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GLOSARIO

APONEUROSIS: Membrana fibrosa y blanquecina que envuelve los musculos
(aponeurosis de envoltura) o los une con las partes que se articulan (aponeurosis

de insercion). También se denomina fascia.

APOPTOSIS: Es una via de destruccion o muerte celular programada o
provocada por el mismo organismo, con el fin de controlar su desarrollo y
crecimiento, puede ser de naturaleza fisiol6gica y estd desencadenada por

sefales celulares controladas genéticamente.

ATROFIA: Disminucion del volumen o tamafio de un érgano o de un tejido

organico debido a causas fisiolégicas o patoldgicas.

BENIGNO: Afeccién, tumor o neoplasia que no es maligna o cancerosa.

CARCINOMA: Es una neo-formacion cancerosa maligna con origen en células de

tipo epitelial o glandular por ejemplo.

CAVIDADES ORBITARIAS: Son las dos cavidades situadas a ambos lados de la

linea media de la cara destinadas a alojar los globos oculares y sus anexos.



CHALAZION: Lesion pequefia de aspecto tumoral que aparece en el borde libre
de los parpados causada por obstruccion e inflamacién de una glandula de

Meibomio.

CONTRACCION: Accién de contraer o contraerse, especialmente un musculo o

un organo.

CORNEA: Es la estructura hemisférica, transparente y delgada localizada en la

parte anterior del ojo con poder refractivo.

DERMIS: Capa de la piel, de tejido conjuntivo situada debajo de la epidermis.

DIPLOPIA: Visién doble.

ECZEMA: También llamada dermatitis eccematosa la cual es un conjunto de

afecciones dermatoldgicas, caracterizadas por presentar lesiones inflamatorias

diversas.

EPIDERMIS: Capa de la piel, de células epiteliales que recubren la parte mas

superficial del cuerpo sobre la dermis.

FOLICULO: Estructura que tiene las porciones: glandular, secretora y excretora.

Formada de un pequeiio saco. Esta situada en la piel o en las mucosas.
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GEN: Particula de material genético que se halla dispuesta en un orden fijo a lo
largo de un cromosoma, y que determina la aparicion de los caracteres

hereditarios en los seres vivos.

HIPERCROMATICAS: Es un término descriptivo referido a un estado del nucleo,
donde hay una abundancia de ADN que tifie de oscuro en preparaciones

histoldgicas.

HUESPED: Es aquel organismo que alberga a otro en su interior o que lo porta

sobre si, ya sea en una simbiosis de comensal o un mutualista.

IMPRONTAR: Reproduccién de imagenes en hueco o de relieve en una zona para

la visualizacion de estas.
INSERCION: Es sin6nimo de inclusion, introduccién, empotramiento o
penetracion. También se define como la uniéon de uno o més tejidos o musculos en

una zona determinada.

MADAROSIS: Pérdida de pestafias ocasionada por blefaritis, medicacion topica

cronica, cirugia o alteraciones sistémicas.
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MEIBOMITIS: Inflamacion de las glandulas de Meibomio del parpado. Suele ser
un proceso croénico y normalmente asociado a un exceso de secrecion grasa o

seborreica por parte de la glandula.

METAPLASIA: Es un cambio reversible en el que una célula diferenciada (epitelial

0 mesenquimal) se sustituye por otro tipo de célula.
METASTASIS: (Del griego metastasis — mudarse de lugar o transferencia). Es el
proceso de propagacion de un foco canceroso a un érgano distinto de aquel donde

es originario el tumor.

NECROSIS: Muerte de las células y los tejidos de una zona determinada de un

organismo Vvivo.

NEVUS: Llamado también nevo (del latin naevus, lunar). Es una proliferacion de

distintos tipos de células en la piel.

ORBITA: Es una estructura 6sea que delimita y aloja al globo ocular.

PALPEBRAL.: Es la referencia de la zona de los parpados.

PAPULA: Es un tipo de lesion en piel, menor de un centimetro de diametro,

circunscrita, elevada, de bordes bien definidos y de contenido solido.
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PERIOCULAR: Es la region que se encuentra situada alrededor del ojo.

PITIRIASIS: Dermatosis caracterizada por una descamacion en finas costras de la

piel.

