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PROLOGO

La oncologia dermatoldgica es una parte fundamental de la dermatologia
actual y prueba de ello es la presencia de pacientes con carcinomas
basocelulares en la consulta de cualquier dermatodlogo casi todos los dias.

El manejo terapéutico del carcinoma basocelular se basa en la cirugia, pero
ante el envejecimiento de la poblacion ha surgido la necesidad de poder tratar
los pacientes con terapias menos agresivas. La introduccion de la
inmunoterapia en el carcinoma basocelular con interferén intralesional en 1986
significo un gran paso en esta direccion. En 1997 la FDA aprobo el uso de
imiquimod tépico en el tratamiento de las verrugas genitales externas, por su
capacidad de inducir la produccion de multiples citocinas, principalmente el
interferén. La propiedad inmunomoduladora de imiquimod para activar el
sistema inmune innato y adquirido fue pronto utilizada para tratar el carcinoma
basocelular y Beutner publicé la primera serie de carcinomas basocelulares
tratados con éxito con imiquimod en 1999 . Imiquimod significa un paso mas en
la inmunoterapia del carcinoma basocelular, con la ventaja que permite un
tratamiento domiciliario del tumor por el propio paciente sin cirugia.

Actualmente la eficacia a largo plazo y el mecanismo de accién de imiquimod
en el carcinoma basocelular se estan estableciendo con estudios en todo el
mundo. El presente trabajo ha tenido como objetivo principal la evaluacién de
los efectos de la aplicacion topica de imiquimod al 5% en la apoptosis del
carcinoma basocelular y se ha realizado en los servicios de Dermatologia y
Anatomia Patoldgica del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau en los ultimos 3

anos.



1. ANTECEDENTES
1.1. CARCINOMA BASOCELULAR

1.1.1. INTRODUCCION

El carcinoma basocelular (CBC) es la neoplasia maligna mas frecuente en los
humanos. Es un tumor maligno cutaneo que crece invadiendo estructuras
vecinas y que solo en casos excepcionales produce metastasis a distancia.

El CBC representa el 70% de todos los tumores malignos cutaneos, con una
frecuencia entre 5y 7 veces superior al carcinoma espinocelular cutaneo’?.

La incidencia anual de nuevos CBC por 100.000 habitantes es de 2055 en
Australia **°, 407 en Estados Unidos ®”y 128 en Europa 8. En Australia y en
los Estados Unidos se estiman 125.000 y 1.200.000 nuevos CBC anuales
respectivamente, con un incremento del 3-6% anual. Se calcula que 2 de cada
3 australianos y 1 de cada 3 caucasicos desarrollaran un CBC a lo largo de su
vida.

El CBC aparece generalmente en adultos, con un predominio a partir de los
60 anos en relacion con la exposicion solar cronica. La incidencia por sexo es
mayor en los hombres, habitualmente mas expuestos a las radiaciones solares
por motivos de trabajo. En los ultimos afios se ha detectado un aumento de
CBC en pacientes de menos de 50 afios que se exponen a las radiaciones
ultravioletas por razones sociales o de ocio. La presencia de CBC en pacientes
de menos de 30 afnos obliga a descartar una genodermatosis.

El principal factor de riesgo de padecer un CBC son las radiaciones
ultravioletas (RUV) *'°. Las RUV producen mdltiples alteraciones en el ADN,
como son la formacion de fotodimeros de pirimidina (pirimidina-ciclobutano y 6-
4 pirimidina-pirimidona) por la transicion de Ca Ty de CC a TT y roturas de
una hebra del ADN. Las RUV también alteran la inmunidad cutanea y
favorecen la aparicion de CBC. Otros factores de riesgo del CBC son las
radiaciones ionizantes, los fototipos claros, determinadas genodermatosis
(sindrome de Gorlin, sindrome de Bazex, sindrome de Rombo y xeroderma
pigmentoso), los arsenicales y la inmunosupresion. La infeccion por el virus
papiloma humano no es un factor de riesgo del CBC en pacientes

inmunocompetentes .



1.1.2. CLINICA

El CBC tiene multiples formas de presentacion clinica y por su relieve se
pueden dividir en CBC planos y perlados 12 Los CBC planos se dividen en
superficiales eritematoides, pagetoides y esclerodermiformes. Los CBC
perlados se dividen en perlados simples, ulcerados, cicatriciales y ulcero-
vegetantes.

El CBC plano es el que carece de irregularidades en su superficie, excepto
algunas escamas, erosiones o costras. El CBC superficial eritematoide tiene un
aspecto eritematoso aterciopelado y suele localizarse en el tronco y
extremidades. El CBC pagetoide presenta tonalidad grisacea, abundantes
escamo-costras y suele localizarse en el tronco y extremidades. El CBC
esclerodermiforme o morfeiforme tiene un aspecto blanco amarillento, una
consistencia dura y esclerosa y suele localizarse en la cara.

Los CBC perlados simples son papulas translucidas con telangiectasias en su
superficie. La evolucion natural del CBC perlado es la de un tumor de lento

1314 que crece centrifugamente y en profundidad a lo largo de los

crecimiento
afnos. Si se deja crecer el CBC forma un tumor con papulas perladas en la
periferia y un centro necrético y ulcerado (ulcus rodens). En ocasiones el CBC
ulcerado presenta fendmenos de cicatrizacion espontanea, que definen el CBC
perlado cicatricial. Si el tamafio y la ulceracion del CBC es muy importante
hablamos de CBC ulcero-vegetantes o terebrantes, que cursan con gran
destruccién de los tejidos vecinos y que pueden ocasionar la muerte del
paciente.

El CBC esporadico aparece de novo, sin que se conozcan lesiones clinicas
precursoras. En el sindrome de Gorlin la lesion precursora del CBC es el nevus
basocelular.

El color del CBC generalmente es traslucido o eritematoso. La presencia de
pigmento no justifica la individualizacién de otra forma clinica de CBC, dado
que se trata de un fendmeno que puede ocurrir en cualquier variante clinica y
aparece hasta en un 5% del total de los CBC.

Los CBC se originan en la piel y no aparecen en las mucosas dermo-
papilares, que se pueden afectar secundariamente. El 80% de los CBC se

localizan en areas de piel descubierta, sobretodo en la cara de adultos con



fototipos claros '°. Los CBC de la cara generalmente son perlados o planos
esclerodermiformes. En la denominada zona central o T de la cara (ojos, nariz
y surcos nasogenianos) el riesgo de infiltracion en profundidad es mas elevado
al encontrarse multiples pliegues embrionarios. El tronco es la zona no
fotoexpuesta donde aparecen mas CBC, que generalmente son del tipo
superficial eritematoide y pagetoide. Los CBC en genitales y cuero cabelludo
son poco frecuentes y generalmente aparecen en pacientes con
genodermatosis o que han recibido radiaciones ionizantes en dicha zona.

Los CBC de palmas y plantas son los mas infrecuentes y obligan a descartar
una genodermatosis.

Generalmente los pacientes presentan lesiones unicas de CBC, pero en
pacientes ancianos con fototipos claros y una historia de exposicién solar
cronica es frecuente encontrar multiples CBC. La aparicion de multiples CBC
en personas jévenes obliga a descartar una genodermatosis o arsenicismo.

Los pacientes con CBC esporadico tienen un riesgo de padecer nuevos CBC,
carcinomas espinocelulares y melanomas mayor que los pacientes que no han
tenido nunca un CBC, por lo que deben ser controlados periddicamente para la

deteccion precoz de recidivas, nuevos CBC y otros canceres cutaneos '®'"18,

19,20 se

La ecografia cutanea a 20 MHz y la microscopia confocal in vivo
utilizan en fase experimental para diagnosticar el CBC, determinar su grosor,
sus margenes y su densidad. En el melanoma maligno las determinaciones
ecograficas con ecografos de 20 MHz han demostrado una buena correlacion

con el indice de Breslow patoldgico "%,



1.1.3. HISTOLOGIA

Las células del CBC proceden de las células madre indiferenciadas
pluripotenciales de la capa basal epidérmica y de la vaina folicular externa 23 y
se ha demostrado su clonalidad ?*. Las células son basaloides, regulares y con
poco citoplasma y se configuran formando nidos tumorales en las capas altas
de la dermis y epidermis, con una empalizada de células en la periferia de los
nidos. Alrededor de los nidos se forma un estroma tumoral rico en mucina,
vasos, mastocitos y células dendriticas dérmicas ?°. La interaccién entre los
nidos tumorales y el estroma es necesaria en el crecimiento del BCC.

Los patrones histolégicos del CBC mas frecuentes son el nodular, el
superficial y el infiltrante 22”2 Otros patrones mas infrecuentes son el
esclerodermiforme, el metatipico y el micronodular.

El patrén superficial representa el 5% de los CBC. El tumor se forma de
multiples microlébulos de células tumorales que penden de la capa basal
epidérmica o de la vaina folicular externa ocupando sélo la dermis superficial y
yuxtaepitelial. La zona de contacto epidérmica suele ser muy angosta, dando
aspecto sesil o pediculado invertido al tumor. A veces es complejo definir las
zonas de transicion tumoral. La epidermis que cubre el tumor es atrofica con
minimas ulceraciones. El estroma peritumoral es poco fibroso. Este patron
histoldgico se suele corresponder con las variedades clinicas de CBC
superficial eritematoide y pagetoide.

El patrén nodular o sélido representa el 80% de los CBC. La dermis esta
ocupada por densos acumulos de células neoplasicas que ofrecen imagenes
abigarradas y compactas. Los I6bulos tumorales pueden ser unicos o multiples,
generalmente redondeados u ovales. Es frecuente observar la empalizada
celular periférica perfectamente constituida. El estroma peritumoral muestra
una reaccion fibroconjuntiva y celular, con presencia de abundante mucina.
Este patrdn histolégico se suele corresponder con la variedad clinica de CBC
perlado simple. En la profundidad de los CBC nodulares a veces se originan
prolongaciones espiculares infiltrativas. Estos casos ya deben considerarse
como CBC de patron infiltrante por su comportamiento mas agresivo.

El patron infiltrante, cordonal o retiforme representa el 15% de los CBC. Se

caracteriza por la presencia de cordones neoplasicos de grosor variable que
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infiltran en la dermis. Los cordones tumorales estan formados por células en
empalizada en la periferia y pocos elementos centrales. Los cordones se
cruzan entre si y dan lugar a imagenes en encaje. El estroma se comporta
como en el patrén solido. Este patrdn histolégico es el que se suele presentar
el CBC perlado ulcerado y ulcero-vegetante.

El patrén esclerodermiforme, esclerosante, o desmoplasico representa el
1,5% de los CBC. El tumor esta constituido por finos cordones infiltrativos en la
dermis, que casi no presentan células en empalizada. El estroma peritumoral
presenta una reaccion fibroconjuntiva muy densa, con muchos fibroblastos y
colageno, formando manguitos alrededor de los cordones. Este patron
histologico es el que se suele presentar el CBC plano esclerodermiforme.
Cada patrdn histolégico tiene un curso evolutivo y una agresividad clinica
distinta. Los patrones superficial y nodular son no agresivos y el resto de
patrones histoldgicos son agresivos. Los CBC agresivos infiltran en la
profundidad de la dermis e invaden estructuras vecinas, presentan infiltracion
perineural en un 1% de los casos y producen metastasis en un 0,01% de
casos.

El CBC suele presentar un infiltrado inflamatorio peritumoral %°. Este infiltrado
esta compuesto mayoritariamente por linfocitos T (55% de células del infiltrado)
con un indice CD4 / CD8 de 1,9. También hay macréfagos (16%), células de
Langerhans (4%), células asesinas naturales (4%), linfocitos B (2%),
mastocitos y células plasmaticas. Este infiltrado inflamatorio peritumoral es el
que desarrolla las respuestas antitumorales. EI CBC desarrolla mecanismos de
escape del sistema inmune, inhibe el infiltrado peritumoral y crea un estado de
tolerancia inmunoldgica que le permite crecer.

En un 20% de los CBC se observa regresién espontanea 013233

parcial o
total. Esta regresion se produce por necrosis de las areas isquémicas del CBC
y por apoptosis de las células del CBC. En las areas de regresion se ha
encontrado un infiltrado inflamatorio peritumoral e intratumoral rico en linfocitos
T CD4 con actividad TH1, linfocitos activados con una expresion del receptor
de la IL-2 aumentada y niveles elevados de las citocinas IL-2, INF-y y TNF-p.
Estos linfocitos activados participan en la respuesta inmune celular

antitumoral, que induce la apoptosis de las células del CBC.
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1.1.4. CARCINOGENESIS

El cancer es una enfermedad genética ***". En el proceso de la
carcinogeénesis la célula cancerigena acumula una serie de mutaciones en su
genoma que activa oncogenes, inactiva genes supresores tumorales, modifican
el ciclo celular, alteran las funciones normales de la célula y su fenotipo. La
célula cancerigena es una célula andémala que crece y prolifera sin control, que
ha perdido sus funciones y fenotipo diferenciados, que inhibe su apoptosis, que
escapa del sistema inmune, que estimula la angiogénesis, que crece
invadiendo los tejidos vecinos y que es capaz de diseminarse a distancia.

Recientemente se han implicado las células senescentes peritumorales en la
carcinogénesis *°. Estas células se acumulan en los tejidos con el paso de
los afios y favorecen el desarrollo de las células cancerigenas.

La carcinogénesis del CBC es un proceso complejo “*?

que ha sido motivo de
multiples estudios en los ultimos afios . La mayoria de CBC comparte las
mismas alteraciones genéticas, pero variaciones en la expresion de
determinados genes y proteinas son la base genética de los diferentes

patrones clinicos e histolégicos del CBC.

Tabla 1. Alteraciones genéticas y funcionales de las células del CBC

- Alteraciones en la via del hedgehog en el 100% de los CBC

- Pérdida de heterozigosidad en 9922.3 en el 60% de los CBC esporadicos

- Mutaciones del gen PTCH en el 30-40% de los CBC esporadicos

- Mutaciones del gen PTCH en el 100% de los CBC del sindrome de Gorlin

- Mutaciones del gen SMH en 20% de los CBC esporadicos

- Sobreexpresion de las proteinas Gli1 y Gli2

- Sobreexpresion de la proteina p53 en el 42-92% de CBC. Los CBC agresivos
tienen una expresién de p53 mayor que los CBC no agresivos.

- Mutacion del gen superior tumoral p53 en el 40-60% de CBC

- indice proliferativo (ki-67) aumentado, con un ciclo celular corto (217 horas, 9
dias) y frecuentes mitosis. Los CBC agresivos tienen un indice proliferativo

mayor que los CBC no agresivos.
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- indice apoptético aumentado. Los CBC agresivos tienen un indice apoptético
mayor que los CBC no agresivos.

- Sobreexpresion de la proteina antiapoptética bcl-2 en el 67-100% de CBC.
Menor expresion en los CBC agresivos

- Baja expresion de la proteina proapoptética bax

- Baja expresion de la proteina antiapoptética survivina **

- Ausencia de expresion de fas receptor

- Expresion difusa e intensa de fas ligando

- Baja expresion de la proteina CUSP/p63 *°

- Sobreexpresion de las proteinas WNT-1%¢ y B-catenina nuclear *’

- Baja expresion de la proteina supresora tumoral p27 48

- Mutaciones de los oncogenes H-ras y K-ras en un 2-14% de CBC *°

- Ausencia de antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) de
clase Il (HLA-DR) en la superficie celular

- Expresion aumentada de citocinas de los linfocitos TH2: IL-4 y IL-10 *°

La IL-10 inhibe las células dendriticas, inhibe la expresion de las moléculas
coestimuladoras B7-1 (CD80) y B7-2 (CD86) de las células presentadoras de
antigenos y suprime los linfocitos TH1

- Baja expresion de la molécula de adhesién intercelular tipo 1 (ICAM-1)

- Baja expresion de la molécula de adhesion intercelular E-cadherina en los
CBC agresivos *’

- Expresion elevada de la molécula de adhesion CD44 en los CBC agresivos >
- Actividad aumentada de las metaloproteinasas de la matriz (colagenasa IV,
53,54

matrisilina, estromelisina-3...) en los CBC agresivos
- Predomino de los alelos TNFo d4 y d6 y del haplotipo TNF a2-b4-d5 °

13



1.1.5. CICLO CELULAR

El ciclo celular °%%

esta compuesto por las fases GO, G1, S, G2y My es un
complejo mecanismo regulado por diferentes genes, proteinas y vias: genes
supresores tumorales (p53, Rb, PTCH..), oncogenes (c-myc, H -ras,
K-ras, HH, SMH, Gli1, WNT-1, bcl-2...), ciclinas (A, B1, B2, C, D1, D2, D3, E, F,
G y H), proteinas tirosina cinasas (PTK) *%, cinasas dependientes de ciclinas
(CDK 1, 2, 3,4,5,6y7), inhibidores de las CDK o CKI (las Kip/Cip p21, p27 y
p57 y las proteinas INK4 p15, p16, p18 y p19) y telomerasas °° entre otras.
Estos factores reguladores del ciclo celular son los que determinan que una
célula prolifere, evolucione a diferenciacion terminal, entre en quiescencia,
pase a senescencia, muera por apoptosis o degenere a célula cancerigena 60
La via del hedgehog (HH) ¢'%° es muy importante en el desarrollo del CBC.
La via del HH incluye los genes y proteinas patched (PTCH), smoothened
(SMH), Gli1 y Gli2. La proteina SMH estimula el nucleo celular, aumenta la
actividad del oncogén Gli1 (también Gli2 y Gli 3), aumenta la expresion de la
proteina Gli1 en el citoplasma y aumenta el ciclo celular.
El gen patched (PTCH1) es un gen supresor tumoral se localiza en el
cromosoma 9q22.3 y es el gen homdlogo humano del gen patched de la mosca
Drosophila. El gen PTCH2 se localiza en el cromosoma 1p32.1-32.3 y también
codifica PTCH. La proteina PTCH es una molécula de la membrana celular que
inhibe SMH y disminuye el ciclo celular. Por otro lado la proteina HH inhibe el
PTCH y aumenta el ciclo celular al igual que la proteina SMH. Mutaciones de
los genes HH, PTCH, SMH y Gli 1 aumentan el ciclo celular y favorecen la
carcinogénesis del CBC. Estudios recientes han demostrado que todos los
CBC, esporadicos o asociados al sindrome de Gorlin, tienen alteraciones en la
via del HH: pérdida de heterozigosidad en 9922.3 en el 60% de los CBC
esporadicos, con mutaciones inactivadoras del alelo PTCH restante;
mutaciones del gen PTCH1 en 30-40% de los CBC esporadicos y el 100% de
los CBC asociados al sindrome de Gorlin; mutaciones del gen SMH en 20% de
los CBC esporadicos; sobreexpresion de los factores de transcripcion Gli1 y
Gli2.
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Ki-67 es una proteina no histona que se detecta en el nucleo en las fases G1
S, G2 y M del ciclo celular, pero no en la fase GO. Se desconoce la funcion
precisa del antigeno ki-67, pero se relaciona con factores de transcripcion. El
indice proliferativo es el porcentaje de células que expresan ki-67 y se utiliza
como marcador de la proliferacion celular, de modo similar a la expresion del
antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA).

En el CBC el numero de células ki-67 positivas por campo de gran aumento
(x400) es de 51,25 (S: 6,06) °. El indice proliferativo (ki-67) del CBC es de

26,4% "'y es mayor en los CBC agresivos y recurrentes %", El indice

proliferativo (ki-67) del CBC es mayor que el del tricoepitelioma y menor que el

del carcinoma espinocelular.

Figura 1. Ciclo celular
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Figura 2. Via del hedgehog
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1.1.6. APOPTOSIS

La apoptosis *®° también llamada muerte celular programada o suicidio
celular, es un proceso fisiolégico mediante el cual las células no viables son
eliminadas . Es un proceso activo que requiere energia, transcripcion genética
y sintesis de macromoléculas, que no se produce accidentalmente y que esta
codificado genéticamente por la propia célula. La apoptosis actua como un
proceso celular basico en la regulacion de las poblaciones celulares y en la
morfogénesis y homeostasis de los tejidos.

En la apoptosis se produce una pérdida de uniones intercelulares y microvilli
de la membrana plasmatica, con una pérdida de contacto con las células
vecinas. Al mismo tiempo se dilata el reticulo endoplasmico y se forman
vesiculas que se fusionan con la membrana plasmatica y vacian su contenido
al espacio intercelular. Esto da lugar a una pérdida de iones y liquidos
intracelulares, condensacion del citoplasma, compactacion de la cromatina en
bandas densas uniformes y condensacion picnética del nucleo. Posteriormente
se pierde la membrana nuclear y la cromatina compactada de los nucleosomas
se fragmenta en puntos muy concretos y forma oligonucleosomas constantes
de tamano regular (cariorrexis). La célula se fragmenta en multiples cuerpos
apoptéticos, con las organelas citoplasmaticas y mitocondrias intactas en su
interior y limitados por una membrana de superficie lisa. Finalmente los cuerpos
apoptéticos muestran dilatacién progresiva y degradacion de las organelas.
Todo este proceso es asincronico y dura 3 minutos. Posteriormente los cuerpos
apoptéticos son fagocitados por los macréfagos vecinos.

En una seccion histologica tefiida con hematoxilina-eosina los queratinocitos
apoptéticos son células aisladas con citoplasma eosinofilico y nucleo
picnoticos. A veces se observan linfocitos en la vecindad de la célula
apoptadtica. La apoptosis no produce inflamacion, pero los infiltrados
inflamatorios pueden aumentar la apoptosis.

La apoptosis es un proceso estrechamente regulado y multiples genes y
proteinas participan en su control. Muchos de los genes implicados participan
al mismo tiempo en los mecanismos que regulan el ciclo celular y su alteracion
puede favorecer la carcinogénesis. Los principales estimulos que inducen la

apoptosis son los glucocorticoides, el factor de necrosis tumoral (TNF), los
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linfocitos T citotoxicos, las células asesinas naturales, las perforinas, las
grancimas A y B, multiples genes y proteinas (p53, bax, bcl-xs, bad, bak, bim,
bid, c-myc, NYC, P54, Fas...), la ceramida, la hipoxia, el estrés oxidativo
reactivo, los virus, las toxinas bacterianas, las RUV, las radiaciones ionizantes,
la quimioterapia, la hipertermia y la pérdida de adhesién intercelular entre otros.

Los inhibidores de la apoptosis mas importantes son los genes y proteinas
bcl-2, bcl-xl, mcl-1, survinina y ras mutado.

La regulacion de la apoptosis se puede dividir en dos vias. La via enddgena o
mitocondrial y la via exdgena de los receptores de la muerte. Las 2 vias
comparten la cascada de las caspasas, que son la via efectora de la apoptosis.
Las caspasas son una familia de proteasas cistinicas citoplasmaticas, que
tienen una activacién en cascada. La caspasa 3 (CPP32) 8 es la caspasa que
marca el punto sin retorno de la cascada, que acaba con la fragmentacion de la
cromatina y la muerte celular.

La via mitocondrial de la apoptosis esta formada por las proteinas
proapoptoéticas bax, bcl-xs, bad, bak, bim y bid y por las proteinas
antiapoptaoticas bcl-2 y bcl-xI. Mediante las relaciones entre bax/bcl-2 y bcl-
xs/bcl-xl se regula esta via. Si domina los efectos proapoptéticos de bax o bcl-
xs, se produce la translocacion del citocromo C de la mitocondria al citoplasma.
Aqui se une a Apaf-1 (proteasa factor de activacion de la apoptosis) y a la
procaspasa 9 y se activa la caspasa 9, que después activa la procaspasa 3.

Los receptores de la muerte  son el fas receptor, TNF receptor y TRAIL
(ligando de TNF inductor de la apoptosis) receptor. Cuando estos receptores de
membrana celular se unen a sus ligandos se activa la caspasa 8 (MACH), que
después activa la procaspasa 3.

8384 son proteinas exclusivas de los linfocitos

La perforina y las grancimas
citotoxicos (T CD8+ y NK). Estos linfocitos detectan células diana y producen
una exocitosis de granulos cargados de perforina y grancimas. La perforina
forma pequenos poros en la membrana celular de la célula diana, que permiten
la endocitosis de los granulos con grancimas en el citoplasma de la célula
diana. Las grancimas A y B son proteasas intracelulares que activan la
procaspasa 3, siendo la grancima B la mas proapoptética y capaz de

fragmentar el ADN por vias independientes de las caspasas °.
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Las RUV % ® inducen la apoptosis por dos vias. Por un lado alteran el ADN,
producen estrés oxidativo celular y activan la expresion de p53 y bax; y por otro
activan la expresion de receptores de la muerte como fas receptor y TRAIL
receptor.

Los linfocitos citotdxicos (T CD8+ y NK) inducen la apoptosis por la via de fas
y mediante la perforina y grancimas.

El CBC tiene la apoptosis aumentada. Estudiando secciones de CBC tefidas
con hematoxilina-eosina y determinando las células apoptéticas y mitéticas por
morfologia, se objetivd un 1,26% de células apoptdticas, un 0,53% de células
mitdticas y un indice apoptosis/mitosis entre 2,35 %y 13,9 8. El hecho de que
haya mas células apoptodticas que en mitosis podria explicar el lento
crecimiento del CBC ®. Los CBC agresivos presentan mas apoptosis que los
CBC no agresivos !, pero también tienen mas mitosis.

La técnica de Tunel **%, terminal deoxynucleotidyl transferase mediated
dUTP (deoxyuridine triphosphate) biotin nick end labeling, permite el estudio
inmunohistoquimico de las células en apoptosis. Las células positivas en la
técnica de Tunel son células apoptéticas. El indice apoptdtico del CBC por la
técnica de Tunel es de 0,63% (S: 0,09) *. En otro estudio se observé que la
mayoria de los CBC tenia un gran numero de células Tunel positivas en el
centro de los nidos tumorales, mientras que en el CBC esclerodermiforme el
grado de apoptosis era mayor en la parte distal de los cordones que infiltraban

en profundidad *°.
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Figura 3. Vias que regulan la apoptosis
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1.1.7. P53, BAX, BCL-2 Y FAS

P53

P53 es un gen supresor tumoral conocido como el guardian del genoma por
su capacidad para regular el ciclo celular en situaciones de estrés y mantener
la integridad del genoma %" La proteina p53 es un factor de transcripcion y
activacion de otros genes: bax, p21"VA"', mdm-2, GADD45 y IGF-BP3. Cuando
se produce una alteracién en el genoma p53 activa la via de p21, que inhibe la
CDK2 y detiene el ciclo celular en la fase G1, permitiendo que los mecanismos
de reparacion del ADN actuen antes de la fase S. Por el contrario, cuando las
mutaciones del DNA son irreversibles, p53 activa la via de bax y se produce la
apoptosis.

Cuando un alelo del gen p53 esta mutado (heterozigotos de p53) el gen no
actua del todo correctamente y la célula es mas resistente a la apoptosis.
Cuando los dos alelos de p53 estan mutados (homozigotas negativas de p53)
la célula es incapaz de regular su ciclo celular, no repara bien el ADN, ni entra
en apoptosis cuando las mutaciones son graves, por lo que se favorece la
carcinogeénesis.

