Actas Dermosifiliogr. 2012;103(4):308-316

L T——
| Dermo-Sifiliograficas

ACTAS
% Dermo-Sifiliograficas

pga A
E l"') EVIER Full English text available at

1 D) ()Y \1 /—\ www.elsevier.es/ad

Utilidad de la tinciéon con laminina-332 para diferenciar
queratoacantoma, queratoacantoma con areas de carcinoma
epidermoide y carcinoma epidermoide crateriforme

R. Corbalan-Vélez®*, E. Martinez-Barba®, M.J. Lopez-Poveda®,
I. Vidal-Abarca Gutiérrez®, J.A. Ruiz-Macia¢, |. Oviedo-Ramirez®
y T. Martinez-Menchén?

a Servicio de Dermatologia, Hospital Universitario, Virgen de la Arrixaca, Murcia, Espafia
b Servicio de Anatomia Patolégica, Hospital Universitario, Virgen de la Arrixaca, Murcia, Espafia
¢ Servicio de Anatomia Patoldgica, Hospital Vega Baja, Orihuela, Alicante, Espafia

Recibido el 27 de abril de 2011; aceptado el 15 de septiembre de 2011
Disponible en Internet el 15 de diciembre de 2011

PALABRAS CLAVE

Laminina; Introduccion: El queratoacantoma (QA) es un tumor cutaneo crateriforme, de crecimiento
Queratoacantoma; rapido; aproximadamente el 25% de los QA presentan transformacion maligna (QAm), observan-
Carcinoma dose areas de carcinoma epidermoide (CE). La laminina-332 se ha relacionado con progresion a
epidermoide fases invasoras en diversos CE. El objetivo de este estudio es evaluar si la tincion con laminina-

332 es (til para distinguir QA, QAm y CE.

Material y métodos: Seleccionamos 74 casos del archivo de Anatomia Patologica. Se analizaron
4 grupos: 20 QA sin CE, 20 QAm con areas evidentes de CE, 20 CE invasores sin relacion con
QA (8 con morfologia crateriforme) y 14 casos «problema» (QA con «dudosas» areas de CE).
Posteriormente se realizoé tincion inmunohistoquimica para laminina-332 a todas estas lesiones.
Resultados: En las areas de CE asociado a QAm y en los CE invasores, la tincion con laminina fue
positiva de forma intensa, habitualmente en el frente invasor del CE, a diferencia de los QA, en
que la tincion fue positiva solo de forma débil y focal, en células aisladas o en pequefios «grupos»
celulares. Los casos «problema» se reexaminaron tras valorar la tincion con laminina-332 (8 se
diagnosticaron de QA con CE incipiente, 6 de QA sin CE).

Conclusiones: La tincion con laminina-332 es diferente en los QA respecto a los CE, por lo que
ayudaria a diferenciar los QA de los CE invasores y de las areas de CE en QAm, asi como en el
diagnostico de QA con «dudosas» areas de CE y QA con CE incipientes.
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Introduction: Keratoacanthoma is a fast-growing crateriform skin tumor. Approximately 25% of
such tumors undergo malignant transformation and develop areas of squamous cell carcinoma
(SCC). The presence of laminin-322 has been associated with progression to invasive forms of
SCC. The aim of this study was to determine whether or not immunohistochemical staining for
laminin-322 would be of value in distinguishing between keratoacanthomas, keratoacanthomas
with areas of squamous cell carcinoma, and SCCs.

Material and methods: Seventy-four lesions were selected from the pathology archives of our
hospital and divided into 4 groups: 20 keratoacanthomas without SCC, 20 keratoacanthomas with
areas of squamous cell carcinoma, 20 invasive SCCs (8 with crateriform morphology) unrelated
to keratoacanthoma, and 14 problem lesions (keratoacanthomas with areas suggestive of SCC).
All 74 lesions were stained for laminin-322.

Results: Laminin-322 staining was strongly positive both in areas of SCC in keratoacanthomas
with malignant transformation and in invasive SCCs (mostly at the invasive front of the SCC).
However, in benign keratoacanthomas, it was only weakly positive and furthermore it was
confined to isolated cells or small groups of cells. The 14 problem lesions were reexamined
after laminin-322 staining and 8 were diagnosed as keratoacanthomas with incipient SCC and 6
as keratoacanthomas without SCC.

Conclusions: Laminin-322 staining is different in keratoacanthomas and SCCs and would thus
be a useful test for differentiating keratoacanthomas from both invasive SCCs and keratoa-
canthomas with areas of squamous cell carcinoma. It would also be of value in diagnosing
keratoacanthomas with areas suggestive of SCC or with incipient SCC.