PLURIPOTENTES: Son células originadas de células madres que se encuentran
en todos los organismos multicelulares y que tienen la capacidad de dividirse y
diferenciarse en diversos tipos de células especializadas y de auto-renovarse para

producir mas células madre.

POLIMORFISMO: Hace referencia a la existencia en una poblacion de multiples
alelos de un gen. Es decir, un polimorfismo es una variacion en la secuencia de un

lugar determinado del ADN entre los individuos de una poblacién.

PROTUBERANCIA: Es un término que procede del vocablo latino protuberantia.

Se trata de un saliente, un relieve, una turgencia o una hinchazon.

PSORIASIS: Es una enfermedad de la piel caracterizada por la aparicién crénica
de placas escamosas de color plata, fundamentalmente en los codos, rodillas y el

cuero cabelludo, aunque puede aparecer en cualquier parte del organismo.

RESECCION: Operacion quirtrgica que consiste en separar total o parcialmente

uno o varios organos o tejidos del cuerpo.
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RETINA: Es la capa de tejido sensorial que se encuentra en la parte posterior

globo ocular.

RETROOCULAR: Es la pared posterior de la cavidad orbitaria.

SINDROME DE GORLIN: Es un trastorno hereditario autosémico dominante que
predispone principalmente a la proliferacion de tumores como los carcinomas

basocelulares y queratoquistes maxilares.

TELANGIECTASIAS: Se conocen como “arafnas vasculares”, la cuales son
dilataciones de pequefios vasos sanguineos en la superficie de la piel, que pueden

aparecer en zonas como la cara o las piernas.
TRABECULAS: Son cada una de las pequefias prolongaciones Oseas
entrecruzadas que forman una malla ésea y que limitan compartimentando las

cavidades medulares del tejido esponjoso.

TRIQUIASIS: Es una enfermedad ocular que consiste en una alteracion de las

pestafas, las cuales crecen de forma anomala en direccion al ojo.

14



RESUMEN

Se ha planteado la infestacion por Demodex folliculorum (DF) en diferentes
enfermedades de la region periocular y el objetivo fue estimar si era un factor de
riesgo en el carcinoma basocelular (CBC). Método. Se realiz6 un estudio
epidemiologico de casos y controles y ademas se disefid un método estandarizado
para detectar ADN de DF mediante Reaccién en Cadena de Polimerasa (PCR) en
tiempo real en tejido sdlido de CBC. Se emplearon métodos de la estadistica
descriptiva e inferencial, t-student, Shapiro-Wilk, correlacion de Pearson y
regresion logistica binaria, calculandose la odds ratio, la sensibilidad y
especificidad, todas al 95 % de confianza, Resultados. En la prueba piloto el
DF se encontr6 en el 50 % de las muestras, 57 % entre los hombres y 40 % en las
mujeres. En los controles la densidad media fue de 308.65 amplicones/1.125 mg
de tejido sélido, La PCR en tiempo real tuvo especificidad del 100 %, y el limite de
deteccion se situd entre 1-10 copias/ul. Al estudiar 115 biopsias, casos (n=64)
con CBC y controles (n=51) con lesiones benignas, no hubo diferencias de sexo,
ni de edad (p>0,05). La variedad histolégica mas frecuente de CBC fue la nodular
(70.3 %) y entre los controles la queratosis seborreica (alrededor del 25 %). En los
casos el DF se detecté en el 42.2 %; en los controles en 19.6 % (OR 2.99;
IC95%1.27-7) y en el subgrupo de CBC nodular de 51.1 % (p<0,05). La densidad
de DF fue de 15.29 copias en controles, mientras en los CBC fue de 90.10 copias
y en el subgrupo nodular fue de 112.4 copias (p<0,01). No se detectd correlacion
entre el incremento de la edad y la densidad de la infestacion. Por localizacion
anatomica fue superior la prevalencia del DF en el canto interno y el parpado
inferior con relaciéon a los controles; sin embargo, no hubo diferencias en cuanto a
la densidad de la infestacion. Segun la regresion logistica binaria solo la presencia
o no del DF tiene significacion estadistica como factor de riesgo y no la densidad.
Conclusiones: La PCR en tiempo real es efectiva para el diagnéstico, la
determinaciéon de la prevalencia y la densidad del DF. En los CBC hay mayor
presencia de DF y mayor densidad, sobre todo en canto interno y parpado inferior.
Se constata una asociacion entre DF y el CBC, lo que lo posiciona como un
potencial factor de riesgo para el mismo.