La proteina p53 salvaje (normal) tiene una vida media de 20 minutos y
normalmente se mantiene a baja concentracion. Sin embargo existen
situaciones de sobreexpresion de p53 salvaje fisioldgicas, como ocurre
después de la exposicién a RUV o hipoxia. El gen p53 mutado expresa una
proteina mutada con una funcion alterada y una vida media mayor que la p53
salvaje. La p53 mutada se acumula en la célula tumoral y por
inmunohistoquimica se detecta una sobreexpresion de p53. En los tumores con
p53 sobrexpresada suele haber mutacion del gen p53 (en los codones 196,
248, 273, 278, 282 y 342), pero para confirmar esta mutacion se deben realizar
analisis moleculares de secuenciacion del gen.

En un 42-92% de CBC se encuentra sobreexpresion de la proteina p53 y los
CBC agresivos expresan mas p53 que los CBC no agresivos ''""'"®. En el CBC
el numero de células con sobreexpresion de p53 por campo de gran aumento
(x400) es de 31,75 (S:9,02)'"°. Las mutaciones del gen p53 se han demostrado
en un 40-60% de CBC y se han detectado en la piel adyacente al CBC '%°.
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Bcl-2
El gen bcl-2 (B-cell leukaemia/lymphoma-2) es un protooncogén que codifica
una proteina de membrana de 26 kilodaltons que se localiza en el nucleo, el
reticulo endoplasmico liso y las mitocondrias '2"*°. Bcl-2 es la mayor proteina
antiapoptotica conocida y en la piel sana se expresa en los melanocitos y en
los queratinocitos de la capa basal. Bcl-2 regula la apoptosis mediante la
formacion de homodimeros y heterodimeros con el resto de proteinas de la
familia de bcl-2.

Un 67-100% de CBC presentan sobreexpresion de bcl-2. En el CBC el
numero de células con sobreexpresion de bcl-2 (células bcl-2 positivas) por
campo de gran aumento (x400) es de 34 (S:8,78) '*'. La expresién de bcl-2 es
mas alta en los CBC no agresivos (superficial y nodular) y menor en los CBC

132 A pesar de la sobreexpresion de

agresivos (infiltrante, esclerodermiforme)
bcl-2 las células del CBC presentan mucha apoptosis, por lo que bcl-2 no es
suficiente para proteger las células del CBC frente a determinados estimulos

proapoptéticos.

Bax

Bax (bcl-2-associated X protein) es una proteina proapoptotica que regula la
via mitocondrial de la apoptosis. La actividad de bax se regula por la formacion
de homodimeros y heterodimeros en la membrana mitocondrial con las
proteinas heterdlogas bcl-2, bcl-xs, bcl-xl y bad. Bax, bcl-xs y bad son
proapoptéticas, mientras que bcl-2 y bcl-xl son antiapoptéticas. La expresion de

bax es muy baja en el CBC 33134135,

Relaciones entre p53, bax y bcl-2 y la apoptosis en el CBC:
- Relacion negativa entre la expresion de p53 y bcl-2

- Relacion negativa entre la expresion de bcl-2 y la apoptosis

- La expresion elevada de p53 no modifica la apoptosis

- El balance bax / bcl-2 esta dominado por bcl-2
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Fas

Fas (fas receptor, CD95 o Apo-1)"%'%

es una sintasa acida grasa (fatty acid
synthase) que induce la apoptosis. Es una molécula de la membrana
plasmatica de la familia de los receptores de la muerte que se expresa en
muchos tipos celulares, como en los queratinocitos después de las RUV. Las
células del CBC no expresan fas receptor'®.

Fas ligando (CD95L o Apo-1L) es una proteina soluble de la familia de TNF y
la interaccion entre fas receptor y fas ligando induce la apoptosis de la célula
con fas receptor. Fas ligando se expresa de manera difusa y intensa en los
linfocitos T activados y en las células del CBC "**'*°. Esta alteracion no sélo
evita la apoptosis de la células del CBC, sino que induce la apoptosis de las

células con fas receptor del infiltrado inflamatorio peritumoral.

Figura 5. Relaciones entre bcl-2, bax y el citocromo ¢
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1.1.8. TRATAMIENTO

Existen multiples opciones terapéuticas para el CBC '#1142;

cirugia (curetaje,
cirugia excisional, cirugia micrografica de Mohs), radioterapia, crioterapia,
terapia fotodinamica e inmunoterapia. La eleccion del tratamiento mas
adecuado dependera principalmente de CBC (patron histolégico, tamano,
localizacion, numero de lesiones, tratamientos previos), del paciente (edad,
enfermedades, tratamientos, consentimiento), de centro asistencial (material,
quiréfano, enfermeria) y del propio médico (experiencia, habilidades
personales, preferencias).

La inmunoterapia antitumoral '4>14@

se basa en la regresién tumoral
espontanea mediada por las citocinas y las células del sistema inmune. La
regresion espontanea del CBC se relaciona con el infiltrado inflamatorio
peritumoral (linfocitos TH1) y la expresion elevada de determinadas citocinas
(IFNy, TNF, IL-2). Los antigenos tumorales especificos del CBC (moléculas
MAGE...) permiten que el sistema inmune cree una respuesta antigeno
especifica mediada por linfocitos citotoxicos (T CD8+ y NK) y anticuerpos.

La inmunoterapia del CBC se realiza con interferon alfa (IFNa) intralesional,
IL-2 perilesional e imiquimod crema al 5% topico.

El IFN (0:2a, a2b, v) intralesional "*"'*° se ha utilizado a dosis entre 1,5y 3
MUI, 3 veces por semana, ente 3 y 8 semanas. Las tasas de curacién son de
un 67-100% para los CBC no agresivos y de un 50% para los CBC recurrentes
0 agresivos. Muchos casos sélo presentan una respuesta parcial y un 10% de
CBC no responden. Los efectos secundarios del IFNa intralesional son
eritema, edema, fatiga, mialgia, cefalea, fiebre y nausea, todos ellos leves y
reversibles. Estos efectos adversos y el elevado precio del IFNa limitan su uso
en la practica clinica habitual. El mecanismo de accion del IFN frente al CBC se
basa en la induccidn de una respuesta inmunoldgica antitumoral. EI IFN
estimula la produccién de linfocitos TH1 y promueve la formacién de un
infiltrado inflamatorio peritumoral con mayoria de linfocitos T CD4+ alrededor
de los nidos tumorales, un 15% de linfocitos T CD8+ y algunas células
asesinas naturales. El IFN también aumenta la diferenciacién celular, tiene un

efecto antiproliferativo, intensifica la expresion de antigenos oncorreactivos,
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aumenta la expresion de ICAM-1, aumenta la actividad de las células asesinas
naturales y de los macréfagos (aumenta la expresion de TAP1 y TAP2),
aumenta la produccion de IL-1 y IL-2, desciende la produccion de IL-10 por el
CBC e induce la apoptosis de las células tumorales '*’. Esta apoptosis parece
estar mediada por un aumento en la expresion fas receptor en las células del
cBCc™®.

Las inyecciones de IL-2 perilesional también han demostrado inducir la
regresion del CBC "*°. En un estudio con 12 pacientes con PEG-IL-12, a dosis
entre 3000 Ul y 1,2 MUI, con inyecciones peritumorales radiales semanales
entre 1y 4 semanas se consiguid curacion completa en un 66% de casos. El
mecanismo de accion de la IL-2 frente al CBC se basa en la induccion de una

respuesta inmunoldgica antitumoral.
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1. 2. IMIQUIMOD

1.2.1. INTRODUCCION

Imiquimod (R-837, S-26308, Im) es una molécula de sintesis desarrollada por
3M Pharmaceuticals, Minesota, EEUU. Su formula quimica es C14H16N4, 1-(2-
methylpropyl)-1H-imidazo(4,5-c)quinolin-4-amina y su peso molecular es de
240,3 daltons. Im es una amina heterociclica del grupo de Ilas
imidazoquinolinas y es un analogo de nucledsido '°"®® | Los metabolitos de Im
son el R-842, el S-26704 y el S-27609. Im se comercializa en crema al 5% con
el nombre de Aldara®. Cada presentacién comercial de Aldara® contiene 12
sobres monodosis con 250 mg de crema de Im al 5%: 5 mg de Im por cada 100
mg de crema y 12,5 mg de Im por sobre.

Resiquimod (R848, S-28463) es otra imidazoquinolina desarrollada por 3M
Pharmaceuticals. Su formula es 4-amino-2-ethoxymethyl-alpha,alpha-dimethyl-
1H-imidazo[4,5-c]quinoline-1-ethanol. Resiquimod es 100 veces mas potente
que Im en la activacién de las células dendriticas y en la induccion y produccion
de citocinas inflamatorias. Resiquimod en gel al 0,01% y 0,05% se ha

ensayado en la prevencion de recurrencias del virus herpes simple "%,

Figura 6. Férmula quimica de imiquimod
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1.2.2. MECANISMO DE ACCION

Im no presenta actividad antiviral ni antineoplasica intrinseca, ni induce
destruccion citolitica inespecifica, pero estudios in vitro e in vivo han
demostrado una importante actividad antivirica y antitumoral '>'7°. Esta
actividad se debe a que Im es un modificador de la respuesta inmune innata y
adquirida. En la dermis Im y sus metabolitos se unen al receptor toll-like 7
(TLR7) 172 de la membrana plasmatica de monocitos, macréfagos y células
dendriticas '°. En el interior de estas células se estimula la fosforilacién de los
factores de transcripcion de IFN (alfa4dF1 y STAT-1) y del NF-kB (nuclear factor
kappa B, proteina de unién y activacion del gen kappa) ya sea a través de la
activacion de la tirosina cinasa o de la proteina cinasa C. Los factores de
transcripcion fosforilados y activados de IFN y de NF-kB actuan sobre el ADN e
inducen la sintesis del ARNm que codifica las citocinas. Ninguna de estas
citocinas es inducida mediante un efecto en cascada y por tanto la induccién de
una citocina no es un requisito previo para la induccion de otras citocinas. La
induccidn de citocina por parte de Im es un evento primario e induce la
produccion de ARNm de forma directa e independiente. La expresion de los
genes de las citocinas mediada por Im no se ve bloqueada por los inhibidores
de la sintesis de proteinas. La produccion de estas citocinas es dosis-
dependiente y el pico de maxima produccion se produce a las 8 horas de la
aplicacién topica de Im. Algunas de estas citocinas activan a monocitos y
macrofagos y retroalimentan su propia produccion. Las principales citocinas
inducidas por Im son el IFNa, el TNFa y la IL12. Estas citocinas activan a las
células asesinas naturales y a células presentadoras de antigenos (CPA) como
las células de Langerhans y macréfagos ' '"°. Estas CPA aumentan su
actividad presentadora de antigenos, para posteriormente migrar a los ganglios
linfaticos regionales y presentar los antigenos a los linfocitos T “naive” a través
de las moléculas del CMH de clase Il (HLA DP, DQ, DR). Una vez presentado
el antigeno, estos linfocitos desarrollan una expansion clonal formando
linfocitos T de memoria que pasan a la sangre y linfocitos T CD4+ activados
que vuelven al lugar de donde proviene la CPA. En la dermis los linfocitos T
expresan citocinas del patron TH1 (INF, TNF), activan linfocitos T CD8+

citotoxicos y linfocitos B e inhiben los linfocitos TH2. Los linfocitos T CD8+
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citotoxicos destruyen las células infectadas o tumorales de manera restringida
al reconocimiento antigénico por las moléculas del CMH de clase | (HLAA,By
C). Las células asesinas naturales (NK) son linfocitos que no expresan receptor
funcional de células T y eliminan las células infectadas o tumorales que no
expresan las moléculas del CMH de clase |, en un proceso independiente del
antigeno. Los linfocitos citotoxicos (T CD8+ y NK) destruyen las células diana
por una apoptosis mediada por perforinas y grancimas 176 o por una apoptosis
mediada por fas ligando. Los linfocitos B se diferencian a células plasmaticas y
producen inmunoglobulinas antigeno especificas '’ Los IFN y TNFo. también
actuan sobre células infectadas o tumorales inhibiendo su ciclo celular e
induciendo su apoptosis. El IFNy, el TNFa y la IL-18 tienen un efecto

antiangiogénico que favorece la necrosis de la lesion tratada '8,
Tabla 2. Efectos de Imiquimod

- Aumenta la produccion de IFNa (subtipos 1, 2, 5, 6 y 8), IFNB e IFNy

- Aumenta la produccion de TNFa

- Aumenta la produccién de IL-1, IL-3, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 y IL-18

- Aumenta la produccion de G-CSF, GM-CSF, MIP-1a, MIP-13, MCP-1 y PGE2
- Indirectamente aumenta la produccion de IL-2 y RANTES

- Aumenta la expresion de las moléculas del CMH de clase |l

- Aumenta la actividad de los macréfagos y células asesinas naturales

- Aumenta la actividad de las células de Langerhans

- Aumenta la actividad de los linfocitos T (aumenta la expresion de CD29), que
desarrollan un patron de expresién de citocinas TH1

- Aumenta la produccion de perforinas en los linfocitos T citotdxicos

- Aumenta la actividad de los linfocitos B, que proliferan y se diferencian a
células plasmaticas para producir inmunoglobulinas antigeno especificas

- Mediante la IL-8 los neutréfilos aumentan la expresion de Mac-1, aumentan su
quimiotaxis y disminuyen la expresion de L-selectina

- Inhibe de la angiogénesis mediada por IL-18

- Disminuye la actividad de los linfocitos TH2

- Disminuye la expresién de la IL-4 y IL-5
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1.2.3. IMIQUIMOD EN DERMATOLOGIA

Im en crema al 5% se aprobd por la Food and Drug Association of USA (FDA)
como tratamiento de las verrugas genitales externas en Febrero de 1997. En
piel sana Im no es irritante (test de aplicacién abierta repetida negativo), no es
fotosensible, no es fototdxico, ni aumenta los efectos de la RUV en los
queratinocitos '"*82, La distribucién sistémica de Im aplicado tdpicamente es
despreciable (<1%).

El método de aplicacién de Im es sencillo y lo realizan los pacientes en su
domicilio. Im se aplica por la noche antes de la hora normal de dormir sobre la
lesién a tratar, deber permanecer en la piel durante un periodo comprendido
entre 8 y 10 horas y se limpia por la manana. Se recomienda aplicar un sobre
de Im a noches alternas (3 noches por semana) hasta que desparezca la lesion
tratada, o hasta un maximo recomendado de 16 semanas de tratamiento. Si Im
se aplica sobre una verruga o un CBC se produce una respuesta inmunolégica
y una intensa reaccion inflamatoria aguda, pero en piel sana no ocurre nada.
Los efectos adversos locales son la aparicion de prurito, eritema, edema,
erosion, ulceracién y costras en la piel tratada. Estos efectos son muy
frecuentes (>90% de casos), son dosis dependientes, generalmente son bien
tolerados, permiten un tratamiento continuado en domicilio y desaparecen al
suspender la aplicacion de Im. En raras ocasiones (1% de casos) puede
aparecer cefalea, mialgias, fiebre y un cuadro seudogripal relacionado con la
liberacion masiva de citocinas (IFN...), que mejoran con paracetamol y
desaparecen al suspender el tratamiento. Una vez finalizado el tratamiento se
observa la regresion de la verruga o del CBC con un buen resultado estético.
Im ha demostrado ser un tratamiento topico eficaz frente a dermatosis
infecciosas (verrugas genitales externas, verrugas vulgares, moluscos
contagiosos, leihsmaniasis), tumorales (carcinomas basocelulares, carcinomas
espinocelulares in situ, melanomas, linfoma cutaneo de células T, enfermedad
de Paget extramamaria, hemangiomas, queloides) e inflamatorias (granuloma

183,184,185

anular, granuloma facial). Su eficacia frente al virus herpes simple es

dudosa y no es eficaz en la alopecia areata "%¢'%".
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Tabla 3. Indicaciones de Imiquimod 5% crema
Actualmente la FDA y la Agencia Europea del Medicamento (AEM) sélo ha
aprobado el uso de Im para las verrugas genitales externas, pero el 87% de las

prescripciones de Im en EEUU son para otras indicaciones ',

Infeccion por el VPH

Verrugas externas genitales '891%°

Verrugas externas genitales en pacientes trasplantados '

Verrugas externas genitales en pacientes VIH+ 9

Verrugas externas genitales en nifios '%

Verrugas genitales del canal anal %

Papulosis bowenoide %

Verrugas vulgares "%

Verrugas vulgares en nifios '’

Verrugas vulgares en pacientes VIH+ "%

Verrugas planas "%

Estucoqueratosis®
Moluscos contagiosos %

MC en nifios 2%

MC en pacientes HIV+ 2%
Leishmaniasis cutanea 2%
Carcinoma basocelular
Carcinoma espinocelular

Queratosis actinicas 2°>%%

Enfermedad de Bowen 2%’

Queilitis actinica 2°®

Neoplasia intraepitelial en pacientes trasplantados 2%°
Neoplasia intraepitelial de pene 2™

Neoplasia intraepitelial de vulva "

Neoplasia intraepitelial de vagina ?'?

Neoplasia intraepitelial anal y perianal en paciente VIH+ 23

Carcinoma espinocelular invasor 2'*
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Melanoma
Lentigo maligno %'
Metastasis cutaneas de melanoma ?'
Linfoma cutaneo de células T
Parapsoriasis en placas 2"’
Micosis fungoide estadios IA y 1IA %

Linfoma cutaneo primario CD30+ 2'°

Enfermedad de Paget extramamaria 2%

Hemangiomas ?*'
Queloides %2
Granuloma anular 23

Granuloma facial %*

Lupus eritematoso crénico discoide ?%

Poroqueratosis de Mibelli

6
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1.2.4. IMIQUIMOD EN EL CARCINOMA BASOCELULAR

Im es un modificador de la respuesta inmune innata y adquirida y un potente
inductor de citocinas, especialmente interferén. En analogia al IFN intralesional
ahora se utiliza Im tépico en el CBC.

La eficacia de Im en el CBC se describe en multiples publicaciones a partir de
1999. La mayoria se refieren a CBC superficiales ?°??°, CBC nodulares ?**#*' o

ambos 232-238

, pero también hay autores que refieren su eficacia en CBC
infiltrantes 2*°, en CBC de pacientes con el sindrome de Gorlin **?*! en CBC
de pacientes con xeroderma pigmentoso 2 y en pacientes trasplantados **.
Beutner y cols ?** fueron los primeros en publicar la eficacia de Im en 35 casos
de CBC con patrén histolégico superficial y nodular en 1999. Los 28 CBC
superficiales tenian una area entre 0,5y 2 cm?y los 7 CBC nodulares tenian
una area entre 0,5y 1,5 cm?. Los pacientes fueron tratados entre 10y 16
semanas en 6 pautas de tratamiento distintas: 2 aplicaciones/dia, 1 apl./dia, 3
apl./semana, 2 apl./sem, 1 apl./sem y vehiculo de Im. Se consigui6 curacion
histologica en el 100% de los CBC tratados con 2 apl./dia, 1 apl./diay 3
apl./sem; y se curaron el 60% de los CBC tratados con 2 apl./sem; el 50% de
los CBC tratados con 1 apl./sem y el 9% de los CBC tratados con el vehiculo
de Im. Las reacciones locales fueron dosis dependientes y bien toleradas, pero
10 pacientes (28%) requirieron periodos de reposo del tratamiento.

Marks y cols 2%°

publicaron los resultados de la aplicacion de Im en el 99
casos de CBC superficial en el 2001. Los pacientes fueron tratados 6 semanas
en 4 pautas de tratamiento: 2 apl./dia, 1 apl./dia, 2 apl./dia x 3 dias/sem y 3
apl./sem. Se curaron el 100% de los CBC tratados con 2 apl./dia, el 87% de los
CBC tratados con 1 apl./dia, el 73% de los CBC tratados con 2 apl./dia x 3
dias/sem y el 69% de los CBC tratados con 3 apl./sem. Los efectos locales
fueron dosis dependientes y generalmente bien tolerados y so6lo 1 paciente
suspendid el tratamiento.

Geisse y cols %%

publicaron los resultados de la aplicacion de Im en el 128
casos de CBC superficial en el 2002. Los pacientes fueron tratados 12
semanas y se siguieron 5 pautas de tratamiento: 2 apl./dia, 1 apl./dia, 5
apl./sem, 3 apl./sem y vehiculo de Im. Se curaron el 100% de los CBC tratados

con 2 apl./dia, el 87% de los CBC tratados con 1 apl./dia, el 80% de los CBC
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tratados con 5 apl./sem, el 51% de los CBC tratados con 3 apl./semy el 18%
de los CBC tratados con el vehiculo de Im. Los efectos locales fueron dosis
dependientes y 41 pacientes (32%) requirieron periodos de reposo del
tratamiento.

Shumack y cols ¥’

publicaron los resultados de la aplicacion de Im en el 191
casos de CBC nodular en el 2002 . 99 pacientes fueron tratados 6 semanas y
se siguieron 4 pautas de tratamiento: 2 apl./dia, 1 apl./dia, 2 apl./dia x 3
dias/semy 3 apl./sem. Se curaron el 71% de los CBC tratados con 1 apl./dia, el
42% de los CBC tratados con 2 apl./dia x 3 dias/sem y el 59% de los CBC
tratados con 3 apl./sem. 92 pacientes fueron tratados 12 semanas y se
siguieron 5 pautas de tratamiento: 2 apl./dia, 1 apl./dia, 5 apl./sem, 3 apl./semy
vehiculo de Im. Se curaron el 76% de los CBC tratados con 1 apl./dia, el 70%
de los CBC tratados con 5 apl./sem, el 60% de los CBC tratados con 3 apl./sem
y el 13% de los CBC tratados con el vehiculo de Im. Los efectos locales fueron
dosis dependientes y 8 pacientes (4,1%) suspendieron el tratamiento por este
motivo.

El mecanismo de accion de Im en el tratamiento del CBC no es bien conocido,
pero estudios recientes han demostrado que Im tépico induce una respuesta

inmunoldgica aguda 2*°

, aumenta el infiltrado inflamatorio peritumoral y
aumenta los linfocitos T CD4+. En las células del CBC 2*°%? |m parece
aumentar la expresion bax y fas receptor y disminuyir la expresion de PCNA y

bcl-2.
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2. JUSTIFICACION

El CBC es el tumor maligno mas frecuente y en nuestro pais su incidencia
aumenta progresivamente por el envejecimiento de la poblacién y la exposicidon
cronica a las RUV. En los proximos anos el CBC sera un problema de salud
publica de primer orden y su tratamiento cada vez sera mas complejo por la
presencia de multiples lesiones en personas ancianas. La inmunoterapia
tépica del CBC con Im crema al 5% permite tratar los CBC de modo
ambulatorio sin necesidad de cirugia ni radioterapia. Estudios clinicos de Im en
el CBC han demostrado que Im induce una respuesta inmunoldgica aguda con
cambios en el infiltrado inflamatorio peritumoral, pero el mecanismo por el cual
se eliminan las células del CBC no es totalmente conocido. Dado que la
principal citocina inducida por Im es el IFN y el tratamiento con IFN intralesional
induce la apoptosis de las células del CBC, se cree que Im también aumenta la
apoptosis del CBC. El objetivo principal de este trabajo es determinar los

efectos de Im crema al 5% en la apoptosis de las células del CBC.
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3. OBJETIVOS E HIPOTESIS

3.1. OBJETIVO GENERAL
Estudio de los efectos de la aplicacidon topica de Im crema al 5% en la

apoptosis de las células del CBC.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estudiar el indice apoptotico (células Tunel +) del CBC antes, durante y
después de la aplicacién de Im crema al 5%.

2. Estudiar el indice proliferativo (ki-67) del CBC antes, durante y después de la
aplicacion de Im crema al 5%.

3. Estudiar la expresion de las proteinas p53 y bcl-2 en las células del CBC
antes, durante y después de la aplicacién de Im crema al 5%.

4. Estudiar el infiltrado inflamatorio peritumoral antes y durante la aplicacion de
Im crema al 5%.

5. Estudiar la regresion macroscopica y microscépica del CBC durante y
después de la aplicacién de Im crema al 5%.

6. Estudiar la correlaciéon entre el indice apoptético del CBC, el indice
proliferativo del CBC, la expresion de p53 y bcl-2 en las células del CBC, el
infiltrado inflamatorio peritumoral y la regresion macroscépica y microscopica

del CBC durante la aplicacién de Im crema al 5%

3.3. HIPOTESIS DEL OBJETIVO GENERAL
La aplicacion de Im crema al 5% sobre el CBC aumenta la apoptosis en las
células del CBC.

3.4. HIPOTESIS DE LOS OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. La aplicacion de Im crema al 5% en el CBC induce un aumento del indice
apoptético (células Tunel +) del CBC.

2. La aplicacién de Im crema al 5% en el CBC induce un descenso del indice
proliferativo (ki-67) del CBC.

3. La aplicacién de Im crema al 5% en el CBC induce un descenso en la

expresion de las proteinas p53 y bcl-2 en las células del CBC.
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4. La aplicacion de Im crema al 5% en el CBC aumenta la densidad del
infiltrado inflamatorio peritumoral y modifica la composicion celular del mismo.
5. La aplicacién de Im crema al 5% en el CBC induce una regresion
macroscopica y microscopica del CBC.

6. Los cambios inducidos por la aplicacién de Im crema al 5% en el indice
apoptético del CBC, el indice proliferativo del CBC, la expresién de p53 y bcl-2
en las células del CBC, el infiltrado inflamatorio peritumoral y la regresion

macroscopica y microscopica del CBC se correlacionan entre si.
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4. DISENO DE LOS ESTUDIOS

Con el fin de evaluar los objetivos e hipotesis formuladas anteriormente se
disefiaron 2 estudios:

1. Estudio abierto en 55 CBC

2. Estudio randomizado en 30 CBC

4.1. ESTUDIO ABIERTO EN 55 CBC

Titulo: Estudio clinico abierto sobre los efectos de Im crema al 5% en 55 casos
de CBC.
Disefio: Ensayo clinico abierto prospectivo.

Centro participante: Hospital de la Santa Creu i Sant Pau (HSCSP), Barcelona.

Investigadores:

D. Vidal, Dr. Alomar y Dr. Garcés del servicio de Dermatologia HSCSP.
Dr. Matias-Guiu del servicio de Anatomia Patolégica del HSCSP.
Dr. Gich del servicio de Epidemiologia del HSCSP.

Comité ético de investigacion clinica: C.E.I.C. del HSCSP.

Tratamiento: Im crema al 5%.

Fase de ensayo clinico: Fase V.

Tipo _de ensayo: Ensayo clinico con un principio activo de una especialidad

farmacéutica en nuevas condiciones de uso.

Afeccidn en estudio: Carcinoma basocelular.

Tamano de la muestra: 55 pacientes con CBC .

