roja.

Se calcul6 también la mejoria de fluorescencia (A F), que se clasificO como alta
(A A) si disminuian 2 puntos en la clasificacion, media (A M) si disminuia un punto o

nula (A N) si se mantenia igual o empeoraba.

Fueron valoradas por 2 dermatdlogos del servicio, uno de ellos también realizaba la
fotografia de fluorescencia y la biopsia al mes de la Gltima sesion de TFD, (MTD). Se

realizé un test de concordancia entre ambos.

Valoraciéon histoldgica:

En el momento del diagndstico la realizo indistintamente una de las 3 patélogas del
servicio de anatomia patoldgica del HRyC. La valoracion histolégica post-
tratamiento la realizaba siempre la misma patéloga (CMG) y un segundo observador
(MTD) y se clasific6 como positiva (+) cuando habia restos tumorales o negativa (-)

cuando no se evidenciaba restos tumorales.
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Esa presencia o ausencia de tumor se determinaba en base al estudio de una serie
de datos como son: verticalizacion de las células, alteracion en la relacién nucleo
citoplasma, presencia de queratinocitos atipicos, desorganizacion en la arquitectura

del estrato espinoso, n° de mitosis, hiperqueratosis, paraqueratosis y acantosis.

Valoracién inmunohistoguimica:

Fue valorada por 2 observadores independientes, sin conocer si se trataba de
biopsia pre o post-tratamiento. Uno de ellos una patdloga del servicio de anatomia
patolégica del hospital, la misma que valoraba la hematoxilina-eosina post-
tratamiento (CMG), y el otro observador (MTD) quien puntué también los otros

apartados. La valoracion fue en términos cualitativos.

Asi el Ki67 se considero:

- “Negativo” cuando se expreso en su forma normal, esto es tifiendo las
células basales epidérmicas que son las que tienen actividad mitética

para la reparacion y regeneracion epidérmica.

+ Moderado

++ Intenso

El p53 se considero:

- Negativo cuando no se expresaba en absoluto

+ Leve
++ Moderado
+++ Intenso

Ademas se especificaba la distribucion del marcaje: focal versus difusa. Se realiz6
un test de control negativo con piel sana no fotoexpuesta. Se realiz0 un test de

concordancia entre observadores para todas las valoraciones microscopicas.
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Sequimiento:

Se registraron todos los efectos adversos descritos por los pacientes mediante la
aplicacion de la técnica (quemazon, dolor, prurito, cicatriz). Para el analisis

estadistico se etiquetaron como ausentes 0 presentes.

Durante el seguimiento se registraron las recidivas (reaparicion de EB tras haberse

constatado respuesta histolégica previa) y progresiones.

c. COMPARACION ENTRE DIAGNOSTICO CLINICO Y DE FLUORESCENCIA Y
EL GOLD ESTANDAR: LA HISTOLOGIA

Ademas de determinar la eficacia exacta de la TFD para el tratamiento de la EB en
nuestro servicio, el objetivo del presente trabajo era comparar el diagnéstico clinico
y de fluorescencia con la histologia y buscar algunos factores (clinicos, histolégicos
o IHQ) que pudieran determinar una mayor resistencia al tratamiento (peor
respuesta clinica, de fluorescencia o histoldégica) o un peor prondstico (mayor
namero de recidivas o mayor frecuencia de progresion a CE invasor), asi como

estudiar la relacion entre IHQ y fluorescencia o histologia.

También quisimos determinar la validez del diagnéstico de fluorescencia. Para ello
se calculd la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo
negativo asi como cociente de probabilidad positivo del diagndstico de fluorescencia,
comparado con el gold-estandar que es la histologia. Ademas se estudié también la

validez de la valoracion clinica y de fluorescencia combinadas.

Dado que 29/ 67 pacientes tuvieron (ademas de una imagen pre y post-TFD clinica y
de fluorescencia) una biopsia al mes de finalizado el tratamiento, se pudo comparar

la coincidencia y desacuerdo entre la valoracion clinica _con la histologia; la

valoracion del area de fluorescencia con la histologia y la combinacion de ambas

(clinica vy fluorescencia) con la histologia.

Se pueden considerar validas como pruebas diagnosticas la exploracion clinica y/o
el diagnostico de fluorescencia si ambas coinciden con el estudio histologico (“gold

estandar”).
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Si la exploracién clinica considera persistencia tumoral pero en la biopsia no se
detectan restos tumorales, se considerard un falso positivo. Si por el contrario se
biopsia un area que fue clasificada como RC en la valoracion clinica y se encuentran

restos tumorales, se considerara un falso negativo.

Esguema de la comparacion de técnicas:

Evaluacion Presencia Ausencia
clinica tumoral AP tumoral AP
Respuesta Falso - Verdadero -
completa
Respuesta Verdadero + Falso +
parcial
°§i Respuesta Verdadero + Falso +
. . ' . nula
Ej : Paciente n® 19. FP clinico post-TFD

Si la fluorescencia fuera intensa o intermedia cuando en la biopsia ya no existiera
tumor se considerara el resultado como un falso positivo de la técnica diagnostica. Si
por el contrario la valoracion de fluorescencia fuera “nula” y sin embargo al hacer la
biopsia encontrasemos restos tumorales, consideraremos el resultado como un falso

negativo de la técnica diagnostica.

En la combinacion de fluorescencia y clinica se clasific6 como positivo cuando
existia clinica o fluorescencia positivo (por ejemplo si existe RC pero FI o FM, o
cuando FN pero RP o RN) y negativo cuando tanto clinica y fluorescencia eran
negativas: RC y FN. Si un resultado clasificado como positivo presenta ausencia
tumoral en la biopsia se considerara un falso positivo y a la inversa, si un resultado

negativo presenta restos tumorales se considerara un falso negativo.

Evaluaciéon Presencia Ausencia
Fluorescencia tumoral AP tumoral AP
Negativa Falso - Verdadero -
Media Verdadero + Falso +
e ) Intensa Verdadero + Falso+
[ Ej: Paciente n° 29 FP fluorescencia post-TFD.

57




d. ANALISIS ESTADISTICO

e La metodologia informatica utilizada consistio en el registro de los datos en Excel
para su codificacion. Posteriormente, se transportdo al paquete de programas
estadisticos SPSS v.15.0, en entrono Windows, con el que se realizaron todos

los procedimientos de calculo.

e Para estudiar la eficacia de la TFD en la EB se cuantificaron el numero de
respuestas (completas y parciales) y el nimero de no respondedores. Ademas se
realizd un seguimiento para ver si los resultados se mantenian en el tiempo y se
compararon con los porcentajes de respuesta en carcinomas basocelulares

superficiales tratados con TFD, referencia de CCNM tratado con TFD.'?

e Se realiz6 estudio de concordancia y reproducibilidad de las mediciones

realizadas mediante el calculo del indice Kappa. Se calculé restando a la
concordancia observada la concordancia esperada por azar, obteniendo el
porcentaje final de concordancia. El grado de acuerdo segun el indice Kappa
obtenido se clasificd: < 0,00 = sin acuerdo; 0,00 - 0,20 = insignificante; 0,21 - 0,40
= mediano; 0,41 - 0,60 = moderado: 0,61 - 0,80 = sustancial y 0,81 - 1,00 = casi

perfecto.

e Se realizé un estudio descriptivo calculando, de las variables cuantitativas

(tamafio, edad) la media, mediana aritmética, desviacién estandar (D.E.), valor
maximo y minimo. De las variables cualitativas (sexo, localizacion, subtipo
histoldgico, fluorescencia pre, fluorescencia post, mejora de fluorescencia,
respuesta clinica, n° de lesiones de EB Unica o multiple, otras lesiones de cancer
cutdneo no melanoma ausentes o presentes, efectos secundarios si 0 no y en un
subgrupo también: respuesta histologica, IHQ-p53 pre y post, IHQ-Ki67 pre y
post) se calculd la frecuencia absoluta y relativa de pacientes obtenidos en cada
una de las categorias, expresada en tanto por ciento, tanto en la muestra global

como en cada subgrupo analizado.

e Previamente a la elaboracion de procedimientos analiticos se determind la

distribucion normal o Gauss de las variables cuantitativas mediante la prueba de
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Kolmogorov-Smirnov, con el fin de establecer los criterios adecuados para la

eleccion de aplicacion de pruebas paramétricas o no paramétricas.

Se realiz6 posteriormente un estudio analitico:

©)

Para establecer las posibles asociaciones de forma univariante entre las
variables cualitativas se aplicd el test de comparacién de proporciones de
Pearson (chi-cuadrado), usando el test exacto de Fisher cuando el tamafio
muestral asi lo indicé. El intervalo de confianza aplicado fue del 95% en
todos los casos. Se aplicé la correccion de Bonferroni para comparaciones

multiples cuando fue oportuno.

Para estudiar las posibles asociaciones de forma univariante entre variables
cuantitativas (edad y tamafio) y variables cualitativas (el resto) se utilizo la
prueba T de Student para muestras independientes, una vez identificado que
se trataban de variables con distribucion normal en la muestra tras el andlisis
con la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov. Se aplicé la correccién

de Bonferroni para comparaciones multiples cuando fue oportuno.

Para establecer la comparacion entre los diferentes pardmetros ordinales de
valoracion de la tincién inmunohistoquimica de la muestra pretratamiento y la
postratamiento se hizo utilizando el test de Wilcoxon. Se trata de un test no
paramétrico para muestras apareadas, aplicable para variables ordinales.
Valora rangos y cuantifica el nimero de casos en que la expresién, aumenta,
permanece estable o disminuye. De esta manera evalla si la tendencia

predominante es estadisticamente significativa.

Para estudiar la validez del diagndstico de fluorescencia como técnica

diagnéstica en la EB y compararla con el gold estandar y con la exploracién

clinica, hemos calculado los indices de validez diagnoéstica: la sensibilidad,

especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo, cociente de

probabilidad positivo y cociente de probabilidad negativo, con su intervalo de

confianza calculado al 95%, a partir de nuestra muestra de 29 pacientes de la

prueba que evaluamos con la histologia posterior, que fue nuestra prueba de

referencia.
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e Para estudiar si ambas son validas (clinica y fluorescencia), y ver si se obtiene
beneficio cuando se combinan se calculé sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo, valor predictivo negativo, cociente de probabilidad positivo y
cociente de probabilidad negativo, con su intervalo de confianza al 95%, del
diagnostico clinico y de fluorescencia (se considerd resultado positivo de la
combinacion de clinica y fluorescencia post-TFD, cuando al menos una de las 2
era no nula. Se consider6 negativo cuando ambas eran nulas) y se compararon

con los del DF.

La sensibilidad y especificidad son los pardmetros mas empleados como indices de
validez de las pruebas diagnésticas; corresponden al punto de vista "natural" del
investigador que evalla la prueba, pero requieren de ciertos calculos para interpretar

el resultado de una prueba en la practica clinica.

Los valores predictivos representan las proporciones de interés en la practica, pero
su valor es muy limitado porque dependen de la proporcion de enfermos en el grupo

en que la prueba se ha evaluado.

Los cocientes de probabilidad son indices utiles porque permiten transformar la
probabilidad preprueba en probabilidad postprueba mediante una sencilla relacion y
no dependen de la proporcion de enfermos en el grupo en el que se ha evaluado la
prueba. Consideramos validas tanto la exploracién clinica como la fluorescencia
como técnicas diagnosticas en el momento previo al tratamiento y por lo tanto (util
para ser empleadas por los dermat6logos de forma sistematica a la hora de delimitar
el area exacta a tratar y también las consideramos validas como técnicas
diagnosticas en el seguimiento de la EB tras tratamiento con TFD cuando los valores
de los indices estudiados sean proximos a un 80%. Si fuera valida la fluorescencia
tendriamos que ver si usada en conjunto con la clinica tienen efecto sinérgico. Sies
asi recomendaremos el uso de fluorescencia como técnica de diagndstico no
invasivo. Si no supone ventaja sobre la exploracion clinica no la recomendaremos.
Ademas hay que tener en cuenta que el diagnostico de puede suponer ventaja en el
momento previo al tratamiento (como delimitacion del area a tratar) pero no tener

beneficio en el seguimiento, o viceversa.
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4. RESULTADOS




a. EFICACIA DE LA TFD EN LA EB . RESPUESTA CLINICA, DE FLUORESCENCIA
E HISTOLOGICA

Muestra seleccionada:

En el ANEXO | se describen las caracteristicas clinicas descriptivas de los
pacientes y de la EB de cada uno de ellos. Se recogi6 el sexo, edad, tamafio de la
lesion, subtipo histologico, localizacion, n° de lesiones de EB, n° de cancer cutaneo
no melanoma y enfermedades concomitantes. No se objetivaron diferencias
significativas en la distribucién de ninguna de estas variables entre el grupo global
de 67 pacientes y el subgrupo con control histologico de 29 pacientes. Se resumen a
continuacion:

En nuestro grupo se incluyeron 35 hombres y 32 mujeres, con edades comprendidas
entre 47 y 97 afos (edad media 74,58 afos). De las 67 lesiones 61/67 (91%) eran
EB convencionales y 6/67 (9%) eran de células claras (subtipo pagetoide). El
tamafio medio fue de 2,76 cm, con un rango de 0 a 5,5 cm y una desviacion
estandar de 1,169. Encontramos EB mayor de 2 cm en 37/67 pacientes (55%). En el
subgrupo con control histolégico (29 pacientes) estos datos se mantuvieron,
incluyéndose 13 mujeres (44%) y 16 varones (55,2%); 26 lesiones fueron EB
clasicos (89,7%) y 3 lesiones (10,3%) fueron EB de células claras. El tamafio medio
fue de 2,55 cm, con una desviacion estandar de 1,08 y un minimo de 1 cm y un
méaximo de 5 cm. Para el estudio de asociacion con otros factores el tamafio se
subdividié en menor o igual a 2 cm y mayor de 2 cm, basandonos en el punto de

corte prondstico aceptado para los CE.

Por localizaciones, 23/67 (34,3%) en extremidades inferiores; 22/67 (32,8%)
pacientes presentaban el tumor en cabeza y cuello (9 en sien; 5 en frente, 1

preauricular, 5 en cuero cabelludo; 2 en cara y 0 en cuello); 15/67 (22,4%) en

extremidades superiores (7 en mano y 8 en brazo); 4/67 (5,98%) en tronco y 3/67

(4,48%) en region genital. Por tanto, la localizacion mas frecuente de EB fueron las
extremidades inferiores, seguido de area de cabeza y cuello. En el subgrupo con
control histoldgico la localizacion mas frecuente fue cabeza y cuello 12/29 (41,4%),
seguido de extremidades inferiores 8/29 (27,6%), extremidades superiores 5/29
(17,2%), tronco 2/29 (6,9%) y genitales 2/29 (6,9%)
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El nimero de lesiones de EB por paciente fue en la mayoria de casos, 58/67
(86,6%) pacientes, de una Unica lesién, mientras que se encontré en la historia
antecedente de otras lesiones de EB en 9/67 pacientes (13,4%): 2 lesiones de EB en
diferentes localizaciones en 7/67 pacientes y 3 lesiones de EB en 2/67 pacientes. No
fueron diagnosticados de forma sincronica por lo que se solo se incluye una lesion
de estos 9 pacientes en nuestro estudio: aquella tratada con TFD y en el periodo del
estudio. En ninguno de ellos se detectaron mas de 3 EB ni al diagndstico ni durante
el seguimiento posterior. En el subgrupo con control histolégico también la mayoria,
24/29 (82,8%), tenian tan sélo una lesién de EB.

Se determind la existencia de otro cancer de piel no melanoma (CCNM) ya fuera
previo o posterior al diagnéstico de EB y se vio que en 35/67 (52,2%) no tenian otra
lesion CCNM asociada, 1/67 asocié un melanoma in situ y 31/67 (46,27%) pacientes
fue positiva la asociacion con CCNM, principalmente carcinomas basocelulares
(CBC), seguidos por carcinomas epidermoides (CE). De los 31/67 pacientes con otro
CCNM, 15 de ellos presentaban tan sélo CBC; 11 de ellos presentaron CE pero no
CBC y 4 de estos 31 presentaban tanto CBC como CE y 1 presentaba un CE y un
fibroxantoma atipico. En el subgrupo con control histolégico 17/29 (58,6%) no

tuvieron otro CCNM asociado.

Hombres y mujeres Subtipo EB Tamafio medio
35 Hombres y 32 Mujeres 91% clasico y 9% pagetoide 2,76 cm
Ex_trem_|dades Cabezay cuello Extrem[dades Tronco Area genital
inferiores superiores
23/67 (34%) 22/67 (33%) 15/67 (22%) 4/67 (6%) 3/67 (4%)

Tahla 2. Resiimen de narte de Ins datns descrintivos (N |

En cuanto a factores de riesgo por enfermedad oncolégica o inmunosupresion previa
segun los datos recogidos en la historia, se encontraron en 8/67 (11,94%) pacientes:
4 neoplasias hematoldgicas, 1 carcinoma de mama, 2 transplantados renales y 1
transplantado hepatico. En el subgrupo con control histoldgico, 24/29 (82,8%) no

tenian enfermedad sistémica asociada mientras que en 5 si que se detectd
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enfermedad concomitante: 1 leucemia linfatica cronica, 2 linfomas no Hodgkin, 1

transplantado hepatico y 1 transplantado renal.

N° |lesiones EB

Otro CCNM en algin momento

Factores de
riesgo
inmunolégico
basales

58/67 (86%) aislado
9/67 (13%) antecedente
de otro EB distinto

35/67 (52%) ausencia de antecedente de cancer de piel

1/67 Melanoma in situ

31/67 (46%) otro CCNM: 15 CBC, 11 CEy 4 CBC y CE

8/67 (12%)

| Tabla 3. Resumen de parte de los datos descriotivos (1)

Resultados: Para visualizar un resumen de los resultados tras la TFD ver ANEXO II.

De los 67 pacientes estudiados se obtuvo una respuesta clinica en el 89,6% de los

casos. Dicha respuesta fue completa en 28/67 pacientes, lo que supone un 41,8%.

La respuesta parcial fue alcanzada en 32/67 pacientes, representando un 47,8%. En

tan so6lo en 7/67 pacientes (10,4%) no se objetivd ninguna respuesta.

La fluorescencia fue clasificada como intensa en 56/67 (83,6%) pacientes pre-

tratamiento y 10/67 (14,9%) post-tratamiento; fluorescencia intermedia en 11/67

(16,4%) pre-tratamiento y 22/67 (32,8%) post-tratamiento y negativa en 0/67 pre-

tratamiento y 35/67 (52,2%) post-tratamiento.

En las biopsias post-tratamiento se confirmé la curacion histolégica en la mayoria

de los casos, en concreto en 21/29 (72,42%) y en tan solo 8/29 (27,59%) se objetivo

persistencia tumoral.

FLUORESCENCIA Intensa (2) Intermedia (1) Nula (0)
PRE 56 (83,6%) 11 (16,4%) 0
POST 10 (14,9%) 22 (32,8%) 35 (52,2%)
Respuesta CLINICA Nula (2) Parcial (1) Completa (0)
7 (10,4%) 32 (47,8%) 28 (41,8%)

Respuesta histologica

Persistencia tumoral

histolégica

Respuesta histolégica completa
(curacién histolégica)

8/29 (28%)

21/29 (72%)

Tabla 4. Resumen de la valoracion clinica y de fluorescencia (pre y post-TFD) en 67 pacientes
asi como valoracién de la respuesta histolégica en 29/67 pacientes con biopsia post-TFD.
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Se observo concordancia en todas las valoraciones salvo:

27 36 37 40 67
N° paciente
o1 02 | 01 02 | 01 02 o1 02 o1 02
RP X X X X X
RC X X X X X
F post intermedia X

Tabla 5. Tabla donde se reflejan los pacientes

F post intensa X donde hubo discrepancia en la valoracion.

O: Observador; RP: respuesta parcial; RC: respuesta completa; F: fluorescencia.

Se realiz6 un test de concordancia entre los 2 observadores, obteniéndose un indice

Kappa casi perfecto en todas las observaciones. (Tablas 4-8)

CLINICA. Obs.2 Total
RC RP RN
CLINICA
obs.1 rRc |%° s 0 28
RP 2 30 0 32
RN 0 0 7 7 Tabla 6. Tabla de contingencia
Total 27 33 7 67 interobservador para respuesta clinica.
Observacion | Acuerdo | Acuerdo | Kappa | Error Nivel Tabla 7. Test de
esperado estandar | significacién concordancia en
Clinica 92,54% 42,46% 0,873 | 0,056 0,000 respuesta
clinica.
FUORESCENCIA | Total
PRE Obs.2
Intermedia | Intensa
AEOISSG NG Intermedia 11 0 11 || Tabla 8. Tabla de contingencia
PRE Obs.1 .
Intensa 0 56 56 interobservador para
Total 11 56 67 fluorescencia pre-tratamiento.
Observacion | Acuerdo | Acuerdo | Kappa | Error Nivel
esperado estandar | significaciéon Tabla 9. Test de
concordancia en
F PRE 100% 72,55% 1 0,000 0,000 fluorescencia pre-
tratamiento tratamiento.
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FLUORESCENCIA POST OBS.2 | Total Tabla 10. Tabla
Nula Intermedia Intensa de contingencia
EIBLSJiRESCENCIA POST Nula 35 0 0 35 interobservador
Intermedia 1 21 0 22 fl para .
Intensa 0 0 10 10 uorescenma
Total 36 21 10 67 || post-tratamiento.
Observacion | Acuerdo | Acuerdo | Kappa Error Nivel
esperado estandar | significacion Tabla 11. Test de
concordancia en
F POST 98,5% 40,60% 0,975 | 0,025 0,000 fluorescencia
tratamiento post-tratamiento.