Palabras clave: Demodex folliculorum, Carcinoma basocelular, Reaccién en
cadena de la Polimerasa.
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ABSTRACT

Infestation by Demodex folliculorum (DF) in different diseases of the periocular
region was considered and the objective was to estimate if it was a risk factor in
basal cell carcinoma (BCC). Method. An epidemiological study of cases and
controls was carried out and a standardized method for detecting Demodex
folliculorum DNA was prepared by real-time Polymerase Chain Reaction (PCR) in
solid CBC tissue. Descriptive and inferential statistics, t-student, Shapiro-Wilk,
Pearson's correlation and binary logistic regression were used, and the odds ratio,
sensitivity and specificity were calculated, all at 95% confidence intervals. Results.
In the pilot test DF was found in 50% of the samples, 57% among men and 40% in
women. At the controls the mean density was 308.65 amplicons / 1,125 mg of solid
tissue. Real-time PCR had specificity of 100%, and the detection limit was between
1-10 copies / yl. When we studied 115 biopsies, cases (n = 64) with BCC and
controls (n = 51) with benign lesions, there were no differences in sex or age (p>
0.05). The most frequent histological variety of BCC was nodular (70.3%) and
seborrheic keratosis among the controls (about 25%). In the cases DF was
detected in 42.2%; in the controls in 19.6% (OR 2.99; 95% CI 1.27-7) and in the
subgroup of nodular BCC of 51.1% (p <0.05). The DF density was 15.29 copies in
controls, while in the CBC it was 90.10 copies and in the nodular subgroup it was
112.4 copies (p <0.01). No correlation was detected between the increase in age
and the density of the infestation. By anatomical localization, the prevalence of FD
was higher in the inner canine and lower eyelid compared to controls; however,
there were no differences in the density of the infestation. According to binary
logistic regression, only the presence or absence of DF has statistical significance
and not density. Conclusions: Real-time PCR is effective for the diagnosis,
determination of DF prevalence and density. In CBC there is a greater presence of
DF and higher density, especially in the inner canthus and lower eyelid. An
association between DF and CBC is verified, which positions it as a potential risk
factor for it.

Key words: Demodex folliculorum, Basal cell carcinoma, Polymerase chain
reaction.
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1.1 MARCO TEORICO

1.1.1 Regidn periocular

1.1.1.1 Anatomia

El 6rgano encargado de la vision, que es el ojo, se ubica en la cavidad
orbitaria junto con sus anexos desarrollando una compleja relacion anatomica. Es
uno de los cinco sentidos, junto con el gusto, olfato, tacto y oido. A través de la
vision nos relacionamos con el mundo que nos rodea. Los estimulos de luz que
percibimos del exterior, pasan por los diversos medios refringentes de nuestro ojo
y se quedan grabados en la retina, dando paso a una transformacién en estimulos
eléctricos para trasladarse a la via Optica y acabar ubicado dentro del cerebro en
la corteza visual, dando como resultado la interpretacibn de la imagen

observadal?.

1.1.1.2 El globo ocular

El globo ocular presenta una dimension de 23 milimetros de didmetro, con
forma de esfera ovoide, ocupando, dentro de la 6Orbita, su mitad inferior. Su peso
es de 7 gramos aproximadamente, con una consistencia firme, pareciendo un
cuerpo sdlido y duro. La presion de los liquidos que se encuentran en el ojo da

origen a dicha consistencia® 3. (Fig. 1.1)
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Atendiendo a la base de la oOrbita, observamos como el vértice de la cornea
se encuentra situado cerca de la linea recta que une los salientes de los rebordes
de las oOrbitas inferior y superior. Este vértice de la cOrnea se encuentra anterior a
una linea recta que uniese los bordes externo e interno de la érbita. Por tanto, el
reborde superior domina y excede al propio globo ocular, cuya funcién es
protegerlo. Las relaciones de la base orbital con el globo ocular varian
dependiendo de la persona y depende también del estado de plenitud de la propia
cavidad de las orbitas. Este asunto se trata del desarrollo considerable, en mayor
o menor medida de la masa adiposa retro-ocular y de la masa muscular

intraorbitaria®: 3.