Grupos de tratamiento: 10 pacientes en el grupo A, 12 pacientes en el grupo B,

13 pacientes en el grupo C y 20 pacientes en el grupo D.

Presentacién del tratamiento: Sobres monodosis.

Método de aplicacién: El paciente se aplicaba el contenido de un sobre

monodosis en el CBC por la noche, antes de ir a dormir sin realizar cura
oclusiva. La crema debia permanecer en la piel durante un periodo
comprendido entre 8 y 10 horas y por la mafiana se limpiaba con agua y jabon

suave.

37



Posologia: 30 pacientes se trataron 3 noches por semana (grupos A, By C) y
20 pacientes se trataron 5 noches por semana (grupo D). Todos los pacientes
se trataron con 24 sobres monodosis.

Duracion del tratamiento: 6 semanas para los grupos A, By C y 5 semanas

para el grupo D.
Periodo de inclusion: Enero del 2001 y Julio del 2001.
Asignacién de tratamiento: El tratamiento fue asignado a los pacientes de

forma consecutiva por grupos: primero el grupo A, después el B, después el C
y finalmente el D.

Numero de biopsias: 3 por paciente, 165 en total.

Obtencion de las biopsias: Antes del tratamiento (visita —1); durante el

tratamiento (visita 1 para los grupos C y D, visita 2 para el grupo B vy visita 3
para el grupo A); y 6 semanas después de finalizar el tratamiento (visita 6).

Tipo de control: No habia.

Técnicas de enmascaramiento: A todos los pacientes se les hizo entrega de los

24 sobres monodosis del tratamiento en la visita 0. A todos los pacientes se les
hizo entrega de las mismas instrucciones de aplicacién de la crema, con la
salvedad de la frecuencia de aplicacion: 3 noches por semana para los
pacientes de los grupos A, By C y 5 noches por semana para los pacientes del
grupo D.

Tipo de ciego: La parte clinica del estudio no tenia ciego. La interpretacion de

los resultados patolégicos se hizo a ciego simple. La apertura de este ciego
so6lo se realiz6é una vez finalizados los estudios patoldgicos e introducidos todos
los resultados en la base de datos.

Cumplimiento del tratamiento: La evaluaciéon del cumplimiento se realizé de

forma objetiva con el recuento de los sobres monodosis utilizados en las visitas
1,2,3,4y5.

Variables de evaluacion clinica:

1. Tamaio tumoral: didametro maximo del tumor y area tumoral.

2. Caracteristicas objetivas del CBC: Se anoté la presencia de eritema,
erosion, ulceracion y pustulas. Se anoto6 el diametro maximo de eritema y el
area de eritema.

3. Caracteristicas subjetivas del paciente: Se anotd la presencia de prurito,

dolor, escozor, fiebre y otros sintomas referidos por el paciente.
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Variables de evaluacién patoldgica:

1. Patrén histolégico del CBC: superficial, nodular o infiltrante. Se considero
CBC de patrén superficial cuando se observaban multiples microlébulos de
células tumorales que pendian de la capa basal epidérmica o de la vaina
folicular externa ocupando sélo la dermis superficial y yuxtaepitelial. Se
consideré CBC de patron nodular cuando se observaban densos acumulos
de células neoplasicas, formando Iébulos tumorales unicos o multiples,
generalmente redondeados u ovales. Se consider6 CBC de patron
infiltrante cuando se observaban cordones neoplasicos de grosor variable
infiltrando la dermis o prolongaciones espiculares infiltrativas en la parte
mas profunda del tumor. Si en la primera biopsia el tumor era de patrén
superficial, pero en la segunda o tercera habia patrén nodular, ese tumor
pasaba a considerarse CBC nodular. Si en la primera biopsia el tumor era
de patrén superficial o nodular, pero en la segunda o tercera habia patrén
infiltrante, ese tumor pasaba a considerarse CBC infiltrante.

Indice apoptotico: porcentaje de células tumorales Tunel positivas.

Indice proliferativo (ki-67): porcentaje de células tumorales ki-67 positivas.
Expresion de p53: porcentaje de células tumorales p53 positivas.

Expresion de bcl-2: porcentaje de células tumorales bcl-2 positivas.

o 0k w N

Células del infiltrado inflamatorio (células totales, CD3+, CD8+, CD20+,
CD56+, CD68+, grancima B+ y S-100+): numero de células por campo
(x400) y porcentaje de células positivas.

Variables para la evaluacion de la seguridad: Se registraron en cada visita

todos los acontecimientos adversos (AA), que se definieron como un cambio
desfavorable que se presentase en un sujeto sometido a investigacion clinica al
que se le administraba un producto farmacéutico, independientemente que se
considerase o no relacionado con dicho producto. Cualquier signo, sintoma o
enfermedad, desfavorable y no intencionado, que se presentaron asociados
temporalmente con el uso de un producto medicinal podian constituir un AA. La
intensidad de los AA se valoré como leve (no interferia con la vida cotidiana del
sujeto), moderada (interferia pero no impedia la actividad habitual) y severa
(interferia algun aspecto importante de la vida cotidiana y el tratamiento debia

interrumpirse por el AA). La frecuencia se defini6 como puntual, recurrente o
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persistente. La relacién de causalidad se establecié segun la clasificacion de

Karch y Lasagna: no relacionada, improbable, posible y cierta.

Aspectos éticos: El estudio se llevo a cabo de acuerdo con los requerimientos

éticos de las declaraciones de Helsinki, revision de Sudafrica, Octubre 1996. El

estudio se realizé cumpliendo con la normativa existente en Espafia detallada

en el apartado 18/90 (21de noviembre) y 31/95 de la DGFPS espafiola relativo

a estudios con farmacos y siguiendo las Buenas Practicas Clinicas.

Plan detallado del estudio: Se realizaron 14 visitas por paciente:

1.

Visita —1 o preinclusién. Se recogian los datos sociodemograficos, las
enfermedades concomitantes, la medicacion concomitante no esporadica,
el tamanfo y caracteristicas objetivas del tumor y los sintomas que referia el
paciente. Se realizaba una biopsia cutanea en sacabocados de 4 milimetros
para estudio patolégico.

Visita 0 o basal. 15 dias después de la visita —1. Se recogia el resultado
histolégico de la biopsia y se evaluaba si el paciente cumplia todos los
criterios de seleccion del estudio. Si el paciente aceptaba participar en el
estudio, se firmaba el consentimiento informado escrito. Se entregaban al
paciente los 24 sobres del tratamiento y se le instruia sobre su correcta
aplicacion.

Visita 1: 7 dias después de la visita 0. Se recogian el tamarfo y
caracteristicas objetivas del tumor y los sintomas que referia el paciente. Se
hacia la valoracién de seguridad y se hacia el recuento y anotacion de los
sobres monodosis utilizados. Se realizaba una biopsia cutanea en
sacabocados de 4 milimetros para estudio patologico a los pacientes de los
grupos Cy D.

Visita 2: 7 dias después de la visita 1. Se recogian el tamafo y
caracteristicas objetivas del tumor y los sintomas que referia el paciente. Se
hacia la valoracion de seguridad y se hacia el recuento y anotacion de los
sobres monodosis utilizados. Se realizaba una biopsia cutanea en
sacabocados de 4 milimetros para estudio patolégico a los pacientes del
grupo B.

Visita 3: 7 dias después de la visita 2. Se recogian el tamafo y
caracteristicas objetivas del tumor y los sintomas que referia el paciente. Se

hacia la valoracién de seguridad y se hacia el recuento y anotacion de los
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sobres monodosis utilizados. Se realizaba una biopsia cutanea en
sacabocados de 4 milimetros para estudio patolégico a los pacientes del
grupo A.

6. Visita 4: 7 dias después de la visita 3 y 4 semanas de tratamiento. Se
recogian el tamano y caracteristicas objetivas del tumor y los sintomas que
referia el paciente. Se hacia la valoracion de seguridad, se hacia el
recuento y anotacion de los sobres monodosis utilizados.

7. Visita 5: final del tratamiento. Se recogian el tamafo y caracteristicas
objetivas del tumor y los sintomas que referia el paciente. Se hacia la
valoracion de seguridad, se hacia el recuento y anotacién de los sobres
monodosis utilizados.

8. Visita 6: 6 semanas después de la visita 5. Se recogian el tamafno y
caracteristicas objetivas del tumor y los sintomas que referia el paciente. Se
realizaba una biopsia cutanea en sacabocados de 4 milimetros para estudio
patologico a todos los pacientes.

9. Visita 7: 2 meses postratamiento. Se recogia el resultado histolégico de la
biopsia. Si en la biopsia habia CBC el paciente se excluia del estudio y se le
ofrecia otra opcidn terapéutica. Si en la biopsia no habia CBC el paciente
pasaba al programa de visitas de seguimiento.

10.Visita 8: 6 meses postratamiento. Se valoraba la zona tratada con Im. En
caso de sospecha clinica de CBC se realizaba una biopsia cutanea para
estudio patoldgico.

11.Visita 9: 9 meses postratamiento. Se valoraba de la zona tratada con Im. En
caso de sospecha clinica de CBC se realizaba una biopsia cutanea para
estudio patologico.

12.Visita 10: 12 meses postratamiento. Se valoraba de la zona tratada con Im.
En caso de sospecha clinica de CBC se realizaba una biopsia cutanea para
estudio patologico.

13.Visita 11: 18 meses postratamiento. Se valoraba de la zona tratada con Im.
En caso de sospecha clinica de CBC se realizaba una biopsia cutanea para
estudio patoldogico.

14. Visita 12: 24 meses postratamiento. Se valoraba de la zona tratada con Im.
En caso de sospecha clinica de CBC se realizaba una biopsia cutanea para

estudio patoldgico.
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4.2. ESTUDIO RANDOMIZADO EN 30 CBC

Titulo: Estudio clinico randomizado con placebo sobre los efectos de Im crema
al 5% en 30 casos de CBC.
Disefio: Ensayo clinico aleatorizado, doble ciego y prospectivo.

Centro participante: Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, Barcelona.

Investigadores:

D. Vidaly Dr. Alomar del servicio de Dermatologia del HSCSP .
Dr. Matias-Guiu del servicio de Anatomia Patolégica del HSCSP.
Dr. Gich del servicio de Epidemiologia del HSCSP.

Dr. Sanz del servicio de Farmacia del HSCSP.

Dr. Coll de laboratorios Puig.

Comité ético de investigacion clinica: C.E.I.C. del HSCSP.

Tratamiento: Im crema al 5% y la crema vehiculo (excipiente) .

Fase de ensayo clinico: Fase V.

Tipo de ensayo clinico: Ensayo clinico con un principio activo de una

especialidad farmacéutica en nuevas condiciones de uso.

Afeccidn en estudio: Carcinoma basocelular.

Tamano de la muestra: 30 pacientes con CBC .

Grupos de tratamiento: 24 pacientes se trataron con Im (grupo Im) y 6

pacientes se trataron con la crema vehiculo (grupo Ex), en una relacién 4 a 1.

Presentacién del tratamiento: Sobres monodosis.

Método de aplicacién: Igual que en el estudio abierto con 55 CBC.

Posologia: 15 pacientes se trataron 3 noches por semana (12 del grupo Imy 3
del grupo Ex) y utilizaron 6 sobres monodosis. 15 pacientes se trataron 5
noches por semana (12 del grupo Im y 3 del grupo Ex) y utilizaron 10 sobres
monodosis .

Duracioén del tratamiento: 2 semanas.

Periodo de inclusion: Septiembre del 2001 y Febrero del 2002.

Aleatorizacién de tratamiento: La aleatorizacion de los tratamientos (Im o Ex)

se realizd con un programa informatico.

Asignacién de tratamiento: El tratamiento fue asignado a los pacientes de
forma consecutiva siguiendo la lista de tratamientos aleatorizados .

Numero de biopsias: 3 por paciente, 90 en total.
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Obtencién de las biopsias: Antes del tratamiento (visita —1); al final de la

primera semana de tratamiento (visita 1); y al final de la segunda semana de
tratamiento (visita 2).

Tipo de control: Se utilizé crema vehiculo sin principio activo (excipiente) como

tratamiento control.

Técnicas de enmascaramiento: A todos los pacientes se les hizo entrega de los

sobres monodosis del tratamiento en la visita 0. El aspecto externo de los
sobres como las caracteristicas de la crema era iguales para los dos grupos de
tratamientos (Im vs. crema vehiculo), sin ningun tipo de distintivo que los
identificara. Cada sobre monodosis tenia una etiqueta que incluira el nombre
del investigador principal, el codigo del estudio y el cédigo de aleatorizacion del
envase. A todos los pacientes se les hizo entrega de las mismas instrucciones
de aplicacidon de la crema, con la salvedad de la frecuencia de aplicacién: 3
noches por semana para 15 pacientes y 5 noches por semana para los otros 15
pacientes.

Tipo de ciego: La parte clinica tenia un doble ciego ya que ni los

investigadores, ni los pacientes conocian inicialmente el tipo de tratamiento
asignado. El Dr. Sanz era el unico que sabia la composicion de los sobres
monodosis de tratamiento. El Dr. Gich realizdé una lista con los tratamientos
aleatorizados que se entregd a Farmacia. Aqui se prepararon bolsas de
plastico numeradas con los sobres monodosis de cada tratamiento en su
interior. Estos sobres se entregaron a D. Vidal, que los daba a los pacientes
incluidos en el estudio de forma consecutiva siguiendo su numeracion. Las
determinaciones ecograficas se realizaron a doble ciego, dado que ni los
investigadores, ni los pacientes conocian el tipo de tratamiento asignado. La
interpretacion de los resultados patoldgicos se hizo a ciego simple. La apertura
del ciego sélo se realizé una vez finalizados los estudios clinicos y patoldgicos
y una vez introducidos todos los datos en la base de datos para realizar el
analisis estadistico de los mismos..

Cumplimiento _del tratamiento: ElI cumplimiento del tratamiento se realizé de

forma objetiva con el recuento de los sobres monodosis utilizados en las visitas
1y 2.
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Variables de evaluacion clinica:

. Tamano tumoral: diametro maximo del tumor y area tumoral.

Caracteristicas objetivas del CBC: Se anotd la presencia de eritema,
erosion, ulceracion y pustulas. Se anot6 el diametro maximo de eritema y el
area de eritema.

Caracteristicas subjetivas del paciente: Se anot6 la presencia de prurito,

dolor y escozor.

Variables de evaluacion patoldgica:

1.

N o s~ D

Patrén histologico del CBC: superficial, nodular e infiltrante. Se consider6
CBC de patrén superficial cuando se observaban multiples microlébulos de
células tumorales que pendian de la capa basal epidérmica o de la vaina
folicular externa ocupando sélo la dermis superficial y yuxtaepitelial. Se
consideré CBC de patron nodular cuando se observaban densos acumulos
de células neoplasicas, formando Iébulos tumorales unicos o multiples,
generalmente redondeados u ovales. Se consider6 CBC de patrén
infiltrante cuando se observaban cordones neoplasicos de grosor variable
infiltrando la dermis o prolongaciones espiculares infiltrativas en la parte
mas profunda del tumor. Si en la primera biopsia el tumor era de patrén
superficial, pero en la segunda o tercera habia patrén nodular, ese tumor
pasaba a considerarse CBC nodular. Si en la primera biopsia el tumor era
de patron superficial o nodular, pero en la segunda o tercera habia patron
infiltrante, ese tumor pasaba a considerarse CBC infiltrante.

Indice apoptatico: porcentaje de células tumorales Tunel positivas.

Indice proliferativo (ki-67): porcentaje de células tumorales ki-67 positivas .
Expresion de p53: porcentaje de células tumorales p53 positivas.

Expresion de bcl-2: porcentaje de células tumorales bcl-2 positivas.

Células del infiltrado inflamatorio: numero de células por campo (x400).

Variables de evaluacion ecografica:

1.
2.

Grosor del CBC y del infiltrado inflamatorio en milimetros.

Ecogenicidad de la dermis .

Variables para la evaluacién de la seguridad: Igual que en el estudio abierto

con 55 CBC .

Aspectos éticos: Igual que en el estudio abierto con 55 CBC .

Pdliza de seguro: Igual que en el estudio abierto con 55 CBC .
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Plan detallado del estudio: Se realizaron 4 visitas por paciente: .

1.

3.

4.

Visita —1 o preinclusién. Se recogian los datos sociodemograficos, las
enfermedades concomitantes, la medicacidon concomitante no esporadica,
el tamanfo y caracteristicas objetivas del tumor y los sintomas que referia el
paciente. Se evaluaba la lesién con el Dermascan C y se realizaba una
biopsia cutanea en sacabocados de 4 milimetros para estudio patoldgico.
Visita 0 o basal. 15 dias después de la visita —1. Se recogia el resultado
histolégico de la biopsia y se evaluaba si el paciente cumplia todos los
criterios de seleccion del estudio. Si el paciente aceptaba participar en el
estudio, se firmaba el consentimiento informado escrito. Se entregaban al
paciente los sobres del tratamiento aleatorizado y se le instruia sobre su
correcta aplicacion.

Visita 1: 7 dias después de la visita 0. Se recogian el tamafo vy
caracteristicas objetivas del tumor, se hacia la valoracién de seguridad, se
hacia el recuento y anotacion de los sobres monodosis utilizados, se
evaluaba la lesion con el Dermascan C y se realizaba una biopsia cutanea
en sacabocados de 4 milimetros para estudio patoldgico.

Visita 2: 7 dias después de la visita 1. Se recogian el tamafo y
caracteristicas objetivas del tumor, se hacia la valoracion de seguridad, se
hacia el recuento y anotacion de los sobres monodosis utilizados, se
evaluaba la lesion con el Dermascan C y se realizaba una biopsia cutanea

en sacabocados de 4 milimetros para estudio patoldgico.
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5. PACIENTES Y METODOS

5.1. PACIENTES

5.1.1. Criterios de seleccion

Los pacientes incluidos en los estudios debian cumplir todos los criterios de

inclusién y ningun criterio de exclusion.

Criterios de inclusién

N o g bk~ w D=

Hombres y mujeres > 18 afos de edad.

CBC > 8 milimetros de diametro.

CBC confirmado histolégicamente.

CBC primario.

CBC con patrén histologico superficial, nodular o infiltrante.
CBC esporadico.

Consentimiento informado escrito a participar en el estudio.

Criterios de exclusién

. Mujeres gestantes o en periodo de lactancia.

Pacientes inmunodeprimidos.
Pacientes con sindrome de Gorlin, sindrome de Bazex, sindrome de Rombo
0 xeroderma pigmentoso.

Pacientes adictos a toxicos : alcohol, benzodiacepinas, cocaina, heroina...

5. Pacientes que estuvieran recibiendo farmacos inmunosupresores,

inmunomoduladores, citotoxicos, o otro farmaco en investigacion de forma
concomitante al estudio o en las ultimas 8 semanas.

Pacientes con alteraciones psiquicas, limitaciones educacionales y de
comprension de lenguaje escrito que comprometieran el buen cumplimiento
del tratamiento y del régimen de visitas del estudio.

CBC persistente o recurrente a tratamientos previos.

CBC con patrén histologico esclerodermiforme o displasico.

CBC en zonas de alto riesgo (pliegues embrionarios de la cara...).

10.CBC infectados.
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5.1.2. Tamaino muestral

Estudio abierto en 55 CBC: 55 pacientes repartidos en 4 grupos: 10 pacientes

en el grupo A, 12 pacientes en el grupo B, 13 pacientes en el grupo Cy 20
pacientes en el grupo D.

Estudio randomizado en 30 CBC: 30 pacientes repartidos en 2 grupos: 24

pacientes en el grupo Im y 6 pacientes en el grupo Ex.
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5.2. METODOS

5.2.1. Tratamientos

Im crema al 5% se obtuvo de la presentacién comercial disponible en Espafia
(Aldara® 3M Pharmaceuticals). La crema vehiculo de Aldara® (excipiente) se
obtuvo de la fabrica de 3M Pharmaceuticals del Reino Unido.

Todos los tratamientos se presentaron en forma de sobres monodosis.

En el estudio abierto con 55 CBC todos los envoltorios eran iguales (color
blanco y verde y con texto). En el estudio randomizado con 30 CBC los

envoltorios eran totalmente blancos sin texto.

5.2.2. Calculo de las areas
Las areas de tumor y de eritema se calcularon siguiendo la férmula de calculo
del area de una superficie eliptica: A x B x n / 4. Ay B son los diametros

perpendiculares mayores.

5.2.3. Obtencion de las muestras cutaneas

La biopsias en sacabocados de 4 milimetros de diametro de los CBC se
realizaron en el quiréfano de cirugia menor del Servicio de Dermatologia. Se
utilizé anestesia local con mepivacaina sin adrenalina y punch numero 4 de
Stiefel en todas las biopsias. A cada paciente se le realizaron 3 biopsias del
CBC y en total se obtuvieron 255 muestras cutaneas de 85 pacientes.

Estudio abierto en 55 CBC: 3 biopsias: Antes de iniciar el tratamiento; en el dia

8 de tratamiento para los grupos C y D; en el dia 15 de tratamiento para el
grupo B; en el dia 22 de tratamiento para el grupo A; y 6 semanas después de
acabar el tratamiento. Un total de 165 muestras cutaneas.

Estudio randomizado en 30 CBC: 3 biopsias: Antes de iniciar el tratamiento; en

los dias 8 y 15 de tratamiento. Un total de 90 muestras cutaneas.

5.2.4. Procesado de las biopsias cutaneas

Cada muestra cutanea de 4 milimetros de diametro se partia en dos mitades
iguales de 2 milimetros. Este proceso se realizaba en el quiréfano del Servicio
de Dermatologia con un bisturi del numero 11 y una placa de plastico rigido, y

las dos mitades de la biopsia se transportaban de inmediato al Servicio de
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Anatomia Patoldgica. Una mitad de la biopsia era fijada en formaldehido,
incluida en parafina y guardada en un archivador a temperatura ambiente. La
otra mitad de la biopsia se congelaba con nitrégeno liquido y se guardaba en el
congelador vertical Angelantoni a -70° C.

A partir de la muestra parafinada se realizaban 4 secciones para tincién en
hematoxilina y eosina y estudio histolégico. Si las secciones mostraban un CBC
de patron histolégico superficial, nodular o infiltrante y el paciente era incluido
en el estudio, se realizaban nuevas de secciones de 5 micras de la muestra
parafinada para la inmunotinciones de p53, Ki-67 y bcl-2. A partir de la muestra
congelada se realizaban secciones de 5 micras para la técnica de Tunel.

Al final del estudio clinico abierto en 55 CBC se seleccionaron 25 casos de
CBC tratados con Im que no presentaron recidiva tras 18 meses de
seguimiento. 5 casos fueron utilizados para evaluar el infiltrado inflamatorio
peritumoral previo al tratamiento, 5 casos para estudiar el infiltrado después de
3 dosis de Im (biopsias del dia 8 del grupo C), 5 casos para estudiar el infiltrado
después de 5 dosis de Im (biopsias del dia 8 del grupo D), 5 casos para
estudiar el infiltrado después de 6 dosis de Im (biopsias del dia 15 del grupo B)
y 5 casos para estudiar el infiltrado después de 9 dosis de Im (biopsias del dia
22 del grupo A). A partir de la muestra parafinada se realizaron tinciones de
hematoxilina-eosina para determinar la densidad celular del infiltrado y se
realizaron las inmunotinciones para los antigenos CD3, CD8, CD20, CD56,
CD68, grancima B y S-100.

5.2.5. Método de las inmunotinciones

Los estudios inmunohistoquimicos se realizaron en secciones de 5 micras
obtenidas del bloque de tejido fijado en formol e incluido en parafina, mediante
la técnica de Envision-peroxidasa. Tras desparafinar e hidratar, las secciones
se sometieron a tratamiento de recuperacion antigénica mediante incubacion
en pepsina (S-100) o mediante calor (121°C) en autoclave en tampon citrato pH
6.0 (p53, bcl-2, CD3, CD8, CD20, CD68) o en tampon EDTA pH 8.0 (Ki-67,
CD56, grancima B). Se incubé con peroxido de hidrégeno 6% para inhibir
peroxidasas enddgenas durante 5 minutos. Posteriormente se incubd con el
anticuerpo primario 30 minutos y después con Envision (Dako) 30 minutos. Se

revelé con DAB, 5 minutos y se procedid a contratefir con hematoxilina. En
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todos los pasos intermedios se efectuaron lavados con PBS. Por ultimo, las
secciones fueron deshidratadas y montadas con DPX.

P53: proteina nuclear. En muestras seleccionadas con CBC se estudio el
porcentaje de células del CBC que expresaban p53 (salvaje o mutada). Se
utilizé el anticuerpo monoclonal para P53 de Bio Genex, San Ramoén, Ca, USA.
Clon BP 53-12-1. Cédigo N° MU195-UC. Dilucién de trabajo 1/150. Control
positivo externo: carcinoma del colon P53 positivo.

Ki-67: proteina nuclear. En muestras seleccionadas con CBC se estudié el
indice proliferativo (ki-67) de las células del CBC. Se utiliz6 el anticuerpo
monoclonal MIB-1 de Bio Genex, San Ramén, Ca, USA. Clon MIB-1. Cédigo N°
MU297-UC. Dilucion de trabajo 1/15. Control positivo externo: amigdala
hipertréfica Ki-67 positiva.

Bcl-2: proteina mitocondrial, nuclear y del reticulo endoplasmico. En muestras
seleccionadas con CBC se estudié el porcentaje de células del CBC que
expresaban bcl-2. Se utilizé el anticuerpo monoclonal para bcl-2 de Dako,
Dinamarca. Clona 124. Codigo N° M 0887. Dilucion de trabajo 1/4. Control
positivo externo: linfoma folicular nodal bcl-2 positivo.

CD3: receptor de superficie de los linfocitos T (TCR). Marcador pan-T. En
muestras seleccionadas con CBC se estudio la poblacion de linfocitos T CD3+
del infiltrado inflamatorio peritumoral. Se utilizé el anticuerpo policlonal para
CD3 de Dako, Dinamarca. Cédigo N° A0452. Dilucién de trabajo 1/200. Control
positivo externo: amigdala hipertrofica.

CD8: receptor de superficie de los linfocitos T citotdxicos y supresores. En
muestras seleccionadas con CBC se estudio la poblacion de linfocitos T CD8+
citotoxicos y supresores del infiltrado inflamatorio peritumoral. Se utilizé el
anticuerpo monoclonal para CD8 de Dako, Dinamarca. Clon C8/144B. Cddigo
M7103. Dilucion de trabajo 1/20. Control positivo externo: amigdala hipertréfica.
CD20: receptor de superficie de los linfocitos B. Marcador pan-B, que no se
expresa en las células plasmaticas maduras. En muestras seleccionadas con
CBC se estudio la poblacion de linfocitos B CD20+ del infiltrado inflamatorio
peritumoral. Se utilizé el anticuerpo monoclonal para CD20 de Dako,
Dinamarca. Clon L26. Codigo N° M0O755. Dilucion de trabajo 1/800. Control

positivo externo: amigdala hipertrofica.
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CD56: receptor de superficie de los linfocitos asesinos naturales (NK). En
muestras seleccionadas con CBC se estudio la poblacion de linfocitos asesinos
naturales CD56+ del infiltrado inflamatorio peritumoral. Se utilizé el anticuerpo
monoclonal para CD56 de Novocastra, United Kingdom. Clon 1B6. Cddigo N°
NCL-CD56- 1B6. Dilucion de trabajo 1/50. Control positivo externo: amigdala
hipertroéfica.