A continuacion se resumen, agrupando por respuestas, los resultados obtenidos:

FLUORESCENCIA POST INTENSA FLUORESCENCIA POST INTERMEDIA
10 pacientes 22 pacientes

AP AP NDD RN RP RC AP AP NDD RN RP RC
POST | POST AP POST | POST | AP

+ - + -

5 0 5 6 4 0 3 3 16 1 16 5
RCO ) RCO | RC1
RP 4 F Intensa post-TFD en 10 pacientes RP2 | RP2

0.
RN 1 (N2:2,5,13,18,26,31,32,54,61,62) RN1 | RNO
FLUORESCENCIA POST NULA
35 pacientes
AP POST + AP POST - NDD AP R NULA R PARCIAL | R COMPLETA
0 18 17 0 12 23

RC11 RP7 RNO

AP Post: resultado de biopsia post-tratamiento; NDD: No datos disponibles; R: respuesta
clinica post-tratamiento; RC: respuesta completa; RP: respuesta parcial; RN: respuesta nula.

Tabla 12. Diferentes grados de fluorescencia post-TFD (intensa, intermedia y nula) y sus

correspondientes resultados clinicos e histoldgicos.
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En el subgrupo de los 29 pacientes con histologia post tratamiento se

confirmo6 ausencia tumoral en el 72,4% de los casos y persistencia en el resto (8/29
= 27,6%). A continuacion detallamos la valoracion clinica y de fluorescencia pre y

post-TFD en este subgrupo con control histolégico:

Respecto a los resultados de la respuesta clinica en este subgrupo de 29 pacientes,

se objetivd algun tipo de respuesta en el 93,1% de los casos, de ellas el 41,4%
fueron clasificadas como RC, alcanzando asociacion significativa (p=0,004) entre
respuesta clinica e histologica. De los 21 en los que se demostré ausencia tumoral
histolégica, 12 habian sido clasificados clinicamente con acierto como respuesta
clinica completa pero 9 se les clasific6 como respuesta parcial. De los 8 donde se
objetivo persistencia tumoral todos habian sido clasificados o como respuesta parcial
(6) o como respuesta nula (2) y no hubo ningun falso negativo que se hubiera
clasificado como respuesta completa. Estos resultados no alcanzaron significacion
estadistica. Los falsos positivos no presentaban diferencias en localizacion, subtipo

histoldgico, tamafio tumoral, sexo o edad.

El diagndstico de fluorescencia (DF) en estos 29 pacientes con control histolégico no

detectd ningun caso de fluorescencia pre-TED (Fpre-TFD) nula, sino que 27 (93,1%)
de las Fpre-TFD fueron intensas. Esta fluorescencia pre-TFD no se asocio
estadisticamente ni con la respuesta clinica (p=0,91), ni con la respuesta histolégica

(p=1), ni con una mayor mejoria de fluorescencia (p=0,06).

En cuanto a la fluorescencia post-TFD (Fpost-TFD), la mayoria fueron nulas 18/29
(62,1%) pero se detectaron Fpost-TFD intensas hasta en 5/29 (17,2%) de los casos.
De las 21 lesiones sin tumor en la histologia post-tratamiento, se acertdé en 18 de
ellos con diagndéstico de fluorescencia negativo, mientras que en 3 de ellos se
clasific6 como fluorescencia positiva tumores histolégicamente curados. Por otra
parte de los 8 tumores donde se objetivd persistencia tumoral, todos ellos habian
sido clasificados con fluorescencia positiva (ya fuera intensa o intermedia) sin existir
falsos negativos. Algo mas de la mitad de los pacientes 16/29 (55,2%) alcanzaron
una mejoria de fluorescencia alta, siendo nula esta mejoria en 5/29 (17,2%). Se
obtuvo asociacion estadistica entre la Fpost-TFD y respuesta clinica (p= 0,003).
También se obtuvo significacion estadistica en la asociacion entre Fpost-TFD y
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mejoria de fluorescencia post-TFD con respuesta histolégica (p < 0,001 en ambos
casos), pero no entre Fpre-TFD y respuesta histologica (p=0,91).

FLUORESCENCIA POST TFD
F INTENSA F INTERMEDIA F NULA
5 6 18
AP+ | AP- | AP+ AP- AP+ AP-
AP POST TFD 5 0 3 3 0 18
RCO RCO RC1 RC 11
RESPUESTA Tabla 13. Resumen_Dl_:,cll_r}lco y
CLINICA RP 4 RP 2 RP 2 RP7 AP post-TFD, con limitacién al
RN 1 RN 1 RN O RN O subgrupo dg Ios_ 29 pacientes con
biopsia post.
AP post tratamiento. n (%)
Significacion
. estadistica con IC
Ausencia Persistencia al 95%
tumoral
tumoral
Fluorescencia Nula 0
post-TFD 18(85.7)
Intermedia 3(14,3) 3(37,5) p <0,001
Intensa 0 5(62,5)
Total 21 8
Fluorescencia Nula 0 0
Pre-TFD Intermedia 2(9,5) 0
Intensa 19(90,5) 8(100) p=1
Total 21 8
Respuesta RC 12(57,1) 0
Clinica
RP
9(42,9) 2(25) p< 0,001
RN 0 6(75)
Total 21 8
Mejoria de Alta 16(76,2) 0
fluorescencia :
Media
I 5(23,8) 3(37,5) p< 0,001
Nula 0 5(62,5)
Total 21 8
Clinicay . Negativo 11(52,4) 0
fluorescencia Positivo 10(47,6) 8(100) p=0,0120

Tabla 14. Tablas de contingencia de Fluorescencia post-TFD, fluorescencia pre-TFD, respuesta
clinica, mejora de fluorescencia y combinacion de fluorescencia con valoracion de respuesta clinica
frente al estudio histolégico en los 29 pacientes en los que se disponia de este ultimo. Se aplico la
correccion de Bon-ferroni para comparaciones mdltiples y se mantuvo la significacion estadistica. La
asociacion estadistica es significativa, salvo para la F pre-TFD.
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Estudiando en nuestra muestra global de 67 pacientes el diagnéstico de

fluorescencia obtuvimos:

1. Fluorescencia pre-TFD y respuesta clinica: Analizando las fluorescencias pre-

TFD con las respuestas clinicas, vemos que, de las 11 lesiones con fluorescencia
intermedia pre-TFD, 7 (63,6%) presentan RC, 3 (27,3%) RP y 1 RN (9,1%). De las
56 fluorescencias intensas, 21(37,5%) tienen RC, 29 (51,8%) RP y 6 (10,7%) RN. El
75% de RC, el 90,6% de las RP y el 85,7% de las RN presentan FlI pre-PDT. No
obtenemos significacion estadistica suficiente (p= 0,26) para afirmar correlacion

entre Fluorescencia pre-PDT y respuesta clinica.

Ademas la ausencia de respuesta (RN) no obtuvo tendencia a la asociacion con
fluorescencia leve ni con fluorescencia intensa, siendo similar en ambos grupos (9,1-
10,7%).

Limitando estos datos a los 29 pacientes con biopsia post-tratamiento, los resultados
se mantienen sin obtener asociacion estadistica entre F pre-PDT y respuesta clinica
en este subgrupo (p=0,91).

De los 27 con fluorescencia intensa pre-TFD que tenian estudio AP, 19
curaron histolégicamente mientras que en 8/27 persistio el tumor en la biopsia post-
TFD. Los 2 que tenian fluorescencia pre-TFD leve y estudio histolégico realizado,

presentaron curacion en la biopsia tras TFD.

2. Fluorescencia post-TED y respuesta clinica: el 23/28 (82,1%) de las RC tienen

Fluorescencia post-TFD negativa, mientras que de las 7 con RN, 6 tienen
Fluorescencia intensa y 1 intermedia. Entre las RP, la mayoria tiene fluorescencia
intermedia (16/32 = 50%), 12/32 (37,5%) tiene fluorescencia nula y 4/32 (12,5%)
fluorescencia intensa. Se obtuvo asociacion estadistica (p < 0,001) entre intensidad
de fluorescencia post-TFD y grado de respuesta clinica, dado que en 6/10 (60%) de
los pacientes con Fl se obtiene RN; en 16/22 (73%) de pacientes con FM se obtiene
RP y en 23/35 (66%) de pacientes con FN se obtiene RC.

Limitando los datos a los 29 pacientes con biopsia post-tratamiento, se mantiene la
asociacion estadistica entre intensidad de Fpost-TFD y grado de respuesta clinica,
presentando FN en 11/12 (92%) lesiones con RC. (p<0,048).
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3. Fluorescencia post-TED e histologia: De los 32 pacientes con diagnostico de

fluorescencia post-TFD positiva (FI y FM), sélo 11 tenian estudio histolégico post-
tratamiento. De ellos solamente en 8 persistié el tumor en histologia (enfermedad
presente 0 +) mientras que 3/11 presentaron curacion histologica (enfermedad
ausente 0 -).

La fluorescencia fue negativa en 35 pacientes, de los cuales 18 tenian estudio
histoldgico post-tratamiento demostrando en todos ausencia tumoral.

De los 10/67 (14,92%) con fluorescencia intensa post-TFD, 5 tenian estudio
histol6gico post-tratamiento con persistencia tumoral histolégica en todos ellos y
clasificadas como RC so6lo 1/5 mientras que el resto 4/5 como RP. De los 22 con FM
post-TFD, s6lo 6 tenian histologia post-TFD, y de ellas la mitad presentaban
persistencia tumoral (ninguna clasificada como RC) y la otra mitad ausencia, de ellas
2/3 fueron clasificadas como RP y 1/3 como RC, ninguna RN. Todas las que tenian
fluorescencia nula fueron negativas en el estudio histolégico y 11/18 clasificadas
como RCy 7/18 como RP.

Pese a que en 38/67 (56,7%) pacientes con fluorescencia post-TFD no tuvieron
control histologico, los resultados en los 29 donde se pudo estudiar la asociacion

entre F post-TFD e histologia post-TFD fueron significativos (p <0,001).

4. Grado de mejoria de Fluorescencia (A Fluorescencia) y respuesta clinica:

Comparando la fluorescencia pre y post-TFD vimos que, mientras que pre-TFD se
obtienen 11 FM y 56 FI; tras la TFD so6lo se puntuaron 10 FI y 22 FM mientras que
ascendi6 hasta 35 el numero de lesiones de EB que presentaron FN.
Correlacionando el grado de mejoria de fluorescencia con el tipo de respuesta
clinica se detecté asociacion alta y significativa (p=0,001) entre la disminucion de la

fluorescencia tras el tratamiento con TFD y una mejor respuesta al tratamiento.

La mayoria (60,7%) de los pacientes con mejorias de fluorescencia altas
presentaron RC y la mayoria (46,9%) de pacientes con mejorias medias presentaron
RP. Esta asociacion se mantiene como vimos cuando se analiza en el subgrupo de

29 pacientes con control histologico posterior. En todos los pacientes con mejoria de
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fluorescencia alta y control histologico post-TFD se constatd ausencia tumoral
(16/29) y en todos los pacientes con mejoria de fluorescencia nula y control
histolégico post-TFD se constatd persistencia tumoral en la histologia (5/29). En los
8 pacientes con mejoria de fluorescencia intermedia que tenian histologico post-
TFD, se constatd curacion histolégica en 5 y persistencia tumoral histologica en 3.
Alcanz0 significacion estadistica también la asociacion entre mejora de fluorescencia
e histologia (p<0,001).

Respuesta Clinica n (%) AP post tratamiento n (%)
RC RP RN Significacion Significacion
estadistica estadistica
conlICal Ausencia . . conICal
95% tumoral Petrusr::)eizlcm 95%
Fluorescencia Nula 0 0 0 0 0
pre-TFD
[ i 7(2 4) | 1(14,3) | P=0.261 =1
ntermedia (25) 3(9,4) (14,3) 2(9.5) 0 p
Int 21(75 29(90,6 6(85,7
niensa (75) (906) | 6857 19(90,5) 8(100)
Total 2 2 7
ota 8 3 21 8
Fluorescencia Nula 23(82,1) 12(37,5) 0 0
Post-TFD 18(85,7)
Intermedi 5(17,9 16(50) | 1(14,3) | P<0,001
ntermedia 17,9) (50) | 1(14.3) 3(14.3) 3(37,5) | p<0,001
Intensa 0 4(12,5) | 6(85,7) 0 5(62,5)
Total 28 32 7 21 8
Mejoria de Alta 0
Fluorescencia 17(60,7) 11(34.4) 16(76.2) 0 p<0,001
Media 2(28,6) | P= 0,001
9(32,1) 15(46,9) ( ) 5(23,8) 3(37,5)
Nul 5(71,4
ua 271 | eass | UMY 0 5(62,5)
Total 7
ota 28 32 21 8

Tabla 15. Tablas de contingencia de Fluorescencia post-TFD, fluorescencia pre-TFD, y mejora de
fluorescencia frente a la respuesta clinica, y de nuevo frente a la histologia (29/67). Se aplica la
correccion de Bon-ferroni para comparaciones mdltiples y se mantiene la significacion estadistica. La
asociacion estadistica es significativa con la fluorescencia post-TFD y con la mejora de fluorescencia
pero no con la fluorescencia pre-TFD.
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5. Falsos positivos y falsos negativos de la fluorescencia post-TDF: De los 3 falsos

positivos por fluorescencia, constatados histolégicamente (pacientes n°® 1, 27 y 29
clasificados como FM) 2 de ellos se habian calificado como respuesta parcial (27 y
29) y tan solo uno como respuesta completa (n°1). Todos fueron clasificados como
fluorescencia intermedia (FM). No se pudieron sacar datos significativos asociados a
estos falsos positivos.

Si estudiamos los pacientes con FM post-TFD y respuesta completa (RC) sin tener
en cuenta la biopsia post-TFD encontramos un total de 5 pacientes (y so6lo 1/5, el n°
1, localizado en frente) tenia control histolégico posterior, confirmando ausencia
tumoral). Los otros 4 (n° 40, 43, 44, 50) se localizaban en sien, brazo y piernas,
respectivamente. Por otra parte, 12 pacientes sin emision de fluorescencia post-TFD
(FN) se clasificaron como respuesta parcial (RP), y de ellos 7 tenian realizada
histologia post-TFD, todos ellos sin restos tumorales y por tanto eran falsos positivos
(FP) de la evaluacién clinica y verdaderos negativos (VN) del diagnéstico de
fluorescencia (DF). En cuanto a los falsos negativos por fluorescencia no se objetivo

ninguno, ya fuera intermedia o intensa.

La respuesta clinica fue clasificada como completa (RC) en 28 pacientes, de
ellos 12 tenian histologia post-tratamiento siendo en todos ellos negativa. No hay
por ello falsos negativos (FNeg) ya que en ningun caso donde se clasificara RC se

encontré tumor en la histologia.

De los 15 pacientes con RP y estudio histolégico post-TFD, en 9 no habia tumor

residual en histologia (enfermedad ausente) y por tanto fueron falsos positivos (FP),

mientras que 6/15 si tenian persistencia histologica. De esos 9 que en la clinica se
habia considerado que presentaba restos de lesion (RP), en el diagnéstico de
fluorescencia post-TFD 7 de ellos habian sido clasificados acertadamente como
negativos y 2 de ellos como fluorescencia intermedia. De los 6 en que si se objetivd
persistencia tumoral histolégico que se clasificaron como RP, la fluorescencia post-

TFD habia positiva en todos (4/6 intensa y 2/6 intermedia).
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Como se puede ver en las tablas anteriores (Tablas 14 y 15), se obtuvo asociacion
estadisticamente significativa entre la respuesta clinica y la respuesta histoldgica y
entre la respuesta clinica y la fluorescencia post-TFD y la mejoria de fluorescencia

pero no con la fluorescencia pre-TFD.

Comentar que, como dijimos las biopsias post-TFD se realizaban segun acordaba
el paciente, lo cual supone que no estaban determinadas por la imagen clinica o de
fluorescencia. De las 32 RP, 15 tenian AP (4 con FI, 4 con FMy 7 FN) y 17 no
tenian AP (0 FI, 12 FM, 5 FN). De las 28 RC, 12 tenian AP (O FI, 1 FM, 11 FN) y 16
no tenian AP (OFI, 4FM, 12 FN). De los 7 RN, 2 tenian estudio AP (1 Fl y otro FM) y

5 no tenian estudio AP (los 5 FI).

A continuacion mostramos una serie de ejemplos donde podemos comparar,
mediante imagenes clinicas y de fluorescencia, las lesiones de EB pre-TFD (parte
superior de la composicién) y post-TFD (parte inferior de la composicion). Se

presentan diferentes localizaciones:

Paciente n240vy 36

Figuras 9y 10: Pacientes con EB en extremidades superiores tratados con TFD.
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Paciente n2 19y 37

Pacienten234y7

Figuras 13y 14: EB en extremidades inferiores tratados con TFD.

b. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO Y MODIFICACION CON TFD

La valoracion de las tinciones IHQ (p53 y Ki67) pre y post-TFD se realiz6 en 25/29
pacientes que tenian biopsia post-tratamiento y obtuvo una concordancia del 100%
entre los dos observadores (CMG y MTD).

Los resultados del estudio inmunohistoquimico que encontramos aparecen
recogidos en los anexos Il y IX y se exponen a continuacion:
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Proteina tumoral p53

Existio una pérdida por artefacto de las biopsias del paciente nimero 6, por lo que

los analisis se calcularon sobre 24 muestras.

Pre-TFD N % Post-TFD N %
I difuso 13 54 | difuso 5 21
- 5 12 | focal 1 4

. L difuso 6 25
L difuso 4 17 L focal 5 21
M difuso 2 8 M difuso 5 21
M focal 2 8 M focal 2 8
Total
Total 04 o3 24

Tabla 16. Evaluacion de la Tincion p53 pre(izquierda) y post-TFD (derecha).

p53 Pre-TED:

La intensidad de marcaje con la tinciébn con la proteina tumoral p53 antes del
tratamiento (pre-TFD) fue clasificada como intensa en la mayoria de los casos
(16/24 = 67%), mientras que se objetivo tincion moderada en 4/24 (17%) y tincion
leve en otras 4 de ellas (17%).

La distribucién mas frecuente fue la difusa. Del total de muestras estudiadas tenian
distribucion difusa e intensa el 54 % (13/24), difusa y moderada el 8% (2/24) de las
biopsias y difusa y leve el 17% (4/24). Todos los leves fueron difusos. El 21% (5/24)

restante presentaron distribucién focal.

p53 Post-TFED:

Sin embargo tras las dos sesiones de tratamiento, la intensidad de marcaje en la
mayoria de los casos paso a ser leve en 11/24 (46%), mientras que se obtuvo un
marcaje moderado en 7/24 (29%) de las muestras e intenso en 6/24 (25%)
muestras.

Respecto a las distribucion del marcaje con p53 post-TFD, se objetivd que de las 24
biopsias post-TFD, la mayoria, 16/24 (67%), presentaban distribucion difusa y 8/24

presentaban distribucién focal (33%).
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La intensidad de marcaje con p53 clasificado como intenso disminuyé de un 67%
pre-TFD a tan sélo el 25% post-TFD. Esta disminucion en el marcaje de p53 pre-TFD

y post-TFD fue estadisticamente significativa (p<0,05).

Sin embargo, destacar que en ningun caso la tincion post-TFD lleg6 a ser nula, sino

que la clasificacion de menor intensidad fue la de leve.

Ki67

Se perdio por artefacto la muestra del paciente n° 6 (pre y post-TFD) y la muestra

pre-TFD del paciente n° 14.

Pre-TED N % Post-TFD N %
| 3 12
| 19 83
M 4 17
M 4 13 N 17 71
Total 23 TOtal 24
Tabla 17. Evaluacion de la Tincion Ki67 pre- TFD (izquierda) y post-TFD (derechal).
Excluido la tincidon del paciente n® 6 en ambas y del n® 14 en pre-TFD por artefacto.

Ki67 Pre-TED:

Con la tincidon con el marcador de proliferaciéon celular Ki67, la mayoria de las 23

biopsias pre—TFD (19/23 = 83%) presentaban marcaje intenso o moderado. Todos

de forma difusa.