© 2011 Elsevier Espafa, S.L. and AEDV. All rights reserved.

El queratoacantoma (QA) es un tumor cutaneo crateriforme,
exo-endofitico, de crecimiento rapido y regresion esponta-
nea en unos meses. La forma clinica mas frecuente es un
nodulo solitario, habitualmente localizado en areas fotoex-
puestas; presenta una evolucion caracteristica que se puede
dividir en fase proliferativa, fase madura o «de estado» y
fase de regresion’-2.

El diagndstico diferencial entre QA y carcinoma epider-
moide (CE) entrana, en ocasiones, bastante dificultad, tanto
clinica como histolégicamente. Aunque algunos autores opi-
nan que el QA es un CE muy bien diferenciado®#, nosotros
pensamos, como Sanchez Yus et al.3 y otros autores?®7,
que solo es un subgrupo de QA el que sufre transformacion
maligna a CE (QAm), aproximadamente un 25%°. Esta trans-
formacion maligna ocurre mas frecuentemente en pacientes
de mas edad y en lesiones localizadas en areas fotoexpues-
tas, y podria suceder en cualquier fase del QA, incluyendo
la fase de regresion’.

La laminina-332 (anteriormente laminina-5) es una glu-
coproteina de la membrana basal que podria desempefar
un importante papel en la migracion y movilidad celular y
en la progresion e invasion tumoral en CE®-'!, La laminina-
332 interacciona con la integrina a6B4 y el EGFR (factor
receptor de crecimiento epidérmico) e induciria la acti-
vacion de la fosfatidilinositol-3-quinasa (p13K). La p13K
regula varios procesos celulares como la proliferacion, cre-
cimiento y apoptosis celular, y su activacion se relacionaria

directamente con la invasién tumoral''-'3. Por tanto, la
laminina-332, mediante la activacion de p13 K, promueve la
invasion tumoral de CE en diversas localizaciones y se corre-
laciona con un estadio mas avanzado en la clasificaciéon TNM
y un peor pronéstico' 4, aunque no con un mayor niimero
de metastasis ganglionares'’. La tincién con laminina-332
se ha utilizado para comprobar cuando un CE de mucosa
oral evoluciona a CE invasor'>'4, asi como en el diagnds-
tico diferencial entre el carcinoma verrucoso y el CE bien
diferenciado de mucosa oral'®'7,

En el contexto de un estudio realizado sobre la expresion
de laminina-332 en CE de mucosa oral, realizamos tincion
para laminina-332 a dos QA con areas de malignizacién a CE;
tras observar positividad intensa en el area correspondiente
al CE de estos dos casos nos planteamos estudiar un nimero
mayor de casos, con el objetivo de evaluar si la tincion con
laminina-332 es Util para distinguir entre QA y areas de CE
en QAm.

Todas las preparaciones histoldgicas fueron obtenidas del
archivo de Anatomia Patologica del Hospital Universitario,
Virgen de la Arrixaca, Murcia; todos los casos fueron reexa-
minados por dos patologos expertos en dermatopatologia,
de forma independiente entre ellos y sin ningdn conoci-
miento de datos clinicos (crecimiento rapido de las lesiones,
por ejemplo).
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Tabla 1 Tincion con laminina-332 en queratoacantomas (QA) y carcinomas epidermoides (CE)
Tincion +intensa Tincion +débil  Comentario
QA (20) - 20 (f) Tincion débil y focal, en células aisladas o pequefios grupos celulares
CE (20) 20 (d) - Tincion intensa y difusa, habitualmente en el frente invasor del CE
QA-CE (20) 20 (d) 20 (f) Tincion intensa y difusa en el area de CE, débil y focal en el area de QA
QA vs CE (14) 4 (f) 6 (f) QA con CE incipiente: tincion intensa y focal (4 casos) o en frente
4 (d) invasor con moderada intensidad (4 casos)

QA sin evidencia de CE: tincion débil y focal (6 casos)

CE: carcinoma epidermoide; (d): tincion positiva difusa, en frente invasor; (f): tincion positiva focal; QA: queratoacantoma sin evidencia
de carcinoma epidermoide (entre paréntesis n° de casos estudiados); QA-CE: queratoacantoma con areas de transformacion maligna a
carcinoma epidermoide; QA vs CE: casos histologicamente ambiguos o «dudosos»; QA con discutibles areas de CE incipiente.