CDG68: proteina lisosomal intracelular de macréfagos y monocitos, pero no en
linfocitos. En muestras seleccionadas con CBC se estudio la poblacion de
macrofagos CD68+ del infiltrado inflamatorio peritumoral. Se utilizo el
anticuerpo monoclonal para CD68 de Dako, Dinamarca, Clon KP1. Cédigo N°
MO0814. Dilucién de trabajo 1/200. Control positivo externo: amigdala
hipertréfica.

Grancima B: proteasa citoplasmatica de los linfocitos T citotdxicos y de los
linfocitos asesinos naturales activados. En muestras seleccionadas con CBC
se estudio la poblacion de linfocitos citotdxicos grancima B+ del infiltrado
inflamatorio peritumoral. Se utilizé el anticuerpo monoclonal para Grancima B
de Novocastra, United Kingdom. Clon 11F1. Codigo N° NCL-GRAN B. Dilucion
de trabajo 1/40. Control positivo externo: linfoma cutaneo anaplasico.

S-100: proteina citoplasmatica de las células dendriticas, de las células de
Schwann y de las células de origen melanocitico. En muestras seleccionadas
con CBC se estudio la poblacién de células dendriticas S-100+ del infiltrado
inflamatorio peritumoral. Se utilizé el anticuerpo policlonal para S-100 de Dako,
Dinamarca. Cédigo N° Z0311. Dilucién de trabajo 1/3200. Control positivo
externo: melanoma. Control positivo interno: melanocitos y células de

Langerhans de la epidermis.
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5.2.6. Técnica de Tunel

En todas las muestras con CBC se estudio el porcentaje de células apoptdticas
(indice apoptdtico) del CBC mediante la técnica de Tunel o terminal
deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP (deoxyuridine triphosphate) biotin
nick end labeling. La apoptosis fragmenta la cromatina e induce la formacion
de radicales hidroxilos en el nucleo y la TDT (terminal deoxynucleotidyl
transferase) une dUTP fijada a la digoxigenina en los radicales hidroxilos.
Posteriormente se afiade una peroxidasa unida a un anticuerpo contra la
digoxigenina y se marcan los hidroxilos formados en la apoptosis. Par la
técnica de Tunel se utilizo el quit de ApopTag, Intergene, Purchase, NY,
EE.UU.

Dado que la técnica de Tunel podia dar resultados variables en secciones de
parafina, se decidio utilizar secciones de muestras congeladas. De cada bloque
congelado se hicieron 6 secciones de 5 micras, que se dividian en dos
laminillas con 3 secciones en cada una. Se realiz6 la técnica de Tunel en las 2
laminillas a la vez y si los resultados del Tunel en las 2 laminillas eran iguales
se considerd que la técnica habia sido correcta. Por el contrario, si los
resultados del Tunel eran diferentes en las dos laminillas se repetia todo el
proceso (6 nuevas secciones para 2 nuevas laminillas y nueva técnica de
Tunel). Una vez obtenidas 2 laminillas con el Tunel igual, se escogian las
mejores secciones para determinar el indice apoptético.

Falsos positivos: melanina y margenes de las secciones. Para evitar falsos

positivos debidos a la melanina, se comparaban las secciones del Tunel con
una seccion procedente de la muestra congelada solo tefiida con hematoxilina.

Control positivo externo: endometrio menstrual.

Control positivo interno: linfocitos peritumorales.

Control negativo interno: queratinocitos de piel sana.
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5.2.7. Evaluacion de las inmunotinciones y del Tunel

Se superviso la buena calidad de todas las inmunotinciones y de la técnica de
Tunel y los casos dudosos o mal tefiidos fueron repetidos. El recuento de las
inmunotinciones y de la técnica de Tunel se realiz6 de forma cuantitativa con la
ayuda de un ocular de microscopio de la marca Olympus (modelo WHK10X-1)
que tenia una rejilla cuadrada integrada, que media 10 x 10 milimetros y tenia
121 intersecciones perpendiculares. Esta rejilla ocupaba un area de 6,25 mm?
a 40 aumentos, 1 mm? a 100 aumentos, 0,25 mm?a 200 aumentos y 0,0625
mm? a 400 aumentos. También se utilizé un contador manual de dos botones.
P53: Se consideraron células p53 positivas aquellas que mostraron una
inmunotincion del nucleo homogénea e intensa. Estudiando las células del CBC
en campos de gran aumento (x 400) se contaron los nucleos que coincidian
con las intersecciones de la rejilla. Se evaluaron un minimo de 200 células y se
determiné el porcentaje de células p53 positivas dividiendo el numero de
células p53 positivas por el total de células evaluadas.

Ki-67: Se consideraron células ki-67 positivas aquellas que mostraron una
inmunotincion del nucleo homogénea e intensa. Estudiando las células del CBC
en campos de gran aumento (x 400) se contaron los nucleos que coincidian
con las intersecciones de la rejilla. Se evaluaron un minimo de 200 células y se
determino el porcentaje de células ki-67 positivas dividiendo el numero de
células ki-67 positivas por el total de células evaluadas. Este porcentaje es el
llamado indice proliferativo.

Bcl-2: Se consideraron células bcl-2 positivas aquellas que mostraron una
inmunotincion del citoplasma homogénea e intensa. Estudiando las células del
CBC en campos de gran aumento (x 400) se contaron los citoplasmas que
coincidian con las intersecciones de la rejilla. Se evaluaron un minimo de 200
células y se determiné el porcentaje de células bcl-2 positivas dividiendo el
numero de células bcl-2 positivas por el total de células evaluadas.

Apoptosis: Se consideraron células apoptéticas o Tunel positivas aquellas que
mostraron una inmunotincion del nucleo homogénea e intensa. Estudiando las
células del CBC en campos de gran aumento (x 400) se contaron los nucleos
que coincidian con las intersecciones de la rejilla. Se evaluaron un minimo de

200 células y se determind el porcentaje de células Tunel positivas dividiendo
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el numero de células Tunel positivas por el total de células evaluadas. Este
porcentaje es el llamado indice apoptdtico.

Infiltrado inflamatorio: se contaron el numero de células del infiltrado

inflamatorio en secciones de hematoxilina-eosina de 400 aumentos (0,0625
mm?). Se determiné el nimero de células por campo de 400 aumentos
haciendo la media de un minimo de 4 determinaciones.

CD3: Se consideraron células CD3+ aquellas que mostraron una inmunotincion
homogénea e intensa. Se contaron el numero de células CD3+ del infiltrado
inflamatorio en secciones de 400 aumentos (0,0625 mm?). Se determind el
numero de células CD3+ por campo de 400 aumentos haciendo la media de un
minimo de 4 determinaciones.

CD8: Se consideraron células CD8+ aquellas que mostraron una inmunotincion
homogénea e intensa. Se contaron el numero de células CD8+ del infiltrado
inflamatorio en secciones de 400 aumentos (0,0625 mm?). Se determind el
numero de células CD8+ por campo de 400 aumentos haciendo la media de un
minimo de 4 determinaciones.

CD20: Se consideraron células CD20+ aquellas que mostraron una
inmunotincion homogénea e intensa. Se contaron el numero de células CD20+
del infiltrado inflamatorio en secciones de 400 aumentos (0,0625 mm?). Se
determind el numero de células CD20+ por campo de 400 aumentos haciendo
la media de un minimo de 4 determinaciones.

CD56: Se consideraron células CD56+ aquellas que mostraron una
inmunotincion homogénea e intensa. Se contaron el numero de células CD56+
del infiltrado inflamatorio en secciones de 400 aumentos (0,0625 mm?). Se
determiné el numero de células CD56+ por campo de 400 aumentos haciendo
la media de un minimo de 4 determinaciones.

CD68: Se consideraron células CD68+ aquellas que mostraron una
inmunotincion homogénea e intensa. Se contaron el numero de células CD68+
del infiltrado inflamatorio en secciones de 400 aumentos (0,0625 mm?). Se
determiné el numero de células CD68+ por campo de 400 aumentos haciendo
la media de un minimo de 4 determinaciones.

Grancima B: Se consideraron células grancima B+ aquellas que mostraron una
inmunotincion homogénea e intensa. Se contaron el numero de células

grancima B + del infiltrado inflamatorio en secciones de 400 aumentos (0,0625
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mm?). Se determiné el nimero de células grancima B + por campo de 400
aumentos haciendo la media de un minimo de 4 determinaciones.

S-100: Se consideraron células S-100+ aquellas que mostraron una
inmunotincion homogénea e intensa. Se contaron el numero de células S-100 +
del infiltrado inflamatorio en secciones de 400 aumentos (0,0625 mm?). Se
determind el numero de células S-100+ por campo de 400 aumentos haciendo

la media de un minimo de 4 determinaciones.

5.2.8. Ecografia cutanea

Mediante un Dermascan C de alta frecuencia (20 MHz) de Cortex Technology
se evaludé el grosor ecografico en milimetros del CBC con el infiltrado
inflamatorio peritumoral y la ecogenicidad de la dermis. Las determinaciones se

realizaron los dias 0, 8 y 15 de tratamiento antes de realizar las biopsias.

5.2.9. Método estadistico
Bases de datos: con todos los resultados clinicos y patolégicos codificados se

crearon bases de datos con el programa Excel 2002.

Estudio descriptivo: en las variables cualitativas se calculé el porcentaje (%) y

se indico el numero de casos (N). En las variables cuantitativas se calculo la
media aritmética (X) y la desviacion tipica (S).

Analisis inferencial: las variables cuantitativas se estudiaron con la T de

Student, analisis de la varianza (ANOVA), modelos lineales generales (test de
Greenhouse-Geisser) y si ANOVA era significativo analisis Post-Hoc (test de
Scheffé) . Para evaluar la relacion entre variables cuantitativas se utilizo el
coeficiente de correlacion de Pearson (r).

Las variables cualitativas se estudiaron con las tablas de contingencia (Chi
cuadrado o test exacto de Fisher).

Analisis multivariante: Regresion logistica (método forward)

Significacion estadistica: si el analisis estadistico mostraba una p < 0,05 se

consideré que las diferencias detectadas eran estadisticamente significativas.

Todos los test aplicados fueron bilaterales.

Programa estadistico: se utilizé el programa SPSS 10.0.
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6. RESULTADOS DEL ESTUDIO ABIERTO CON 55 CBC

6.1. Resultados basales

Entre Enero y Julio del 2001 se seleccionaron 62 pacientes para la visita de
seleccidn (visita -1), pero 12 pacientes (19%) fueron excluidos del estudio por
presentar alguno de los criterios de exclusion del mismo: 10 pacientes no
mostraron CBC en la biopsia y 2 pacientes fueron descartados por no ofrecer
garantias de realizar bien el estudio. Se incluyeron un total de 55 casos de
CBC en 50 pacientes. 45 pacientes tenian un solo CBC y 5 pacientes tenian 2
CBC. Habia 33 CBC en hombres (60%) y 22 CBC en mujeres (40%). La edad
media de los pacientes era de 71,4 anos (S:12,4. Min. 40. Max. 89). El fototipo
de los pacientes era lll en 31 casos (56%), Il en 21 casos (38%) y IV en 3
casos (5%). El CBC se localizaba en la cabeza 35 casos (64%), en el tronco en
13 (24%) y en las extremidades en 7 (12%). El tamafio medio del CBC era de
118,9 mm? (S:141,1. Min. 25,1. Max. 777,5). Ningtin CBC mostr6 eritema ni
pustulas, pero 28 CBC (51%) mostraban erosion o ulceracion. Habia 4 CBC de
patrén histolégico superficial (7%) y 8 CBC nodulares (15%), que sumados
eran 12 CBC no infiltrantes (22%). Los otros 43 CBC eran de patrdn histolégico
infiltrante (78%).

La la biopsia inicial diagndstica la expresion de p53 del CBC era de 34,7%
(S:31,8%); el indice proliferativo (ki-67) del CBC era de 49,3% (S:21,1%); la
expresion de bcl-2 del CBC era de 87,2% (S:26,1%); y el indice apoptético del
CBC era de 0,61% (S:0,26%).

Grupo A

Habia 13 casos de CBC (23% del total) en 11 pacientes. 9 pacientes tenian un
solo CBC y 1 paciente tenia 2 CBC. Habia 3 CBC en hombres (23%) y 10 CBC
en mujeres (77%). La edad media de los pacientes era de 74,3 afios (S:7,5.
Min. 60. Max. 86). El fototipo de los pacientes era Ill en 11 casos (85%) y Il en
2 casos (15%). El CBC se localizaba en la cabeza 5 casos (38%), en el tronco
en 7 (54%) y en las extremidades en 1 caso (8%). El tamaio medio del CBC
era de 1794 mm? (S:211,6. Min. 25,1. May 777,5). Ningin CBC mostrd
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eritema ni pustulas, pero 7 CBC (54%) mostraban erosién o ulceracion. Habia 1
CBC de patrén histologico superficial (8%) y 3 CBC nodulares (23%), que
sumados eran 4 CBC no infiltrantes (31%). Los otros 9 CBC eran infiltrante
(69%). La expresion de p53 del CBC era de 29,6% (S:31,1%); el indice
proliferativo (ki-67) del CBC era de 58,4% (S:17,6%); la expresion de bcl-2 del
CBC era de 86,1% (S:22,9%); y el indice apoptético del CBC era de 0,58%
(S:0,18%).

Grupo B

Habia 12 casos de CBC (21% del total) en 10 pacientes. 8 pacientes tenian un
solo CBC y 2 paciente tenia 2 CBC. Habia 9 CBC en hombres (75%) y 3 CBC
en mujeres (25%). La edad media de los pacientes era de 72,1 afios (S:8,3.
Min. 57. Max. 85). El fototipo de los pacientes era Il en 3 casos (25%), Il en 8
casos (67%) y IV en 1 caso (8%). El CBC se localizaba en la cabeza 8 casos
(67%), en el tronco en 3 (25%) y en las extremidades en 1 caso (8%). El
tamafio medio del CBC era de 94,5 mm? (S:65,1. Min. 37,6. Max. 282,7).
Ningun CBC mostrd eritema ni pustulas, pero 4 CBC (33%) mostraban erosion
o ulceracién. Habia 1 CBC de patron histolégico superficial (8%) y 2 CBC
nodulares (17%), que sumados eran 3 CBC no infiltrantes (25%). Los otros 9
CBC eran infiltrante (75%). La expresion de p53 del CBC era de 26,7%
(S:31,5%); el indice proliferativo (ki-67) del CBC era de 56,9% (S:23,7%); la
expresion de bcl-2 del CBC era de 87,4% (S:26,2%); y el indice apoptético del
CBC erade 0,63% (S:0,22%).

Grupo C

Habia 10 casos de CBC (18% del total) en 10 pacientes. Habia 6 CBC en
hombres (60%) y 4 CBC en mujeres (40%). La edad media de los pacientes era
de 78,7 anos (S:7. Min. 66. Max. 89). El fototipo de los pacientes era Ill en 8
casos (80%) y Il en 2 casos (20%). El CBC se localizaba en la cabeza 9 casos
(90%) y en el tronco en 1 (10%). El tamafio medio del CBC era de 79,2 mm?
(S:52,2. Min. 25,1. Max. 153,9). Ningun CBC mostr6 eritema ni pustulas, pero 5
CBC (50%) mostraban erosion o ulceracion. Habia 1 CBC de patron histologico
nodular (10%) y 9 CBC infiltrantes (90%). La expresién de p53 del CBC era de
33% (S:27,1%); el indice proliferativo (ki-67) del CBC era de 49,4% (S:23,4%);
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la expresion de bcl-2 del CBC era de 93,3% (S:17,7%); y el indice apoptético
del CBC era de 0,59% (S:0,20%).

Grupos A-B-C o 3 noches por semana

Este grupo incluia los grupos A (13 pacientes), B (12 pacientes) y C (10
pacientes). Habia 35 casos de CBC (63% del total) en 32 pacientes. 29
pacientes tenian un solo CBC y 3 pacientes tenian 2 CBC. Habia 18 CBC en
hombres (51%) y 17 CBC en mujeres (49%). La edad media de los pacientes
era de 74,8 afos (S:7,9. Min. 57. Max. 89). El fototipo de los pacientes era lli
en 22 casos (63%), Il en 12 casos (34%) y IV en 1 caso (3%). El CBC se
localizaba en la cabeza 22 casos (62%), en el tronco en 11 (31%) y en las
extremidades en 2 (5%). El tamarfio medio del CBC era de 121,7 mm? (S:141,3.
Min. 25,1. Max. 777,5). Ningun CBC mostro eritema ni pustulas, pero 16 CBC
(46%) mostraban erosién o ulceracion. Habia 2 CBC de patrén histolégico
superficial (6%) y 6 CBC nodulares (17%), que sumados eran 8 CBC no
infiltrantes (23%). Los otros 27 CBC eran infiltrantes (77%). La expresion de
p53 del CBC era de 29,6% (S:29,4%); el indice proliferativo (ki-67) del CBC era
de 55,2% (S:21,3%); la expresion de bcl-2 del CBC era de 88,6% (S:22,4%); y
el indice apoptoético del CBC era de 0,60% (S:0,19%).

Grupo D o 5 noches por semana

Habia 20 casos de CBC (36% del total) en 18 pacientes. 16 pacientes tenian
un solo CBC y 2 pacientes tenian 2 CBC. Habia 15 CBC en hombres (75%) y 5
CBC en mujeres (25%). La edad media de los pacientes era de 65,4 afos
(S:16,3. Min. 40. Max. 87). El fototipo de los pacientes era Il en 9 casos (45%),
I en 9 casos (45%) y IV en 2 casos (10%). El CBC se localizaba en la cabeza
13 casos (65%), en el tronco en 2 (10%) y en las extremidades en 5 (25%). El
tamafio medio del CBC era de 113,9 mm? (S:144,2. Min. 28,. Max. 589).
Ningun CBC mostré eritema ni pustulas, pero 12 CBC (60%) mostraban erosion
o ulceracion. Habia 2 CBC de patron histolégico superficial (10%) y 2 CBC
nodulares (10%), que sumados eran 4 CBC no infiltrantes (20%). Los otros 16
CBC eran infiltrante (80%). La expresién de p53 del CBC era de 43,9%
(S:34,6%); el indice proliferativo (ki-67) del CBC era de 38,7% (S:16,3%); la
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expresion de bcl-2 del CBC era de 84,7% (S:32,4%); y el indice apoptético del
CBC erade 0,63% (S:0,37%).

Grupo CBC no infiltrantes

Habia 12 CBC (22% del total), 6 en hombres (50%) y 6 en mujeres (50%). La
edad media de los pacientes era de 64,3 afos (S:24,7). El fototipo de los
pacientes era lll en 6 casos (50%) y Il en 6 casos (50%). El CBC se localizaba
en la cabeza 5 casos (42%), en el tronco en 5 (42%) y en las extremidades en
2 (16%). El tamafio medio del CBC era de 122,2 mm? (S:202,8). Ningin CBC
mostré eritema ni pustulas, pero 2 CBC (17%) mostraban erosion o ulceracion.
Habia 4 CBC de patrdén histolégico superficial (33%) y 8 CBC nodulares (67%).
La expresion de p53 del CBC era de 34% (S:37,6%); el indice proliferativo (ki-
67) del CBC era de 43,8% (S:22,1%); la expresion de bcl-2 del CBC era de
87,4% (S:28,7%); y el indice apoptotico del CBC era de 0,62% (S:0,3%).

Grupo CBC infiltrantes

Habia 43 CBC (78% del total), 27 en hombres (63%) y 16 en mujeres (37%). La
edad media de los pacientes era de 70,2 afios (S:15,6). El fototipo de los
pacientes era lll en 25 casos (58%), Il en 15 casos (35%) y IV en 3 casos (7%).
El CBC se localizaba en la cabeza 30 casos (70%), en el tronco en 8 (18%) y
en las extremidades en 5 (12%). El tamafio medio del CBC era de 112,5 mm?
(S:118,9). Ningun CBC mostré eritema ni pustulas, pero 26 CBC (60%)
mostraban erosion o ulceracion. La expresion de p53 del CBC era de 33,3%
(S:30,6%); el indice proliferativo (ki-67) del CBC era de 50,8% (S:20,4%); la
expresion de bcl-2 del CBC era de 84% (S:31,2%); y el indice apoptético del
CBC era de 0,58% (S:0,28%).
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Tabla 4. Resultados basales de los grupos A,By C

Grupo A Grupo B Grupo C

NoX %o0S | NoX %oS | NoX %oS
Pacientes 13 23% 12 21% 10 18%
Hombres 3 23% 9 75% 6 60%
Mujeres 10 77% 3 25% 4 40%
Edad media 74,3 7,5 72,1 8,3 78,7 7
Fototipo Il 2 15% 8 67% 2 20%
Fototipo Il 11 85% 3 25% 8 80%
Fototipo IV 0 1 8% 0
Area BCC mm2 179,4 211,6 94,5 65,1 79,1 52,2
Eritema 0 0 0
Erosion 7 54% 4 33% 5 50%
Pustulas 0 0 0
Cabeza 5 38% 8 67% 9 90%
Tronco 7 54% 3 25% 1 10%
Extremidades 1 8% 1 8% 0
BCC 13 23% 12 21% 10 18%
Superficial 1 8% 1 8% 0 0%
Nodular 3 23% 2 17% 1 10%
No infiltrante 4 31% 3 25% 1 10%
Infiltrante 9 69% 9 75% 9 90%
% Cel CBC + 13 12 10
p53 29,6% 31,1% | 26,7% 31,5% | 33,% 27,1%
ki-67 58,4% 17,6% | 56,9% 23,7% | 49,4% 23,4%
bcl-2 86,1% 229% | 87,4% 26,2% | 93,3% 17,7%
Apoptosis 0,58% 0,18% | 0,63% 0,22% | 0,59% 0,20%
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Tabla 5. Resultados basales de los grupos 3 dias/sem y 5 dias/sem

Grupos A-B-C Grupo D
3 dias/sem 5 dias/sem Total

No X % 0S No X % 0S No X % 0 S
Pacientes 35 63% 20 36% 55 100%
Hombres 18 51% 15 75% 33 60%
Mujeres 17 48% 5 25% 22 40%
Edad media 74,8 7,9 65,4 16,3 71,4 12,4
Fototipo I 12 34% 9 45% 21 38%
Fototipo Il 22 63% 9 45% 31 56%
Fototipo IV 1 3% 2 10% 3 5%
Area BCC mm2 121,7 141,3 113,9 144,2 118,9 1411
Eritema 0 0 0
Erosion 16 46% 12 60% 28 51%
Pustulas 0 0 0
Cabeza 22 62% 13 65% 35 64%
Tronco 11 31% 2 10% 13 24%
Extremidades 2 5% 5 25% 7 12%
BCC 35 63% 20 36% 55 100%
Superficial 2 6% 2 10% 4 7%
Nodular 6 17% 2 10% 8 15%
No infiltrante 8 23% 4 20% 12 22%
Infiltrante 27 77% 16 80% 43 78%
% Cel CBC + 35 20 35
p53 29,6% 29,4% 44% 346% | 34,7% 31,8%
ki-67 552% 21,3% | 38,7% 16,3% | 49,3% 21,1%
bcl-2 88,6% 224% | 84,7% 32,5% | 87,2% 26,1%
Apoptosis 0,60% 0,19% | 0,63% 0,37% | 0,61% 0,26%
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Tabla 6. Resultados basales de los CBC infiltrantes y no infiltrantes

CBC

CBC infiltrantes No Infiltrantes Total

No X %0 S No X % 0S No X % 0S
Pacientes 43 78% 12 22% 55 100%
Hombres 27 63% 6 50% 33 60%
Mujeres 16 37% 6 50% 22 40%
Edad media 70,2 15,6 64,3 24,7 71,4 12,4
Fototipo I 15 35% 6 50% 21 38%
Fototipo Il 25 58% 6 50% 31 56%
Fototipo IV 3 7% 0 3 5%
AreaBCC mm2| 112,5 118,9 122,2 202,8 118,9 1411
Eritema 0 0 0
Erosion 26 60% 2 17% 28 51%
Pustulas 0 0 0
Cabeza 30 70% 5 42% 35 64%
Tronco 8 18% 5 42% 13 24%
Extremidades 5 12% 2 16% 7 12%
BCC 43 78% 12 22% 55 100%
Superficial 0 4 33% 4 7%
Nodular 0 8 67% 8 15%
No infiltrante 0 12 100% 12 22%
Infiltrante 43 100% 0 43 78%
% Cel CBC + 43 78% 12 22% 55 100%
p53 33,3% 30,6% 34% 37,6% 34,7% 31,8%
ki-67 50,8% 20,4% 43,8% 22,1% 49,3% 21,1%
bcl-2 84% 31,2% 87,4% 28,7% 87,2% 26,1%
Apoptosis 0,58% 0,28% 0,62% 0,30% 0,61% 0,26%
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6.2. Resultados durante el tratamiento

Durante el tratamiento aparecié eritema en los 55 casos (100%), erosion o
ulceracion en 48 casos (87%) y pustulas estériles en 2 casos (4%). A la mitad
del tratamiento el area de eritema era de 140,2 mm? (S:123), el cociente entre
el area de eritema y el area tumoral del CBC basal era de 1,6 (S:2,2), el
cumplimiento era del 100% y no se habian producido acontecimientos
adversos. En los dias 8 (grupos C y D), 15 (grupo B) y 22 (grupo A) de
tratamiento se recogié una biopsia cutanea para estudio histolégico, que
mostré CBC en 39 casos (71%): 1 CBC superficial, 5 CBC nodulares y 33 CBC
infiltrantes. En 16 biopsias (29%) no se encontr6 CBC y estos pacientes
inicialmente tenian 3 CBC superficiales (75%), 3 CBC nodulares (38%) y 10
CBC infiltrantes (23%).

Grupo A

Durante el tratamiento aparecié eritema en 13 casos (100%) y erosién o
ulceracién en 13 (100%). El dia 22 de tratamiento el area de eritema era de
214,4 mm? (S:131,1) y el cociente entre el area de eritema y el area tumoral
del CBC basal era de 2,7 (S:4,2). La biopsia cutanea del dia 22 mostré CBC en
s6lo 7 casos (54%): 2 CBC de patron nodular y 5 CBC infiltrantes. No habia
CBC en las biopsias de 6 pacientes (46%), que inicialmente tenian 1 CBC
superficial (100%), 1 CBC nodular (33%) y 4 CBC infiltrantes (44%). La
expresion de p53 del CBC era de 29,2% (S:33%); el indice proliferativo (ki-67)
del CBC era de 37,2% (S:20,1%); la expresion de bcl-2 del CBC era de 73%
(S:32,9%); y el indice apoptotico del CBC era de 1,88% (S:0,66%).