Ki67 Post-TFD:

Tras el tratamiento sin embargo, el 71% (17/24) de las muestras post-TFD tefidas

con Ki67 presentaban una tincion de normalidad (clasificada como “nula” pero que
consistia en tincion de la membrana basal como ocurre en la piel sana) y tan soélo
7124 (29%) de las tinciones con Ki67 post-TFD presentaban una tincion positiva.

Dicha disminucion de marcaje fue estadisticamente significativa (p<0,05).
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N2 de paciente

p53 pre (I-M-L-N)

p53post (I-M-N)

Ki67pre (I-M-N)

Ki67post (1-M-N)

IHQ

1 1 | M |
2 2 | | |
3 3 | M |
4 4 | | |
5 5 | M focal |
7 6 | L |
8 7 | L |
9 8 | M focal |
10 9 L | focal M
11 10 | L |
12 11 M focal M |
13 12 | | |
14 13 M L focal ND
16 14 M focal L M
17 15 | L focal |
18 16 L L |
19 17 | focal L |
20 18 | | |
21 19 | L focal |
22 20 | focal M |
25 21 L L focal M
26 22 | focal | M
27 23 L L focal |
29 24 M M |

Tabla 18. Evaluacion de las tinciones inmunohistoquimicas p53 y Ki67 pre- TFD y post-

TF. En la tincion de Ki67 no se especifica distribucion porque todas fueron difusas.

I: Intenso, L: Leve, M: moderado. ND: No disponible. Excluido la tincidn del paciente n®

6 en ambas y del n® 14 en pre-TFD por artefacto.
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En general, no se encontré asociacion estadisticamente significativa entre la tincion
IHQ con otros factores (respuesta clinica, fluorescencia, respuesta histolégica,
subtipo celular de EB o localizacion). Tan solo se encontré asociacion estadistica

para las siguientes asociaciones:

- Ki67 post-TFD vy respuesta clinica (p = 0,025): el 91,7% de las RC tienen
Ki67 post normal y el 100% de las RN tienen Ki67 intenso.

- p53 post-TFD y Biopsia post-TFD: el 83,4% de las biopsias post-TFD

positivas tienen marcaje p53 intenso o moderado, (p =0,024).

- Ki67 post-TFD y F post-TFD: el 80% de las F intensas tienen Ki67 intenso o

moderado mientras que el 93,3% de las F Negativas tienen Ki67 normal, (p = 0,001).

- Ki67 post-TFD y biopsia post-TFD: el 83,3% de las biopsias post-TFD tienen
Ki67 post-TFD intenso o moderado y el 88,9% de las biopsias negativas tienen el
Ki67 normal, (p= 0,001).

5 A i
s . )

Figura 15. De izquierda a derecha: tincién con Hematoxilina-eosina, p53 y Ki67. En la fila
superior imagenes pre-TFD (2,5X), en la fila de intermedia imagenes post-TFD (2,5X) y en la
fila inferior imagenes macro (4X) de las lesiones post-TFD. Se objetiva curacién tumoral en

todas las imagenes post-TFD. (Paciente n2 1).
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Figura 16. De izquierda a derecha: tincién con Hematoxilina-eosina, p53 y Ki67. En la fila
superior imagenes pre-TFD (2,5X), en la fila de intermedia imagenes post-TFD (2,5X). Se
objetiva curacion tumoral en todas las imagenes post-TFD. (Paciente n2 8).

Figura 17. De izquierda a derecha: tincién con Hematoxilina-eosina, p53 y Ki67. En la fila
superior imagenes pre-TFD (2,5X), en la fila de intermedia imagenes post-TFD (2,5X) y en la
fila inferior imagenes macro (4X) de las lesiones post-TFD). Se objetiva persistencia tumoral
en todas las imagenes post-TFD, correspondiente al paciente n2 26.
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c. ASOCIACION ENTRE DIFERENTES VARIABLES Y RESPUESTA ATED

Respecto a la asociacion entre diferentes variables independientes y las diferentes
respuestas, ya fuera clinica, histologica o emisién de fluorescencia asi como la
relacion entre dichas variables entre si, detallamos los resultados obtenidos a

continuacion (Ver tabla 19 al final de este apartado):

1. La localizacion mas frecuente fueron las piernas y la menos frecuente el tronco.

Los porcentajes mayores de ausencia total de respuesta clinica (RN) se detectaron
en la regioén de cabeza y cuello (18,2% del total de las lesiones de EB localizadas
aqgui), seguido de las piernas donde la ausencia de respuesta clinica se detecto en el
13% de las lesiones de EB situadas en dicha localizacion. Tanto en extremidades
superiores como en tronco y genitales no se encontré ningun caso de ausencia de
respuesta clinica. Las RC se obtuvieron con mayor frecuencia en las extremidades
superiores (66,7% de las EB localizadas aqui), seguidas del tronco (50%). Los
menores porcentajes de RC se obtuvieron en cabeza y cuello (31,8%), seguidos de
cerca por genitales (33,3%) y piernas (34,8%). No obtuvimos resultados
estadisticamente significativos.

Tampoco se obtuvo asociacién estadisticamente significativa entre localizacion y
respuesta clinica cuando se limitaba al subgrupo con control histologico (p = 0,704).
En este subgrupo todas las RN (2/29) se localizaron en regién de cabezay cuelloy a
diferencia del andlisis general, de todas las RC el 33,3% fue en cabeza y cuello, otro
33,3% en extremidades inferiores, el 25% en brazos y el 8,3% en tronco.

En las extremidades superiores el 33,3% del total de 15 pacientes con EB en brazo
presentaron curacién histolégica, representando un 100% de curaciones histolégicas

de los 5/15 pacientes que tenian AP post-tratamiento. Se obtuvieron similares
porcentajes de curacién en la pierna, donde en el 30% de los casos se constatod
curacion histologica, representando un 7/8 (87,5%) de casos con AP post-
tratamiento en esa localizacion. De estos 7 pacientes, 4 se clasificaron como RCy 3
como RP. Por otra parte en la cabeza y cuello el porcentaje de ausencia tumoral
total es tan sélo del 27,3%, pero al subanalizar los 12 pacientes con AP post-
tratamiento se ve que representa el 50% de este grupo, el menor junto con el tronco

(25% de ausencias tumorales del total, que supone un 50% de las 4 EB localizadas
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en el tronco). Parece que las extremidades tienen un mayor porcentaje (87,5-100%)
de curaciones histologicas, sin embargo nuestros datos no son significativos
estadisticamente. Tampoco se obtuvo asociacion estadistica cuando se limitd el

andlisis al subgrupo con control histologico (p=0,131).

En cuanto a la_fluorescencia post-tratamiento es la region de cabeza y cuello la que

mayor porcentaje (59,1%) de fluorescencia positiva presenta (ya sea media o
intensa) y la que menos la extremidad superior. En el subgrupo con control
histol6gico también es la cabeza y cuello la que mas porcentaje de fluorescencia
presenta 58,3%, siendo la que menos la extremidad inferior (12,5%), seguido de
extremidad superior (20%). No se obtuvo asociacion estadisticamente significativa
(p=0,353).

En la fluorescencia pre-tratamiento la region de genital es la que presenta un mayor

porcentaje de fluorescencia intensa (100%), seguido de cabeza y cuello (95,5%) y
posteriormente miembros inferiores (82,6%). En ninguna localizacién la
fluorescencia leve pre tratamiento es mas frecuente que la intensa y tan solo en el
tronco se distribuyen equitativamente en un 50%. No se obtuvo en ningin caso
asociacion estadisticamente significativa. De los 9 falsos positivos de la clinica, 3
estaban localizados en las piernas, 2 en cabeza y cuello, 2 en brazos y 2 en
genitales. Analizando el subgrupo con control histolégico, tan so6lo en 2/29 (6,9%) se
obtuvo fluorescencia pre-TFD intermedia, y estaban ambos casos localizados en
extremidades inferiores. El resto de lesiones fueron clasificadas todas como
fluorescencia intensa pre-TFD y por orden de frecuencia, de mayor a menor, la
localizacion donde mas se hallaron fue en cabeza y cuello, seguido de extremidades

inferiores y extremidades superiores. No hubo asociacién estadistica (p= 0,22).

2. El subtipo histolégico no presentd asociacién estadisticamente significativa con

el tipo de respuesta clinica. Asi, se detectaron 6 RN en el subtipo clasicoy 1 RN en

el subtipo pagetoide. De este ultimo ademas se obtuvo 1 RC y 4 RP. No se
objetivaron diferencias estadisticamente significativas en la respuesta a TFD en

funcién del subtipo histoldgico clasico o célula clara.
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Tampoco habia diferencias en la fluorescencia post o pre-tratamiento. Por ejemplo
en el subtipo clasico se objetivd un porcentaje de fluorescencia media pre-TFD del
16,4%, similar al 16,7% del subtipo pagetoide. Asi mismo se detectdé un 83,6% y

83,3% respectivamente de fluorescencia intensa post-TFD.

Tampoco se detectd asociacion estadistica entre subtipo histolégico y respuesta
clinica, fluorescencia pre o post- TDF ni mejoria de fluorescencia en el subgrupo con
control histolégico (p=0,21; p=0,2; p=0,54; p=0,66, respectivamente). El subtipo

clasico present6 curaciones histologicas en 19/26 (73%) de las lesiones con biopsia

post tratamiento, similar al de células claras que curé histolégicamente en 2/3 (67%)

de las lesiones con biopsia post-TFD.

3. El sexo no presenta asociacion estadistica con la respuesta clinica, fluorescencia
ni respuesta histolégica post — TFD (p<0,05). Tampoco en el subgrupo con control
histoldgico (p=0,42; p=0,48 y p=1, respectivamente).

4. La edad no presenta asociacion estadistica con la respuesta clinica, fluorescencia
post-TFD, mejoria de fluorescencia ni respuesta histologica post-TFD (p= 0,241,
p=0,603, p=0,228 y p=0,675 respectivamente). Tampoco con la presencia o ausencia

de recidivas (p=0,67) ni efectos adversos (p=0,613).

5. ElI tamafio no presentd asociacion estadistica con la respuesta clinica, ni
histol6gica post-TFD (p= 0,063 y 0,837 respectivamente). Tampoco con la
fluorescencia post-TFD o con la mejoria de fluorescencia (p= 0,071 y 0,316
respectivamente), ni con la presencia o ausencia de recidivas (p=0,121), ni con la
presencia o ausencia de efectos adversos (p= 0,375). En el subgrupo con control
histolégico no se detecté asociacion estadistica significativa ni con sexo (p=0,46), ni
con localizacion (p=0,65), ni con subtipo histologico (p=0,59), ni tampoco con la
fluorescencia pre-TFD (p=0,48), ni con la respuesta clinica (p=0,83), ni con la

fluorescencia post —TFD (p=0,08) ni con la mejoria de fluorescencia (p=0,43) y

82



tampoco se asocié a la curacién o persistencia histolégica (p=0,42). Finalmente,
tampoco se asocio a una mayor frecuencia de efectos secundarios (p=0,57).

6. El numero de lesiones de EB no presentd asociacion estadistica con la
respuesta clinica ni con la fluorescencia post-TFD ni con la respuesta histolégica

(p=0,23; p=0,09 y 0,7 respectivamente).

Ninguna de estas variables presenté asociacion significativa con el prondstico

(recidiva vs no recidiva) o con la existencia o no de efectos adversos.

ReCsl?nuigzta F pre F post AF p'?)Zt Recidiva advi?sos
Sexo p=0,49 p=0,86 p=0,055 | p=0,387 | p=0,73 | p=0,76 p=1
Edad p=0,241 p> 0,05 | p=0,603 | p=0,228 | p=0,675 | p=0,67 | p=0,613
Tamafio p=0,063 p>0,05 | p=0,071 | p=0,316 | p=0,837 | p=0,121 | p=0,375
Localizacion | P=0.45 p=0,12 p=0,412 | p=0,302 | p=0,13 | p=0,84 p=0,715
N° EB p=0,172 p=0,36 | p=0,08 | p=0,13 | p=0,133 | p>0,05 | p=0,715

Subtipo AP | P=0,421 p=0,986 | p=0,378 | p=0,063 | p=0,814 | p=0,746 | p=0,655

Ef. Adversos | p=0,314 p=0,796 | p=0,73 | p=0,231 | p=0,791 | p=0,979 X
F pre p=0,261 X p=0,68 p=0,07 p=1 p=0,25 p=0,796
X p=0,26 p=0,001 | p=0,001 | p=0,004 | p=0,52 p=0,314
Respuesta
clinica
F post p=0,001 p=0,68 X p=0,001 | p=0,001 | p=0,001 | p=0,73

Tabla 19. Tabla resumen con los resultados estadisticamente significativos resaltados en
azul (p <0,05). Calculado sobre el global de 67 pacientes. Se mantiene la significacién
estadistica una vez aplicada la correccion de Bonferroni en comparaciones
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El periodo de sequimiento medio vimos que fue de 14,10 meses (desviacion tipica

de 7,801) , con un minimo de 2 meses y un maximo de 39 meses de seguimiento

desde la evaluacion al mes de la dltima sesion de TFD. Algunos pacientes seguian

en seguimiento a fecha de enero de 2012.

Generalmente a los pacientes con respuesta completa y/o fluorescencia nula post-

TFD mantenidas durante 12 meses de seguimiento se les di6 de alta. Los pacientes

con otros CCNM eran los que tenian periodos de seguimiento mayores. Hubo 3

pérdidas (definidas como seguimientos menores de 5 meses, los n° 33, 41 y 52). En

el subgrupo con control histolégico el tiempo medio de seguimiento fueron 15,14

meses (DE= 7,43 meses).

En este periodo se constatd histoldgicamente desarrollo de recidivas en 1/67
pacientes (paciente numero 4, que habia demostrado ausencia tumoral en la
histologia post-TFD). Hubo 2 pacientes (40 y 44) que pese a presentar RC
tras TFD en el seguimiento posterior se detectd reaparicion de la lesion
tumoral, pero dado que no poseian biopsia post-TFD que constatase tal

curacion se les incluyd como progresion en superficie.

En 2/67 pacientes (los n°® 13 y 31) se determind progresion a carcinoma
epidermoide invasivo. En el n°® 13 la respuesta clinica se habia clasificado
como parcial pero tanto la fluorescencia intensa post tratamiento como la
histologia confirmaron la persistencia tumoral. En el 31 se clasific6 como
ausencia de respuesta clinica y persistencia de fluorescencia intensa pre y

pos-tratamiento.

En 6/67 pacientes (n°® 40 y 44 y n° 20, 38 y 48) se detectd progresion en
superficie (es decir, aumento de tamafio, no evolucion a carcinoma invasivo).
Los 2 primeros como habiamos comentado presentaron RC y los 3 ultimos

habian presentado RP.
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Durante ese periodo de seguimiento:

De los 28 que presentan respuesta completa, en 2 de ellos (nUmero 36 y 43)

recibieron con posterioridad mas sesiones, manteniendo RC en el seguimiento.
Esto es porque el n° 36 tenia discordancia entre observadores (O1 clasificd
como RC pero O2 clasific6 como respuesta parcial) y prefirid recibir nuevas
sesiones. El ndmero 43 tenia fluorescencia leve pese a curacion clinica y él
prefirio  recibir nuevas sesiones, permaneciendo en remision clinica en el
seguimiento. Hubo 1 recidiva en este grupo (n° 4) en el mismo sitio donde se
habia constatado RC y 2 progresiones en superficie (40 y 44). El n° 44 reaparecio
la lesion en zona adyacente a la EB previa. El n® 40 también habia presentado
discrepancia entre observadores, siendo clasificado como RC por O1 y RP por
02, por lo que habia recibido 2 sesiones extras de TFD, pese a lo cual
reaparecio la lesion. Se perdié en el seguimiento el n° 41. Los otros 22/28

mantuvieron su respuesta durante el seguimiento.

De los 32 que tuvieron respuesta parcial 1 se extirpé ante falta de mejoria (n°2),

otro progreso a carcinoma invasor (n° 13), 3 progresaron en superficie (20,38 y
48), 12 recibieron mas sesiones de TFD y acabaron en curacion clinica completa,
gue se mantuvo durante todo el seguimiento y 2 presentaron persistencia pese a
nuevas sesiones de TFD (n° 64 y 66); 2 se perdieron en el seguimiento tras ser
revalorado al mes de la dltima sesién de TFD (n°® 33 y 52); y 11 alcanzaron
remision sin mas sesiones (n° 17,19,23,24,25,27,28,29,51,56,67). Destacar que,
de estos 11 pacientes 8 tenian estudio histologico, siendo en 8/8 negativo. De

ellos, 6 tenian fluorescencia negativa post-TFD y s6lo 2 fluorescencia intermedia.

De los 7 que no obtuvieron_ninguna respuesta, 3 acabaron en cirugia extirpacion

(n° 5,15,62); el n°32 curd clinicamente tras recibir mas sesiones de TFD, 1 se
mantuvo estable pese nuevas sesiones de TFD (n° 61), uno progresoé (n°31) y el

n° 54 rechazo cualquier tipo de tratamiento.
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El 67,16% (45/67) de los pacientes presentaron buena tolerancia a la aplicacion de

la TFD. El efecto adverso més frecuente fue el de sensacion de quemazoén (17/67 =

25,4%) seqguido de dolor (4/67) y de cicatriz residual (1/67). No se objetivd ningun

otro tipo de efecto adverso. Todas las lesiones tratadas mostraron unos excelentes

resultados cosméticos.

La mayoria de los pacientes con efectos adversos (20/22) presentaban fluorescencia

pre-TFD intensa, sin embargo no se pudo demostrar diferencias estadisticas

respecto a los que no presentaron efectos adversos.

Tampoco se objetivd diferencias significativas en los efectos adversos segun la

localizacion o tamaino.

Mas , Mas .
R Mas R Persiste Y
sesiones | . o | Sesiones BoeTenion R Remision
Cirugia TFD TFD pero .. sin mas Recidiva —
Total pero superficial rechaza . Pérdida
hasta . progresa . sesiones
. persiste . tratamiento
curaciéon a invasor
Respuesta 28 0 2 0 0 2 0 22 1 1
completa
Respuesta 32 1 12 2 1 3 0 11 0 2
parcial
Respuesta 7 3 1 1 1 0 1 0 0 0
nula

Tabla 20. Resumen del seguimiento de los 67 pacientes del estudio.
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d. VALIDEZ DEL DIAGNOSTICO POR FLUORESCENCIA

Uno de los objetivos del estudio era determinar la validez del diagndstico de
fluorescencia (DF), para lo cual se realiza el siguiente andlisis de validez de la
prueba de Fluorescencia diagndstica, mediante el andlisis por método de Miettinen y
Taylor con el que se estudia la S, E, VPP, VPN, CPP, CPN:

VALIDEZ DIAGNOSTICO DE FLUORESCENCIA

Sensibilidad 100 %

85,71% (IC: 70,75% al

Especificidad 100%)

72,73% (IC: 46,41% a

VPP 99,05%)

VPN 100%

Cociente de probabilidad

positivo (CPP) 7(1C:24219,96)

Cociente de probabilidad

. No aplicable
negativo

Tabla 21. Estudio de validez del DF respecto al gold-estandar (A.P.).

Se puede comparar con lo obtenido con la combinacion del diagndéstico clinico +
diagnostico de fluorescencia. Para ello consideramos prueba positiva a la
calificacion como RN o RP o Fl o FM y prueba negativa a la coincidencia de RC con
FN. Lo hacemos asi en vez de incluir las RP en prueba negativa, dado que, aunque
impligue que esa lesion ha respondido a la TFD y pertenezca al grupo de
“respondedores”, desde el punto de vista de diagnéstico de la enfermedad se debe

considerar positivo:
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VALIDEZ DIAGNOSTICO CLINICO + FLUORESCENCIA
Sensibilidad 100%
Especificidad 52,38% (IC: 31% a 73,74%)

VPP 44,44% (IC: 21,49% a 67,40%)
VPN 100%
Cociente de probabilidad positivo (CPP) 2,10 (IC:1,34 a 3,29)

Tabla 22. Estudio de validez de la combinacion clinica + DF. IC: 95%.

Analizando las evaluaciones de las respuestas clinicas aisladamente, sin la
fluorescencia, y comparandolas con la histologia dijimos que no existian falsos
negativos y si falsos positivos (9 confirmados histolégicamente), que, supondrian
una especificidad baja (57,14%, con IC al 95% de 35,98-78,31%), sin embargo no es

la valoracion clinica la que queremos evaluar sino el diagnéstico de fluorescencia.