Se realiz6 un estudio descriptivo, observacional, sobre la
tincion inmunohistoquimica para laminina-332 en 74 lesio-
nes, agrupadas en:

Grupo A: 20 QA en distintas fases evolutivas sin evidencia
de malignizacion. Existian 8 casos en fase proliferativa, 4
en fase de estado y 8 en fase de regresion.

Grupo B: 20 QA con areas evidentes, citoldgica e histolo-
gicamente, de transformacion maligna hacia CE (QAm). Se
trataba de 9 QAm en fase proliferativa, 5 en fase de estado
y 6 en fase de regresion.

Grupo C: 20 CE invasores que no guardaban relacion con
QA, 8 de ellos con morfologia crateriforme.

Grupo D: 14 casos histolégicamente ambiguos o casos
«problema»: QA con «dudosas» areas de CE incipientes.

Definimos QA y CE como:
Queratoacantoma: tumoracion epitelial hiperplasica,
endo-exofitica, bien delimitada y crateriforme, con un

crater central lleno de queratina e hiperplasia epidérmica de
los bordes de la lesion («labios epidérmicos») que sobrepa-
san el crater central dandole una apariencia simétrica. Las
células son grandes, con nucleolos prominentes y citoplasma
eosindfilo y esmerilado’-%¢.

Carcinoma epidermoide: tumor maligno constituido por
nidos o cordones de células epiteliales atipicas, con gra-
dos variables de queratinizacion y anaplasia. Presenta una
queratinizacion central variable, con formacion de perlas
cérneas segun el grado de diferenciacion del tumor'®.

Posteriormente se realizd tincion inmunohistoquimica
para laminina-332 a estas 74 lesiones mediante la técnica
de inmunoperoxidasa (anticuerpos anti-laminina-5 humana,
gamma-2 chain, laboratorios Dako Denmark, Clon 4G1),
con los pertinentes controles externos. Se considerd posi-
tividad para laminina-332 cuando existia tincion granular
citoplasmatica, especificando si la positividad era débil o
intensa.

Figura 1

A 'y B. Queratoacantoma en fase proliferativa. C y D. Positividad débil y focal, en células aisladas, con la tincion para

laminina-332 (A. Panoramica de laminina, panoramica de hematoxilina/eosina [H/E] en recuadro. B. H/E x40. C. Laminina x40. D.

Laminina x100). *: Areas ampliadas a mayor aumento.
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Figura 2 Ay B. Queratoacantoma (QA) con transformacion maligna a carcinoma epidermoide (CE) en el centro de la lesion y
en profundidad. C. Positividad intensa en frente invasor del CE (izquierda), negatividad en zona del QA (derecha). D. Positividad
intensa en area de CE en profundidad del QA (A. Panoramica de laminina, panoramica de H/E en recuadro. B. H/E x40. C. Laminina
x40. D: Laminina x100). *: Areas ampliadas a mayor aumento.

Figura 3 Ay B. Carcinoma epidermoide crateriforme. C y D. Tincidon con laminina-332 intensamente positiva en frente invasor
del carcinoma epidermoide (A. Panoramica de laminina, panoramica de H/E en recuadro. B. H/E x40. C. Laminina x 40. D. Laminina

x100). *: Areas ampliadas a mayor aumento.
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Figura 4 Ay B. Queratoacantoma con un area de carcinoma epidermoide (CE) incipiente. C y D. Positividad focal pero intensa en
el area de CE incipiente (A: H/E x40, panoramica de H/E en recuadro. B. H/E x200. C. Laminina x40. D. Laminina x100). *: Areas

ampliadas a mayor aumento.

Analisis estadistico

Los datos fueron procesados mediante el paquete estadistico
SPSS 12.0 para Windows.

Los resultados obtenidos se estudiaron mediante un ana-
lisis de tablas de contingencia con la prueba de Chi-cuadrado
de Pearson, considerando significativos los riesgos de error
inferiores al 5% (p <0,05).

Resultados

Los principales resultados se pueden observar en la tabla 1.

La tincion con laminina-332 fue negativa en la epidermis
y anejos cutaneos normales. En el grupo de QA, grupo A,
observamos positividad débil y focal, en células aisladas o
pequenos grupos celulares (fig. 1). En todos los casos del
grupo de QAm, grupo B, la tincion con laminina-332 fue
positiva de forma intensa y continua en el area de trans-
formacion maligna a CE, habitualmente en el frente invasor
del area de CE (fig. 2). La tincion con laminina-332 fue inde-
pendiente de la fase evolutiva en que se encontraran tanto
los QA como los QAm.