Grupo B

Durante el tratamiento aparecié eritema en 12 casos (100%) y erosién o
ulceracion en 10 (83%). Al final de la segunda semana de tratamiento (dia 15)
el tamafio medio del eritema era de 126,1 mm? (S:76,3) y el cociente entre el
area de eritema y el area tumoral del CBC basal era de 1,5 (S:0,7). La biopsia
cutanea del dia 15 demostré CBC en 7 casos (58%): 2 CBC de patrén nodular
y 5 CBC infiltrantes. No habia CBC en las biopsias de 5 pacientes (42%), que
inicialmente tenian 1 CBC superficial (100%) y 4 CBC infiltrantes (44%). La
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expresion de p53 del CBC era de 22,2% (S:35%); el indice proliferativo (ki-67)
del CBC era de 72,5% (S:26,9%); la expresion de bcl-2 del CBC era de 78%
(S:36,9%); y el indice apoptotico del CBC era de 2,02% (S:1,3%).

Grupo C

Durante el tratamiento aparecié eritema en 10 casos (100%), erosion o
ulceracion en 7 (70%) y pustulas en 1 (10%). Al final de la primera semana de
tratamiento (dia 8) el tamafio medio del eritema era de 74,8 mm? (S:53,9) y el
cociente entre el area de eritema y el area tumoral del CBC basal era de 1
(S:0,4). La biopsia cutanea del dia 8 demostré CBC en 9 casos (90%): 1 CBC
de patron nodular y 8 CBC infiltrantes. No habia CBC en la biopsia de 1
paciente (10%) que inicialmente tenian 1 CBC infiltrante (11%). La expresion
de p53 del CBC era de 36,6% (S:31,2%); el indice proliferativo (ki-67) del CBC
era de 62,4% (S:27%); la expresion de bcl-2 del CBC era de 74,8% (S:20,7%);
y el indice apoptético del CBC era de 1,50% (S:0,71%).

Grupo D

Durante el tratamiento aparecié eritema en 20 casos (100%), erosion o
ulceracién en 20 (100%) y pustulas en 1 (5%). Al final de la primera semana de
tratamiento (dia 8) el tamafio medio del eritema era de 133 mm? (S:145,7) y el
cociente entre el area de eritema y el area tumoral del CBC basal era de 1,3
(S:0,9). La biopsia cutanea del dia 8 demostré CBC en 16 casos (80%): 1 CBC
de patrén superficial y 15 CBC infiltrantes. No habia CBC en la biopsia de 4
pacientes (20%), que inicialmente tenian 1 CBC superficial, 2 nodulares y 1
infiltrante. La expresion de p53 del CBC era de 32,7% (S:31,7%); el indice
proliferativo (ki-67) del CBC era de 38,7% (S:23%); la expresion de bcl-2 del
CBC era de 59,9% (S:37,3%); y el indice apoptético del CBC era de 1,59%
(S:1,33%).
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Tabla 7. Resultados durante el tratamiento de los grupos A, B,CyD

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D

NoX %oS|NoX %oS|NoX %oS|NoX %oS
Dia tto 22 15 8 8
Pacientes 13 12 10 20
Area eritema
mm?2 2144 131,1 | 1261 76,3 74,8 53,9 133 145,7
AE/AT 2,7 4,2 1,5 0,7 1,0 0,4 1,3 0,9
Eritema 13 100% 12 100% 10 100% 20 100%
Erosion 13 100% 10 83% 7 70% 18 90%
Pustulas 0 0% 0 0% 1 10% 1 5%
Bx sin CBC 6 46% 5 42% 1 10% 4 20%
Superficial 1 100% 1 100% 0 1 50%
Nodular 1 33% 0 0 2 100%
No infiltrante 2 50% 1 33% 0 3 75%
Infiltrante 4 44% 4 44% 1 11% 1 6%
Bx con BCC 7 54% 7 58% 9 90% 16 80%
Superficial 0 0 0 1 50%
Nodular 2 67% 2 100% 1 100% 0
No infiltrante 2 50% 2 67% 1 100% 1 1%
Infiltrante 5 56% 5 56% 8 89% 15 94%
% Cel CBC + 7 7 9 16
p53 292% 33% |22,2% 35% | 36,6% 31,2% |32,7% 31,7%
ki-67 372% 20,1% | 72,5% 26,9% | 62,4% 27% |38,7% 23%
bcl-2 73% 329% | 78% 36,9% | 74,8% 20,7% | 59,9% 37,3%
Apoptosis 1,88% 0,66% | 2,02% 1,30% | 1,50% 0,71% | 1,59% 1,33%
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6.3. Resultados al final del tratamiento

Al final del tratamiento el tamafio medio del eritema era de 492,6 mm?
(S:636,5) y el cociente entre el area de eritema y el area tumoral del CBC basal
(AE/AT) era de 6,9 (S:10,3). Habia eritema en 52 casos (95%), erosién o
ulceracién en 47 (85%) y pustulas en 4 (7%). ElI cumplimiento del tratamiento
era del 98% y se produjeron 2 acontecimientos adversos (AA) en 2 pacientes

(5% de los CBC tratados): un varon del grupo B y una mujer del grupo D.

Grupo A

Al final del tratamiento el tamafio medio del eritema era de 434,4 mm?
(S:281,8) y el cociente AE/AT era de 4,8 (S:4,9). Habia eritema en 13 casos
(100%) y erosion o ulceracion en 11 (84%). El cumplimiento del tratamiento era

del 100% y no se produjo ningun AA.

Grupo B

Al final del tratamiento el tamafio medio del eritema era de 697,6 mm?
(S:1066,4) y el cociente AE/AT era de 8,8 (S:12,3). Habia eritema en 12 casos
(100%), erosion o ulceracion en 9 (75%) y pustulas en 2 (17%). El
cumplimiento del tratamiento era del 92% y se produjo 1 AA (17% de los CBC
tratados): un varon de 85 anos que se trataba 2 CBC de la cabeza de manera
simultanea presentd un cuadro seudogripal con febricula, cefalea y mal estado
general al principio de la 42 semana de tratamiento. El AA motivd la suspension
del tratamiento cuando solo se habia completado el 50% del mismo (4
semanas de las 8 previstas). El probable motivo del AA fue que el paciente
aplico la crema mas veces de las indicadas: 2 veces al dia 3 dias por semana

en lugar de 1 vez al dia 3 dias por semana.

Grupo C

Al final del tratamiento el tamafio medio del eritema era de 208,3 mm?
(S:383,2) y el cociente AE/AT era de 2,9 (S:4,1). Habia eritema en 7 casos
(70%) y erosién o ulceracion en 7 (70%). ElI cumplimiento del tratamiento era

del 100% y no se produjo ningun AA.

66



Grupos A-B-C o 3 noches por semana

Al final del tratamiento el tamafio medio del eritema era de 460 mm? (S:688,2)
y el cociente AE/AT era de 5,6 (S:8,2). Habia eritema en 32 casos (91%),
erosion o ulceracién en 27 (77%) y pustulas en 2 (6%). EI cumplimiento del
tratamiento era del 97% y se produjo 1 AA (6% de los CBC).

Grupo D o 5 noches por semana

Al final del tratamiento el tamafio medio del eritema era de 549,7 mm?
(S:546,4) y el cociente AE/AT era de 9,3 (S:13,2). Habia eritema en 20 casos
(100%), erosion o ulceracion en 20 (100%) y pustulas en 2 (10%). El
cumplimiento del tratamiento era del 100% y se produjo 1 AA (5% de los CBC):
una mujer de 76 afios que se trataba 1 CBC de la cabeza presenté una gran
reaccion inflamatoria local (erosién, costras y area de eritema 28 veces mayor
que el area tumoral inicial), cuadro seudogripal con cefalea y astenia. EI AA
motivo la suspension temporal del tratamiento, pero tras una semana de
descanso se pudo reiniciar y completar. El probable motivo del AA fue una

absorcién elevada Im en una superficie erosionada muy extensa.

Grafica 1. Resultados al final tratamiento de los grupos 3 dias/sem y 5 d/s
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Tabla 8. Resultados al final del tratamiento de los grupos A,By C

Grupo A Grupo B Grupo C

No X %0S NoX %o0oS | NoX %oS
Pacientes 13 100% 12 100% 10 100%
Area eritema mm2 434 .4 281,8 697,6 1066,4 | 208,3 383,2
AE/AT 4,8 4,9 8,8 12,3 2,9 4.1
Eritema 13 100% 12 100% 7 70%
Erosion 11 85% 9 75% 7 70'%
Pustulas 0 0% 2 17% 0 0%
A. adversos 0 0% 2 17% 0 0%
Cumplimiento tto 100% 92% 100%

Tabla 9. Resultados al final del tratamiento de los grupos 3 dias/s y 5 d/s

Grupos A-B-C Grupo D
3 dias/sem 5 dias/sem Total

No X %0S NoX %o0oS | NoX %oS
Pacientes 35 100% 20 200% 55 100%
Area eritema mm2 460,0 688,2 549,7 546,4 | 4926 636,5
AE/AT 5,6 8,2 9,3 13,2 6,9 10,3
Eritema 32 91% 20 100% 52 95%
Erosién 27 77% 20 100% 47 85%
Pustulas 2 6% 2 10% 4 7%
A. adversos 2 6% 1 5% 3 5%
Cumplimiento tto 97% 100% 98%




6.4. Resultados 6 semanas postratamiento

Seis semanas postratamiento 13 pacientes (24%) mostraban CBC clinicamente
visibles, que tenian una area tumoral de 34,7 mm? (S:31,5). Evaluando los 55
CBC en conjunto el area tumoral media era de 9,5 mm? (S:22,4). Ningun
paciente mostraba eritema o pustulas, pero habia erosién o ulceracién en 5
casos (9%), todos ellos con CBC clinicamente visible.

La biopsia cutdanea mostré CBC en 13 casos (24%): 1 CBC de patron nodular y
12 CBC infiltrantes. No habia CBC en las biopsias de 42 pacientes (76%), que
inicialmente tenian 4 CBC superficiales (100%), 7 CBC nodulares (87%) y 31
CBC infiltrantes (72%). La expresion de p53 del CBC era de 32,4% (S:34,3%);
el indice proliferativo (ki-67) del CBC era de 37,7% (S:25,7%); la expresiéon de
bcl-2 del CBC era de 58,3% (S:43,1%); y el indice apoptético del CBC era de
0,85% (S:0,54%).

Grupo A

Seis semanas postratamiento 3 pacientes (23%) mostraban CBC clinicamente
visibles, que tenian una area tumoral de 39,2 mm? (S:46,1). Evaluando los 13
CBC en conjunto el area tumoral media era de 12,1 mm? (S:29,8). Ningun
paciente mostraba eritema o pustulas, pero habia erosién o ulceracién en 1
caso (8%). La biopsia cutanea mostré CBC en 3 casos (23%): 1 CBC de patrén
nodular y 2 CBC infiltrantes. No habia CBC en las biopsias de 10 pacientes
(77%), que inicialmente tenian 1 CBC superficial (100), 2 CBC nodulares (67%)
y 7 CBC infiltrantes (78%).

La expresion de p53 del CBC era de 25,3% (S:14,2%); el indice proliferativo (ki-
67) del CBC era de 33,3% (S:20,6%); la expresion de bcl-2 del CBC era de
54,7% (S:42,2%); y el indice apoptdtico del CBC era de 1% (S:0,87%).

Grupo B

Seis semanas postratamiento 2 pacientes (17%) mostraban CBC clinicamente
visibles, que tenian una area tumoral de 19,3 mm? (S:17,2). Evaluando los 12
CBC en conjunto el area tumoral media era de 4,8 mm? (S:11,4). Ningln
paciente mostraba eritema, pustulas, erosién o ulceracion. La biopsia cutanea
mostré CBC en 2 casos (17%): 2 CBC infiltrantes. No habia CBC en las
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biopsias de 10 pacientes (83%), que inicialmente tenian 1 CBC superficial
(100), 2 CBC nodulares (100%) y 7 CBC infiltrantes (78%).

La expresion de p53 del CBC era de 1,5% (S:0,7%); el indice proliferativo (ki-
67) del CBC era de 71,5% (S:2,1%); la expresién de bcl-2 del CBC era de 2,5%
(S:0,7%); y el indice apoptético del CBC era de 0,75% (S:0,36%).

Grupo C

Seis semanas postratamiento 2 pacientes (20%) mostraban CBC clinicamente
visibles, que tenian una area tumoral de 11,8 mm? (S:17,1). Evaluando los 10
CBC en conjunto el area tumoral media era de 3,5 mm? (S:9,9). Ningun
paciente mostraba eritema, pustulas, erosién o ulceracién. La biopsia cutanea
mostro6 CBC en 2 casos (20%): 2 CBC infiltrantes. No habia CBC en las
biopsias de 8 pacientes (80%), que inicialmente tenian 1 CBC nodular (100%) y
7 CBC infiltrantes (78%).

La expresion de p53 del CBC era de 42% (S:52,3%); el indice proliferativo (ki-
67) del CBC era de 21% (S:12,7%); la expresion de bcl-2 del CBC era de
74,5% (S:34,6%); y el indice apoptético del CBC era de 0,55% (S:0,07%).

Grupos A-B-C o 3 noches por semana

Seis semanas postratamiento 7 pacientes (20%) mostraban CBC clinicamente
visibles, que tenian una area tumoral de 31,3 mm? (S:32,5). Evaluando los 35
CBC en conjunto el area tumoral media era de 7,2 mm? (S:19,9). Ningun
paciente mostraba eritema o pustulas, pero habia erosién o ulceracion en 1
casos (3%). La biopsia cutanea mostro CBC en 7 casos (30%): 1 CBC nodular
y 6 CBC infiltrantes. No habia CBC en las biopsias de 28 pacientes (80%), que
inicialmente tenian 2 CBC superficiales (100%), 5 CBC nodulares (83%) y 21
CBC infiltrantes (77%).

La expresion de p53 del CBC era de 23,3% (S:28,3%); el indice proliferativo (ki-
67) del CBC era de 40,7% (S:25,3%); la expresion de bcl-2 del CBC era de
45,4% (S:41,6%); y el indice apoptético del CBC era de 0,8% (S:0,56%).
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Grupo D o 5 noches por semana

Seis semanas postratamiento 6 pacientes (30%) mostraban CBC clinicamente
visibles, que tenian una area tumoral de 38,6 mm? (S:32,3). Evaluando los 20
CBC en conjunto el area tumoral media era de 13,5 mm? (S:26,2). Ningln
paciente mostraba eritema o pustulas, pero habia erosiéon o ulceracion en 4
casos (20%). La biopsia cutanea mostré6 CBC en 6 casos (30%): 6 CBC
infiltrantes. No habia CBC en las biopsias de 14 pacientes (70%), que
inicialmente tenian 2 CBC superficiales (100%), 2 CBC nodulares (100%) y 10
CBC infiltrantes (62%).

La expresion de p53 del CBC era de 42,2% (S:41,1%); el indice proliferativo (ki-
67) del CBC era de 33,4% (S:28,6%); la expresion de bcl-2 del CBC era de
76,2% (S:42,6%); y el indice apoptatico del CBC era de 0,91% (S:0,57%).

Grafica 2. Areas de tumor y eritema de los grupos 3 d/s y 5 d/s

600
500
400
300
200
100

0

3 d/sem 5 d/sem Total

W Area CBC mm2dia0 @ AreaEritemafintto 0O Area CBC 6 sem postto

71



Tabla 10. Resultados 6 semanas postratamiento de los grupos A, By C

Grupo A Grupo B Grupo C

No X %0S No X % o0S No X %0S
Pacientes 13 100% 12 10
Area CBC mm2 39,2 46,1 19,3 17,2 11,8 171
Area mm?2 12,1 29,8 4.8 11,4 3,5 9,9
Eritema 0 0% 0 0
Erosion 1 8% 0 0
Bx sin CBC 10 77% 10 83% 8 80%
Superficial 1 100% 1 100% 0 0%
Nodular 2 67% 2 100% 1 100%
No infiltrante 3 75% 3 100% 1 100%
Infiltrante 7 78% 7 78% 7 78%
Bx con BCC 3 23% 2 17% 2 20%
Superficial 0 0% 0 0% 0 0%
Nodular 1 33% 0 0% 0 0%
No infiltrante 1 25% 0 0% 0 0%
Infiltrante 2 22% 2 22% 2 22%
% Cel CBC + 3 2 2
p53 25,3% 14,2% 1,5% 0,7% 42,0% 52,3%
ki-67 33,3% 20,6% 71,5% 2,1% 21,0% 12,7%
bcl-2 54,7% 42,2% 2,5% 0,70% 74,5% 34,6%
Apoptosis 1,00% 0,87% 0,75% 0,36% 0,55% 0,07%
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Tabla 11. Resultados 6 sem postratamiento de los grupos 3 d/sy 5 d/s

Grupos A-B-C Grupo D
3 dias/sem 5 dias/sem Total

No X % 0S No X % 0 S No X % 0S
Pacientes 35 20 55
Area CBC mm2 31,3 32,5 38,6 32,3 34,7 31,5
Area mm2 7,2 19,9 13,5 26,2 9,5 22,4
Eritema 0 0 0 0%
Erosion 1 3% 4 20% 5 9%
Bx sin CBC 28 80% 14 70% 42 76%
Superficial 2 100% 2 100% 4 100%
Nodular 5 83% 2 100% 7 87%
No infiltrante 7 87% 4 100% 11 91%
Infiltrante 21 77% 10 62% 31 72%
Bx con BCC 7 20% 6 30% 13 24%
Superficial 0 0% 0 0% 0 0%
Nodular 1 16% 0 0% 1 12%
No infiltrante 1 12% 0 0% 1 8%
Infiltrante 6 22% 6 37% 12 27%
% Cel CBC + 7 6 13
p53 23,3% 28,3% | 452% 411% | 32,4% 34,3%
ki-67 40,7% 25,3% | 33,4% 28,6% | 37,7% 25,7%
bcl-2 454% 416% | 76,2% 42,6% | 58,3% 43,1%
Apoptosis 0,80% 0,56% | 0,91% 0,57% | 0,85% 0,54%
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Tabla 12. Resultados del grupo A

Dia 0 Dia 22 Fin tto 6 sem postto

NoX %o0S|NoX %0S|NoX %oS|NoX %oS
Pacientes 13 23% 13 13 13 100%
Area BCC
mm2 179,4 2116 12,1 29,8
Area eritema
mm2 0 2144 1311 | 4344 281,8 0
AE/AT 2,7 4,2 4,8 4.9
Eritema 0 0% 13 100% 13 100% 0
Erosién 7 54% 13 100% 11 85% 1 8%
Pustulas 0 0% 0 0% 0 0% 0
A. adversos 0 0
Cumplimiento 100% 100%
Bx con CBC 13 100% 7 54% 3 23%
Superficial 1 8% 0 0 0%
Nodular 3 23% 2 67% 1 33%
No infiltrante 4 31% 2 50% 1 25%
Infiltrante 9 69% 5 56% 2 22%
Bx sin BCC 6 46% 10 77%
Superficial 1 100% 1 100%
Nodular 1 33% 2 67%
No infiltrante 2 50% 3 75%
Infiltrante 4 44% 7 78%
% Cel CBC + 13 7 3
p53 29,6% 31,1% | 29,2% 33% 25,3% 14,2%
ki-67 58,4% 17,6% | 37,2% 20,1% 33,3% 20,6%
bcl-2 86,1% 22,9% | 73% 32,9% 54,7% 42,2%
Apoptosis 0,58% 0,18% | 1,88% 0,66% 1,00% 0,87%
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Tabla 13. Resultados del grupo A. Casos con CBC en las 2 biopsias

Dia 0 Dia 22 P
N o X S No X S
% Cel CBC + 7 7
p53 22,0% 234% | 29,2%  33,0% 0,4
ki-67 53,8% 22,5% | 37,2% 20,1% 0,1
bcl-2 81,7% 29,2% | 73,0% 32,9% | 0,03
Apoptosis 0,58% 0,18% | 1,88% 0,66% | 0,01

Tabla 14. Resultados del grupo A. Casos con CBC en las 3 biopsias

Dia 0 Dia 22 6 sem postto P
No X S No X S No X S
% Cel CBC + 3 3 3
p53 27,3% 145% | 26,7% 15,3% | 25,3% 14,2% | 0,7
ki-67 64,3% 6,1% | 46,7% 16,1% | 33,3% 20,6% | 0,08
bcl-2 67,3% 425% | 59,7% 45,4% | 54,7% 42,2% | 0,3
Apoptosis 0,66% 0,28% | 2,16% 0,29% | 1,00% 0,87% | 0,1
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Grafica 3. Expresion de p53 en el grupo A
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Grafica 4. indice proliferativo (ki-67) en el grupo A
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Grafica 5. Expresion de bcl-2 en el grupo A
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Grafica 6. indice apoptético en el grupo A
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Tabla 15. Resultados del grupo B

Dia 0 Dia 8 Fin tto 6 sem postto

NoX %o0S|NoX %0S|NoX %oS|NoX %oS
I?acientes 12 21% 12 12 100% 12
Area BCC
mm2 94,5 65,1 4.8 11,4
Area eritema
mm2 0 126,11 76,3 | 697,6 1066,4 0
AE/AT 1,5 0,7 8,8 12,3
Eritema 0 12 100% 12 100% 0
Erosién 4 33% 10 83% 9 75% 0
Pustulas 0 0 0% 2 17%
A. adversos 2 17%
Cumplimiento 92%
Bx con CBC 12 7 58% 2 17%
Superficial 1 8% 0 0 0%
Nodular 2 17% 2 100% 0 0%
No infiltrante 3 25% 2 67% 0 0%
Infiltrante 9 75% 5 56% 2 22%
Bx sin BCC 5 42% 10 83%
Superficial 1 100% 1 100%
Nodular 0 2 100%
No infiltrante 1 33% 3 100%
Infiltrante 4 44% 7 78%
% Cel CBC + 13 7 2
p53 26,7% 31,5% | 22,2% 35% 1,5% 0,7%
ki-67 56,9% 23,7% | 72,5% 26,9% 71.5% 2,1%
bcl-2 87,4% 26,2% | 78% 36,9% 25% 0,7%
Apoptosis 0,63% 0,22% | 2,02% 1,30% 0,75% 0,36%
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Tabla 16. Resultados del grupo B. Casos con CBC en las 2 biopsias

Dia 0 Dia 15 P
No X S No X S
% Cel CBC + 7 7
p53 23,5% 32,7% | 22,2% 35,0% 0,1
ki-67 61,9% 257% | 72,5% 26,9% 0,2
bcl-2 79,4% 329% | 78,0% 36,9% 0,1
Apoptosis 0,58% 0,18% | 2,02% 1,30% | 0,02

Tabla 17. Resultados del grupo B. Casos con CBC en las 3 biopsias

Dia 0 Dia 15 6 sem postto
No X S N o X S No X S
% Cel CBC + 2 2 2
p53 1,5% 0,7% 1,0% 0,0% 1,5% 0,5
ki-67 358% 13,0% | 82,5% 3,5% | 71,5% 0,1
bcl-2 65,2% 47,8% | 40,0% 49,5% | 2,5% 0,3
Apoptosis 0,55% 0,07% | 2,67% 1,66% | 0,75% 0,3
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Grafica 7. Expresion de p53 en el grupo B
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Grafica 8. indice proliferativo (ki-67) en el grupo B
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Grafica 9. Expresion de bcl-2 en el grupo B
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Grafica 10. indice apoptético en el grupo B
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Tabla 18. Resultados del grupo C

Dia 0 Dia 8 Fin tto 6 sem postto

NoX %o0S|NoX %0S|NoX %oS|NoX %oS
Pacientes 10 18% 10 10 100% 10
Area BCC
mm2 79,1 52,2 3,5 9,9
Area eritema
mm2 0 74,8 53,9 | 208,3 383,2 0
AE/AT 0,9 0,4 2,9 4.1
Eritema 0 10 100% 7 70% 0
Erosién 5 50% 7 70% 7 70'% 0
Pustulas 0 1 10% 0 0
A. adversos 0 0
Cumplimiento 100% 100%
Bx con CBC 10 18% 9 90% 2 20%
Superficial 0 0% 0 0 0%
Nodular 1 10% 1 100% 0 0%
No infiltrante 1 10% 1 100% 0 0%
Infiltrante 9 90% 8 89% 2 22%
Bx sin BCC 1 10% 8 80%
Superficial 0 0 0%
Nodular 0 1 100%
No infiltrante 0 1 100%
Infiltrante 1 11% 7 78%
% Cel CBC + 10 9 2
p53 33% 27,1% | 36,6% 31,2% 42,0% 52,3%
ki-67 49.4% 23,4% | 62,4% 27% 21,0% 12,7%
bcl-2 93,3% 17,7% | 74,8% 20,7% 74,5% 34,6%
Apoptosis 0,59% 0,20% | 1,50% 0,71% 0,55% 0,07%
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Tabla 19. Resultados del grupo C. Casos con CBC en las 2 biopsias

Dia 0 Dia 8 P
N o X S No X S
% Cel CBC + 9 9
p53 31,1% 28,1% | 36,6% 31,2% 0,7
ki-67 50,5% 24,6% | 62,4% 27,0% 0,3
bcl-2 92,7% 18,7% | 748% 20,7% | 0,01
Apoptosis 0,55% 0,16% | 1,50% 0,71% | 0,01

Tabla 20. Resultados del grupo C. Casos con CBC en las 3 biopsias

Dia 0 Dia 8 6 sem postto P
No X S No X S No X S
% Cel CBC + 2 2 2
p53 12,2% 15,8% | 8,0% 99% | 420% 52,3% | 0,6
ki-67 376% 346% | 27,5% 318% | 21,0% 12,7% | 0,5
bcl-2 70,9% 39,7% | 51,0% 29,7% | 745% 34,6% | 0,7
Apoptosis 0,74% 0,34% | 1,50% 0,71% | 0,55% 0,07% | 0,2
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Grafica 11. Expresién de p53 en el grupo C
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Grafica 12. indice proliferativo (ki-67) en el grupo C

70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

\\

0% -

Pretto Dia8tto 6 sem postto




Grafica 13. Expresion de bcl-2 en el grupo C
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Grafica 14. indice apoptético en el grupo C
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Tabla 21. Resultados del grupo D

Dia 0 Dia 8 Fin tto 6 sem postto

NoX %o0S|NoX %0S|NoX %oS|NoX %oS
I?acientes 20 36% 20 20 20
Area BCC
mm2 113,9 1442 13,5 26,2
Area eritema
mm2 0 133 145,7 | 549,7 546,4 0
AE/AT 1,3 0,9 9,3 13,2
Eritema 0 20 100% 20 100% 0
Erosion 12 60% 18 90% 20 100% 4 20%
Pustulas 0 1 5% 2 10% 0
A. adversos 0 1 5%
Cumplimiento 100% 100%
Bx con CBC 20 36% 16 80% 6 30%
Superficial 2 10% 1 50% 0 0%
Nodular 2 10% 0 0 0%
No infiltrante 4 20% 1 1% 0 0%
Infiltrante 16 80% 15 94% 6 37%
Bx sin BCC 4 20% 14 70%
Superficial 1 50% 2 100%
Nodular 2 100% 2 100%
No infiltrante 3 75% 4 100%
Infiltrante 1 6% 10 62%
% Cel CBC + 20 16 6
p53 44.0% 34,6% | 32,7% 31,7% 452% 41,1%
ki-67 38,7% 16,3% | 38,7% 23% 33,4% 28,6%
bcl-2 84, 7% 32,5% | 59,9% 37,3% 76,2% 42,6%
Apoptosis 0,63% 0,37% | 1,59% 1,33% 0,91% 0,57%
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Tabla 22. Resultados del grupo D. Casos con CBC en las 2 biopsias

Dia 0 Dia 8 P
No X S No X S
% Cel CBC + 16 16
p53 444%  33,2% | 32,7% 31,7% 0,3
ki-67 35,3% 13,5% | 38,7% 23,0% 0,4
bcl-2 85,6% 33,6% | 59,9% 37,3% | 0,04
Apoptosis 0,63% 0,40% | 1,59% 1,33% | 0,01

Tabla 23. Resultados del grupo D. Casos con CBC en las 3 biopsias

Dia 0 Dia 8 6 sem postto P
No X S No X S No X S
% Cel CBC + 6 6 6
p53 51,3% 40,2% | 19,5% 13,2% | 45,2% 41,1% | 0,2
ki-67 350% 2,6% | 37,0% 18,1% | 33,4% 28,6% | 0,9
bcl-2 99,0% 0,0% | 75,7% 37,6% | 76,2% 426% | 0,4
Apoptosis 0,58% 0,20% | 1,92% 1,68% | 091% 0,57% | 0,1
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Grafica 15. Expresion de p53 en el grupo D
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Grafica 16. indice proliferativo (ki-67) en el grupo D
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Grafica 17. Expresion de bcl-2 en el grupo D
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Grafica 18. indice apoptético en el grupo D
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6.5. Resultados 18 meses postratamiento

Los 42 casos que no mostraron CBC en la biopsia realizada 6 semanas
postratamiento siguieron controles clinicos periddicos durante una media de
18,3 meses (S: 1,2, Min. 16, Max. 24). Sdolo una paciente (2%) presento
recidiva del CBC en este periodo. Era una mujer de 76 afios, fototipo Ill, que
presentaba un CBC infiltrante erosionado en la cabeza, con un area tumoral de
78,5 mm? y que se habia tratado el CBC 5 veces por semana (grupo D). A la
semana de tratamiento el CBC estaba erosionado y presentaba una area de
eritema de 392 mm? (AE/AT: 5), y al final del tratamiento habia erosién y el
area de eritema era de 2198 mm? (AE/AT: 28). Esta paciente presenté un
cuadro seudo gripal al final del tratamiento por la gran extensién de eritema, y
después de una semana de descanso completod todo el tratamiento. En la visita
realizada 10 meses postratamiento se observé una papula tumoral de 4 mm?

en la zona tratada, y la biopsia cutanea confirmé que era un CBC.