Volviendo al DF y a la combinacion de diagndstico clinico + DF vemos como la
sensibilidad es maxima en ambos. La especificidad es mayor con el DF aislado:
85,71% frente a un 52,38% obtenido con la combinacion de clinica + DF, lo cual
hace que la fluorescencia tenga también un mayor VPP (72,73%) frente al 44,44%

de la combinacion con la clinica.
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5. DISCUSION




a. ELECCION DE TFD PARA TRATAMIENTO DE EB

Se han empleado distintas opciones terapéuticas para el tratamiento de EB, la
mayoria con repercusiones estéticas para el paciente. La TFD ha sido recientemente
aceptada en el tratamiento de este tipo de cancer cutaneo no melanoma (CCNM),
con un grado de recomendacion A y nivel de evidencia |, a raiz de algunos estudios
que sugirieron su eficacia. >** En la tabla 19 se resumen los distintos estudios
realizados sobre uso de TFD en EB publicados hasta el 2006, afio en que se public
el de mayor numero de pacientes registrados hasta el momento actual.
Posteriormente se han realizado algunos estudios mas, con resultados similares.*?®
El nuestro seria el segundo a nivel mundial en nimero de pacientes, después del
publicado por Morton y colaboradores® y el mas grande publicado en Espafia hasta
el momento. Es ademés el primer estudio retrospectivo y basado en la practica
habitual asi como el primero en estudiar la posible utilidad del diagnéstico de
fluorescencia en el manejo de la EB y el primero en objetivar modificaciéon en la
expresion de ciertos marcadores IHQ tras la TFD. Nuestros resultados son acordes

con los previamente publicados en literatura inglesa.

Autor/Afno | Luz FS Ne Fluencia | Respuesta Observaciones
(J/em?)
Svanberg 94 Laser 630 | 5-ALA | 10 60 9/10 RC No recurre en 6-14 meses
nm
Cairnduff 94 Laser 630 | 5-ALA | 36 125-150 35/36 RC 3 recaidas en 18 meses. Exito global
nm 89%

Morton 96 630 nm 5-ALA | 20 125 20/20 RC a los 12 meses. | Probabilidad de curacién con una
75% curan con una sesiény | sesion con TFD es mayor que con
25% con 2 sesiones crioterapia. 2/20 con crioterapia

ulceracién (no con TFD)

Stables 97 Luz visible | ALA 3 100 RC en todos (2 sesiones) Trata lesiones de gran tamafio que

no responden a tratamiento habitual

Stables 98 Proyector | ALA 77 100 73/77 RC a los 12 meses.

diapositiv 71/77 RC a los 24 meses
as
Varma 98 Luz roja ALA 38 30 95% RC en 2 sesiones 12 meses sin recurrencia
Morton 00 Roja 630 | ALA 32 y | 125y 62,5 | 30/32 RC (94%) y 21/29 RC | 2 recurrencias a los 12 meses
nm Verde 29 (72%) (curacion  global 88%) vy 7
540 nm recurrencias a los 12 meses (curacién
global 48%)

Morton 01 630 nm 5-ALA | 40 - Lesiones > 2cm diametro. | PDT primera eleccion EB de gran
35/40 (88%) RC en 1-3 | tamafio. Tasa curacion 88% igual a
sesiones CBC superficial de igual tamafio.

Varma 01 640 nm 5ALA 88 105 88% RC Alos 12 meses 69% RC

Wong 01 630 nm ALA 4 250 % RC (seguimiento 16 | Todas formas digitales (evitando
meses) cirugia)
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Dijistra 01 400 nm ALA 1 10-20 90-100% EB que afecta >50% del cuero
cabelludo
Salim 03 Luz visible | ALA 40 100 88% RC y a los 12 meses | Compara con 5-Fluorouracilo 4
82% RC. 2 sesiones | semanas, 2 tratamientos separados 6
separadas 6 semanas semanas: 67% RC y a los 12 meses
48% RC
Dragrieva 04 Luz visible | ALA 4 75 2/4 RC a las 48 semanas. % | Pacientes transplantados
recurrencia a las 48
semanas y % recurrencia a
las 12 semanas
Britton 05 LCP 585 | ALA 17 7mm, 14/17 (82%) RC al afio LCP  fuente luz eficaz para
nm 3ms, 10 tratamiento EB
)/em?
Bapista 06 630 nm ALA 13 100 RC: 84,6% N2 medio sesiones para RC: 3,2.
Media de seguimiento 38 meses.
RP: 15%
Morton 06 Luz roja MAL 96 75 RC 80% a los 12 meses Compara con crioterapia (n=82,
RC:67% a los 12 meses) y 5
Fluorouracilo (n=32, RC:69% a los 12
meses). Resultado cosmético bueno
o excelente en 94% de los tratados
con TFD (66% con crioterapia y 76%
con 5 fluorouracilo)

Tabla 23. Resumen de los estudios mas importantes en base a los cuales se procedié a la aceptacion de

la TFD como opcion valida de tratamiento para la EB

66,96,124-135.

En las guias britanicas para manejo de EB publicadas en 2006 se repasan los

diferentes tratamientos disponibles que aparecen resumidos en la tabla 24.

Caracteristicas

5-FU

tpico

Imiquimod

Crioterapia

Excision

Curetaje

TFD Radioterapia | Laser

Pequefia, escasas,
buena cicatrizacion (bc)

4

Grande, Unicay bc.

Mudltiple, bc

Pequefia, escasas, mala
cicatrizacion (mc)

3
3
4
3

Grande, Unica, mc

2-3

Cara

Dedo

o
N
wl & o gl & & o

Perianal

2-3

Pene

Wl O W A W N W W

w| O N N

W O W N O Wl N W N

Q1] O O N B~ N W o Bk
BN B O] N O] O W

w| o wl ~N N N A~ s

W N W W B~

2-3

Tabla 24 *Leyenda: 1: tratamiento de eleccién, 2: buena eleccién, 3: generalmente aceptable, 4:
razonable pero no requerida frecuentemente, 5: generalmente pobre eleccion, 6: probablemente no
deberia ser usada, 7: no evidencia.




Con todos estos diferentes tratamientos se estima de forma global que el riesgo de
recurrencia es de un 5-10%,* mayor a la encontrada en nuestro estudio aunque
nosotros la definimos en base a la histopatologia lo cual pudiera influir en dicha
diferencia. El seguimiento recomendado es controvertido pero la media publicada es
de un afio, sin existir diferencias resefiables segun el tipo de intervencion aplicada.

De ellos la TFD se considera como una opcion entre buena y muy buena, con una
evidencia cientifica 1A, a tener en cuenta especialmente en lesiones mudltiples,
grandes o situadas en zonas de mala cicatrizacion, puesto que la principal ventaja
que ofrece es un resultado cosmético excelente. En localizaciones mas raras como
en la matriz ungueal existen series de casos que avalan su beneficio asi como en
lesiones desarrolladas en pacientes inmunodeprimidos.*®* En regién perianal
determinan que no existe evidencia como para recomendarla (Tabla 20).*%° De
forma global los porcentajes de respuesta de la EB con 1 o 2 sesiones de ALA-TFD
son de entre 69-100%°%. Un estudio que comparaba expresamente ambos FS
describi6 respuestas con ALA-TFD de hasta el 82% y con MAL-TFD de hasta el 95%
y dichas respuestas se mantuvieron hasta 12 meses después del tratamiento.>®

Todo ello coloca a esta opcion de tratamiento en primera linea de manejo de la
EB 58,124,137

Como hemos visto, no existe un tratamiento “gold estandar” en la EB y puesto que
todas las opciones tienen sus ventajas e inconvenientes, antes de decantarse por
una en particular se debe tener en cuenta el niumero de lesiones, tamafo de las
mismas y potencial de cicatrizacion de la zona asi como factores dependientes del
paciente (posibilidad de desplazamiento, exigencias estéticas), infraestructura de
cada centro de asistencia médica y factores econémicos.’®>*® Respecto a este
ultimo aspecto existe controversia en cuanto al coste comparativo de la TFD frente a
otros: un estudio de minimizacion de costes demostrd que actualmente el curetaje y
escision serian las opciones mas baratas y TFD la méas cara (en dicho estudio se

101

incluyeron también crioterapia, 5-FU y laser)™~ sin embargo otro estudio obtuvo

resultados contrarios sugiriendo un ahorro econémico por lesién.**®
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Centrandonos en la TFD, esta técnica ha demostrado su eficacia en el tratamiento
de EB asi como su beneficio como tratamiento no invasivo, con buena tolerancia y

excelentes resultados cosméticos.

En cuanto a las distintas fuentes de luz, en nuestro estudio utilizamos la mas
aceptada para el tratamiento estandar del cancer cutdneo no melanoma (CCNM)
con MAL-TFD: la luz roja (no coherente) emitida por diodo a 630 +/3 nm. Esta luz
roja se ha demostrado significativamente mas eficaz para el tratamiento de la EB
que la luz verde de 540nm, alcanzandose en un estudio comparativo entre ambas,
una RC de 94% con la primera y del 72% con la segunda.®’ Sin embargo no se ha
encontrado diferencias significativas entre el laser y la luz no coherente,
considerandose ambos igual de efectivos hasta el momento, aunque son escasos
los estudios bien realizados que comparan ambas fuentes de luz.*%*?13% También
se ha estudiado un posible beneficio el fraccionamiento de la iluminacion pues en 50
EB tratados con ALA-PDT se vio que aquellos con fraccionamiento alcanzaban
mayor porcentaje de respuestas completas aunque no estadisticamente
significativas.’*® Se ha estudiado también el papel de la iluminacién con luz pulsada
intensa en QA, EB y CBCs tratados con ALA-PDT obteniéndose resultados similares
a los obtenidos con luz roja con dispositivos nuevos de luz pulsada que emiten
energia mayor y fija.*** Un estudio reciente de TFD con MAL y laser de diodo como
fuente de luz obtiene recurrencias del 43,5% a los 5 afios de seguimiento (con

mantenimiento de respuesta en el 57,7%).%?

Respecto a la superioridad entre diferentes fotosensibilizantes (FS), aunque no
existen estudios comparativos directos entre ALA y MAL, parece que los resultados
son similares y los datos de los estudios respectivos serian extrapolables, 811124136
Los diferentes estudios publicados en la literatura (Tabla 20) demuestran, tanto con
ALA como con MAL, remisiones completas de hasta 90% asi como superioridad
respecto a crioterapia y 5-FU. 34°75865123141 A continuacion se analiza mas

detalladamente los datos existentes en la literatura:
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En el afio 2004 por Lui et al**® plantearon la eficacia del uso de FS sistémicos
(verteporfin) en TFD con iluminacién con luz de diodo para el manejo de diferentes
tipos de CCNM. Obtuvieron unas respuestas histologicas del 69% cuando usaban

energias de 60J/cm? y del 93% cuando usaban energias de 180 J/cm?.

De entre los estudios publicados con ALA-TFD destacamos el publicado en 2001 por
Varma et al'® donde se trataban 50 EB, 62 carcinomas basocelulares y 127
queratosis actinicas. En él se detectaron remisiones completas tras el segundo
tratamiento del 88%, 95% y 99% respectivamente. Sin embargo la recurrencia de EB
era del 31% de los casos al afio, algo mayor que en los carcinomas basocelulares
(18%) y en las queratosis actinicas (28%) y mayor que el 8,9% de nuestro estudio.

En ese mismo afio Morton et al*?’

publicaron un estudio abierto donde estudiaban la
respuesta al tratamiento de 45 EB mdltiples y de 40 EB gran tamafio (>2mm)
demostrando que el 98% de las lesiones mdultiples y un 88% de las grandes
desaparecian tras 1, 2 o 3 tratamientos, aunque en ambos grupos hubo 4

recurrencias al afo de seguimiento.

Ademas ALA-TFD se ha comparado con crioterapia y con 5-FU en 2 ensayos
clinicos randomizados de 40 pacientes cada uno. TFD demostré superioridad en
eficacia y efectos adversos en ambos trabajos. (RC de TFD vs 5-FU a los 12 meses
82% vs 48% y RC TFD vs crioterapia75% vs 50%).% >/

De entre los articulos publicados con MAL-TFD destacaremos el estudio
comparativo frente a 5-FU y frente a crioterapia. Fue publicado en 2006 por Morton
et al® y consistia en un ensayo clinico con 225 pacientes con diagndstico histolégico
de EB, de las cuales 96 fueron tratadas con TFD, 82 con crioterapia, 30 con 5-FU y
17 con placebo. A los tres meses la proporcion de respuestas completa fue similar
con TFD (93%), con crioterapia (86%) y con 5-FU (83%) frente al 21% de los
placebos, siendo la TFD superior por tanto en eficacia pero también
cosméticamente. A los 12 meses el mantenimiento de respuesta completa con TFD
fue mayor que con crioterapia y que con 5-FU, con unas tasas de recurrencia del
15% frente al 21% y 17% respectivamente.
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Otros estudios publicados comparando TFD frente a otros tratamientos concuerdan

con el anterior como por ejemplo el de Salim et al®’

donde se compararon ALA-TFD
frente 5-FU en 8 pacientes transplantados y se obtuvo un porcentaje de curacion del
89% con TFD frente al 11% con el segundo.

Asi mismo el articulo publicado ya en 1996 por Morton et al®®

concluy6 que de 40
pacientes randomizados donde la mitad recibieron MAL-TFD y la mitad crioterapia,
el porcentaje de respuesta fue del 75% en los primeros frente al 50% de los

segundos y con mejor tolerancia en el grupo de la TFD.

Otro estudio publicado mas recientemente en 2008 por Calzavara et al*** trata con
MAL-TFD a 41 EB asi como 71 carcinomas epidermoides con una respuesta media
de 73,2%. La respuesta completa en EB a los 3 meses era de 87,8% y al afio se
mantenia en 70,7%. Estos porcentajes eran menores en los carcinomas
epidermoides, lo cual se explicaba por la menor penetracion de MAL en dermis
profunda (la luz roja si penetra a dichas profundidades). Ademas encuentran que la
atipia celular es un factor pronostico de peor respuesta a MAL. No encontraron

asociacion estadistica negativa de respuesta en relacion a tamafio de lesion.

Es interesante también el articulo publicado por Lehmann et al*** en 2007 donde
hace una revisién de ensayos clinicos publicados de cancer cutdneo no melanoma
tratados con MAL-TFD, entre los cuales se encuentra la EB. Concluye que la RC es

del 68% a los dos arfios.

En cuanto a la posible desventaja de la TFD respecto a otros tratamientos que
permiten evaluacion histolégica post-tratamiento como por ejemplo la escision, esta
por determinar el papel del diagndstico por fluorescencia. Dada la aparente buena
correlacion con la clinica (parece existir negativizacion de fluorescencia cuando hay
remision clinica), podria ser una herramienta de ayuda en la valoracion de la
respuesta a tratamiento aunque es cierto que hay controversia al respecto y se

deben realizar mas estudios en este sentido.'*>'*°
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e De forma global se puede concluir con los datos existentes en la literatura y que
son compartidos por nuestro estudio, que en el tratamiento de EB con TFD se
obtienen tasas de curacion de hasta el 95% con dos sesiones, con unas tasas de
recurrencia a los 12 meses entre el 0 y el 11%.> Ademas los porcentajes de
respuestas (89,6%) de nuestro estudio son similares al alcanzado en carcinomas
basocelulares superficiales tratados con TFD (89,4%), que fue la primera

indicacién aceptada junto con queratosis actinicas.?*

e El gran porcentaje de curaciones de EB tratado con TFD puede ser explicada por
su caracter intraepidérmico permitiendo una buena penetracién de la luz. Los
efectos adversos mas frecuentemente recogidos son el dolor y quemazén
durante el tratamiento, edema, eritema, formacion de costras e
hipo/hiperpigmentacion. Todos ellos curan por si mismos y en todos los casos la
satisfaccion del paciente y los buenos resultados estéticos son la norma. Se ha
demostrado que el fototipo | y Il es un factor independiente prondstico para

presentar dolor en el tratamiento con TFD.**’

b. ELECCION DE PACIENTES

La muestra de pacientes es representativa de los pacientes con EB de nuestra area
poblacional que llegan a nuestra consulta. Para evitar sesgos de seleccion se
procedio a la recogida de los pacientes como describimos en el apartado de material
y métodos, intentando recoger todos los casos de EB que llegaron al servicio, y
seleccionando sélo aquellos que cumplian todos los requisitos de recogida de datos,
pero que a priori no tendrian ninguna caracteristica clinica ni histolégica peculiar y
diferente de los excluidos por falta de datos en la historia o de iconografia. Esto es
importante dado que uno de los objetivos del estudio es evaluar la utilidad de la
fluorescencia como técnica diagndstica para facilitar el seguimiento post-tratamiento.
Los pacientes pueden tener diferencias histoldgicas y clinicas, como en nuestra

muestra. También a la hora de realizacion de la biopsia seguimos un protocolo para

96



que todas se hagan de la forma mas equivalente y representativa posible. De hecho
se obtuvo un grupo heterogéneo pues de los 29 pacientes con biopsia post-
tratamiento, en 8 se obtuvo persistencia tumoral y en 21 de ellos ausencia tumoral
en la histologia. En el primer grupo (persistencia tumoral) todas las lesiones habian
sido clasificadas como RP o RN y como FI o FM. En el ultimo grupo de ausencia
tumoral, 9 lesiones habian sido clasificadas como RP y el resto (12) como RC y 3
lesiones fueron clasificadas como FM y el resto (8) como FN, traduciendo que las
biopsias se hacian tanto en pacientes donde se objetivO respuesta o persistencia

clinica y/o de fluorescencia.

Por lo que a edad y sexo se refiere, la media de edad ha sido de 74,58 afios y por
sexos hay 34 varones y 33 mujeres. Estas caracteristicas no difieren de otros

estudios realizados en EB.'*®

Por localizacién nuestros datos difieren parcialmente respecto a otros publicados,
como por ejemplo el estudio de Hansen y Tyrell ***° donde la localizacién mas
frecuente (53,8%) fue cabeza y cuello, seguido de brazos (27%), tronco (11,5%) y
piernas (7,4%). Sin embargo nosotros encontramos las piernas como la localizacion
mas frecuente (34,3%). El resto de distribuciones si siguen el orden propuesto por
Hansen: cabeza y cuello > brazos > tronco > genitales. Pudiera ser que el aumento
en la frecuencia de la afectacién en piernas fuera mayor en nuestro estudio por
causas debidas al azar o porque en otros servicios las lesiones en piernas se traten
con mas frecuencia empiricamente sin tener confirmacion mediante biopsia, para
evitar los efectos adversos posibles de dicha intervencion cuando se realiza en

extremidades inferiores.

El porcentaje de pacientes con afectacion por otro CCNM de nuestro estudio

(46,27%) concuerda, aunque levemente superior, con los datos publicados.*

El tiempo de seguimiento medio transcurrido desde la valoracién post-tratamiento
(realizada al mes de la 22 sesion de TFD) fue de 14, 10 meses. En este seguimiento
hubo 3/67 pacientes que se perdieron con 4 meses 0 menos de seguimiento, dos
con respuesta clinica parcial y otro de respuesta completa en su Ultima revision

registrada.
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c. TECNICA DE FLUORESCENCIA

En nuestro estudio hemos realizado la deteccion de la fluorescencia segun la técnica
estandar de la Terapia Fotodinamica, utilizando el mismo periodo o tiempo de
incubacion, que es de tres horas, por ser este el protocolo estandar establecido en

nuestro Servicio.

El diagndstico por fluorescencia puede realizarse también a las 5 0 6 horas después
de haber aplicado el fotosensibilizante, que es cuando se estima que la intensidad
de la fluorescencia es mayor. ****>! En la técnica se pueden emplear dos FS, el ALA
o el MAL. Ya hemos comentado que el MAL es una molécula mas lipofilica, lo que le
confiere una mayor capacidad a la hora de penetrar a través del estrato corneo y de
las membranas biolégicas. Ademas, posee una mayor especificidad para las células
neoplasicas. ***™** Por estas razones y porque en Europa el MAL es el que esta
avalado por las guias para el tratamiento de la EB, es el FS que hemos utilizado.

La fluorescencia macroscopica en la piel se correlaciona con el contenido de Pp IX
en las células epidérmicas. Se ha propuesto que el acumulo selectivo o especifico
del FS en la célula tumoral podria deberse, entre otras cosas a que la Pp IX se
acumula en estas células por una reduccién de la actividad de la ferroquelatasa y

por un aumento de la actividad de la porfobilinégeno deaminasa. 2117155156 Ep

2007, el grupo de Smits™’

propuso por primera vez, tras estudiar la correlacion entre
DF e histologia en 67 neoplasias queratinociticas intraepidérmicas (KIN), que el
factor que determinaba un mayor acumulo en los tejidos tumorales es por una parte
el grosor del estrato corneo (correlacidon inversa) y principalmente la integridad del
estrato corneo asi como el numero de células epidérmicas (independientemente del
grado de atipia), pues no objetivd diferencia en el acimulo de Pp IX en los diferentes
grados de KIN. Esto mismo fue defendido también por Kleinpenning®®® en 2010,
objetivando también ausencia de diferencias en los diferentes KIN de la intensidad
de fluorescencia tumoral (acumulo Pp IX), pero detectando diferencias en los ratios
de fluorescencia: el ratio fluorescencia tumoral / fluorescencia perilesional era igual
en la EB que en CE microinvasivo, pero en ambos mayor que en los CE

moderadamente diferenciados y en los CE bien diferenciados. Hipotetiza que el
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factor limitante de estos ultimos sera la falta de penetracion del FS y la luz. En este

157

caso, a diferencia de Smits™‘, proponen el grado de diferenciacién tumoral como

posible factor influyente en la fluorescencia macroscépica.
Existen dos estudios del DF en EB, pero tan sélo de la lesion activa y puntualmente

en el tiempo.*"Este es el primer estudio donde se analiza el cambio dindmico del DF

antes y después un tratamiento (TFD) y su posible validez como prueba diagnéstica.

d. COMPARACION DE RESULTADOS E INTERPRETACION

Aunque hay algunos estudios publicados sobre la eficacia de la TFD en la EB, el
nuestro seria el estudio mas grande publicado hasta la fecha en nuestro pais.