Observamos una tincion similar en los 20 casos del grupo
de CE invasores, incluyendo los 8 CE con morfologia cra-
teriforme, positividad intensa, continua, «dibujando una
cenefa», habitualmente en el frente invasor del CE (fig. 3).
Habria que diferenciar esta tincion de algunos casos de QA

que presentaban tincion positiva en la capa proliferativa,
aunque en los QA se trataba de positividad débil y focal. El
patron de tincion fue diferente tanto si comparamos QA con
QAm (p<0,0001) como si comparamos QA con CE invasores
(p<0,0001).

Respecto al grupo D (casos «problema» o histologi-
camente ambiguos), las 14 preparaciones histologicas se
reexaminaron detenidamente por dos expertos en derma-
topatologia tras valorar los resultados con la tincion con
laminina-332. Se diagnosticaron 4 casos de QA con un area
pequena de transformacion maligna a CE (tincion para
laminina-332 intensa de forma focal, en un area pequeia,
correspondiente al area de transformacion maligna a CE
(fig. 4). Seis casos presentaban tincion para laminina débil,
en células aisladas o pequenos focos celulares; tras reeva-
luar la hematoxilina-eosina se llegd a la conclusion de que
se trataba de areas proliferativas benignas de QA o areas
del QA que comienzan a regresar, pero sin evidencia histo-
logica de CE (fig. 5). En 4 casos observamos un patron de
tincion tipo CE (positividad en frente invasor), aunque con
una intensidad menos marcada que los otros casos de CE
(fig. 6), que finalmente fueron diagnosticados de QA con CE
incipiente.

Posteriormente, se reviso el comportamiento clinico de
estas 74 lesiones, y solo dos lesiones (un CE del grupo Cy
un QA con transformacion maligna a CE del grupo B) reci-
divaron a los 5 y 7 meses y precisaron reextirpacion. No
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Figura 5

A-D. Lesion histologicamente ambigua, queratoacantoma en fase de regresion activa con dudoso carcinoma epidermoide

incipiente en algunas areas. E-F. Positividad débil y focal, en células aisladas, similar a la de los queratoacantomas (A. H/E x40,
panoramica de H/E en recuadro. By C. H/E x100 y H/E x200. D. H/E x200, H/E x100 en recuadro. E. Laminina x40. F: Laminina

x100). *: Areas ampliadas a mayor aumento.

observamos metastasis ganglionares ni viscerales en ninguna
lesion. Al tratarse de un estudio retrospectivo y fundamen-
talmente histologico, el seguimiento clinico era de menos
de un ano en 16 lesiones y de menos de dos afnos en otras
19 lesiones.

Discusion

Existen numerosos estudios que tratan de diferenciar el QA
del CE, usando tanto criterios histologicos>®'® como alte-
raciones cromosdmicas® o diversos marcadores, como p16,

p53, Ki-67, VCAM (CD106), ICAM (CD54), telomerasa, COX-2
y receptores para angiotensina tipo 1, entre otros?'-28, Nin-
guna de estas técnicas ha logrado diferenciar claramente el
QA del CE.

Seglin los resultados de nuestro estudio la tincion con
laminina-332 resulta de utilidad en la diferenciacion de estos
dos tumores. De este modo, la tincion con laminina-332 es
totalmente distinta en los QA (tincion débil y focal) respecto
a los CE y/o areas de CE en QAm (tincion intensa y continua
en el frente invasor del CE). Para el diagnéstico de los casos
de CE o de QA con cambios histologicos y citologicos eviden-
tes seria suficiente con la tincion de hematoxilina-eosina.
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Figura 6

A-D. Dudoso carcinoma epidermoide incipiente en la profundidad de un queratoacantoma en fase de regresion activa.

E-F. Positividad con tincion para laminina-332 en frente invasor tipo patron de tincion de epidermoide, aunque con una intensidad
menos marcada que los otros casos de CE (A: H/E x40, panoramica de H/E en recuadro. By C. H/E x100 y H/Ex200. D. H/E x200,
H/Ex100 en recuadro. E. Laminina x40. F. Laminina x100). *: Areas ampliadas a mayor aumento.