Grupo A

18 meses postratamiento la tasa de respuesta completa al tratamiento fue del
77%: 100% en CBC superficial, 67% en CBC nodulares (75% en CBC no
infiltrantes) y 78% en CBC infiltrantes.

Grupo B

18 meses postratamiento la tasa de respuesta completa al tratamiento fue del
83%: 100% en CBC superficial, 100% en CBC nodulares (100% en CBC no
infiltrantes) y 78% en CBC infiltrantes.

Grupo C

18 meses postratamiento la tasa de respuesta completa al tratamiento fue del
80: 100% en CBC en CBC nodular (100% en CBC no infiltrantes) y 78% en
CBC infiltrantes.
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Grupo A-B-C o 3 noches por semana

18 meses postratamiento la tasa de respuesta completa al tratamiento fue del
80%: 100% en CBC superficiales, 83% en CBC nodulares (87% en CBC no
infiltrantes) y 77% en CBC infiltrantes.

Grupo D o 5 noches por semana

18 meses postratamiento la tasa de respuesta completa al tratamiento fue del
65%: 100% en CBC superficiales, 100% en CBC nodulares, 100% en CBC no
infiltrantes y 56% en CBC infiltrantes.

Total

18 meses postratamiento la tasa de respuesta completa al tratamiento fue del
75% (41 casos de 55): 100% en CBC superficiales (4 de 4), 88% en CBC
nodulares (7 de 8), 92% en CBC no infiltrantes (11 de 12) y 70% en CBC
infiltrantes (30 de 43).

Los CBC con respuesta completa al tratamiento eran mas pequefos de
tamano, ocurrieron en pacientes mas jovenes y tenian una expresion de bcl-2 y

ki-67 en el CBC mas alta que los CBC del grupo de no curacion.

Grafica 19. Respuesta completa 18 meses postratamiento
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Tabla 24. Respuesta completa 18 meses postratamiento

Grupo A Grupo B Grupo C

N % N % N %
CBC 13 12 10
CBC Superficial 1 100% 1 100% 0 0%
CBC Nodular 2 67% 2 100% 1 100%
CBC No infiltrante 3 75% 3 100% 1 100%
CBC Infiltrante 7 78% 7 78% 7 78%
Total 10 77% 10 83% 8 80%
Tabla 25. Respuesta completa 18 meses postratamiento

Grupos A-B-C Grupo D

3 dias/sem 5 dias/sem Total

N % N % N %
CBC 35 20 55
CBC Superficial 2 100% 2 100% 4 100%
CBC Nodular 5 83% 2 100% 7 88%
CBC No infiltrante 7 87% 4 100% 11 92%
CBC Infiltrante 21 77% 9 56% 30 70%
Total 28 80% 13 65% 41 75%
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Grafica 20. Areas de tumor y eritema por curacién

Curacion No curacion Total

B AreaCBC mm2dia0 @ AreaEritemafintto OArea CBC 6 sem postto

Comentario: a pesar de que el area eritema al final del tratamiento (AE) fue
mayor en el grupo no curacion (620 mm?) que en el grupo curacion (448 mm?),
la relacion entre AE y el area tumoral basal (AE/AT) fue mayor en el grupo

curacion (7,4) que en el grupo no curacion (5,4).
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Tabla 26. Respuesta completa 18 meses postratamiento

Total Curacion No Curacidén P

NoX %o0oS| NoX %oS| NoX %oS
Pacientes 55 100% 41 75% 14 25%
Hombres 33 60% 25 61% 8 57% 1
Mujeres 22 40% 16 39% 6 43% 1
Edad media 71,4 12,4 69,6 13,1 76,4 8,4 0,07
Fototipo I 21 38% 17 41% 4 29% 0,6
Fototipo Il 31 56% 22 54% 9 64% 0,6
Fototipo IV 3 5% 2 5% 1 7% 0,6
3 v/sem 8 sem 35 64% 28 80% 7 20% 0,3
5 v/sem 5 sem 20 36% 13 65% 7 35% 0,3
Cabeza 35 63% 25 61% 10 71% 0,5
Tronco 13 23% 10 24% 3 21% 0,5
Extremidades 7 12% 6 15% 1 7% 0,5
Dia 0 55 100% 41 75% 14 25%
AreaBCCmm2| 118,9 141,1 75,9 50,2 | 244,3 228,3 | 0,01
Eritema 0 0 0
Erosion 28 51% 16 39% 12 86% | 0,01
Pustulas 0 0 0
CBC 55 100% 41 75% 14 25%
Superficial 4 7% 4 100% 0
Nodular 8 15% 7 88% 1 13%
No infiltrante 12 22% 11 92% 1 8% 0,1
Infiltrante 43 78% 30 70% 13 30% 0,1
% Cel CBC + 55 100% 41 75% 14 25%
p53 34,7% 31,8% | 36,3% 31,4% | 29,9% 33,4% | 0,5
ki-67 49,3% 21,1% | 52,5% 21,4% | 40,2% 17,7% | 0,06
bcl-2 87,2% 26,1% | 91% 20,9% | 76,3% 35,9% | 0,07
Apoptosis 0,61% 0,26% | 0,61% 0,28% | 0,60% 0,2% 0,9
Fin tto 55 100% 41 75% 14 25%
Area eritema
mm?2 4926 636,5 | 4489 666,8 | 620,5 539,3 | 0,3
AE/AT 6,9 10,3 7.4 11,2 5,4 7,2 0,5
Eritema 52 95% 38 92% 14 100% 0,6
Erosion 47 85% 33 80% 14 100% 0,1
Pustulas 4 7% 2 4% 2 14% 0,2
A. adversos 3 5% 1 2% 2 14% | 0,1
Cumplimiento 98% 98,7% 96% 0,4
6 sem postto 55 100% 41 75% 14 25%
AreaCBC mm2| 9,5 22,4 0 37,1 31,1
Eritema 0 0 0
Erosion 5 9% 0 5 36%
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6.6. Resultados del estudio del infiltrado inflamatorio peritumoral

Pretratamiento

En las 5 biopsias estudiadas el numero medio de células del infiltrado
inflamatorio peritumoral por campo de 400 aumentos (0,0625 mm?) era de 488
(S: 270), con 184 células CD3 + (41%), 58 células CD8 + (15%), una relacion
CD4/CD8 de 2.1, 9 células CD20 + (2%), 2 células CD56 + (1%), 105 células
CD68 + (22%), 7 células grancima B + (3%) y 6 células S-100 + (2%).

3 aplicaciones de Im. 3 d/sem, dia 8

En las 5 biopsias estudiadas el numero medio de células del infiltrado
inflamatorio peritumoral por campo de 400 aumentos era de 1110 (S: 91), con
460 células CD3 + (42%), 183 células CD8 + (17%), una relacion CD4/CD8 de
1.7, 53 células CD20 + (5%), 4 células CD56 + (1%), 232 células CD68 +
(21%), 31 células grancima B + (3%) y 18 células S-100 + (2%).

5 aplicaciones de Im. 5 d/sem, dia 8

En las 5 biopsias estudiadas el numero medio de células del infiltrado
inflamatorio peritumoral por campo de 400 aumentos era de 1252 (S: 274), con
661 células CD3 + (53%), 265 células CD8 + (22%), una relacion CD4/CD8 de
1.5, 153 células CD20 + (12%), 7 células CD56 + (1%), 196 células CD68 +
(16%), 40 células grancima B + (3%) y 13 células S-100 + (1%).

6 aplicaciones de Im. 3 d/sem, dia 15

En las 5 biopsias estudiadas el numero medio de células del infiltrado
inflamatorio peritumoral por campo de 400 aumentos era de 1192 (S: 249), con
530 células CD3 + (44%), 232 células CD8 + (20%), una relacion CD4/CD8 de
1.4, 137 células CD20 + (12%), 2 células CD56 + (1%), 226 células CD68 +
(19%), 52 células grancima B + (4%) y 15 células S-100 + (1%).
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9 aplicaciones de Im. 3 d/ sem, dia 22

En las 5 biopsias estudiadas el numero medio de células del infiltrado

inflamatorio peritumoral por campo de 400 aumentos era de 1213 (S: 60), con
488 células CD3 + (40%), 202 células CD8 + (17%), una relacion CD4/CD8 de

1.4, 161 células CD20 + (14%), 3 células CD56 + (1%), 266 células CD68 +

(22%), 55 células grancima B + (5%) y 22 células S-100 + (2%).

Tabla 27. Resultados del estudio del infiltrado inflamatorio peritumoral

3 dias/s | 5 dias/s | 3 dias/s | 3 dias/s
Pretto Dia 8 Dia 8 Dia 15 | Dia 22 P
Células | X 488 1110 1252 1192 1213 0,001
totales | S 270 91 274 249 60
CD3+ X 184 460 661 530 488 0,001
S 91 21 172 130 24
% | 41% 42% 53% 44% 40% 0,01
CD8+ X 58 183 265 232 202 0,001
S 21 58 22 78 18
% 15% 17% 22% 20% 17% 0,3
CD4/CD8 | X 2,1 1,7 1,5 1,4 1,4 0,6
S 0,9 0,9 0,6 0,8 0,3
CD20+ | X 9 53 153 137 161 0,002
S 6 53 76 54 82
% 2% 5% 12% 12% 14% 0,006
CD56+ | X 2 4 7 2 3 0,3
S 2 5 8 1 2
% 1% 0,4% 1% 0,2% 0,3% 04
CD68+ | X 105 232 196 226 266 0,01
S 61 115 70 30 43
% 22% 21% 16% 19% 22% 0,6
Gran B+ | X 7 31 40 52 55 0,05
S 4 17 42 40 19
% 3% 3% 3% 4% 5% 0,8
S$-100+ | X 6 18 13 15 22 0,02
S 2 9 5 7 10
% 2% 2% 1% 1% 2% 0,5
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Grafica 21. Numero de células del infiltrado inflamatorio peritumoral por

campo de 400 aumentos
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Grafica 22. Porcentaje de células del infiltrado inflamatorio peritumoral

por campo de 400 aumentos

60%
55%
50%
45%
40%
35%
30%
25%
20%
15%
10%

5%

0%

Pretto

3 d/sem
Dia 8

5 d/sem
Dia 8

3 d/sem
Dia 15

3 d/sem
Dia 22

97



Grafica 23. Relacion de células CD4+ / CD8+ del infiltrado inflamatorio

peritumoral
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6.7. Analisis estadistico

Dia 0

Las dos posologias de tratamiento (3 dias por semana y 5 dias por semana)
mostraron diferencias significativas (p<0,05) en los resultados de la variables
edad y localizacion, pero no tenian diferencias significativas en los resultados
de las otras variables estudiadas: sexo, area tumoral basal (AT), erosion,
histologia del CBC, fototipo, expresion de p53 y bcl-2 del CBC, indice
proliferativo (ki-67) del CBC y e indice apoptético del CBC.

Los 4 grupos (A, B, C y D) mostraron diferencias significativas (p<0,05) en los
resultados de la variables edad y localizacion, pero no tenian diferencias
significativas en los resultados de las otras variables estudiadas: sexo, area
tumoral basal, erosién, histologia del CBC, fototipo, expresion de p53 y bcl-2
del CBC, indice proliferativo (ki-67) del CBC y e indice apoptético del CBC.
Las variables expresion de bcl-2 del CBC pretto y indice apoptético basal del
CBC pretto mostraron una correlacién inversa (r<1) significativa (p<0,05).

El analisis bivariante mostré una tendencia estadistica entre la expresion
elevada de bcl-2 y los CBC no infiltrantes, pero la poca potencia del grupo de
CBC no infiltrantes (s6lo 12 CBC) no permitié encontrar diferencias

significativas con la expresion de bcl-2 de los CBC infiltrantes.

Fin del tratamiento

Las dos posologias de tratamiento (3 d/sem y 5 d/sem) no tenian diferencias
significativas en los resultados de ninguna de las variables estudiadas: eritema,
area de eritema (AE), AE/AT, erosion, pustulas, acontecimientos adversos y
cumplimiento. A pesar de ello los resultados de las variables eritema, AE,

AE/AT y erosion eran mas frecuentes o elevados en el grupo 5 d/sem.
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6 semanas postto

El analisis estadistico bivariante mostré una relacion significativa (p < 0,05)
entre la ausencia de CBC en la biopsia realizada 6 semanas postratamiento, el
AT y la erosion basal. Por tanto los CBC que con mas frecuencia no mostraron
tumor en la biopsia realizada 6 semanas postratamiento eran los CBC de

menor tamafo y sin erosion basal.

El analisis bivariante no mostré relaciones significativas entre la ausencia de
CBC en la biopsia realizada 6 semanas postratamiento y las variables edad,
sexo, histologia del CBC (no infiltrantes o infiltrantes), los grupos (A, B, C y D),
posologia (3 d/sem o 5 d/sem), fototipo, localizacién, expresion basal de p53 y
bcl-2, indice proliferativo (ki-67) basal, indice apoptético basal, eritema al final
del tratamiento, area de eritema al final del tratamiento, cociente AE/AT,
erosion al final del tratamiento, pustulas al final del tratamiento,
acontecimientos adversos y cumplimiento.

El analisis multivariante (regresién logistica) demostré que soélo la variable AT

basal tenia una relacidon significativa (p < 0,05 ) e independiente de otras
variables con la ausencia de CBC en la biopsia realizada 6 semanas
postratamiento.

La erosion basal era una variable dependiente de la variable AT basal: los
tumores de menor tamafio tenian menos erosion que los CBC mas grandes.
Los modelos generales lineales o ANOVA de 2 factores (medidas repetidas de
un factor a lo largo del tiempo) estudiaron la expresion de p53 y bcl-2 del CBC,
el indice proliferativo (ki-67) y el indice apoptético del CBC en los 4 grupos
(A,B,C y D). Se encontraron diferencias significativas (p < 0,05 ) en el
aumento del indice apoptotico del CBC durante el tratamiento en todos los
grupos (A,B,C y D), y en el descenso de la expresién de bcl-2 del CBC durante
el tratamiento en los grupos A, Cy D.

Se encontré una correlacion negativa (r<1) significativa (p<0,05) entre la
expresion de bcl-2 del CBC y el indice apoptético del CBC. Mientras la
expresion de bcl-2 disminuia con el tratamiento y 6 semanas postratamiento
volvia a subir, el indice apoptético del CBC aumentaba con el tratamiento y 6

semanas postratamiento volvia a bajar.
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18 meses postto

La curacion completa mostrd una relacion significativa (p < 0,05) con las
variables area tumoral basal y la erosion basal. Por tanto los tumores de menor
tamafio y los tumores sin erosion antes del tratamiento eran los que con mayor
probabilidad tenian curacion completa a los 18 meses postratamiento.

Se detectaron tendencias estadisticas entre las variables curacion completa y
las variables edad, indice proliferativo (ki-67) del CBC previa al tratamiento y
expresion de bcl-2 del CBC previa al tratamiento. Por tanto los CBC de
pacientes jovenes, con expresion elevada de ki-67 del CBC y bcl-2 previa al
tratamiento tenian mas opciones de curacion.

El analisis bivariante no mostré diferencias ni tendencias estadisticas entre las

variables curacion y sexo, histologia del CBC (no infiltrantes o infiltrantes),
grupos (A, B, C y D), posologia (3 d/sem o 5 d/sem), fototipo, localizacién,
expresion de p53 del CBC previa al tratamiento e indice apoptético del CBC
previo al tratamiento, eritema al final del tratamiento, area de eritema al final del
tratamiento, cociente AE/AT, erosion al final del tratamiento, pustulas al final del
tratamiento, acontecimientos adversos y cumplimiento.

El analisis multivariante (regresién logistica) demostré que las 3 variables mas

significativas con la curacion completa 18 meses postratamiento eran el area
tumoral basal, la erosion basal y el indice proliferativo (ki-67) del CBC previa al
tratamiento. En el primero paso hacia delante (método forward) se encontrd
que la variable erosion basal era una variable dependiente del area tumoral
basal: los tumores de menor tamano tenian menos erosion que los CBC mas
grandes. Solo las variables area tumoral basal y indice proliferativo (ki-67) del
CBC previo al tratamiento eran factores independientes y prondsticos de
curacion. Por tanto, los CBC de nuestro estudio de menor tamano basal y
mayor indice proliferativo (ki-67) fueron los que se curaron con mas frecuencia.
La curva ROC (recessive operative curve) entre las variables area tumoral (AT)
basal y curacién demostro que la AT basal con mayor sensibilidad y
especificidad era de 90 mm2: sensibilidad del 73% y especificidad del 71%. La
sensibilidad del 73% significa que el 73% de los CBC curados tenian una AT
basal inferior a 90 mm2, y que un 27% de los CBC curados tenian una AT
basal superior a 90 mm2. La especificidad del 71% significa que el 71% de los

CBC no curados tenian una AT basal superior a 90 mm2, y que el 29% de los
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CBC no curados tenian una AT basal inferior a 90 mm2. La AT basal de 90
mm2 tenia un valor predictivo positivo del 87% y un valor predictivo negativo
del 60%, con un rendimiento global del 80% (44 entre 55).

Grafica 24. Curva ROC de la variable area tumoral basal en relaciéon a
curacion
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Estudio del infiltrado inflamatorio peritumoral

Las variables células totales, células CD3+ totales, porcentaje de células
CD3+, células CD8+ totales, células CD20+ totales, porcentaje de células
CD20+, células CD68+ totales, células grancima B + totales y células S-100+
mostraron aumentos significativos (p<0,05) durante el tratamiento. Las
variables porcentaje de células CD8+, porcentaje de células CD68+, células
CD56+ totales, porcentaje de células CD56+, porcentaje de células grancima
B+, porcentaje de células S-100+ y la relacion CD4/CD8 se modificaron con el
tratamiento pero sin mostrar diferencias significativas.

La variable células totales mostré una correlacion positiva (r>1) significativa
(p<0,05) con las variables células CD3+ totales, células CD8+ totales, células
CD20+ totales, células CD68+ totales, células grancima B + totales, células S-
100+ totales y indice apoptotico (células Tunel+). La variable células totales
mostroé una correlacién negativa (r<1) significativa (p<0,05) con la expresion
de bcl-2 del CBC. El indice apoptotico mostré una correlacion positiva (r>1)
significativa (p<0,05) con la variable células totales, y una correlacion negativa
(r<1) significativa (p<0,05) con la expresion de bcl-2 del CBC. La expresion de
bcl-2 del CBC mostré una correlacion negativa (r<1) significativa (p<0,05) con
la variables células totales, indice apoptético y células grancima B+ totales. La
expresion de p53 del CBC y el indice proliferativo (ki-67) del CBC no mostraron

correlacion significativa con ninguna de las variables estudiadas.

103



7. RESULTADOS ESTUDIO RANDOMIZADO CON 30 CBC

7.1. Resultados basales

Entre Septiembre de 2001 y Febrero de 2002 se seleccionaron 39 pacientes
para la visita de seleccion, pero 9 (30%) fueron excluidos del estudio por
presentar alguno de los criterios de exclusion del mismo: 7 pacientes no
mostraron CBC en la biopsia y 2 pacientes fueron descartados por no ofrecer
garantias de realizar bien el estudio. Se incluyeron un total de 30 casos de
CBC en 30 pacientes diferentes. Habia 21 CBC en hombres (70%) y 9 en
mujeres (30%). La edad media de los pacientes era de 71 afos (S:10,4). El
fototipo de los pacientes era Ill en 17 casos (56%) , Il en 10 (33%)y IV en 3
(10%). EI CBC se localizaba en la cabeza en 20 casos (66%), el tronco en 8
(26%) y las extremidades en 2 (6%). El tamafio medio de los CBC era de
113,4 mm? (S:85,6). Ningin CBC mostro eritema ni pustulas, pero 12 CBC
(40%) mostraban erosion o ulceracion. Habia 3 CBC de patron histologico
nodular (10%) y 2 de superficial (7%), que sumados eran 5 CBC no infiltrantes
(16%). Los otros 25 CBC eran infiltrantes (83%). La expresion de p53 del CBC
era de 34,9% (S:35,6%); el indice proliferativo (ki-67) del CBC era de 38,2%
(S:18%); la expresion de bcl-2 del CBC era de 83,5% (S:22,6%); y el indice
apoptotico del CBC era de 0,59% (S:0,29%).

Grupo Im

24 pacientes. 12 se trataron 3 noches por semana y 12 se trataron 5 noches
por semana. Habia 19 hombres (79%) y 5 mujeres (20%). La edad media de
los pacientes era de 71,2 anos (S:10,6). El fototipo de los pacientes era lll en
13 casos (54%), Il en 8 (33%) y IV en 3 (12%). EI CBC se localizaba en la
cabeza en 16 casos (66%), el tronco 6 en (25%) y las extremidades en 2 (8%).
El tamafio medio de los CBC era de 121,3 mm? (S:93,6). Habia 10 CBC (42%)
con erosion o ulceracion. El patron histolégico del CBC era infiltrante en 22
casos (91%) y no infiltrante en 2 (8%): nodular en 1 caso (4%) y superficial en
otro (4%). La expresion de p53 del CBC era de 38,1% (S:37,1%); el indice
proliferativo (ki-67) del CBC era de 39,7% (S:18,3%); la expresion de bcl-2 del
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CBC era de 83,9% (S:21,7%); y el indice apoptdtico del CBC era de 0,58%
(S:0,31%).

Grupo Im 3 noches por semana

12 pacientes, 8 hombres (66%) y 4 mujeres (33%). La edad media de los
pacientes era de 70,8 anos (S:7,7). El fototipo de los pacientes era lll en 5
casos (41%) , 1l en 6 (50%) y IV en 1 (8%). Eltamafo medio de los CBC era
de 137,2 mm? (S:119,8). La localizacién del CBC era la cabeza en 8 casos
(66%), el tronco en 3 (25%) y las extremidades en 1 (8%). Habia 6 CBC (50%)
con erosion o ulceracion. El patron histolégico del CBC era infiltrante en 11
casos (91%) y nodular en 1 (8%). La expresion de p53 del CBC era de 30,4%
(S:35,5%); el indice proliferativo (ki-67) del CBC era de 35,8% (S:17%); la
expresion de bcl-2 del CBC era de 81% (S:20,6%); y el indice apoptotico del
CBC era de 0,63% (S:0,42%).

Grupo Im 5 noches por semana

12 pacientes, 11 hombres (91%) y 1 mujer (8%). La edad media de los
pacientes era de 71,5 anos (S:13,2). El fototipo de los pacientes era lll en 8
casos (66%) , llen 2 (16%) y IV en 2 (16%). El tamafio medio de los CBC era
de 105,5 mm? (S:58,5). La localizacién del CBC era la cabeza en 8 casos
(66%), el tronco 3 en (25%) y las extremidades en 1 (8%). Habia 4 CBC (33%)
con erosion o ulceracion. El patron histolégico del CBC era infiltrante en 11
casos (91%) y superficial en 1 (8%). El patrén histolégico del CBC era infiltrante
en 11 casos (91%) y no nodular en 1 (8%). La expresion de p53 del CBC era
de 45,7% (S:38,6%); el indice proliferativo (ki-67) del CBC era de 43,6%
(S:19,4%); la expresion de bcl-2 del CBC era de 86,8% (S:23,2%); y el indice
apoptotico del CBC era de 0,54% (S:0,15%).

Grupo Ex

6 pacientes. 3 se trataron 3 noches por semana y 3 se trataron 5 noches por
semana. Habia 2 hombres (33%)y 4 mujeres (66%). La edad media de los
pacientes era de 73,6 anos (S:10,4). El fototipo de los pacientes era lll en 4
casos (66%) vy Il en 2 (33%). El tamafio medio de los CBC era de 81,8 mm?