Respecto a los datos que obtuvimos comentar:

d.1. Eficacia de la TFD en la EB: Nuestros porcentajes de respuesta fueron

comparables a los publicados (89,6% frente al 75-95%).°®

d.2. Estudio inmunohistoquimico y modificacion con TFD: Hemos estudiado la

expresion de marcadores IHQ (p53 y Ki67) en 2 momentos temporales: previo al
tratamiento y al mes de la 22 sesion de tratamiento. Elegimos esta separacion
temporal por considerarla suficiente para evaluar cambios segun lo descrito por
Fantini, como describimos mas adelante.’® Recientemente se ha publicado un
estudio sobre la modificacién de ambos marcadores a las 6 semanas de una Unica
sesion tratamiento de TFD. Aunque este estudio se llevaba a cabo en gueratosis
actinicas podemos compararlo con los datos de nuestro estudio.*? En dicho trabajo
se objetivd una disminucion del grado de displasia y elastosis, asi como reduccion
de la expresion de ki-67 y p53. Este estudio determind también_la expresion de
ciclina D1 (que permaneci6 estable) y de COX-2 (present6 tendencia a la elevacion).
El estudio concluia que la TFD tiene capacidad de reducir los signos especificos de
fotoenvejecimiento cutaneo a nivel histoldégico. Ademas la reduccion tanto de Ki-67
(indicador de actividad proliferativa) como del p53 (marcador de oncogénesis precoz

en la piel), indican que induce reversion del proceso de carcinogénesis. Otro estudio
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publicado por Szeimies et al'*®

realizado también sobre 26 queratosis actinicas
tratadas con 3 sesiones de TFD objetivd una disminucion significativa del grado de
atipia de las lesiones asi como aumento significativo de la cantidad de colageno y

una disminucidn, no significativa, de la expresion del oncogén p53.

El Ki67, marcador nuclear expresado en todas las fases del ciclo celular salvo en
Go,*®* también presenta una expresién aumentada en la EB, indicando una mayor
actividad proliferativa que en piel sana. Esto da lugar, entre otras cosas, a un
crecimiento desordenado de los queratinocitos en toda la epidermis, que es lo tipico
de la EB. La actividad proliferativa en la EB es mayor en la base del tumor con
reduccion gradual de la misma hacia el centro y margen del tumor y desde las
células basales a la epidermis, confirmando la heterogeneidad intratumoral de
actividad proliferativa celular en la EB.*®? Nosotros no estudiamos la distribucién de
Ki67 en toda la pieza tumoral sino en la biopsia. Lo que encontramos fue una mayor
intensidad de marcaje de Ki67 en las capas inferiores, siendo la distribucion de
marcaje de Ki67 difusa en todas las muestras estudiadas, sin encontrar en ninguna
muestra una distribucién parcheada (que pudiera representar grupos celulares
clonales).

Tras la TFD detectamos en nuestro estudio una reduccién significativa de las células
positivas para Ki67 y por tanto se puede atribuir a dicho tratamiento la disminucion
de la proliferacion queratinocitica. Esta disminucién en la proliferacion celular podria
ser debido a dos mecanismos: un dafio no selectivo del area lesional por la mayor
penetracion del FS por defecto del estrato cérneo que llevaria a una destruccion
homogénea de la lesion de EB, quedando el tejido sano sin hiperactividad

proliferativa.

En segundo lugar, una posible mayor actividad de la via del grupo hemo en las
células con alta tasa proliferativa**® que harian de estas células hiperproliferativas
una diana mas sensible al proceso fotodinAmico. Smits precisO en un trabajo
publicado en 20093 que las diferencias en el actimulo de Pp IX en diferentes tejidos
no se explican por su diferente capacidad intrinseca de sintesis de Pp IX sino por la
penetracién del FS y por la proliferacion celular epidérmica.
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El p53, que no se expresa de forma normal en piel sana no fotoexpuesta, sin
embargo en las lesiones de EB presenta una expresion aumentada. Es dificil saber
en la IHQ si esa sobreexpresion es de p53 mutado o nativo.® Pero como la proteina
mutada es mucho mas estable que la funcional, es de esperar que la detectada con
sobreexpresion sea la mutada. Se sabe que en torno al 50% (12-64%) de los CE
invasivos sobreexpresan p53,** llegando en ciertos trabajos como el publicado en
2009 por Rodoust y colaboradores a porcentajes de expresion de >90% de los SCC
estudiados*>. En nuestro estudio la expresién del p53 alcanza el 100% de las
biopsias de EB estudiadas, estando en concordancia con los que afirman que la EB
es la que mayor expresibn de p53 posee (comparado con CE, CBC, QA,
Queratoacantoma, Melanoma in situ, Enfermedad de Paget).>* También se expresa
en piel normal fotoexpuesta aunque en proporciones pequefas (variable del 0 al
10%).%*** El gen p53 es uno de los genes supresores de tumores mas
frecuentemente implicado en los canceres humanos. Su papel en el CCNM esta bien
definido, siendo su mutacion una sefal especifica del efecto de la radiaciéon UVB.
También puede dafarse indirectamente por oxidaciéon inducida por UVA.
Fisiolégicamente estd4 implicado en la detencién del ciclo celular para reparar el
ADN. Si este paso falla, induce apoptosis para evitar la perpetuacion de esa célula
portadora de ADN dafiado. Si ocurre una mutacién en el gen de p53, puede alterarse

su funcion y no llevar a cabo su control del ADN.

Como apoya nuestro estudio, la TFD es capaz de disminuir de forma significativa la
expresion de p53 mutado aunque no de eliminarlo totalmente, revirtiendo
parcialmente el proceso de carcinogénesis. El por qué de dicha disminucién de
expresion de p53 se podria explicar porque tras la TFD se produce una disminucion
en la carga de células epidérmicas atipicas, que eran las mas sensibles a TFD y las
gue poseian el p53 mutado en mayor proporcion. Sin embargo, pudieran persistir
algunas células que tuvieran la mutacion de p53 pero aun no hubieran desarrollado
los cambios consecuentes del DNA y por ello no presentaran ni atipia ni incremento
de proliferacién siendo por tanto mas resistentes a TFD por acumular menor
cantidad de Pp IX (fluorescencia negativa). Serian estas ultimas células las
responsables de la expresion leve de p53 post-TFD. Esto concuerda con el
predominio de fluorescencia negativa post-TFD pese a la no negativizacion del p53
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en las muestras estudiadas. Dado que 18/24 muestras con estudio IHQ y control
histolégico no presentaron atipia histolégica post-TFD pero si persistencia de
expresion de p53 mutado (aunque en menor intensidad que pre-TFD), se puede
deducir que la recuperacion histolégica precede a la normalizacion molecular, del

mismo modo que la alteracién molecular precede a la alteracion histolégica.*?

Curiosamente, las recidivas al afio de seguimiento en nuestro estudio son <10%.
Teniendo en cuenta que la EB se cree que recidiva principalmente en los 6 primeros
meses,'?® aparentemente la persistencia de p53 mutado (de intensidad leve) no se
asociaria a un mayor riesgo de recidiva a corto plazo. Sin embargo destacar que en
nuestro estudio el paciente n°4, que presenté una recidiva posterior, tenia marcaje
p53 positivo intenso difuso tras el tratamiento pese a presentar aparente curacion
clinica, de fluorescencia y en la evaluacién histologica de la hematoxilina eosina y
Ki67 negativo. Este es el Unico paciente con recidiva que tenia estudio IHQ por lo
que no se pueden sacar conclusiones pero si plantear hip6tesis como por ejemplo
que quizas no sea la presencia o ausencia de p53 lo que marcase un posible
prondstico, sino la intensidad y distribucion de la expresion del mismo, permitiendo la
deteccién de pacientes candidatos a presentar recidivas posteriores. Si eso fuera asi
se podrian disefiar métodos diagndsticos no invasivos de deteccién cutanea del
oncogén p53. De los otros 4 pacientes con p53 posterior positivo intenso difuso, al n®
2 se le extirp6 su EB (y por tanto no valorable la recidiva), el n® 26 que tenia RP
recibid 2 sesiones mas de TFD hasta alcanzar la RC y los n® 13 y 20 progresaron.
En estos 3 Ultimos pacientes la tincibn p53 no aporté ventajas frente a la clinica,
fluorescencia o HE.

Para confirmar la posible relacion entre la expresion de p53 (tanto su simple
presencia como la intensidad y distribucion) y la probabilidad de recidiva habran de
realizarse estudios con mayor volumen de pacientes y tiempo de seguimiento mas
largo. Una explicacion posible para la presencia de p53 en el 100% de las muestras
estudiadas post-TFD y la baja tasa de recidiva podria ser que la negativizacion del
p53 mutado tardara mas de 1 mes que es el tiempo tras el cual en nuestro estudio
realizamos la biopsia post-TFD, como por ejemplo ocurre tras exposicion a RUV

cronica donde 2 meses después del cese de exposicion se ha visto en modelos
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murinos que la expresién de p53 seguia presente.”® O bien quizds se necesiten
mayor nimero de sesiones para conseguir la negativizacion de la expresion de p53
mutado y asi erradicar totalmente el proceso de carcinogénesis al eliminar una

mutacion que dijimos era clave en el inicio de dicho proceso oncoldgico.

La reduccion significativa de este marcador tumoral tras la TFD sugiere que este
tratamiento tiene efecto anticancerigeno a nivel molecular, pero falta por determinar
si dicha remision puede llegar ser total en la EB asi como las consecuencias exactas

de una remision parcial como la encontrada en nuestro estudio.

A la vista de estos resultados se puede deducir lo siquiente:

Nuestro estudio mostrdé una disminucion significativa tras la TFD de la expresion de

ambos marcadores IHQ, Ki67 y p53, pese a que este ultimo no llegd a negativizar.

No evidenciamos asociacion significativa entre la expresion pre-TFD de marcadores
IHQ (ni con Ki67 ni con p53) con la respuesta post-TFD clinica, de fluorescencia o
histologica. Segun estos resultados se deduciria que la tincion IHQ con estos
marcadores no serviria como predictor de respuesta a la TFD en la EB.

En nuestro estudio aquellas biopsias donde mas disminuia el p53 y el Ki67 (de
intenso a leve o nulo) la respuesta histolégica mas frecuente era la respuesta
completa (ausencia de tumor en HE), demostrando un paralelismo entre tincion IHQ
y alteracion histologica en HE. De hecho hubo asociacion significativa entre la

expresion IHQ y la histologia post-TFD para ambos marcadores.

En cuanto a la relacion entre p53 y fluorescencia objetivamos que de las 4 biopsias
que presentaron p53 pre-TFD positiva pero leve (pacientes n° 10, 18, 25y 27), el n°
25 presentaba datos de EB de células claras en la histologia con hematoxilina
eosina. Estos resultados estan en concordancia con lo publicado en la literatura, que
recoge algunos casos donde la mutacion causante del desarrollo de la lesién de EB
no esté mediado por alteracion en la proteina tumoral p53.** Si existe relacién entre

caracteristicas histolégicas y mutacion o no en p53 habra que estudiarlo con mas
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casos en futuros estudios, aunque aparentemente parece que distintas mutaciones
resultan en alteraciones histolégicas similares.*

No se encontrd asociacion estadistica entre la fluorescencia post-TFD y la expresion
de p53, atribuible a nuestra hipotesis de que las células que tras TFD persisten
expresando p53 (responsables de la tincién leve con dicho marcador IHQ), serian
aquellas que no habrian desarrollado aln los cambios de DNA responsables de la
hiperproliferacion y por ello no serian capaces de acumular en exceso Pp IX y no

emitirian fluorescencia detectable macroscépicamente.

Respecto al Ki67 y la fluorescencia, el grupo de Smits y col. en 2007 no encontré
asociacion estadistica entre el ratio de fluorescencia piel tumoral / piel no lesional y
la expresidon de Ki67 en lesiones tumorales de neoplasias queratinociticas
intraepiteliales.’’ Dos afios después este mismo grupo publicé un estudio donde,
tras hacer una correlacion entre fluorescencia y n°® de células existentes (en piel
sana, psoriasis y queratosis actinica) concluyeron que no existian diferencias
intrinsecas en la produccién de fluorescencia entre estas diferentes entidades
histoldgicas, sino que dependeria de la densidad celular, entre otras cosas. También
encontraron una mayor fluorescencia en zonas de epidermis con mayor
diferenciacion queratinocitica, que en la piel sana coincide con las capas altas de la
epidermis.’®® La deteccién de una asociacion significativa entre negatividad de
fluorescencia post-TFD con la tincion post-TFD con IHQ (Ki67) apoya dicha relacién
entre la proliferacion celular y el acimulo de Pp IX (emisién de fluorescencia).

Podria discutirse si la realizacion de la biopsia post-tratamiento debiera posponerse
en el tiempo, sin embargo basandonos en el articulo de Fantini y colaboradores'*®
donde estudiaron las modificaciones histolégicas en EB tras TFD concluyendo que
las modificaciones en la HE y tincion Bcl-2 se detectan intensamente en las primeras
48 horas pero a los 7 dias ya no se encuentran restos de tejido apoptotico ni

necrotico, pensamos que un mes es suficiente para hacer esta valoracion.

Nuestros resultados apoyan que, el tratamiento con TFD no sé6lo modifica

significativamente la displasia que define la presencia de EB, sino también la
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expresion de ciertos marcadores IHQ que se han demostrado sobreexpresados en

44,45,165,165 12,160
d A.

dicha enfermeda y también en su lesion previa, como son las Q

La modificacién de estos marcadores apoya que este tratamiento actia modificando
las alteraciones genéticas inicialmente detectadas en la EB y por tanto estariamos
actuando sobre dianas especificas de la oncogénesis. Sin embargo mientras que la
proliferacion celular se normaliza como refleja la tincion de Ki67, el p53 en ningun
caso llega a ser nulo (se repitié la tinciébn con un control en la cual si que se obtenia
resultado nulo), por lo cual podemos plantear que la TFD podria controlar la
actividad hiperproliferativa de la EB y controlar parcialmente la expresion de p53
volviendo a estadios iniciales del tumor pero no podria revertir totalmente las
alteraciones del p53, es decir no podria actuar restableciendo integramente uno de
los puntos de inicio del proceso de carcinogénesis y devolver las caracteristicas
genéticas de una piel sana no fotoexpuesta y por tanto podria persistir la posibilidad
de futuras recidivas tras TFD. Nos queda la duda si al ser una expresion leve de p53
la encontrada en la mayoria de los casos post-TFD, pudiera acabar siendo reversible
espontaneamente pasados varios meses tras la TFD.

Se necesitan mas estudios para definir exactamente el impacto de la TFD en el
campo de cancerizacion para saber si es capaz de eliminar totalmente o sélo revertir

parcialmente el proceso de cancerizacion cutanea.

d.3. Asociacion entre diferentes variables y respuesta a TFD: Respecto a posibles

factores clinicos que pudieran influir en la respuesta (clinica, de fluorescencia o
histol6gica) y en el prondstico de la EB comentar que estos datos no los pudimos
comparar con otros estudios ya que no hay nada publicado hasta el momento al
respecto. Es preciso subrayar la importancia del uso de métodos estadisticos para el
estudio de la interpretacion entre variables de posible importancia prondéstica en las

distintas respuestas.

Encontramos una tendencia no significativa a obtener una menor respuesta en la
localizacion de cabeza y cuello seguido de extremidades inferiores, mientras que la
mejor respuesta la encontramos en las extremidades superiores. Al compararlo con
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el estudio de Tyrell et al, vemos que ellos detectaron la mayor resistencia a TFD en
regiones acrales con un 68% de RC frente 85% de RC en localizacién no acral, sin
embargo esa asociacion entre localizacion y respuesta clinica sélo fue significativa
para las queratosis actinicas y no significativa (69% vs 81%) para la EB y para los
carinomas basocelulares superficiales (82% vs 87%).'*°

En nuestro estudio las EB localizadas en cabeza y cuello son las que presentaron un
mayor porcentaje de F pre-TFD intensa pero los que peor respuesta clinica e
histoldgica obtuvieron mientras que las EB de las extremidades superiores tuvieron
también elevados porcentajes de F pre-TFD intensa pero el mayor porcentaje de
respuesta clinica e histologica. Ademas, mientras que en cabeza y cuello la mejoria
en la fluorescencia fue nula en 31,8% de los casos, en las EB localizadas en
extremidades superiores tan soélo se detectaron mejorias nulas en el 6,7%,
existiendo asociacién significativa entre mejoria de fluorescencia y respuesta clinica
e histolégica (p=0,001 y p <0,001). Tyrell**® detecté6 un mayor acimulo significativo
de Pp IX (aumento de fluorescencia tras 3 horas de incubacion) en la EB acral, sin
embargo el fotoblanqueamiento durante la irradiacion era menor en dicha
localizacion, aunque sin alcanzar diferencia significativa respecto a EB no acral.
Dicho fotoblanquemiento lo describe correlacionado con la respuesta clinica.
Nosotros hipotetizamos que una peor respuesta en cabeza y cuello podria ser
explicado, entre otras causas, por una mayor dafio actinico (y en consecuencia
mayor nimero de mutaciones) en dicha zona, asi como un grosor de piel mayor que
disminuiria la concentraciéon del MAL en dicha zona, a diferencia de la piel fina de los
brazos de personas de edad avanzada (la mayoria en nuestro estudio), la cual

permitiria una gran absorcion del MAL.

Morton*?" describié en un estudio que el 88% (35/40) de las EB mayores de 2 cm
obtuvieron respuestas completas tras 1-3 sesiones de ALA-TFD, encontrando
asociacion entre tamafo y niamero de sesiones para obtener curacion; a diferencia
de los carcinomas basocelulares donde el factor mas importante era el grosor y no el
tamafio en superficie. Estos datos concuerdan por los publicados por este mismo
autor posteriormente®®, donde el didametro maximo basal de la EB tenfa una
asociacion estadistica con el porcentaje de respuestas completas tras MAL-TFD,

crioterapia o 5-fluorouracilo. En nuestro estudio no encontramos asociacion
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significativa estadisticamente entre tamafio (37/64 pacientes tenian EB mayor de 2
cm) y las diferentes variables estudiadas.

Respecto a la variable subtipo histolégico y su relacion con la respuesta y el
prondstico comentar que no detectamos asociacion estadistica entre subtipo
histoldgico con ninguna respuesta (clinica, de fluorescencia ni histologica). En 2008
Calzavara®®* estudié cémo el grosor clinico, la atipia y la profundidad de la lesién se
perfilaban como factores prondstico de respuesta clinica en un analisis univariante,
pero al realizar la regresion logistica multivariante, sélo la atipia celular se mantenia
como factor pronostico independiente de respuesta clinica. En este caso la atipia
celular tanto de EB como CE microinvasivo se clasificod segun la escala de Broder’s
de I-1V grados y concluyé que la TFD era poco efectiva para los grados de atipia lll y
IV. En nuestro estudio tampoco objetivamos asociacion significativa entre el subtipo
de células claras y el prondstico. Se ha estudiado que los CE invasivos que tienen
un porcentaje mayor de células claras se desarrollan con mayor frecuencia sobre EB
previa que de novo 0 sobre otras lesiones precursoras, con un patron como
“aparente diferenciacion anexial”.?® La existencia de menos células claras en los CE
incipientes y de mas cantidad en los CE avanzados nos sugiere que el desarrollo de
células claras en los CE (bien sea por acumulacion de glucégeno, por efectos
citopaticos del VPH o por otras causas) seria un proceso progresivo que precisa
tiempo y solo apareceria en los CE mas desarrollados.”® Serian necesarios més
estudios para ver si el EB de células claras evoluciona desde EB clésica y si
desarrolla con mas frecuencia CE invasivo, que en nuestro estudio parece apuntar
gue no es asi. También seria interesante estudiar si la EB de células claras posee

mutaciones diferentes a la EB clasica a nivel genético.

d.4. Validez del Diagnéstico de fluorescencia (DF): La fluorescencia es la capacidad

gue poseen ciertas sustancias de emitir, tras ser estimuladas con energias con una
longitud de onda especifica para dicha sustancia que en el caso de Pp IX seria
longitud de onda menor que la luz visible (ultravioleta), longitudes de onda mayores
(de menor energia) dentro del espectro visible (400 — 700 nm) mientras estan

recibiendo el estimulo energético. Se denomina fosforescencia si dicha emision
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persiste una vez retirada la energia estimulante. Existen muchas sustancias que
emiten fluorescencia de forma natural (rocas, minerales, hongos, bacterias,
secreciones, etc), lo que se denomina autofluorescencia. Por otra parte existen
productos capaces de inducir una fluorescencia secundaria cuando son aplicados en
un cuerpo.t%#1%4

El término correcto es DF y no diagndstico fotodinamico como aparece en algunos
articulos, ya que no estan implicadas especies reactivas de oxigeno, que si son
necesarias como dijimos para la reaccion fotodinamica. En el DF la fluorescencia es
la luz roja emitida por &tomos o0 moléculas de los tejidos que producen y acumulan
grandes cantidades de porfirinas y que previamente se han estimulado por la
absorcion de energia luminica (iluminacion con luz ultravioleta).