Sin embargo, la tincion con laminina-332 podria suponer
una importante ayuda en los casos de QA histologicamente
ambiguos, con dudosas areas histoldgicas de CE incipiente:
en los casos de QAm con un area muy pequena de CE, la tin-
cion con laminina-332 es positiva de forma intensa, aunque
solo en esa area pequena de transformacion maligna a CE.
Cuando la tincion es focal pero débil no se evidenci6 CE. La
mayor dificultad diagnostica la encontramos en 4 lesiones
histoloégicamente ambiguas, con discutibles o dudosas areas
de CE, que presentaban un patron de tincion similar a los
CE (positividad en frente invasor), pero con una intensidad
de tincion menos marcada que los otros casos de CE. Tras

reexaminar detenidamente la tincion hematoxilina-eosina,
y puesto que en ningn QA habiamos observado este patréon
de tincion (ni siquiera en la capa proliferativa de algunos
QA), llegamos a la conclusion de que se trataba de CE
muy incipientes. Habria que entender la oncogenicidad en
los QA, como en la mayoria de tumores, como un proceso
continuo, evolutivo, por lo que se pueden observar casos
con areas de CE totalmente desarrollados y casos con CE
muy incipientes, como estas 4 lesiones.

Solamente hemos encontrado un estudio previo sobre tin-
cion para laminina-332 en QA. Kuivanen TT et al.?® estudian
7 subtipos de metaloproteasas, laminina-5 (actualmente
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laminina-332) y p16 en 31 QA y en 15 CE. Respecto a sus
resultados sobre la tincion para laminina, no comprende-
mos por qué concluyen que «en general, la laminina no es
atil para diferenciar QA de CE», a pesar de que observan
tincion positiva en el frente invasor de los CE, igual que en
nuestro estudio.

En general, el comportamiento clinico de la mayoria de
estas lesiones suele ser bueno, salvo excepciones?®, siendo
muy infrecuente que recidiven o produzcan metastasis>.
En nuestro estudio solo se produjeron recidivas en dos lesio-
nes, un CE y un QAm con transformacion maligna a CE,
que tuvieron que ser reextirpadas, aunque también hay
que tener en cuenta que, al tratarse de un estudio histo-
logico y retrospectivo, el seguimiento clinico fue de menos
de dos afos en casi la mitad de los casos. Serian necesa-
rios mas estudios para valorar el comportamiento clinico de
estos CE derivados de QAm, a ser posible prospectivos, con
un mayor numero de pacientes y que analizasen también
otros parametros como la edad, la localizacion, la inmuno-
depresion, el tamano y la profundidad del tumor, la invasion
perineural, etc.

Existen numerosos estudios sobre la etiopatogenia y
los posibles mecanismos implicados en la oncogénesis del
QA"25-7.21-28 'y pensamos que no es el objetivo de este tra-
bajo el analisis detallado de estos mecanismos oncogénicos.
Si que queremos resaltar que la laminina-332 podria consti-
tuir un «punto de inflexion» en la tranformacion maligna de
algunos QA hacia CE, aunque serian necesarios mas estudios
que demostrasen esta circunstancia. Segun nuestros resul-
tados, todos los QA que presentaban tranformacion maligna
hacia CE eran positivos de forma intensa con la tincion para
laminina-332, incluso en aquellos casos en que se trataba
de un area pequena de transformacion maligna o de CE muy
incipientes. Clinicamente, la importancia de todo esto es
que se podria utilizar como diana terapeutica'®'': se ha
comprobado que la utilizacion de anticuerpos contra una
fraccion de la laminina-332 induce apoptosis tumoral y frena
la proliferacion, el crecimiento y/o el avance oncoldgico en
los CE'. En el caso de los QA, si se comprueba que efectiva-
mente la laminina-332 es necesaria para la transformacion
maligna hacia CE, se podrian utilizar estos anticuerpos para
bloquear la transformacion maligna hacia CE en algunos
casos de QA (tendriamos casi la certeza de que estos QA
no se iban a malignizar; podria ser muy util por ejemplo
en QA multiples, QA gigantes o QA que por su localizacion
pudieran dejar secuelas y/o cicatrices inestéticas).

Las limitaciones de este estudio son el niUmero limitado
de casos, que se trata de un estudio retrospectivo y la ausen-
cia de un gold-standard en el diagndstico histologico de QA.

En conclusion, la tincion para laminina-332 es diferente
en los CE y en las areas de CE consecuencia de la transfor-
macion maligna de algunos QAm (tincion intensa y continua,
habitualmente en el frente invasor del CE), con respecto
a los QA sin evidencia de CE (tincion débil y focal, en
células aisladas o en pequenos grupos celulares). La tin-
cion con laminina-332 ayudaria a diferenciar los QA de las
areas de CE, incluyendo los CE incipientes y también podria
ser muy Util en el diagnostico de lesiones histolégicamente
ambiguas, QA con «dudosas» areas de CE.

Aunque serian necesarios mas estudios que lo com-
probasen, la laminina-332 podria ser fundamental para
la transformacion maligna hacia CE de algunos QA,

circunstancia que habilitaria su utilidad como diana
terapéutica.
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