(S:27,5). La localizacion del CBC era la cabeza en 4 casos (66%) y el tronco en
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2 (33%). Habia 2 CBC (33%) con erosion o ulceracién. El patrén histoldgico

del CBC era infiltrante en 3 casos (50%) y no infiltrante en 3 (50%): nodular en

2 casos (33%) y superficial en 1 (16%). El patrén histolégico del CBC era

infiltrante en 11 casos (91%) y no nodular en 1 (8%). La expresion de p53 del

CBC era de 22,3% (S:28,2%); el indice proliferativo (ki-67) del CBC era de
32,1% (S:17%); la expresion de bcl-2 del CBC era de 82,3% (S:28,3%); y el

indice apoptotico del CBC era de 0,6% (S:0,2%).

Tabla 28. Resultados basales de los grupos Im 3d/s y Im 5d/s

Im 3 d/sem Im 5 d/sem Total Im

NoX %o0S No X % 0S NoX %o0S
Pacientes 12 50% 12 50% 24 100%
Hombres 8 67% 11 92% 19 79%
Mujeres 4 33% 1 8% 5 21%
Edad media 70,8 7,7 71,5 13,2 71,2 10,6
Fototipo I 6 50% 2 17% 8 33%
Fototipo Il 5 42% 8 67% 13 54%
Fototipo IV 1 8% 2 17% 3 13%
3 v/isem 12 100% 0 12 50%
5 v/isem 0 12 100% 12 50%
Cabeza 8 67% 8 67% 16 67%
Tronco 3 25% 3 25% 6 25%
Extremidades 1 8% 1 8% 2 8%
Area CBC mm2 | 137,2 119,8 105,5 58,5 121,3 93,6
Eritema 0 0 0
Erosion 6 50% 4 33% 10 42%
Pustulas 0 0 0
CBC 12 50% 12 50% 24 100%
Superficial 0 1 8% 1 4%
Nodular 1 8% 0 1 4%
No infiltrante 1 8% 1 8% 2 8%
Infiltrante 11 92% 11 92% 22 92%
% Cel CBC + 12 50% 12 50% 24 100%
p53 30,4% 35,5% | 45,7% 38,6% | 38,1% 37,1%
ki-67 35,8% 17% 43,6% 19,4% | 39,7% 18,3%
bcl-2 81% 20,6% | 86,8% 23,2% | 83,9% 21,7%
Apoptosis 0,63% 0,42% | 0,54% 0,15% | 0,58% 0,31%
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Tabla 29. Resultados basales de los grupos Imiquimod y Excipiente

Imiquimod Excipiente Total

NoX %o0S NoX %o0S NoX %o0S
Pacientes 24 80% 6 20% 30 100%
Hombres 19 79% 2 33% 21 70%
Mujeres 5 21% 4 67% 9 30%
Edad media 71,2 10,6 73,6 10,4 71,0 10,4
Fototipo Il 8 33% 2 33% 10 33%
Fototipo Il 13 54% 4 67% 17 57%
Fototipo IV 3 13% 0 3 10%
3 v/sem 12 50% 3 50% 15 50%
5 v/isem 12 50% 3 50% 15 50%
Cabeza 16 67% 4 67% 20 67%
Tronco 6 25% 2 33% 8 27%
Extremidades 2 8% 0 2 7%
Area CBC mm2 | 121,3 93,6 81,8 27,5 113,4 85,6
Eritema 0 0 0
Erosion 10 42% 2 33% 12 40%
Pustulas 0 0 0
CBC 24 80% 6 20% 30 100%
Superficial 1 4% 1 17% 2 7%
Nodular 1 4% 2 33% 3 10%
No infiltrante 2 8% 3 50% 5 17%
Infiltrante 22 92% 3 50% 25 83%
% Cel CBC + 24 80% 6 20% 30 100%
p53 38,1% 371% | 22,3% 28,2% | 349% 35,6%
ki-67 39,7% 18,3% | 32,1% 17% 38,2% 18%
bcl-2 839% 21,7% | 82,3% 28,3% | 83,6% 22,6%
Apoptosis 0,58% 0,31% | 0,60% 0,20% | 0,59% 0,29%
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7.2. Resultados durante el tratamiento

Grupo Im

24 pacientes mostraron CBC en las biopsias pretratamiento y del dia 8. Si
comparamos los resultados de las inmunotinciones obtenemos que la
expresion de p53 del CBC pasé de 38,0% (S: 37,0%) pretto a 28,4% (S: 30,1%)
el dia 8; el indice proliferativo (ki-67) del CBC paso6 de 39,7% (S:18,2%) pretto
a 37,7% (S: 20,2%) el dia 8; la expresion de bcl-2 del CBC pasé de 83,8% (S:
21,6%) pretto a 68,7% (S: 33,6%) el dia 8 (p<0.05); y el indice apoptdtico del
CBC past6 de 0,58% (S: 0,31%) pretto a 1,00% (S: 0,69%) el dia 8 (p<0.05).

Grupo Im 3 noches por semana

12 pacientes mostraron CBC en las biopsias pretratamiento y del dia 8. La
expresion de p53 del CBC pasé de 30,4% (S: 35,5%) pretto a 22,2% (S: 30,1%)
el dia 8; el indice proliferativo (ki-67) del CBC pas6 de 35,8% (S:17%) pretto a
29,5% (S: 13,8%) el dia 8; la expresion de bcl-2 del CBC pasé de 81% (S:
20,6%) pretto a 71,8% (S: 31,1%) el dia 8; y el indice apoptdtico del CBC paso
de 0,63% (S: 0,42%) pretto a 0,99% (S: 0,72%) el dia 8.

Grupo Im 5 noches por semana

12 pacientes mostraron CBC en las biopsias pretratamiento y del dia 8. La
expresion de p53 del CBC pasé de 45,7% (S: 38,6%) pretto a 34,6% (S: 30,1%)
el dia 8; el indice proliferativo (ki-67) del CBC paso de 43,6% (S:19,4%) pretto
a 46% (S: 22,8%) el dia 8; la expresion de bcl-2 del CBC pasé de 83,8% (S:
86,8%) pretto a 65,8% (S: 37,3%) el dia 8; y el indice apoptético del CBC paso
de 0,54% (S: 0,15%) pretto a 1,03% (S:0,7%) el dia 8.

Grupo Ex

6 pacientes mostraron CBC en las biopsias pretratamiento y del dia 8. La
expresion de p53 del CBC paso de 22,2% (S: 28,2%) pretto a 15,5% (S:
18,2%) en el dia 8; el indice proliferativo (ki-67) del CBC pasé de 32,0%
(S:16,9%) a 43,1% (S: 21,1%) el dia 8; la expresion de bcl-2 del CBC paso de
82,3% (S: 28,3%) pretto a 82,8% (S: 29,2%) el dia 8; y el indice apoptdtico del
CBC paso6 de 0,59% (S: 0,20%) pretto a 0,58% (S: 0,20%) el dia 8.
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Tabla 30. Resultados durante el tratamiento del grupo Im

Dia 0 Dia 8 P
N o X S No X S
% Cel CBC + 24 24
p53 38% 37% 28,4% 30,1% | 0,054
ki-67 39,7% 18,2% | 37,7%  20,2% 0,4
bcl-2 83,8% 21,6% | 68,7% 33,6% | 0,01
Apoptosis 0,58% 0,31% | 1,01% 0,69% | 0,006

Tabla 31. Resultados durante el tratamiento del grupo Im 3 d/sem

Dia 0 Dia 8 P
No X S No X S
% Cel CBC + 12 12
p53 304% 355% | 222% 30,1% | 0,06
ki-67 35,8% 17% 29,5% 13,8% | 0,04
bcl-2 81% 20,6% | 71,8% 31,1% 0,1
Apoptosis 0,63% 0,42% | 0,99% 0,72% | 0,09

Tabla 32. Resultados durante el tratamiento del grupo Im 5 d/sem

Dia 0 Dia 8 P
No X S No X S
% Cel CBC + 12 12
p53 457% 38,6% | 34,6% 30,1% 0,2
ki-67 43,6% 19,4% 46% 22,8% 0,6
bcl-2 86,8% 232% | 658% 37,3% | 0,04
Apoptosis 0,54% 0,15% | 1,03% 0,7% 0,03

Tabla 33. Resultados durante el tratamiento del grupo Excipiente

Dia 0 Dia 8 P
No X S No X S
% Cel CBC + 6 6
p53 222% 28,2% | 155% 18,2% 0,2
ki-67 32% 16,9% | 431% 21,1% 0,4
bcl-2 82,3% 28,3% | 82,8% 29,2% 0,6
Apoptosis 0,59% 0,2% 0,58% 0,2% 0,9
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Grafica 25. Expresion de p53 del CBC
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Grafica 26. indice proliferativo (ki-67) del CBC
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Grafica 27. Expresion de bcl-2 del CBC
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Grafica 28. indice apoptético del CBC
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7.3. Resultados al final del tratamiento

Se realiz6 una biopsia a los 15 dias de tratamiento a todos los pacientes, pero
s6lo 18 biopsias mostraron CBC (17 CBC infiltrantes y 1 superficial) y
correspondian a 15 pacientes del grupo Im y 3 pacientes del grupo Ex.

Las 12 biopsias del dia 15 que no mostraron evidencia de CBC correspondian

a 9 pacientes del grupo Im y 3 pacientes del grupo Ex.

Grupo Im

15 pacientes mostraron CBC en las biopsias pretratamiento, del dia 8. y del dia
15. Si comparamos los resultados de las inmunotinciones obtenemos que la
expresion de p53 del CBC pasé de 45,1% (S: 41,7%) pretto a 32,1% (S: 34,3%)
el dia 8y a 31,9% (S: 31,3%) el dia 15; el indice proliferativo (ki-67) del CBC
paso de 38,9% (S:17,2%) a 33,0% (S:17,0%) el dia 8 y a 33,8% (S: 15,3%) el
dia 15; la expresion de bcl-2 del CBC pasé de 88,7% (S: 15,1%) pretto a 72,1%
(S:32,7%) el dia 8 y a 61,4% (S: 33,5%) el dia 15 (p<0.05); y el indice
apoptotico del CBC pas6 de 0,53% (S: 0,13%) pretto a 0,92% (S: 0,66%) el dia
8ya1,66% (S: 1,05%) el dia 15 (p<0.05).

Grupo Im 3 dias por semana

8 pacientes mostraron CBC en las biopsias pretratamiento, del dia 8. y del dia
15. La expresion de p53 del CBC pasé de 31,8% (S: 38,8%) pretto a 24,6% (S:
34,5%) el dia 8 y a 24,3% (S: 34,1%) el dia 15; el indice proliferativo (ki-67) del
CBC paso6 de 37,5% (S:17,8%) a 29,1% (S:14,4%) el dia 8 y a 33% (S:18,3%)
el dia 15; la expresion de bcl-2 del CBC pasoé de 84,6% (S:19,7%) pretto a
77,2% (S:30%) el dia 8 'y a 74,3% (S:27,8%) el dia 15 ; y el indice apoptdtico
del CBC pasé de 0,51% (S: 0,04%) pretto a 0,86% (S: 0,68%) el dia8y a
1,77% (S: 1,23%) el dia 15.

Grupo Im 5 dias por semana

7 pacientes mostraron CBC en las biopsias pretratamiento, del dia 8. y del dia
15. La expresion de p53 del CBC pasé de 60,3% (S: 42,4%) pretto a 40,8% (S:
34,7%) el dia 8 y a 40,7% (S: 27,6%) el dia 15; el indice proliferativo (ki-67) del
CBC paso6 de 40,6% (S:17,9%) a 37,5% (S:19,9%) el dia 8 y a 34,7% (S:
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12,7%) el dia 15; la expresion de bcl-2 del CBC paso de 93,5% (S: 5,7%) pretto
a66,4% (S: 37,1%) el dia 8 y a 46,9% (S: 35,5%) el dia 15; y el indice
apoptético del CBC pas6 de 0,57% (S: 0,19%) pretto a 0,99% (S: 0,69%) el dia
8ya1,54% (S: 0,9%) el dia 15.

Grupo Ex

3 pacientes mostraron CBC en las biopsias pretratamiento, del dia 8. y del dia
15. La expresion de p53 del CBC pasé de 27,8% (S: 43,5%) pretto a 19,5% (S:
26,5%) en el dia 8y a 24,7% (S: 33,0%) el dia 15; el indice proliferativo (ki-67)
del CBC pasé de 31,2% (S: 18,2%) pretto a 45,0% (S: 22,5%) el dia8y a
36,0% (S: 12,0%) el dia 15; la expresion de bcl-2 del CBC paso6 de 65,6%
(S:34,1%) pretto a 67,0% (S: 37,3%) el dia 8 y a 65,1% (S: 37,9%) el dia 15; y
el indice apoptatico del CBC pasé de 0,53% (S: 0,05%) pretto a 0,49% (S:
0,01%) el dia 8 y a 0,49% (S: 0,01%) el dia 15.

Tabla 34. Resultados del grupo Imiquimod

Dia 0 Dia 8 Dia 15

NoX %oS NoX %oS NoX %oS
Pacientes 24 24 24
Area CBC mm2 121,4 93,6
Area eritema mm2 0 1445 112,2 202,6 187.,6
AE/AT 0 1,2 1,7
Eritema 0 15 63% 20 83%
Erosion 10 42% 15 63% 18 75%
Pustulas 0 0 0
A. adversos 0 0
Cumplimiento 100% 100%
Bx con CBC 24 24 15 63%
Superficial 1 4% 1 4% 0
Nodular 1 4% 1 4% 0
Infiltrante 22 92% 22 92% 15 100%
% Cel CBC + 24 24 15
p53 38,1% 37,1% | 28,4% 30,1% 32% 31,3%
ki-67 39,7% 18,3% | 37,7% 20,3% | 33,8% 15,4%
bcl-2 83,9% 21,7% | 68,8% 33,7% | 61,5% 33,5%
Apoptosis 0,58% 0,31% | 1,01% 0,70% | 1,66% 1,06%
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Tabla 35. Resultados del grupo Imiquimod 3 dias/semana

Dia 0 Dia 8 Dia 15

NoX %o0S NoX %o0S NoX %o0S
Pacientes 12 12 12
area BCC mm2 137,2 119,8
Area eritema mm2 0 162,4 140,3 247.8 246,6
AE/AT 0 1,2 1,8
Eritema 0 5 42% 9 75%
Erosién 6 50% 6 50% 6 50%
Pustulas 0 0 0
A. adversos 0 0 0
Cumplimiento 0 100% 100%
Bx con CBC 12 12 8 67%
Superficial 0 0 0
Nodular 1 8% 1 8% 0
Infiltrante 11 92% 11 92% 8 100%
% Cel CBC + 12 12 8
p53 30,4% 355% | 222% 30,1% | 24,3% 34,1%
ki-67 35,8% 17% 29.5% 13,8% 33% 18,3%
bcl-2 81% 20,6% | 71,8% 31,1% | 74,3% 27,8%
Apoptosis 0,63% 0,42% | 0,99% 0,72% | 1,77% 1,23%
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Tabla 36. Resultados del grupo Imiquimod 5 dias/semana

Dia 0 Dia 8 Dia 15

NoX %0S | NoX %oS | NoX %oS
Pacientes 12 12 12
area BCC mm2 105,5 58,5
Area eritema mm2 0 126,6 771 157,5 91,5
AE/AT 0 1,2 1,5
Eritema 0 10 83% 11 92%
Erosion 4 33% 9 75% 12 100%
Pustulas 0 0 0
A. adversos 0 0 0
Cumplimiento 0 100% 100%
Bx con CBC 12 12 7 58%
Superficial 1 8% 1 8% 0
Nodular 0 0 0
Infiltrante 11 92% 11 92% 7 100%
% Cel CBC + 12 12 7
p53 457% 38,6% | 34,6% 30,1% | 40,7% 27,6%
ki-67 43,6% 19,4% | 46% 22,8% | 34,7% 12,7%
bcl-2 86,8% 23,2% | 65,8% 37,3% | 46,9% 35,5%
Apoptosis 0,54% 0,15% | 1,03% 0,7% | 1,54% 0,9%
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Tabla 37. Resultados del grupo Excipiente

Dia 0 Dia 8 Dia 15

NoX %0S | NoX %o0S | NoX %oS
Pacientes 6 6 6
Area CBC mm2 81,8 27,5 80,5 26,5
Area eritema mm2 0 0 82,1 27,8
AE/AT 0 0 1
Eritema 0 0 2 33%
Erosion 2 33% 2 33% 3 50%
Pustulas 0 0 0
A. adversos 0 0
Cumplimiento 100% 100%
Bx con CBC 6 6 3
Superficial 1 17% 1 17% 1 33%
Nodular 2 33% 2 33% 0
Infiltrante 3 50% 3 50% 2 67%
% Cel CBC + 6 6 3
p53 22,3% 282% | 15,5% 18,3% | 24,8% 33%
ki-67 32,1% 17% | 43,11% 21,2% | 36,1% 12,1%
bcl-2 82,3% 28,3% | 82,9% 29,3% | 65,1% 37,9%
Apoptosis 0,60% 0,20% | 0,58% 0,20% | 0,50% 0,01%
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Tabla 38. Resultados del grupo Imiquimod

Dia 0 Dia 8 Dia 15 P
No X S N o X S No X S
% Cel CBC + 15 15 15
p53 451% 41,7% | 32,1% 34,3% | 31,9% 31,3% | 0,1
ki-67 38,9% 17,2% | 33% 17% | 33,8% 153% | 0,2
bcl-2 88,7% 151% | 721% 32,7% | 61,4% 33,5% | 0,01
Apoptosis 0,53% 0,13% | 0,92% 0,66% | 1,66% 1,05% | 0,002
Tabla 39. Resultados del grupo Im 3 dias/semana
Dia 0 Dia 8 Dia 15 P
No X S No X S No X S
% Cel CBC + 8 8 8
p53 31,8% 38,8% | 246% 345% | 243% 341% | 04
ki-67 375% 178% | 291% 144% | 33% 18,3% | 0,3
bcl-2 84,6% 19,7% | 77,2% 30% | 74,3% 27,8% | 0,3
Apoptosis 0,51% 0,04% | 0,86% 0,68% | 1,77% 1,23% | 0,03
Tabla 40. Resultados del grupo Im 5 dias/semana
Dia 0 Dia 8 Dia 15 P
No X S N o X S No X S
% Cel CBC + 7 7 7
p53 60,3% 424% | 40,8% 34,7% | 40,7% 27,6% | 0,2
ki-67 40,6% 17,9% | 37,5% 19,9% | 34,7% 12,7% | 0,3
bcl-2 93,5% 5,7% | 66,4% 371% | 46,9% 35,5% | 0,03
Apoptosis 0,57% 0,19% | 0,99% 0,69% | 1,54% 0,90% | 0,05
Tabla 41. Resultados del grupo Excipiente
Dia 0 Dia 8 Dia 15 P
No X S No X S No X S
% Cel CBC + 3 3 3
p53 27,8% 43,5% | 19,5% 26,5% | 24,7% 33% 0,4
ki-67 31,2% 18,2% | 45% 225% | 36,0% 12% 0,7
bcl-2 65,6% 341% | 67% 37,3% | 651% 379% | 0,7
Apoptosis 0,53% 0,05% | 0,49% 0,01% | 0,49% 0,01% | 04
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Grafica 29. Expresion de p53 del CBC
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Grafica 30. indice proliferativo (ki-67) del CBC
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Grafica 31. Expresion de bcl-2 del CBC
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Grafica 32. indice apoptético del CBC
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7.4. Ecografia cutanea y densidad del infiltrado inflamatorio

Resultados basales

Entre los 30 CBC del estudio se seleccionaron 12 casos al azar. Habia 12
pacientes, 7 hombres (58%) y 5 mujeres (42%). La edad media de los
pacientes era de 71 anos (S:14,1). El fototipo de los pacientes era lll en 6
casos (50%) , llen 4 (33%) y IV en 2 (17%). El tamafio medio de los CBC era
de 93,1 mm? (S:57,5). La localizacién del CBC era la cabeza en 7 casos (58%),
el tronco en 4 (33%) y las extremidades en 1 (8%). Habia 2 CBC (17%) con
erosion o ulceracion. El patrén histologico del CBC era infiltrante en 11 casos
(92%) y superficial en 1 (8%). El grosor dérmico ecografico medio era de 1,955
mm. (S: 0,478). El numero medio de células inflamatorias por campo de 400
aumentos era de 498 (S:213)

En el grupo Im habia 10 CBC, 7 hombres (70%) y 3 mujeres (30%). La edad
media de los pacientes era de 68,6 anos (S:13,7). El fototipo de los pacientes
era lll en 4 casos (40%), Il en 4 (40%) y IV en 2 (20%). Habia 6 CBC en el
grupo 3 dias/sem y 4 CBC en el grupo 5 dias/sem. El tamafio medio de los
CBC era de 94,1 mm? (S:61,6). La localizacién del CBC era la cabeza en 5
casos (50%), el tronco en 4 (40%) y las extremidades en 1 (10%). Habia 2
CBC (20%) con erosion o ulceracion. El patron histologico del CBC era
infiltrante en 9 casos (90%) y superficial en 1 (10%). El grosor dérmico
ecografico medio era de 2,005 mm (S: 0,512). El numero medio de células
inflamatorias por campo de 400 aumentos era de 502 (S:234).

Los 6 CBC del grupo 3d/sem tenian un grosor dérmico ecografico medio de
2,016 mm (S:0,462) y un numero medio de células inflamatorias por campo de
400 aumentos de 567 (S:261). Los 4 CBC del grupo 3d/sem tenian un grosor
dérmico ecografico medio de 1,988 mm (S:0,657) y un numero medio de
células inflamatorias por campo de 400 aumentos de 404 (S:169).

Habia 2 CBC en 2 mujeres del grupo Ex. La edad media de las pacientes era
de 83 anos (S:12,7), el fototipo era Ill y eran del grupo 5 dias/sem. El tamafio
medio de los CBC era de 87,9 mm? (S:46,6). La localizacion del CBC era la
cabeza en los 2 casos, y no habia erosion. El patrén histologico del CBC era

infiltrante en los 2 casos. El grosor dérmico ecografico medio era de 1,704 mm
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(S: 0,039). El numero medio de células inflamatorias por campo de 400
aumentos era de 475 (S:78)

Resultados del dia 8 de tratamiento

En el grupo Im habia eritema en 6 CBC (60%), erosion en 4 (40%), y el area
media de eritema y de los CBC era de 105,5 mm? (S:67,9). El grosor dérmico
ecografico medio era de 2,461 mm (S: 0,951). El numero medio de células
inflamatorias por campo de 400 aumentos era de 1104 (S:203).

Los 6 CBC del grupo 3d/sem tenian un grosor dérmico ecografico medio de
2,41 mm (S:0,91) y un numero medio de células inflamatorias por campo de
400 aumentos de 1031 (S:234). Los 4 CBC del grupo 3d/sem tenian un grosor
dérmico ecografico medio de 2,537 mm (S:1,148) y un numero medio de
células inflamatorias por campo de 400 aumentos de 1213 (S:75).

En el grupo Ex no habia eritema ni erosion, y el area media de los CBC era de
87,9 mm? (S:46,6). El grosor dérmico ecografico medio era de 1,666 mm (S:
0,009). El numero medio de células inflamatorias por campo de 400 aumentos
era de 347 (S:136)

Resultados del dia 15 de tratamiento

En el grupo Im habia eritema en 7 CBC (70%), erosién en 6 (60%), y el area
media de eritema y de los CBC era de 148,1 mm? (S:107,3). 5 biopsias (50%)
no mostraron CBC en la biopsia. El grosor dérmico ecografico medio era de
2,704 mm (S: 0,937). El numero medio de células inflamatorias por campo de
400 aumentos era de 1246 (S:98).

Los 6 CBC del grupo 3d/sem tenian un grosor dérmico ecografico medio de
2,666 mm (S:0,94) y un numero medio de células inflamatorias por campo de
400 aumentos de 1220 (S:119). Los 4 CBC del grupo 3d/sem tenian un grosor
dérmico ecografico medio de 2,762 mm (S:1,073) y un numero medio de
células inflamatorias por campo de 400 aumentos de 1285 (S:37).

En el grupo Ex habia eritema y erosion en 1 caso, y el area media de los CBC
era de 87,9 mm? (S:46,6). 1 biopsia (50%) no mostré CBC en la biopsia. El
grosor dérmico ecografico medio era de 1,781 mm (S: 0,033). El numero medio

de células inflamatorias por campo de 400 aumentos era de 485 (S:78)
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Tabla 42. Resultados basales del estudio ecografico

Imiquimod Excipiente Total
Dia 0 NoX %0S | NoX %o0S | NoX %oS
Pacientes 10 83% 2 100% 12 100%
Hombres 7 70% 0 7 58%
Mujeres 3 30% 2 100% 5 42%
Edad media 68,6 13,7 83 12,7 71 14,2
Fototipo I 4 40% 0 4 33%
Fototipo Il 4 40% 2 100% 6 50%
Fototipo IV 2 20% 0 2 17%
3 v/isem 6 60% 0 6 50%
5 v/isem 4 40% 2 100% 6 50%
Cabeza 5 50% 2 100% 7 58%
Tronco 4 40% 0 4 33%
Extremidades 1 10% 0 1 8%
Area BCC mm2 94,1 61,6 88 46,6 93,1 57,5
Eritema 0 0 0
Erosion 2 20% 0 2 17%
Pustulas 0 0 0
Grosor ecografico mm. | 2,005 0,512 | 1,704 0,039 | 1,955 0,478
N° células infl. 502 234 475 78 498 213
BCC 10 100% 2 100% 12 100%
Superficial 1 10% 0 1 8%
Nodular 0 0 0
Infiltrante 9 90% 2 100% 11 92%
% Cel CBC +
P53 27,3% 29% 9,6% 12,2% | 24,3% 27,4%
Ki-67 37% 14,8% | 38,2% 14,8% | 37,2% 14,1%
bcl-2 85,3% 18,8% | 95,2% 6,8% | 86,9% 17,5%
Apoptosis 0,49% 0,2% | 0,55% 0,07% | 0,51% 0,03%
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Tabla 43. Resultados del estudio ecografico del grupo Im

Dia 0 Dia 8 Dia 15

NoX %o0S | NoX %o0oS| NoX %oS
Pacientes 10 100% 10 100% 10 100%
Area BCC mm2 94,1 61,6
Area eritema mm2 0 105,5 67,9 | 148,1 107,3
AE/AT 0 1,1 1,6
Eritema 0 6 60% 7 70%
Erosién 2 20% 4 40% 6 60%
Pustulas 0 0 0
Grosor ecograficomm. | 2,005 0,512 | 2,461 0,951 | 2,704 0,937
N° células infl. 502 234 1104 203 1246 98
Bx con CBC 10 100% 10 100% 5 50%
Superficial 1 10% 1 10% 0
Nodular 0 0 0
Infiltrante 9 90% 9 90% 5 100%
% Cel CBC +
P53 27,3% 29% | 22,2% 27,9% | 31,8% 42,4%
ki-67 37% 14,8% | 34,7% 23,5% | 38,6% 14%
bcl-2 85,3% 18,8% | 70,1% 33,6% | 65,3% 29,4%
Apoptosis 0,49% 0,2% | 1,23% 0,36% | 2,05% 1,19%
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Tabla 44. Resultados del estudio ecografico del grupo Ex

Dia 0 Dia 8 Dia 15

NoX %o0S | NoX %oS | NoX %oS
Pacientes 2 100% 2 100% 2 100%
Area BCC mm2 87,9 46,6 87,9 46,6
Area eritema mm2 0 87,9 46,6
AE/AT 0 0 1
Eritema 0 0 1 50%
Erosion 0 0 1 50%
Pustulas 0 0 0
Grosor ecograficomm. | 1,704 0,039 | 1,666 0,009 | 1,781 0,033
N° células infl. 475 78 347 136 485 78
Bx con CBC 2 100% 2 100% 1 50%
Superficial 0
Nodular 0
Infiltrante 2 100% 2 100% 1 100%
% Cel CBC +
p53 9,6% 12,2% 11% 14,2% | 10,6%
ki-67 38,2% 14,8% | 35,5% 35,4% | 22,6%
bcl-2 95,2% 6,8% 95% 57% | 93,3%
Apoptosis 0,55% 0,07% | 0,64% 0,46% | 0,5%
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Grafica 33. Grosor dérmico ecografico del CBC
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Grafica 34. Numero de células del infiltrado inflamatorio por campo de 400
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7.5. Analisis estadistico

Dia 0

Los grupos Im y Ex mostraron diferencias significativas (p < 0,05) en los
resultados de las variables histologia del CBC y sexo. En el grupo Im el 92% de
los casos eran CBC infiltrantes y habia un 79% de hombres, mientras en el
grupo Ex solo habia un 50% de CBC infiltrantes y s6lo un 33% de hombres.
Los grupos Im y Ex no mostraron diferencias significativas en los resultados de
la variables edad, localizacién, area tumoral, erosién, fototipo, grosor
ecografico, expresion de p53 y bcl-2 del CBC, indice proliferativo (ki-67) del
CBC e indice apoptdtico del CBC.