El primero en hablar de DF fue Lipson en el afio 1961. La radiacion ultravioleta tiene
longitudes de onda entre 100 y 400 nm, pero de ellas la mejor longitud de onda para
iluminar en DF es aquella radiacion ultravioleta de longitudes de onda mayores, en el
rango de la UVA que coincide con la denominada banda Soret (360-400nm). Por ello
se puede utilizar la luz de Wood. Para la observacion de la fluorescencia se utilizan
generalmente para la estimulacion fuentes de luz con filtro transmisor o de excitacion
de radiaciones ultravioleta de forma que s6lo permiten el paso de longitudes de onda
en ese espectro, bloqueando longitudes mayores como el visible. Un ejemplo de
ellas serian la lampara de Wood (370-405 nm) 6 las luces de xenon. Para la
fotografia con estas fuentes de luz se necesitaria un tiempo de exposicién largo,
oscuridad ambiental en la habitacion donde se realiza la fotografia asi como
inmovilidad del objeto a fotografiar y de la camara fotografica. Para evitar estos
problemas se desarrollé6 una técnica de fotografia de fluorescencia mediante
flash de luz ultravioleta. El primero en hablar de ello fue Myers. Inicialmente se
utilizaron equipos fotograficos a los que se acoplaban varios flashes de gran
potencia a los que a su vez se afadian filtros excitadores de luz ultravioleta y un
filtro barrera para evitar la luz ultravioleta reflejada por la piel. Posteriormente se
comercializaron dos sistemas, uno de ellos es el usado en nuestro estudio, el
denominado ClearStone®, que utiliza 2 flashes sincronizados que emiten luz
ultravioleta de 400 nm acoplados a la camara digital. El otro equipo comercializado
es DyaDerm®, compuesto por una camara de video y un flash de luz de xenén

adaptado con un filtro ultravioleta entre 370 y 440 nm. Dado que actualmente las
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magquinas fotograficas poseen velocidades de sincronizacion elevadas con el flash,
si se adapta el flash se puede realizar fotografia de fluorescencia sin necesidad de
estar en un cuarto oscuro.

Ademas dichas camaras suelen incorporar el filtro barrera que evita la luz

reflejada.'®®

Figura 18. Camara emisora radiacion
ultravioleta A para la fotografia de
fluorescencia.

Méas alla de su aplicacion en dermatologia estaria la aplicacion del DF en
gastroenterologia (deteccion de displasias durante la realizacion de endoscopia),
urologia (deteccién de carcinomas in situ, multifocales, etc de vejiga), neumologia

(deteccion de tejido tumoral durante la realizacién de broncoscopia), etc.'®®

Las lesiones benignas y piel sana no emiten fluorescencia generalmente vy, si lo
hacen por presentar fluor6foros enddgenos no es una fluorescencia tan roja como la
emitida por tumores como EB, CBC o CE, sino mas tenue y azulada.*®®*®" Existen
diferentes patrones de fluorescencia pues mientras el CBC, CE, QA, EB y
enfermedad de Paget presentan fluorescencia intensa roja con RUV (especialmente
en los superficiales); otros tumores como el Sarcoma de Kaposi o el Linfoma de
células T emiten fluorescencia media y otras lesiones dermatologicas como
verrugas, lentigos o melanoma no emiten fluorescencia.'>* Ademas la demarcacion
de fluorescencia (ratio fluorescencia lesional / perilesional) es mas complicada en la
cara, sobre todo en nariz y parpados, lo cual se ha atribuido a la existencia de PpIX

en piel con fotoenvejecimiento cronico que habitualmente se ve en estas areas.
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En nuestro trabajo también estudiamos la validez de la técnica diagnéstica de
fluorescencia comparandola con el “gold estandar”, que es la histologia, y con la
combinacion de la evaluacion clinica y el DF. La comparacion de estas técnicas se
ha hecho basada en la valoracion hecha por 2 dermatélogos del servicio y siguiendo
unos andlisis estadisticos especificos. En la practica habitual aunque se realiza DF
previo al tratamiento y en el seguimiento de forma estandar, sin embargo el
diagnoéstico se basa en la valoracion clinica aislada (que en nuestro estudio tuvo 9
falsos positivos confirmados histolégicamente). Se estan introduciendo diferentes
métodos de diagndstico tumoral no invasivos y creemos que, el DF puede ser muy
interesante ya que posee como hemos visto en el presente trabajo una alta exactitud
y reproducibilidad y ademas se trata de una opcidon comoda ya que se incluye dentro
del propio tratamiento con TFD y por tanto no supondria coste adicional (ni tiempo ni
dinero) y su caracter no invasivo ayudaria a mantener los resultados cosméticos de
la TFD.

Existen diferentes y novedosas alternativas como pruebas diagndsticas no invasivas,
sin embargo todas ellas han sido utilizadas tan s6lo para el diagndstico de la lesion
activa y no se ha evaluado su modificacion tras el tratamiento de la lesion tumoral.
Entre estas novedosas técnicas destacamos: los ultrasonidos de alta frecuencia que
registran el eco emitido por la lesion creando una imagen bidimensional; la
dermatoscopia que es bastante prometedora, aunque no ha sido determinada aun
su eficacia exacta, en la EB dado el alto porcentaje de presencia de vasos
glomerulares y superficie escamosa; la tomografia de coherencia éptica que ofrece
imagenes tomogréficas por secciones cruzadas en tiempo real y que se ha
estudiado en el CBC y las queratosis actinicas pero no en la EB. Debido a su baja

penetrancia no parece tener utilidad en la delimitacién del margen tumoral.*®’

También existe el microscopio confocal que posee la mayor resolucién de todas las
técnicas Opticas utilizadas para el diagndstico de cancer cutaneo no melanoma.
Recientemente se han presentado 10 casos de EB estudiados con microscopio
confocal donde se describen rasgos de la atipia queratinocitica que diferenciaria la
EB de otras presentes en CCNM, sin embargo se trata de una técnica cara y de

dificil interpretacion y con escasa penetrancia.*®
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De los 29 pacientes con estudio histologico, en 26 la fluorescencia coincide
plenamente con los datos histolégicos, representando un porcentaje muy alto
(89,65%). Sélo en los pacientes n° 1, 27 y 29 presentaron FM post-TFD con curacion
histol6gica. No podemos comparar estos resultados con otros datos de DF tras TFD
en EB dado que no hay estudios publicados al respecto. El estudio mas parecido
serfa el de Liutkeviciute et al.'®® donde estudian diferentes longitudes de onda de
estimulacion de fluorescencia en diferentes lesiones malignas (entre ellos 16 CE) y
benignas asi como en piel normal, realizando biopsia de la zona con fluorescencia
mas intensa. Encuentran ausencia de fluorescencia en todas las muestras de piel
normal y de lesiones benignas y permiti6 el diagnéstico de 9% de lesiones

clasificadas como piel normal clinicamente y que eran carcinomas superficiales.

La mayoria de los estudios publicados se centran en valorar la correlacién entre DF
y delimitacion del margen de carcinoma basocelular, con resultados dispares. (Tabla
23). Aungue nosotros no realizamos estudio del margen o mapeo y por tanto no es
una comparacién exacta, si analizamos la concordancia entre fluorescencia e
histologia en nuestro estudio respecto a la obtenida en estos otros estudios, vemos
que es similar (algo superior) a la publicada en el estudio realizado por Redondo et
al.'®® (donde la coincidencia entre el diagnéstico fotodindmico y el histolégico fue de
un 70%). Sin embargo nuestros datos difieren de los publicados por Wennberg et
al.'™ donde no encontraron una buena concordancia entre la fluorescencia y el
mapeo histolégico. En su grupo de 22 pacientes, solamente en la mitad (11
pacientes) tuvieron buena correlacion. En la otra mitad el diagndstico por
fluorescencia fallé (5 con concordancia parcial, pero en 6 no se encontré relacion

alguna). Otro estudio por Wetzig et al.'”

analizé 26 pacientes con carcinomas
basocelulares (22 subtipo nodular) localizados en la zona H de la cara. Al comparar
el area clinica, de fluorescencia e histolégica, observaron que el area de
fluorescencia era menor que el éarea clinica, con valores estadisticamente
significativos. Obtuvieron una sensibilidad muy baja, del 38,5% y una especificidad
del 88,4%, concluyendo que el DF en la zona centrofacial (zona H de la cara) no

aporta datos adicionales a la simple exploracion fisica.
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Autor Afo N2 lesiones y tipo AP Favorable Desfavorable
Smits et al. 2007 » 86 lesiones KIN premalignas y No » FT>FS No diferencia significativa FT/FS en
malignas: 17 EB (KIN 3) » EnEBFT/FS>KIN 10 2.(NS) KIN1,203.
Wetzig et al 2010 » 22 CBCnodularesy 4 Si »  10/26 FT permite completar el Dx clinico del FT pre quirdrgica NO beneficio
superficiales en zona AR margen adicional frente Dx clinico
»  FT:rojo, Autofluorescencia:
verde, procesamiento
combinado.
»  Dxclinico. Cirugia Mohs
Neus et al 2009 | » 29CBC Si »  S=79%, E:100% No ventaja frente Dx clinico que
»  ALAy Cirugia segun FT »  Mejor en los mas grandes 20% FN
»  Solo 6 no correlacion FT y margen AP FT no uatil CBC pequefios o nidos
» SOlo4FTFN micronodulares
Wenberg et al 1999 » 30CBC Si »  Correlacion FT y AP: 50% Buena, 23% 27% no correlacion
»  Dxclinicoy FT, previo Mohs parcial. Si util para delimitar margen CBC
Stenquist et al 2006 » 12 CBC agresivos Si »  Buena correlaciéon FT y mapeo AP en 42% No buena correlacién en 58%
»  Fbiespectral (FT 365 nmy
autofluorescencia 450 nm)
»  Margen post-Mohs
Sandberg et al 2011 » 35CBC No »  FT/FS > en 22 sesién por dafio corneo No correlacion FT con resistencia a
»  FT/FS con MAL> ALA tratamiento o dolor,
Margen FT > Dx clinico en CBC <
1cm?, no en resto.
Redondo et al 2008 > 20CBC Si > 14/20 correlacién FT y AP=70% (7 Dx clinico 6/20 no correlacion
> FT y FT =. FT> Dx clinico en otros 7).
»  Margen Mohs segun Dx clinico » 3FPconfFT
» 3FNconFT
Kleipenning et al 2010 » 7CE, 17 QA, 3 CBC, 9 no tumor Si » FT/FS>EBKIN1o2 FT/FS > en EB que CE avanzado pero
(36 total) »  Util FT Dx Diferencial QA y malignidad = CE micronodular (dermis papilar)
»  FT>si> queratosis, n2 células y superficial Tras corregir por n2 células no
diferencia FT y FS
Liutkeviciute et al | 2009 » 70CBCALA No »  401nm maxima excitacion
» 16 CE MAL »  FT permite delimitar tumores mal definidos
»  Diferentes fuentes iluminacion o subclinicos
Wong et al 2007 » 10 CBC, 20 sospechosos y 20 Si »  S=94,1%
controles » E=82,6%
»  Margen cirugia segun FT »  FT util para Dx CBC clinico y subclinico en
cara
»  Margen basado FT>
»  FT delimita claramente borde lateral
controlado con AP

154,157,166,169,171-173
Tabla 25

KIN: Siglas en inglés para el término Keratinocytic intraepitelial neoplasia (displasia intraepitelial
queratinocitica). EB: Enfermedad Bowen, FT: Fluoorescencia tumoral FS: fluorescencia piel sana, NS: no significativo,
CBC: carcinoma basocelular; AP: anatomia patologica; AR: alto riesgo; Dx: diagnéstico, FN: falso negativo, FP: falso

positivo; CE: carcinoma epidermoide; QA: queratosis actinica, AP: control AP posterior.

Destacar que esta comparacion con los estudios de fluorescencia en CBC no es

exacta ya no sélo porque nosotros no realizamos mapeo, sino porque en diferentes

trabajos donde se ha estudiado la demarcacién de fluorescencia (ratio fluorescencia

tumoral / piel perilesional) es la EB la que alcanza el mayor ratio de forma

significativa,

9

fluorescencia en EB.
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Dado que la luz ultravioleta penetra hasta una profundidad de 90um, permite
estudiar la epidermis (aproximadamente 65um) y la parte mas proximal de la
dermis,*”® por lo que se explica la gran exactitud a la hora de determinar el margen
de la lesion de EB, a diferencia de lo que pasa en otros tumores como el carcinoma
basocelular en el que, en el mejor de los casos, la fluorescencia podria delimitarnos
el borde lateral de un tumor, pero no permitiria identificar las prolongaciones que
infiltran en profundidad. (Tabla 25).

En nuestro estudio concluimos que la fluorescencia es una prueba valida para el
diagnoéstico de EB. Asi lo demuestra su alta sensibilidad (100%), mayor que la
alcanzada con el simple diagndstico clinico en concordancia con los resultados
encontrados por Liutkeviciute et al.*®® y su alta especificidad (85,71%), acertando en
el diagndstico de la persistencia tumoral y sin existir asociacion estadistica con
variables como localizacion o subtipo histoldgico.

d.4.1.Resumen de los principales conceptos del DF:

d.4.1.1. Sensibilidad: Por nuestros resultados se puede afirmar que el DF en la EB
es una prueba extremadamente sensible, que puede ser de utilidad tanto en el
seguimiento de los pacientes con EB post-TFD (para evitar que pasen
desapercibidos persistencias tumorales o confirmar curaciones) como previo al
tratamiento, para resaltar visualmente la presencia tumoral y poder asi comparar en
sucesivas visitas si responde o no al tratamiento. La falta de una especificidad
absoluta no conllevaria mayor problema dado que en caso de obtener falsos
positivos tan sélo supondria nuevas sesiones de TFD que, aunque supone gasto
innecesario, al paciente no le conllevaria ningin efecto negativo y si podria

beneficiarse de la mejora cosmética asociada a la TFD#13°

, asi como de posibles
propiedades antineoplasicas  preventivas, actualmente no confirmadas
cientificamente, pero sugeridas por las modificaciones moleculares encontradas tras
la TFD y que podrian suponer un incremento en el tiempo de respuesta libre de
enfermedad, aunque esto debera ser confirmado por la evidencia cientifica. Por otra
parte el que la fluorescencia sea una técnica diagnéstica tan sensible evitara
indeseadas biopsias invasivas en aquellos pacientes donde haya dudas de
persistencia tumoral. Ademas una parte muy importante de las lesiones de EB se
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localizan en las extremidades inferiores, donde wuna biopsia puede ser
desencadenante de ulceracién cronica o afectan a pacientes ancianos donde se
debe evitar todo procedimiento invasivo. La alta sensibilidad del diagndstico de
fluorescencia permitird indicaciones de tratamiento sin biopsia invasiva. Dicha alta
sensibilidad evita falsos negativos que podrian llevar a un seguimiento de lesiones
que como se ha comentado pueden evolucionar a carcinoma invasivo. Por ello
creemos importante que la técnica posea una alta sensibilidad aunque la

especificidad no sea del 100%.

d.4.1.2. La especificidad del 85,71% alcanzada por el DF es mayor que la obtenida

con la simple exploracion visual convencional (57,14%) o con la combinacién de DF
con clinica (52,38%) y por tanto la fluorescencia aumentara la especificidad, con
superioridad frente a la clinica sobre todo en aquellos casos con FN o Fl. A raz6n de
lo observado en nuestro estudio parece haber situaciones donde la fluorescencia
aumente la seguridad del diagnostico clinico, menos especifico, tal y como
demuestran los casos donde se obtuvo RP pero con Fl post-TFD y persistencia
histolégica del tumor post-TFD; o en el paciente n°® 13 el cual también se clasifico
como RP con fluorescencia intensa y que presentd progresion posterior, o los casos
donde se objetivdo FN y se confirmo6 ausencia tumoral a pesar de haberse clasificado
como RP. Por tanto, cuando la fluorescencia es intensa o nula, parece aumentar la
certeza diagnéstica en esos casos de RP, donde pudiera haber duda de la
persistencia o no del tumor. En los casos de fluorescencia intermedia, dado que sélo
6/22 pacientes tuvieron estudio histolégico, no podemos sacar conclusiones
importantes, aunque se puede intuir que, en esos casos de FM post-TFD si la clinica

es tajante (RN o RC), seria la que mas se aproximaria al diagndstico histolégico.

La alta correlacion existente entre fluorescencia y tanto con la clinica como con la
histologia, demostrada por la asociacion estadisticamente significativa entre F post y
ambas variables, hace que el DF pueda ser de utilidad en el seguimiento de la EB:

- Ante Fluorescencia post-TFD intensa esperaremos encontrar persistencia
tumoral en la histologia. En caso de presentar una respuesta clinica clasificada
como RP, segun lo encontrado en nuestro estudio, |0 esperable sera que si tenga

persistencia histolégica y se debera biopsiar/tratar de nuevo.
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-Ante Fluorescencia post-TFD intermedia lo esperable segun nuestro estudio es
que se pueda encontrar tanto persistencia como ausencia tumoral en la histologia
(50% de probabilidades). Un diagndstico clinico claro de RC o RN puede ayudar en
este caso de FM, ya que en caso de presentar RC se esperard encontrar ausencia
tumoral y en caso de RN se esperara encontrar persistencia tumoral, pero no asi
ante RP que pueden presentarse tanto si hay ausencia como persistencia de tumor

en histologia.

- Ante Fluorescencia post-TFD nula, esperaremos obtener RC con curacion

histoldgica, incluso aunque clinicamente se vea RP.

- El grado de fluorescencia parece correlacionarse con el grado de afectacion
clinica, afianzando el diagnostico; y mayor aun es su correlacién con la histologia.
Vemos como todas las F negativas presentaron una mayoria de RC y 100% de AP
negativa, mientras que en el otro extremo se encontrarian las F Intensas con una

mayoria de RP y todas las histologias positivas.

Segun lo descrito se puede intuir que, ante casos con duda sobre la clasificacion de
la respuesta clinica, la fluorescencia puede ser de ayuda dado que, de las lesiones
en las que clinicamente parecia existir algo de tumor post-TFD (RP) que tenian
ademas control histolégico se detectd: de las curadas histolégicamente la mayoria
presentaron F negativa (7/9); mientras que de las que histolégicamente presentaban
persistencia tumoral la mayoria expresaron F intensa (4/6). Por tanto ante una RP
parece, segln nuestros resultados, que si la lesion emite F intensa lo esperable sera
gque exista persistencia tumoral y si no emite fluorescencia (F negativa) lo esperable

sera que exista ausencia tumoral. No ser& de tanta ayuda el hallar F moderada.

d.4.1.3. La fluorescencia pre-TED no presenté asociacion significativa con la

respuesta clinica o histolégica y por tanto no serviria como factor prondstico de
buena o mala respuesta al tratamiento, a diferencia de los que se observé en el
estudio publicado por Dra. Fernandez-Guarino en queratosis actinicas tratadas con
TFD.'*
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d.4.1.4. Se vio la existencia de una correlacion alta y significativa entre la mejoria de
fluorescencia y una mejor respuesta, ya que la mayoria de los pacientes que

presentaron mejorias altas de fluorescencia obtuvieron RC y mayores porcentajes
de curaciones histologicas. Por el contrario, aquellos que no mejoraron la
fluorescencia post-TFD respecto la fluorescencia pre-TFD, no presentaron en ningun
caso curacion histolégica sino que los 5 con biopsia post-TFD tenian persistencia

tumoral.

Ademas proponemos el grado de mejoria de fluorescencia como una herramienta
clave a la hora de pronosticar una curacién real, ya que podemos afirmar tras
nuestro estudio que la ausencia de mejoria de fluorescencia si traduce una peor
respuesta histoldgica, independientemente de la clinica objetivada y viceversa, una
mayor mejoria de fluorescencia se asocia significativamente a una mayor curacion
histoldgica. De hecho de los 21 pacientes con ausencia tumoral confirmada
histolégicamente, 16 (76,2%) presentaron mejoria alta de fluorescencia, 5 de ellos
(23,8%) presentaron mejoria media y ningun paciente presentd ausencia de mejoria
de fluorescencia, mientras que de los 8 pacientes donde se confirmd persistencia
tumoral, ninguno de ellos presentdé mejoria alta y la mayoria (5 de ellos 62,5%)

presentaron ausencia de mejoria (p< 0,001).

d.4.1.5. La_evolucién de las respuestas parciales a completas fue de 11 RP que

durante el seguimiento evolucionaron a RC. De ellas 8 tenian estudio AP, siendo en
todos los casos negativo. La fluorescencia en 6/8 habia sido negativa mientras la
clinica fue de RP. De aqui se puede intuir que la fluorescencia sea mas especifica.
También se podria postular que la expresion clinica de la lesion de EB pueda tardar
mas tiempo en alcanzar esa especificidad y ser valorada acertadamente como
negativa cuando la inflamacion post- TFD haya desaparecido. Podria ser que la
valoracion clinica precoz fuera la causa del diagnostico de falsos positivos
clinicamente, o bien que aun transcurridos meses o afios post-TFD persistieran
dichos falsos positivos con el diagnéstico clinico y con ello la menor especificidad
clinica no fuera dependiente del tiempo transcurrido tras la finalizacion del

tratamiento fotodinamico.
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d.4.1.6. Segun los resultados de nuestro estudio, creemos que el papel del DF en el

momento previo al tratamiento con TED tan sélo seria el de facilitar la visualizacién

de la lesion, pero es en el momento del seqguimiento (post-TED) donde el DF seria

de mayor utilidad.

d.4.1.7. Las limitaciones del diagnostico de fluorescencia: pueden existir una

serie de factores limitantes. Hay que tener en cuenta que tanto el modo de
realizacion de la técnica como la lesidn a analizar (ya sea por el tumor en si mismo o
por la piel en la que asiente) pueden inducirnos a errores de interpretacion de la
fluorescencia. No hay un método Unico establecido para la deteccion de la
fluorescencia. Puede variar desde el FS, el periodo de incubacién, o la eleccién del

sitio de biopsia para el analisis histopatologico:

d.4.1.7.1.Procedimiento inadecuado.

Si se realiza de forma incorrecta cualquiera de los pasos necesarios para la
obtencion de la fluorescencia, el resultado no seré el adecuado. Por ejemplo:
= Mala preparacion previa de la piel o la lesion a estudio: Exceso de capa
cornea en lesiones hiperqueratésicas (detritus celulares carentes de
metabolismo, y por tanto sin fluorescencia) 6 presencia de areas cruentas o
hemorragicas (tras curetear lesiones hiperqueratésicas o por la misma

necrosis tumoral) que pueden impedir una buena captacion selectiva.

= Mala aplicacion del fotosensibilizante: poca cantidad (en grosor de la capa o
en extension perilesional), por defecto o mala oclusion tras la aplicacion del

FS, o por aplicarlo un tiempo inadecuado.

d.4.1.7.2. Lesiones pigmentadas.

Existen EB pigmentadas que no muestran fluorescencia tras la aplicacion del

fotosensibilizante, no se incluyd ninguna EB pigmentada en el estudio.

d.4.1.7.3. Profundidad tumoral.

Dadas las propiedades fisicas de la técnica y de la piel, y al igual que ocurre en el

proceso terapéutico de la TFD, el diagndéstico es ineficaz cuando la lesion tenga una
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profundidad superior a 2mm.* Por tanto sera importante eliminar la hiperqueratosis
de la EB si la tuviera, previo a la aplicacién del FS.**’

La emision de fluorescencia por EB se relaciona negativamente con el grosor del
estrato corneo.’®"1 También ha visto que las lesiones de carcinoma epidermoide
microinvasivo (estadio precoz, invade dermis papilar) emite més fluorescencia que
aquellos CE invasivos mas evolucionados y que puede ayudar al diagnostico precoz

cuando clinicamente la lesién es aun poco aparente.™®’

d.4.1.7.4. Tipo de celularidad.
Para que el fotosensibilizante acabe produciendo fluorescencia visible, necesitamos

que éste entre en la via metabdlica celular y acumule en ella Protoporfirina IX. Este
proceso se cumple solamente en células que posean la via de la sintesis del grupo
Hemo, por lo que necesitamos una lesion con abundante celularidad.

Mencionar que se ha planteado que las células tumorales pueden no acumular
mayor cantidad de Pp IX que las células de piel sana, sino que sea el mayor nUmero
de células existente en la lesion tumoral lo que proporcione mayor
fluorescencia.l%*1%21%3 En estos trabajos se postula la importancia de la penetracién
del FS a través del estrato corneo como principal factor determinante de la emisién
de fluorescencia, mas que por la diferencia de captacién de FS entre diferentes
tejidos apoyado por los datos del trabajo de tras realizar un estudio ex vivo donde
no hayan diferencias significativas en la emision de fluorescencia entre diferentes
tejidos.’® Ademas encuentran una mayor emision de fluorescencia en los
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queratinocitos mas superficiales que en los basales (menos diferenciados)™*, que

concuerda con la peor respuesta a la TFD observada por Calzavara en aquellos EB

y CE con mayor atipia celular (Ill y IV de Broder’s).*?*

d.4.1.7.5. Fluorescencia basal en el area anatdmica a estudio.

Habitualmente existe un fondo basal de fluorescencia, que depende del tiempo de
incubacion de la crema (MAL) y también de las caracteristicas especificas de la piel
de cada paciente, de la localizacién anatdmica donde asienta la lesion a estudiar, y

de la colonizaciéon bacteriana.
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Esta fluorescencia basal es muy variable entre diferentes individuos, lo que dificulta
la interpretacion y la comparacion de resultados.

Un claro ejemplo de esta fluorescencia basal es la cara, fundamentalmente la region
centrofacial y sobretodo la piramide nasal, pabellones auriculares y conducto
auditivo externo. No se conocen bien las causas de esta mayor fluorescencia basal,
pero se cree que podria deberse a la presencia de un mayor numero de glandulas
sebaceas. Si se sabe que la proporcién fluorescencia en piel tumoral entre
fluorescencia en piel sana es mayor cuando se utiliza MAL que en caso de utilizar

ALA, dado la mayor penetrancia del primero.*®

De nuestros 3 FP confirmados con AP. Uno de nuestros FP (n°l) se localizaba en

frente. Otro (n° 29) en genital y el tercero (n° 27) en dorso de mano.

d.4.1.7.6. Cicatrices.

El resultado de la fluorescencia sobre una cicatriz hay que interpretarlo en funcion

del tiempo de evolucion de ésta. Una cicatriz reciente, presenta un fondo basal de
fluorescencia debido a la inflamacion de la piel para la correcta cicatrizacion.

Sin embargo, cicatrices ya completamente remodeladas, presentan menor
fluorescencia por el tejido fibroso cicatricial, pobre en celularidad. Esto supone una
dificultad a la hora de evaluar posibles recidivas sobre tumores previamente
extirpados quirdrgicamente. Sin embargo al mes del tratamiento con TFD la
inflamacion ya es minima, dado que no se produjo una verdadera cicatriz y por tanto

no supondria un problema.

d.4.1.7.7. Inflamacién cutanea.

Cualquier tipo de inflamacion cutdnea, sea cual sea su origen -infeccioso, irritativo,
alérgico- mostrara fluorescencia tras la aplicacion e incubacién del fotosensibilizante,
lo cual nos puede dar falsos positivos en nuestro diagnostico si el tumor a estudio
asienta sobre cualquier zona inflamada. Como demostré Fantini*>® al mes de la TFD

la inflamacién producida por ésta ya se ha resuelto.
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Hipotetizamos que, en el falso positivo del n° 27, al estar localizado en dorso de la
mano, y en los posibles falsos positivos n° 43, 44 y 50 (brazo y piernas,
respectivamente) posibles traumatismos que en esas zonas son mas frecuentes,

podrian haber contribuido a una inflamacion subclinica capaz de emitir fluorescencia.

d.4.1.7.8. Fluorescencia peritumoral.

Al realizar la fluorescencia se suele observar alrededor de la lesion tumoral una area
de fluorescencia, normalmente de menor intensidad que la fluorescencia tumoral,
pero que en personas no entrenadas o familiarizadas con la técnica pueden llevar a
errores y diagnosticos de falsos positivos.

La emision de fluorescencia por EB activa ha demostrado ser claramente mayor que
la piel perilesional y también ser mayor que la emitida por queratosis actinicas,
aunqgue en este Ultimo caso las diferencias parecen no ser significativas y por tanto
el DF no valdria para diferenciacién histopatolégica entre grados de neoplasia

intraepidérmicas queratinociticas.™’

d.4.1.7.9. Limitaciones técnicas:

Destacamos entre ellas la posible variabilidad en la iluminacion externa, la
variabilidad en la carga del flash o la toma de la imagen por diferentes dermatélogos.
Ademas de las limitaciones propias del DF, en nuestro estudio contamos con la
dificultad de la eleccién de la zona a biopsiar post-tratamiento. Dado que tan sélo se
toma un punch de 4mm, podria no ser siempre representativo del total de la lesion.
Para intentar minimizar este error se escoge siempre el area donde persista clinica
y/o fluorescencia o, en su defecto, el area adyacente a la biopsia previa del

diagndstico, donde previamente existia tumor.

d.4.2. Una vez vistas las limitaciones de la técnica de fluorescencia, vamos a

proceder a la realizacion de ciertas reflexiones sobre ejemplos de los pacientes de

nuestra muestra donde hemos encontrado un "error" de la técnica de DF, ya sea por

un resultado que resulté ser falso positivo o bien al contrario, falso negativo:
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El paciente n°® 1 es una mujer de 70 afios con EB clasica en frente. El tumor
marcaba fluorescencia al mes de tratamiento. El resultado histologico fue de
ausencia tumoral y por ello se consider6 falso positivo. Podriamos atribuirlo a un

fallo de interpretacion de la fluorescencia basal de la paciente en dicha zona.

Figura 19.Paciente n°l.lmagen clinica y de fluorescencia pre TFD (izquierda) y post-TFD (derecha)

El 2° caso, paciente n° 27, de 80 afios, presentaba una lesién de EB en dorso de
mano. Fue clasificada como FM y RP pero en histologia se descarté existencia
tumoral y por tanto era otro FP. Como hemos postulado, los microtraumatismos en

esta zona podrian ser la causa de la deteccidon de una fluorescencia no tumoral.

Figura 20. Paciente n° 27. Imagen clinica y fluorescencia pre-TFD (izquierda) y post-TFD (derecha).

El tercer paciente, n°29, un varén de 49 afios con EB en pene (Queyrat). Se obtuvo
fluorescencia positiva, con clinica de RP pero histologia negativa, con lo cual es un
falso positivo. Hipotetizamos que, la flora bacteriana de la zona pudiera haber

contribuido a dicha emisién de fluorescencia.

Figura 21. Paciente n° 29. Imagen clinica y fluorescencia pre-TFD (izquierda)y post-TFD (derecha)
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Teniendo en cuenta las ventajas y limitaciones mencionadas anteriormente
podriamos pensar que el subtipo de células claras, al tener mayor densidad celular,
podria ser mas favorable al diagnoéstico por fluorescencia, o que ciertas
localizaciones anatomicas como el area centro facial, por tener una fluorescencia
basal méas elevada, no seria el lugar idéneo para realizar esta técnica diagnostica.
Sin embargo, vemos que estas premisas no se cumplen ya que encontramos falsos
positivos en diferentes localizaciones y por otra parte los subtipos clasicos

presentaron resultados de fluorescencia similares al de células claras.

Ademas, existe la ventaja de que muchos tumores no estan en area centrofacial y
por tanto no serian candidatos de falsos positivos debido a esta localizacion. Sin
embargo, los pacientes suelen tener una edad avanzada (media de edad 74 afos) y
es facil que, ademas del tumor, presenten dafio actinico perilesional que puede

confundirnos a la hora de delimitar la presencia o ausencia de EB.

Hemos observado (aunque no esta explicitamente recogido en el estudio) que el
patrén de fluorescencia en la lesion de EB es homogéneo e intenso, en teoria
explicado por su delimitacion al estrato epidérmico, sin sobrepasar membrana basal
y por tanto sin llegar a dermis. Asi mismo en nuestra experiencia clinica (no recogido
en el estudio) el ratio de fluorescencia en EB / fluorescencia peritumoral es muy
elevado, como varios estudios publicados en la literatura.*® Estas caracteristicas de
la fluorescencia de la EB hacen que sea de utilidad a la hora de diferenciar la
fluorescencia de la EB de la fluorescencia emitida por cicatrices o inflamacion, con
un patron menos claro y regular de fluorescencia. Se podra asi mejorar el porcentaje

de verdaderos positivos y verdaderos negativos.

Todo esto hace que en el momento actual, la fluorescencia pueda ser
utilizada sistematicamente como técnica de diagndstico previo a la TFD, pero
principalmente en el seguimiento de estos tumores de EB, por tener una sensibilidad
y especificidad muy buenas. Asi se mejorara el diagnostico de seguimiento en estos
pacientes, la mayoria de edad avanzada, donde la realizacién de una simple biopsia
puede suponer un gran impacto negativo. La buena correlacion entre fluorescencia e

histologia, mejor que entre clinica e histologia, hacen de esta técnica de diagnostico
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no invasiva una herramienta ideal en el seguimiento de estos pacientes tratados de
EB con TFD.

Quizas, en un futuro, la técnica avance para intentar mejorar aun mas su
rendimiento. Necesitamos algun sistema que permita discriminar mejor la
fluorescencia verdadera del tumor de la fluorescencia perilesional o del dafio actinico
circundante, o captar mejor fluorescencias menos intensas de tumores con baja
celularidad. Para optimizar la interpretacion del DF, se pueden procesar las
imagenes en programas informaticos tipo Photoshop® que nos permitan realizar
cambios colorimétricos; de este modo, podriamos discriminar mejor las diferentes
tonalidades del rosa de la fluorescencia y poder asi relacionar las diferentes
intensidades de fluorescencia con su clinica o histologia correspondiente.

No obstante, no hay estudios publicados sobre este tema en la EB, simplemente hay
casos anecddticos con el carcinoma basocelular, donde usando los cambios
colorimétricos sobre la imagen de fluorescencia se obtienen mejores resultados de la

técnica diagnéstica, y una aproximacion mas real a la extensiéon tumoral.*"

También se esta trabajando en la fabricacién de nuevos FS. Quizas en un futuro el
desarrollo de la nanotecnologia permitira que dichos FS, entre otras mejoras,
posean afinidad selectiva por las células tumorales, bien sea por deteccion de
duplicacién celular elevada (elevacion Ki67) o deteccibn de mutaciones en
oncogenes (inactivacion p53) u otros mecanismos, que haga incrementar ain mas la

especificidad del DF.

Respecto a las limitaciones de nuestro estudio, aunque se han ido comentando a lo

largo del desarrollo de este trabajo las resumiremos a continuacion:

e Numero de casos (29) con biopsia post-tratamiento para control histologico y 24
muestraspara estudio IHQ. Un nimero mayor aumentaria la potencia del estudio.
Seria necesarios mas estudios y de mayor tamafio sobre la relacion entre IHQ y
recidivas y si por ejemplo aumentar el nimero de sesiones de TFD llevaria a la

negativizacion de este gen mutado en la mayoria de EB.

e Posiblemente por el escaso nimero de pacientes con biopsia post-TFD no han

sido significativos los resultados obtenidos del estudio de posibles factores
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prondsticos de buena o mala respuesta que evaluamos (localizacién, sexo,
tamafo, n° de lesiones o efectos adversos), pudiendo hablar en nuestro estudio

tan solo de tendencias. Por ello no se procedio a realizar el analisis multivariante.

El estudio in vivo en humanos y siguiendo los requisitos éticos y los protocolos de
tratamiento de nuestro servicio suponen ciertas limitaciones metodolégicas como
es el numero de biopsias post-tratamiento obtenidas (podria estudiarse todo el
area tratada, mapeandola, e incluso realizando grandes extirpaciones), también
podria realizarse biopsias seriadas para ir viendo la evolucion en el tiempo o

también podria incrementarse el tamafio de las mismas.

Limitaciones de la técnica. Por ejemplo la técnica de la biopsia que en el
momento del diagnostico se cogia de la zona mas llamativa clinicamente y en el
momento post-tratamiento en la mas llamativa clinicamente y que tuviera mayor
fluorescencia o en su defecto adyacente a la biopsia del diagndstico. Esto
permite que podamos afirmar con casi total seguridad (pero no absoluta) que los
cambios histolégicos e IHQ post-tratamiento puedan compararse con los pre-
tratamiento y entre ellos. Ya hemos hablado de las limitaciones propias de la

técnica del DF.
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1) La fluorescencia detectada mediante fotografia con flash emisor de luz
ultravioleta de forma previa al tratamiento con terapia fotodinAmica de los
pacientes con enfermedad de Bowen no es util para predecir la respuesta a esta
terapia, sin embargo, si lo es para determinar la persistencia 0 no de la

enfermedad tras el tratamiento.

2) La terapia fotodinamica elimina total o parcialmente el grado de displasia y la
expresion de los marcadores inmunohistoquimicos p53 y Ki67, implicados en la
patogenia tumoral de la enfermedad de Bowen, lo que sugiere un efecto sobre

la oncogénesis del tumor.
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Introduccioén:

La enfermedad de Bowen (EB), también conocida como carcinoma de Bowen o
carcinoma escamoso in situ, es un tipo de cancer cutaneo no melanoma (CCNM)
que afecta tanto a piel como mucosas y presenta potencial de progresién a
carcinoma escamoso invasivo. Por tanto un diagndstico y tratamiento precoz de esta
entidad supone un gran beneficio para el paciente. Varios estudios han demostrado
la eficacia y buena respuesta cosmética de la terapia fotodinamica (TFD) en el
tratamiento de este tipo de CCNM, consecuentemente la TFD ha sido recientemente
aceptada desde el afio 2008 como una muy buena opcion para el tratamiento de la
EB."?* El diagnéstico de fluorescencia (DF) consiste en registrar la fluorescencia
emitida por el tejido tras la aplicacion de un fotosensibilizante, traduciendo la
presencia de células tumorales en dicho tejido. Se ha descrito la utilidad del DF en
queratosis actinicas. Existen resultados diversos sobre el DF para carcinoma
basocelular y muy escasos estudios sobre el DF en la EB. Este es el primer estudio
gue correlaciona la fluorescencia tras TFD con la respuesta histologica. Existen muy
pocos estudios sobre el marcaje inmunohistoquimico de la EB y ninguno de ellos

sobre su modificacién tras TFD.

Objetivos:
Determinar la eficacia de la TFD en el tratamiento de la EB asi como estudiar la

validez del diagnédstico de fluorescencia (DF) respecto al gold-estandar (histologia).
Como objetivo secundario se plante6 la descripcion de la modificacion en la
expresion inmunohistoquimica (IHQ) Ki67 y p53 inducida por TFD asi como el

estudio de posibles factores prondsticos de respuesta.

Material y método:

Se realizé un estudio observacional, retrospectivo y descriptivo. Se incluyeron un
total de 67 pacientes con EB. Se confirmé el diagnostico de EB con biopsia cutanea
en todas las lesiones antes del inicio de tratamiento con TFD. El protocolo estandar
de tratamiento se aplic6 a todos los pacientes: se administr6 acido metil-
aminolevulinico topico (MAL, Metvix®) en oclusion durante 3 horas y a continuacion

se administré luz roja (630 nm, 38J/cm2, 7.5 minutos, Aktilite®). Antes de cada
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sesién se tomo iconografia clinica y de fluorescencia (Camara Olympus® C5060
conectada a flashes ultravioletas (ClearStone® VD-DA digital system). Todos los
pacientes del estudio recibieron 2 sesiones separadas por una semana. La
respuesta clinica se clasificé en parcial (RP), completa (RC) o nula (RN) y la imagen
de fluorescencia como nula (FN), intermedia (FM) o intensa (FI). Se realiz6 biopsia
post-tratamiento en 29 de los pacientes. Se realiz6 IHQ Ki67 y p53 EN 24 de las 29
biopsias post-TFD y se compard con la tincion de las respectivas biopsias pre-TFD.
Se llevo a cabo un periodo de seguimiento (14,28 meses de media) y se registraron

los efectos adversos presentados.

Resultados:

Un total de 35 hombres y 32 mujeres con una edad media de 74,58 afios recibieron
tratamiento con TFD para su EB. Las lesiones se localizaban principalmente en
extremidades inferiores (34,3%). Globalmente el 89,6% de los pacientes alcanzaban
respuesta terapéutica (41,8% RC y 47,8% RP, con un seguimiento medio de 14,28
meses).