Dia 8 de tratamiento

Los grupos Im y Ex mostraron diferencias significativas (p<0,05) en los
resultados de las variables eritema, area de eritema, expresion de bcl-2 del
CBC y indice apoptotico del CBC. En el grupo Im el 63% de los casos tenian
eritema, el area de eritema era de 144,5 mmz2 y la relacién AE/AT era de 1,2.
En el grupo Ex ningun caso mostré eritema, el area de eritemaeraQy la
relacion AE/AT era de 0. En el grupo Im habia un descenso de expresion de
bcl-2 del CBC y un aumento del indice apoptotico del CBC, mientras en el
grupo Ex casi no se modificaron.

El grupo Im 3 d/s mostré diferencias significativas en los resultados de la
variable indice proliferativo (ki-67) del CBC. El grupo Im 5 d/s mostro
diferencias significativas en los resultados de las variables expresion de bcl-2
del CBC y indice apoptético del CBC.

Los grupos Im y Ex no mostraron diferencias significativas en los resultados de
la variables erosién, grosor ecografico, expresion de p53 del CBC y indice
proliferativo (ki-67) del CBC.

Dia 15 de tratamiento

Los grupos Im y Ex mostraron diferencias significativa (p < 0,05, analisis
bivariante) en los resultados de las variables eritema, area de eritema,
expresion de bcl-2 del CBC y indice apoptético del CBC. En el grupo Im el

83% de los casos tenian eritema, el area de eritema era de 202,6 mm2 y la
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relacion AE/AT era de 1,7. En el grupo Ex sélo el 33% de los casos mostro
eritema, el area de eritema era de 82,1 y la relacion AE/AT era de 1. En el
grupo Im habia un descenso de expresion de bcl-2 del CBC y un aumento del
indice apoptotico del CBC, mientras en el grupo Ex casi no se modificaron.
También se detectd una correlacién inversa entre la expresion de bcl-2 del
CBC y el indice apoptético del CBC, pero la poca potencia del grupo (s6lo 15
casos) no permitié encontrar significacion estadistica. Como mas acusada era
el descenso de la expresion de bcl-2 del CBC mayor era el aumento del indice
apoptotico del CBC.

El grupo Im 3 d/s mostré diferencias significativas en los resultados de la
variable indice apoptotico del CBC. El grupo Im 5 d/s mostré diferencias
significativas en los resultados de las variables expresion de bcl-2 del CBC y
indice apoptatico del CBC.

Los grupos Im y Ex no mostraron diferencias significativas en los resultados de
la variables erosién, grosor ecografico, expresion de p53 del CBC y indice
proliferativo (ki-67) del CBC.

Estudio ecografico y del infiltrado inflamatorio

Los grupos Im, Im 3 d/s, Im 5 d/s y Ex mostraron diferencias significativas
(p<0,05) en los resultados de la variable células totales del infiltrado
inflamatorio a lo largo del tratamiento. En los grupos tratados con Im la
densidad celular del infiltrado aumentaba con el tiempo, pero no con el Ex.

Los grupos Im, Im 3 d/s, Im 5 d/s y Ex no mostraron diferencias significativas
en los resultados de la variable grosor dérmico ecografico a lo largo del
tratamiento. Sin embargo los CBC tratados con Im aumentaron mas el grosor
dérmico que los CBC tratados con Ex.

La variable células totales del infiltrado inflamatorio mostré una correlacion
positiva (r>1) significativa (p<0,05) con las variables grosor dérmico ecografico,
indice apoptotico (células Tunel+) y eritema del CBC; y mostré una correlacion
negativa (r<1) significativa (p<0,05) con la variable expresién de bcl-2 del CBC.
La variable grosor dérmico ecografico mostrd una correlacion positiva (r>1)
significativa (p<0,05) con las variables células totales del infiltrado inflamatorio
y eritema del CBC.
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8. DISCUSION

8.1. Estudio abierto en 55 CBC

Pacientes

Los pacientes del estudio tenian una edad media de 71 afos, eran la mayoria
hombres (60%) y tenian fototipos claros (95% Il y 1ll). Estos resultados son
comparables con la literatura, que remarca la elevada incidencia de CBC en

hombres adultos de fototipos claros '°.

Tamanho

Los CBC del estudio mostraron un tamafio medio de 118 mm?, un 51% de
erosion, ausencia de eritema o pustulas y se localizaban mayoritariamente en
la cabeza ( 64%). Estos resultados son comparables con un los descritos por
otros autores, que definen el CBC como un tumor de lento crecimiento, con
minimos fendmenos inflamatorios, frecuentemente ulcerado y localizado en

areas descubiertas de la cabeza >+,

Patrén histolégico
El 78% de los CBC del estudio tenian un patrén histolégico infiltrante, con solo
un 7% de CBC superficiales y un 15% de CBC con patron nodular. Estos

porcentajes difieren de los reportados por diferentes autores 2"

que
consideran el CBC nodular como el tipo histolégico mas frecuente de todos
(80%). Estas diferencias podrian deberse a un sesgo de seleccion pacientes,
dado que los pacientes con CBC superficiales y nodulares habitualmente se
tratan a nivel ambulatorio y s6lo los CBC mas complejos (patrones agresivos o
localizaciones de alto riesgo) se remiten a un hospital de tercer nivel como en
el que se desarroll6 el presente estudio. También podria haber un sesgo de
interpretacion del patron del CBC, y que en nuestro estudio se hubiesen
considerado como CBC infiltrantes algunos tumores que otros autores podrian
considerar como CBC de patrén nodular. En este estudio se consideré CBC de
patron nodular cuando se observaban densos acumulos de células

neoplasicas, formando I6bulos tumorales unicos o multiples, generalmente
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redondeados u ovales, y se consideré CBC de patrén infiltrante cuando se
observaban cordones neoplasicos de grosor variable infiltrando la dermis o
prolongaciones espiculares infiltrativas en la parte mas profunda del tumor. Si
en la primera biopsia el tumor era de patrén superficial o nodular, pero en la
segunda o tercera habia patrén infiltrante, ese tumor pasaba a considerarse
CBC infiltrante.

Grupos

Los 55 CBC del estudio se asignaron a los cuatro grupos de tratamiento (A, B,
C y D) de forma secuencial, con tal de evitar sesgos de seleccion. Gracias a
ello los cuatro grupos no mostraron diferencias significativas en la mayoria de
las variables clinicas e histologicas del estudio. Sélo las variables edad y
localizacion mostraron una distribucién no homogénea entre los grupos, siendo
los pacientes del grupo D los mas jovenes y los CBC del grupo C los que se

localizaron con mas frecuencia en la cabeza.

P53

La expresion de la proteina p53 del CBC fue estudiada con un quit comercial
que muestra la proteina p53 normal y la mutada. Antes de empezar el
tratamiento la expresion de p53 del CBC fue del 34%, resultado inferior a los
encontrados en la literatura (42-92%) '"""'®  Durante el tratamiento con Im la
expresion de p53 en el CBC no mostré modificaciones significativas en
ninguno de los cuatro grupos del estudio. En las biopsias tomadas seis
semanas después del tratamiento la expresién de p53 del CBC tampoco
mostré diferencias significativas con respecto a los valores basales o durante el
tratamiento. Es por ello que se puede concluir que la expresion de p53 del CBC
no se modifica con el tratamiento con Im 5% crema aplicado 3 o 5 dias por

semana.

Ki-67

El indice proliferativo (ki-67) del CBC previo tratamiento fue del 49% y los
CBC infiltrantes mostraron un indice mayor (50%) que los CBC no infiltrantes
(43%). Estos resultados son bastante mas altos que los encontrados en la

literatura (26%) "'. De manera similar a la expresién de P53, el indice
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proliferativo no mostré modificaciones significativas durante el tratamiento ni
seis semanas después del mismo. Se puede concluir que el indice proliferativo
del CBC no se modifica con el tratamiento con Im 5% crema aplicado 3 o 5 dias

por semana.

Bcl-2

La expresion de la proteina bcl-2 del CBC previa al tratamiento fue muy alta
en casi todos los CBC (87%), siendo algo menor en los CBC infiltrantes (84%).
Estos resultados son comparables con los reportados en la literatura (67-100%)
que dan a la proteina bcl-2 un gran papel antiapoptético en el CBC 31132,
Durante el tratamiento con Im se produjo un descenso en la expresion de la
proteina bcl-2 en los grupos A, C, y D. En las biopsias obtenidas seis semanas
después del tratamiento la expresion de bcl-2 del CBC disminuyd en los grupos
Ay B, se mantuvo estable en los el grupo D, y aumento en el grupo C, pero sin
diferencias significativas en ningun grupo. Estos resultados sugieren que la
expresion de bcl-2 del CBC se modifica durante el tratamiento con Im 5%

crema aplicado 3 o 5 dias por semana.

Apoptosis

El indice apoptotico del CBC previo al tratamiento fue del 0,6%, resultado
comparable con otros estudios realizados por otros autores con la técnica de
Tunel ®*. Durante el tratamiento con Im el indice apoptético del CBC mostrd
modificaciones significativas en los cuatro grupos del estudio. Seis semanas
después del tratamiento el indice apoptdpico del CBC disminuyo a valores
similares a los basales. No se encontraron diferencias significativas entre los
valores durante el tratamiento y 6 semanas después del tratamiento, y esta
ausencia de significacion estadistica probablemente se deba al limitado numero
de casos con tumor en la biopsia realizada 6 semanas después del tratamiento:
3 enelgrupo A, 2 en el grupo B, 2 en el grupo C, y seis en el grupo D.
La expresion de la proteina bcl-2 y el indice apoptético se modificaron durante
el tratamiento con Im de forma dependiente, con una correlacién significativa.
Estos resultados sugieren que el indice apoptoético del CBC se modifica durante

el tratamiento con Im 5% crema aplicado 3 o 5 dias por semana.
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Infiltrado inflamatorio

El infiltrado inflamatorio peritumoral del CBC mostré un aumento significativo
en cuanto a numero total de células durante el tratamiento con Im. La
composicién de dicha infiltrado mostré un aumento significativo de células
CD3+, CD8+ y CD68+ y S-100+ en la primera semana de tratamiento,
indicando el papel de los linfocitos T, los monocitos y las células dendriticas en
la respuesta inmune inducida por Im. A partir de la segunda semana de
tratamiento también se detecté un aumento significativo de las células
grancima B + y CD20 +, demostrando el papel de las células citotdxicas y de
los linfocitos B en la respuesta antitumoral inducida por Im. Por otro lado las
células CD56+ no mostraron modificaciones significativas durante el
tratamiento con Im, por lo que estos resultados sugieren que las células
asesinas naturales de la dermis no se modifican durante el tratamiento con Im
5% crema aplicado 3 o 5 dias por semana.
La densidad del infiltrado inflamatorio peritumoral, la expresion de la proteina
bcl-2 y el indice apoptotico se modificaron durante el tratamiento con Im de

forma dependiente con una correlacion significativa.

Efectos adversos

Im produjo cambios inflamatorios en todos los CBC durante el tratamiento. La
presencia de eritema fue del 100% a mitad del tratamiento y del 95% al final
del mismo. La presencia de pustulas estériles se objetivo en el 7% de casos, y
un cuadro pseudo gripal con cefalea, debilidad generalizada y malestar se
objetivd en 2 pacientes. A pesar de estas reacciones locales y acontecimientos
adversos el cumplimiento del tratamiento fue del 98% y se realizé
ambulatoriamente en todos los casos. La relacion area de eritema / area
tumoral basal fue de 6,9 al final del tratamiento. Estos resultados son
comparables con estudios clinicos previos de Im en el CBC, en los que se
destacan unos efectos adversos locales y sistémicos dosis dependientes,

generalmente bien tolerados por los pacientes 227246247,
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Eficacia

La variable curacion CBC tratado con Im se establecio después de un
seguimiento minimo de 18 meses a todos los pacientes. A pesar del sesgo
creado por la realizacion de biopsias a todos los CBC durante el tratamiento, se
encontrd una tasa global de curacion del 75%. El analisis bivariante mostro
relacion significativa entre la curacion y las variables area tumoral basal y
erosion basal, por lo que los CBC de mayor tamafo y erosionados eran los que
se curaban con menor frecuencia. La posologia no mostro relacion significativa
con la curacioén, pero los pacientes tratados con Im 3 dias por semana
presentaron mejores tasas de curacion con menos efectos adversos locales
que los pacientes tratados 5 dias por semana. Estos resultados nos indican
que la inflamacién no se correlacion6 linealmente con la eficacia, y se plantean
tres hipotesis para entender la relacion entre posologia y eficacia: o bien los
pacientes tratados 5 dias por semana no se aplicaron bien la crema sobre el
CBC al aparecer los efectos adversos locales, o bien la crema correctamente
aplicada no penetrd en la dermis por la presencia de costras, o tanta
inflamacion inducida por Im produjo un cambio en el infiltrado inflamatorio: la
destruccion de la epidermis pudo inducir la expresién de citocinas
inmunosupresoras y un cambio en la funcion de los linfocitos CD8, que pasaron
de ser citotdxicos a supresores.

El patrén histolégico (infiltrante o no infiltrante) tampoco mostro relacidon
significativa con la curacion, a pesar de que los CBC no infiltrantes tenian una
tasa de curacion del 92% y los CBC infiltrantes del 70%. Es probable que
aumentando el numero de casos del grupo de CBC no infiltrantes se hubiese
encontrado diferencias significativas a favor de estos con respecto a la
curacion.

Con el fin de obtener variables basales independientes y prondsticas de
curacion se realizo un analisis multivariante que demostro que el area tumoral
basal tenia una relacién inversa con la curacion y que la erosion basal era una
variable dependiente del tamafo tumoral. El analisis multivariante demostré
que el indice proliferativo (Ki-67) basal del CBC era otro factor prondstico de
curacion y a mayor indice proliferativo mas curacion. Este resultado es
sorprendente, dado que en nuestra serie y en la literatura 3 1os CBC agresivos

tienen un indice proliferativo mayor que los CBC no agresivos. Este resultado
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sugiriere que los CBC mas activos son los que responderan mas al tratamiento
con Im, pero podria estar sesgado por el hecho de que en nuestro estudio solo
hay 12 CBC no infiltrantes (indice proliferativo de 43%) frente a 43 CBC
infiltrantes (indice proliferativo de 50%).
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8.2. Estudio randomizado en 30 CBC

Este estudio se disefid con el fin de confirmar los hallazgos histolégicos
encontrados en el estudio abierto, por lo que no se consideré la variable
curacion. A pesar de incluir menos pacientes, el estudio gano potencia
estadistica al incluir casos tratados con el excipiente del preparado comercial

de Im crema (Aldara®) y randomizar los grupos.

Pacientes y CBC

Los pacientes incluidos en el estudio tenian una edad media de 71 afnos,
siendo la mayoria hombres (70%) de fototipos claros (90% Il y Il). Los CBC
incluidos en el estudio mostraron un tamafio medio de 71 mm?, un 41% de
erosion, ausencia de eritema o pustulas y se localizaban mayoritariamente en
la cabeza ( 67%). El 83% de los CBC incluidos en el estudio presentaron el
patron histoldgico infiltrante, con sélo un 7% de CBC superficiales y un 10% de
CBC con patrén nodular. Estos resultados son comparables con los del estudio

abierto.

Grupos

Los 30 CBC incluidos en el estudio se asignaron en dos grupos de tratamiento
(Imy Ex) y 2 posologias (3 dias por semana o 5 dias por semana) de forma
randomizada con el fin de evitar sesgos. Gracias a ello los grupos no mostraron
diferencias significativas en la mayoria de las variables clinicas e histologicas
del estudio. Solo las variables sexo y histologia del CBC mostraron una
distribucion no homogénea entre los grupos, habiendo mas hombres y CBC de

patrén infiltrante en el grupo Im que en el grupo Ex.

P53

La expresion de la proteina p53 del CBC antes de empezar el tratamiento fue
de 38%, resultado similar al encontrado en el estudio abierto (34%). Durante el
tratamiento la expresion de p53 en el CBC no mostré modificaciones
significativas en ninguno de los grupos del estudio (Im, Im 3 dias/sem, Im 5

dias/sem, Ex). Es por ello que se puede concluir que la expresion de p53 del
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CBC no se modifica con Im ni con el excipiente de Aldara® aplicado 3 o 5 dias

por semana.

Ki-67

El indice proliferativo (Ki-67) del CBC previo tratamiento fue del 39%,
resultado inferior al obtenido en el estudio abierto (49%). Durante el tratamiento
el indice proliferativo del CBC no mostré modificaciones significativas en los
grupos Im, Im 5 dias/sem y Ex. En el grupo Im 3 dias/sem se detectd un
descenso significativo del indice proliferativo del CBC entre la determinacion
basal y el dia 8, pero no se detectd después en el dia 15. Es por ello se
concluye que el indice proliferativo (ki-67) del CBC no se modifica con Im ni con

el excipiente de Aldara® aplicado 3 o 5 dias por semana.

Bcl-2

La expresion de la proteina bcl-2 del CBC previa al tratamiento fue del 83%,
resultado similar al encontrado en el estudio abierto (87%). Durante el
tratamiento se produjo un descenso significativo de la expresion de la proteina
bcl-2 en los grupos Im y Im 5 dias/sem. En el grupo Im 3 dias/sem el descenso
no fue significativo, y en el grupo Ex no se modificd. Estos resultados sugieren
que la expresion de bcl-2 del CBC se modifica con el tratamiento con Im
aplicado 3 o 5 dias por semana, y no se modifica con el excipiente de Aldara®.
La disminucién de la expresion de bcl-2 del CBC durante el tratamiento con Im
podria ser el resultado de efecto directo de Im en las células del CBC o por la

secrecion de citocinas del infiltrado inflamatorio inducido por Im.

Apoptosis

El indice apoptético del CBC previo al tratamiento fue del 0,5%, resultado
similar al encontrado en el estudio abierto (0,6%). Durante el tratamiento se
produjo un aumento significativo del indice apoptético en los grupos Im, Im 3
dias/sem y Im 5 dias/sem, pero no en el grupo Ex. La expresién de la proteina
bcl-2 y el indice apoptotico se modificaron durante el tratamiento con Im de
forma dependiente, con una correlacidon significativa. Estos resultados sugieren
que el tratamiento con Im aplicado 3 o 5 dias por semana modifica el indice

apoptético del CBC, y no se modifica con el excipiente de Aldara®.
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Infiltrado inflamatorio

El infiltrado inflamatorio peritumoral del CBC y las determinaciones
ecograficas mostraron un aumento significativo del numero total de células y
del grosor ecografico durante el tratamiento con Im, pero no con el excipiente
de Aldara. La densidad del infiltrado inflamatorio peritumoral, el grosor
ecografico, el eritema y el indice apoptotico aumentaron durante el tratamiento
con Im de forma dependiente, con una correlacion significativa. Este resultado
sugiere que Im induce un infiltrado inflamatorio peritumoral capaz de aumentar
el indice apoptdtico del CBC. El aumento del indice apoptotico del CBC durante
el tratamiento con Im podria ser el resultado de una disminucién de la principal
proteina antiapoptética (bcl-2) y el aumento de estimulos proapoptéticos (TNF,
linfocitos T citotdxicos, células asesinas naturales, perforinas, grancimas Ay B,

bax..). Estos dos factores precipitarian el suicidio celular de la célula del CBC.

Efectos adversos

Im produjo cambios inflamatorios y eritema en el 83% de los casos (0% basal),
con erosién en el 75% (42% previa al tratamiento) y una relacién area de
eritema / area tumoral basal de 1,7 en el dia 15 el tratamiento. El excipiente de
Aldara produjo cambios inflamatorios y eritema en el 33% de los casos (0%
basal), erosion en el 50% (33% previa al tratamiento) y una relacion area de
eritema / area tumoral basal era de 1 en el dia 15 el tratamiento. Estos

resultados demuestran que Im induce fendmenos inflamatorios en el CBC.

Conclusiones

Las principales conclusiones del estudio son la demostracion patoldgica de
que Im induce una respuesta inflamatoria capaz de modificar la expresiéon de
bcl-2 en las células del CBC y aumentar el indice apoptético del CBC. Des del
punto de vista clinico también hay que destacar las elevadas tasas de curacion
encontradas, los efectos locales dosis dependientes y la utilidad de la ecografia

cutanea en el estudio del CBC in vivo.

136



9. CONCLUSIONES

9.1. Estudio abierto en 55 CBC

1. Im crema al 5% fue un tratamiento eficaz en el 100% de los CBC
superficiales.

2. Im crema al 5% fue un tratamiento eficaz en el 87% de los CBC nodulares.

3. Im crema al 5% fue un tratamiento eficaz en el 75% los CBC infiltrantes.

4. El area basal del CBC fue la variable independiente de mayor potencia
prondstica de la curacion completa del CBC inducida por Im crema al 5%

5. El indice proliferativo (ki-67) del CBC fue una variable independiente
pronéstica con la curacién completa del CBC inducida por Im crema al 5%

6. La erosion basal del CBC fue una variable prondstica de la curacion
completa del CBC inducida por Im crema al 5%.

7. La posologia 3 dias por semana mostr6 menos reacciones locales y
mejores tasas de curacion completa que la posologia 5 dias por semana.

8. El indice apoptotico del CBC aumentd durante el tratamiento con Im crema
al 5% y disminuy6 6 semanas postratamiento en todos los grupos.

9. La expresion de bcl-2 del CBC disminuyd durante el tratamiento con Im
crema al 5% y aumentd 6 semanas postratamiento en todos los grupos.

10. Las variables indice apoptético del CBC y expresion de bcl-2 del CBC
mostraron una correlacion inversa significativa.

11.La expresién de p53 y ki-67 del CBC tratado con Im crema al 5% no se
modifico significativamente durante el tratamiento.

12. La variables células totales, células CD3+ totales, porcentaje de células
CD3+, células CD8+ totales, células CD20+ totales, porcentaje de células
CD20+, células CD68+ totales, células grancima B + totales y células
S-100+ del infiltrado inflamatorio peritumoral del CBC aumentaron
significativamente durante el tratamiento con Im crema al 5%.

13. Las variables porcentaje de células CD8+, porcentaje de células CD68+,
células CD56+ totales, porcentaje de células CD56+, porcentaje de células

grancima B+, porcentaje de células S-100+ y la relacion CD4/CD8 se
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modificaron con el tratamiento con Im crema al 5% pero sin diferencias
significativas.

14. Las variables células totales del infiltrado inflamatorio peritumoral del CBC,
células CD3+ totales, células CD8+ totales, células CD20+ totales, células
CD68+ totales, células grancima B + totales, células S-100+ totales y indice
apoptético (células Tunel+) mostraron una correlaciéon positiva (r>1)
significativa.

15. Las variables células totales del infiltrado inflamatorio peritumoral del CBC,
y la expresiéon de bcl-2 del CBC mostraron una correlacién negativa (r<1)
significativa.

16.Las variables expresion de p53 del CBC vy indice proliferativo (ki-67) del
CBC no mostraron correlacién significativa con las variables indice
apoptotico del CBC, expresion de bcl-2 del CBC ni células totales del

infiltrado inflamatorio peritumoral.
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9.2. Estudio randomizado en 30 CBC

1. El indice apoptoético del CBC aumento significativamente en el grupo tratado
con Im crema al 5%, en el grupo tratado con Im 3 noches por semana y en
el grupo tratado con Im 5 noches por semana

2. La expresion de bcl-2 del CBC disminuy® significativamente durante el
tratamiento en el grupo tratado con Im crema al 5%, en el grupo tratado con
Im 3 noches por semana y en el grupo tratado con Im 5 noches por semana

3. La expresiéon de p53 del CBC y indice proliferativo (ki-67) del CBC se
modificaron en el grupo tratado con Im crema al 5% pero sin mostrar
diferencias significativas.

4. La expresion de p53 y bcl-2 del CBC, el indice proliferativo (ki-67) del CBC
y el indice apoptético del CBC se modificaron en el grupo tratado con crema
vehiculo (excipiente) sin mostrar diferencias significativas.

5. La variable células totales del infiltrado inflamatorio mostré una correlacion
positiva (r>1) significativa con las variables grosor dérmico ecografico,
indice apoptotico del CBC y eritema del CBC

6. La variable células totales del infiltrado inflamatorio mostré una correlacién
negativa (r<1) significativa con la variable expresion de bcl-2 del CBC.

7. La variable grosor dérmico ecografico mostré una correlacion positiva (r>1)
significativa con las variables células totales del infiltrado inflamatorio y
eritema del CBC.
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9.3. Conclusiones finales

1. Im crema al 5% induce la regresion clinica e histologica del CBC.

2. Im crema al 5% aumenta el infiltrado inflamatorio peritumoral del CBC, que
se constituye principalmente de linfocitos CD3+, CD8+ y CD20+.

3. Im crema al 5% aumenta el nimero de células grancima B + del infiltrado
peritumoral del CBC.

4. Im crema al 5% disminuye la expresién de bcl-2 del CBC.

5. Im crema al 5% aumenta el indice apoptético del CBC.
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