Post-TFD todas las lesiones con fluorescencia negativa tenian histologia negativa
mientras que todas las lesiones con fluorescencia intensa presentaban persistencia
tumoral en la histologia. La fluorescencia tiende a disminuir o desaparecer cuando
se evidenciaba respuesta clinica, encontrando RP en la mayoria de las lesiones con
fluorescencia intermedia y RC en la mayoria de las lesiones con fluorescencia
negativa, evidenciando una correlacién entre ambas. Se obtuvo mayor especificidad
con la fluorescencia que con la evaluacion clinica aislada. El diagndéstico de
fluorescencia tras compararse con el gold-estandar (histologia) alcanzé una
sensibilidad del 100% y una especificidad del 85,7% (IC: 70,8-100).

La disminucién de marcaje con tincion inmunohistoquimica (p53 y Ki67) tras TFD fue

estadisticamente significativa.
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Discusion:

Se han empleado distintas opciones terapéuticas para el tratamiento de EB, la
mayoria de ellas con repercusiones estéticas para el paciente. La TFD ha sido
recientemente aceptada para el tratamiento de este tipo de CCNM a raiz de algunos
estudios que sugirieron su eficacia.?*® En Espafia éste es el primer y mayor estudio
de estas caracteristicas (retrospectivo y llevado a cabo en la practica médica diaria)
y nuestros resultados de eficacia y seguridad son acordes con los previamente
publicados en literatura inglesa.

La alta sensibilidad y especificidad del diagnostico de fluorescencia permitieron
clasificarla como prueba diagndstica valida en la EB, que puede ser util en el

seguimiento de estos pacientes.

Las modificaciones histologicas e IHQ apoyan la modulacién inducida por la TFD a

nivel de la patogenia molecular carcinogénica de la EB.

Conclusion:

La EB es una entidad muy frecuente en la practica clinica habitual del dermatdlogo.
Es imprescindible diferenciarlo de un carcinoma escamoso invasivo. La TFD es una
herramienta efectiva para el tratamiento de EB. Su beneficio se manifiesta tanto por
la curacion como por los buenos resultados cosméticos obtenidos, con buena
tolerancia y minimos efectos adversos. La modulacion IHQ apoya el efecto
antitumoral per se de la TFD. Por otra parte el diagnéstico de fluorescencia en la EB
se perfila como una buena ayuda diagnéstica durante los controles de seguimiento
de estos pacientes.

Son necesarios mas ensayos clinicos aleatorizados frente a otros tratamientos
estandar asi como estudios de eficiencia y estudios prospectivos de mayor tamafio

para determinar factores prondésticos de buena o mala respuesta.
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Introduction:

Bowen’s disease (BD), also known as in situ squamous cell carcinoma, is a non-
melanoma skin cancer, which may appear on the skin or mucous areas and has the
potential of evolve to invasive squamous cell carcinoma. An early diagnosis and
treatment may be of great benefit for the patient. Several studies have shown the
efficacy and good cosmetic outcome of photodynamic therapy (PDT) for the
treatment of BD and has been approved since 2008 as a good option for the
treatment of BD."** Fluorescence diagnosis (FD) consists on registration of the
fluorescence emitted by tissue after application of a photosensitizer, indicating
presence of tumoral cells. It has been described as a useful tool for actinic keratosis.
Different results have been published about fluorescence diagnosis for basal cell
carcinomas. Very few reports about the role of fluorescence diagnosis for BD exist
and this is the first one which correlates the fluorescence image after PDT with the
histopathological response. There are sparse reports describing
immunohistochemical markers of BD, and none of them regard the changes of these

markers after PDT.

Objective:

To assess the efficacy of PDT for BD treatment. To assess the validity of FD
comparing it with the gold-standar, which is the histopathological study.

A secondary objective was to describe the changes induced by PTD on the
expression of immunohistochemical markers such as Ki 67 and p53, as well as

determine possible response preditive factors.

Patients and methods:

We carried out an observational, retrospective and descriptive study. A total of 67
patients with biopsy proven BD lesions were enrolled.

All the lesions had been treated with the standard protocol (Topical methyl-
aminolaevulinic acid under occlusion for 3 hours and followed by illumination with
red-light (630 nm, 38J/cm2, 7.5 minutes. Two sessions one week appart). Clinical
and fluorescence photographs were taken before treatment and one month after the

2" one with an Olympus Camera® C5060 connected to ultraviolet flashes

132



(ClearStone® VD-DA digital system). Clinical response was classified as partial,
complete or no response. Fluorescence response was classified as negative,
intermediate or intense. The follow-up period and the adverse events observed
including pain were also collected. In 29 BD lesions a post-treatment biopsy was
performed one month after the 2" treatment and compared with the pre-PDT biopsy.
In 24 out of those 29 lesions an immunohistochemical study was performed pre-PDT
and after-PDT with Ki67 and p53 markers. Intensity of immunohitochemical

expression was classified in a qualitative way.

A mean follow-up period of 14.28 months and adverse events were registered.

Results:

A total of 36 men and 32 women with a mean age of 74.58 years received PDT
treatment for BD. Lesions were mainly located on the inferior extremities (34.3%).
Some kind of response was achieved by 89.6% of the patients, 41.8% of them were
complete responses and 47.8% partial responses.

Post-PDT all lesions with negative fluorescence had histology without any tumoral
rests whereas all lesions with intense fluorescence had tumoral persistence on the
histology. Fluorescence trends to decrease o disappear when more clinical response
was achieved: partial response was found in most of the lesions with intermediate
fluorescence and complete response was found in most of the lesions with negative
fluorescence. We found statistical association between fluorescence and the clinical
and histopathological evaluations performed after treatment. Fluorescence diagnosis
obtained a 100% sensitivity (higher than clinical evaluation alone) and a specificity of
85.7% (Cl: 70.8-100). The decrease on the expression of immunohistochemical

markers (Ki67 and p53) post-PDT was statistically significant.

Discussion:
Different therapeutic options exist for BD treatment, most of them with an important
cosmetic impact for the patient. PDT has been recently approved for the treatment of

BD tumor based on previous studies which suggested the efficacy of this
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treatment.>*® Our study is the first one performed in our country with a retrospective
design and performed during the diary practice. Our results regarding efficacy and
security are similar to those previously published in the English literature.

The high sensitivity and specificity of FD allow us to classify it as a valid diagnostic

tool for BD diagnosis, and it may be useful during the follow-up or this disease.

Histological and immunohistochemical modifications induced by PDT suggest that
this therapy may have a role in the modulation of the oncogenic molecular
mechanisms implied in the BD formation, helping in reverse the carcinogenic

process.

Conclusion:

BD is a frequent entity and it must be differenciated from invasive squamous cell
carcinoma. PDT is an effective treatment for BD as it has high rates of response and
an excellent cosmetic outcome with good tolerance and minimal adverse events.
Fluorescence diagnostic for BD seems a very helpful diagnostic tool during the

follow-up of these patients.

Modulation of the immunohistochemical markers supports the anticarcinogenic role
directly due to PDT.

More randomized clinical studies are to be performed comparing PDT with other
standar treatments and assessing the efficiency of this treatment as well as larger
and prospective studies to asses predictive factors or response.
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ANEXO |I: DATOS DESCRIPTIVOS

Pacientes N° de
Edad Tamafio
(numero, Localizacion lesiones N° CCNM FR conocidos Subtipo AP
(afios) (cm)
sexo) de EB
1.M 70 3 Frente 1 0 0 Clasico
2.M 77 0,5 Sien 1 0 0 Clasico
3.V 67 2 Brazo 2 0 0 Clasico
4.V 76 2 Tronco 1 1 Cbc 0 Clasico
5.V 83 2,5 C. cabelludo 1 1CE 0 Clasico
6. M 54 4 Tronco 1 0 Linfoma folicular Clasico
7.M 59 1,5 Pierna 1 0 0 Clasico
8. M 57 2,5 Frente 1 0 Tx renal Clasico
9.V 69 1,5 Brazo 1 0 0 Clasico
10.V 75 4 Sien 1 2 Cbc 0 Clasico
11. M 75 2 Pierna 1 2 Cbc 0 Clasico
12.M 62 1 Frente 1 2 Cbc 0 Clasico
13.V 77 4 Sien 2 1CE 0 Pagetoide
14.V 76 4 Mano 1 0 0 Clasico
15.M 75 2 Sien 2 1 Cbc 0 Clasico
16. M 63 2,5 Pierna 1 1 Cbc 0 Clasico
17.V 70 2 Pierna 1 0 0 Clasico
18.V 49 2,5 Pierna 2 0 0 Clasico
19.V 62 2 Brazo 1 2 Cbc Tx hepatico Clasico
20.V 78 3 C. cabelludo 2 CE Leucemia LC Clasico
21.V 72 3,5 Pierna 1 0 0 Pagetoide
22. M 67 1,5 Pierna 1 Melanoma is 0 Clasico
23.V 68 1,5 C. cabelludo 1 0 0 Clasico

V: varén; M: mujer; Tx: trasplante; LC: linfocitica; C. cabelludo: cuero cabelludo; Cbc: carcinoma basocelular; FR: factor de riesgo; CCNM:
céancer no melanoma: CE: carcinoma enidermoide.
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Pacientes N° de
Edad Tamafio
(numero, Localizacion lesiones N° CCNM FR conocidos Subtipo AP
(anos) (cm)

sexo) de EB
24.V 85 1 C. cabelludo 1 0 0 Clasico
25.M 96 1 Pierna 1 0 0 Pagetoide
26. M 85 1 Frente 1 0 0 Clasico
27.M 80 3 Mano 1 3 Cbc Linfoma NH Clasico
28.V 74 5 Genital 1 0 0 Clasico
29.V 47 2,5 Genita 1 0 0 Clasico
30. M 97 4 Cara (otros) 3 1CE 0 Clasico
31V 79 4 Sien 1 1CE 0 Clasico
32.V 87 3,5 Frente 1 4 CE Linfoma NH Clasico
33.M 84 3,5 Pierna 3 1CE 0 Clasico
34.V 86 2 Pierna 1 0 0 Clasico
35.M 80 4 Pierna 1 0 0 Clasico
36. M 84 3 Sien 1 0 0 Clasico
37.V 86 1,5 Mano 1 5Cbcy1CE 0 Clasico
38.V 56 2,5 C. cabelludo 1 0 Tx renal Clasico
39.V 55 2 Pierna 1 1Cbcy1CE 0 Clasico
40. M 87 4 Sien 1 1CE 0 Clasico
41.V 79 2,5 Mano 1 3Chcy 4CE 0 Clasico
42.V 75 3,3 Periauricular 1 1CE 0 Clasico
43.V 89 2 Brazo 1 1CE 0 Clasico
44.V 54 2 Pierna 1 1CE 0 Pagetoide
45.V 83 2,5 Genital 1 1 Cbc 0 Clasico
46.V 71 2 Brazo 1 0 0 Clasico

V: varén; M: mujer; Tx: trasplante; LC: linfocitica; C. cabelludo: cuero cabelludo; Cbc: carcinoma basocelular; FR: factor de riesgo; CCNM:

cancer no melanoma
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Pacientes N° de
Edad Tamario
(numero, Localizacion lesiones N° CCNM FR conocidos Subtipo AP
(afios) (cm)

sexo) de EB
47.v 71 2 Brazo 1 0 0 Clasico
48.V 74 4,5 Brazo 1 2 Cbc 0 Clasico
49. M 60 1,5 Sien 1 3 Chc 0 Clasico
50. M 76 3 Pierna 1 0 0 Clasico
51.M 86 4 Pierna 1 1Cbcy 1CE 0 Clasico
52.M 74 1,5 Mano 1 0 0 Clasico
53.V 79 3 Cara (otros) 1 0 0 Clasico
54.V 88 2,5 Pierna 2 6 Cbc, 1Fxa 0 Pagetoide
55.V 87 0,4 Mano 1 0 0 Clasico
56. M 74 2 Pierna 1 1 Cbc Ca mama Clasico
57.M 63 2,5 Tronco 1 0 0 Clasico
58. M 80 0,5 Pierna 1 2 CE 0 Clasico
59. M 88 4 Brazo 1 1 Cbc 0 Clasico
60. M 62 1 Pierna 2 3 Cbc 0 Clasico
61.M 77 1,5 Pierna 1 0 0 Clasico
62.V 65 4 Pierna 1 0 0 Clasico
63.M 79 1,5 Mano 1 0 0 Clasico
64. M 80 3 Tronco 1 0 0 Clasico
65.M 89 5,5 Pierna 1 0 0 Clasico
66. M 79 3 Pierna 1 0 0 Pagetoide
67.V 86 5 Sien 1 0 0 Clasico

V: varén; M: mujer; Tx: trasplante; LC: linfocitica; C. cabelludo: cuero cabelludo; Cbc: carcinoma basocelular; FR: factor de riesgo; CCNM:
cancer no melanoma: is: in situ: CE: carcinoma epidermoide.
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ANEXO II: DATOS DE RESULTADOS

Clini Mejora AP T O
Pte Plnlca F pre F post = - seguimiento Evolucion . Ef. secundarios
ost post sesiones
(meses)
Media
1. 0 2 1 - 13 - 2 No
Nula
2. 1 2 2 + 7 Cx por persistencia 2+3 No
Alta
3. 0 2 0 - 12 - 2 Quemazdn
Alta
4. 0 2 0 - 14 Recidiva 2 cicatriz
Nula
5. 2 2 2 + 15 Cx por persistencia 2+2 No
Media
6. 1 2 1 + 22 - 2+6 No
Media
7. 0 1 0 - 39 - 2 Quemazén
Alta
8. 0 2 0 - 25 - 2 Quemazén
Alta
9. 0 2 0 - 27 - 2 No
Alta
10. 0 2 0 - 13 - 2 No
Alta
11. 0 2 0 - 16 - 2 No
Alta
12. 0 2 0 - 8 - 2 No
Cx (Progresion CE
Nula pobremente diferenciado).
13. 1 2 2 + 8 Metastasis cervicales. 2+5 Quemazdn
Alta
14. 0 2 0 - 12 - 2 No
Media
15. 2 2 1 + 14 Cx por persistencia 2 No
Alta
16. 0 2 0 - 27 - 2 Quemazén
Alta
17. 1 2 0 - 24 - 2 No
Nula
18. 1 2 2 + 12 - 2+3 No
Alta
19. 1 2 0 - 16 - 2 Quemazdn
Media Progresion en
20. 1 2 1 + 5 superficie 2 Quemazén
Alta
21. 1 2 0 - 12 - 2+4 No
Alta
22. 0 2 0 - 8 - 2 Dolor
Alta
23. 1 2 0 - 12 - 2 No

Pte: paciente; Bx: Biopsia; TFD: Terapia Fotodindmica; AP: Anatomia Patolégica; Rpta: Respuesta; Respuesta clinica O (completa), 1
(parcial) y 2 (nula); NDD: No Datos Disponibles; Cx: cirugia. Ce: Carcinoma epidermoide; T: tiempo.
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Clinica

Mejora F

T

NO

Pte Post F pre | Fpost A.P. post seguimiento Evolucién e Ef. secundarios
(meses)

24. 1 2 0 Alta ; 8 ; 2 No

25. 1 1 0 Media ; 8 ; 2 No

26. 1 2 2 Nula + 16 ; 242 Dolor

27. 1 2 1 Media - 24 ; 2 Quemazon

28. 1 2 0 Alta ; 10 ; 2 Quemazon

29. 1 2 1 Media - 12 ; 2 No

30. 1 2 1 Media NDD 24 ; 2+1 Quemazén

31. 2 2 2 Nula NDD 12 Progresion 2+4 No

32. 2 2 2 Nula NDD 12 ; 2+ 4 No

33. 1 2 1 Media NDD 3 Pérdida 2+ 4 No

34. 0 1 0 Media NDD 12 meses ; 2 Quemazén

35, 1 2 1 Media NDD 12 ; 242 No

36. 0 2 0 Alta NDD 12 ; 242 No

37. 0 2 0 Alta NDD 24 ; 2 No

38, 1 5 1 Media NDD 4 Progrespr? en 5 Quemazén
superficie

39, 0 2 0 Alta NDD 36 - 2 No

40. 0 1 1 Nula NDD 6 Progresion en 242 No
superficie

41. 0 1 0 Media NDD 2 Pérdida 2 No

4. 1 2 0 Alta NDD 12 ; 2+3 No

43. 0 2 1 Media NDD 26 ; 2+1 No

a4 0 5 1 Media NDD 6 Progresu')r? en 5 No
superficie

45, 0 2 0 Alta NDD 15 ; 2 Dolor,

quemazon
46. 0 1 0 Media NDD 10 ; 2 No

Pte: paciente; Bx: Biopsia; TFD: Terapia Fotodinamica; AP: Anatomia Patoldgica; Rpta: Respuesta; Respuesta clinica 0 (completa), 1
(parcial) y 2 (nula); NDD: No Datos Disponibles; Cx: cirugia. Ce: Carcinoma epidermoide; T: tiempo.

157




Clinica HIEEE .T. L. Ne .
Pte Post F pre F post F A.P. post seguimiento Evolucién e Ef. secundarios
(meses)

Alta NDD

47. 0 2 0 22 - 2 No
Nula NDD Progresion en

48. 1 1 1 9 superficie 2+2 No
Alta NDD

49. 0 2 0 14 - 2 No
Media NDD

50. 0 2 1 20 - 2 No
Alta NDD

51. 1 2 0 10 - 2 No
Media NDD

52. 1 2 1 4 Pérdida 2+4 No
Media

53. 1 2 1 NDD 14 - 2+2 Quemazén
Nula

54. 2 2 2 NDD 12 Persiste 2 No
Media NDD

55. 0 1 0 24 - 2 No
Alta NDD

56. 1 2 0 18 - 2 Quemazén
Nula NDD

57. 0 1 0 30 - 2 No
Media NDD

58. 1 2 1 9 - 2+2 Quemazén
Alta NDD

59. 0 2 0 19 - 2 Dolor
Media NDD

60. 1 2 1 12 - 2+ 2 No
Nula NDD

61. 2 2 2 5 Persiste 2+4 No
Media NDD

62. 2 1 2 5 Extirpacion 2+3 No
Alta NDD

63. 1 2 0 12 - 2+ 2 No
Nula NDD

64. 1 1 1 6 Persiste 2+ 2 No
Media NDD

65. 1 2 1 13 - 2+2 Quemazén
Media NDD

66. 1 2 1 8 Persiste 2+3 No
Alta NDD

67. 1 2 0 12 - 2 Quemazén

Pte: paciente; Bx: Biopsia; TFD: Terapia Fotodinamica; AP: Anatomia Patologica; Rpta: Respuesta; Respuesta clinica 0 (completa), 1
(parcial) y 2 (nula); NDD: No Datos Disponibles; Cx: cirugia. Ce: Carcinoma epidermoide; T: tiempo.
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ANEXO I11: RESULTADOS IHQ y RESPUESTA CLINICA,

FLUORESCENCIA E HISTOLOGICA

53 . . L. i
Ne Ne pI:e ( p53post | Ki67pre | Ki67post | Clinica| F F Me:zora A.P.
paciente | IHQ M-L-N) (I-M-N) | (I-M-N) | (I-M-N) Post | pre | post post
1 1 | M | N RC 2 1 Media ;
2 2 | I I | RP 2 2 Nula +
3 3 | M | N RC 2 0 Alta ;
4 4 | | | N RC 2 0 Alta ;
5 5 | M focal | | RN 2 2 Nula +
7 6 | L I N RC 1 0 Media .
8 7 | L | N RC 2 0 Alta y
9 8 | M focal | N RC 2 0 Alta ;
10 9 L I focal M N RC 2 0 Alta ;
11 10 | L | N RC 2 0 Alta ;
12 11 | Mfocal M | M RC 2 0 Alta ;
13 12 | | | | RP 2 2 Nula +
14 13 M L focal NDD N RC 2 0 Alta ;
16 14 | Mfocal L M N RC 2 0 Alta ;
17 15 | L focal | N RP 2 0 Alta ;
18 16 L L I N RP 2 2 Nula +
19 17 I focal L | N RP 2 0 Alta ;
20 18 | | | M RP 2 1 Media +
21 19 | L focal | N RP 2 0 Alta ;
2 20 I focal M | N RC 2 0 Alta -
Media
25 21 L L focal M N RP 1 0 -
Nula
26 22 I focal | M M RP 2 2 +
Media
27 23 L L focal | N RP 2 1 ;
Media
29 24 M M | M RP 2 1 ;

Pte: paciente; IHQ: inmunohistogimica, F: fluorescencia, I: intensa; M:moderada; L:leve; N: nula; A.P.: anatomia patolégica;
+: si, -:no; RC: respuesta completa; RP: respuesta parcial; RN: respuesta nula; Fluorescencia: 0: nula; 1: leve; 2: intensa;
pre: pre-TFD y post: post-TFD.
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