El globo no se relaciona con los huesos de manera directa. Esta recubierto
anteriormente por los parpados, los cuales lo cubren, protegen y ayudan a lubricar.
Se encuentra cubierto por una cupula fibrosa que forma la aponeurosis de Tenon

0 aponeurosis orbito-ocular® 2.

Entrando a relacionar las paredes orbitales, el globo no se encuentra
situado en la misma distancia de cada una de ellas, estd mas alejada de la pared
interna que de la externa por lo cual se puede llegar a la erronea impresion de que
el ojo se desplaza al moverse dentro de la Orbita pero lo que ocurre es una

rotacion sobre si mismo? 3.
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El complejo muscular, vasculonervioso y adiposo se encuentra posterior al
globo y separados por la capsula de Tenon dentro de la propia orbita. La grasa
intra-orbitaria presenta una viscosidad y elasticidad baja. El globo esta constituido
desde el exterior al interior por unas tres tunicas o capa: La primera de ellas es
fibrosa denominada esclerdtica, la segunda es la Uvea la cual es vascular y por

ultimo la retina que se trata de la capa sensorial® 2.

Fig. 1.1 Fotografia de ojo derecho normal. Tomada de: Alvarez J. Anatomia del

globo ocular y de la érbita. Capitulo 1. 20122

La region orbitaria es el area de la cara superpuesta a la érbita y al globo
ocular e incluye los huesos orbitarios, el contenido orbitario (grasa, musculos,
nervios y vasos), parpados superior e inferior y el aparato lagrimal desde la
glandula lagrimal hasta el saco lagrimal y desembocadura en la nariz. Para efectos

de este estudio, se extendera especificamente sobre los parpados.
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1.1.1.3 Parpados

Se trata de estructuras con un origen musculo-membranoso que se hallan
delante de los globos oculares. Entre sus funciones estan tamizar la luz evitando
los estimulos visuales por completo como lo que nos ocurre al dormir, también
para protegernos de elementos extrafios que se encuentren en el aire, facilitar que
las lagrimas se distribuyan por toda la superficie corneal y conjuntival mediante el

parpadeo y bombeando la lAgrima a su drenaje hasta la nariz> 4.

La estructura del parpado superior es muy similar a la del inferior. Su
porcidn anterior esta formada por el muasculo orbicular y la piel (muchos
denominan a este conjunto como lamina anterior del parpado). Su porcién
posterior esta compuesta por el platillo tarsal, que contiene a las glandulas de
Meibomio y por la conjuntiva (también denominados como lamina posterior del
parpado). Su parte superior que se encuentra cerca de las cejas se denomina
fragmento preseptal del parpado y en su parte inferior se encuentra la linea de
pestafias. En su interior se encuentran los musculos retractores y la grasa

preaponeurética® 4.

El musculo retractor del parpado superior esta compuesto en su porcion
anterior por la aponeurosis del masculo elevador y en su porcién posterior por una
musculatura estriado. También tiene un componente muscular liso simpatico

denominado el musculo de Miller o tarsal superior. En cambio los retractores del
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parpado inferior vienen formados por el denominado tendén depresor llamada
fascia capsulo-palpebralis, formada por fibras estriadas y con un origen en la vaina
del muasculo recto inferior. La porcién simpatica de musculo liso del parpado
inferior se denomina el musculo tarsal inferior. Los musculos orbiculares de los
parpados que rodean los o0jos, se componen de musculatura estriada y sirven para

ocluir los parpados? 4.

Cerca del borde libre palpebral se halla una porcion pretarsal y una porcion
preseptal la cual esta en relacion a las cejas que estan inervadas por el VII par
craneal. La parte pretarsal, favorece la formacién de los llamados cantos
palpebrales (canto interno o medial y canto externo o lateral) que son elementos
gue sostienen los parpados en la posicion adecuada El canto interno juega un
papel relevante para el bombeo de las lagrimas enviandola hacia la nariz a través

de la via lagrimal® 4.

El canto interno se encuentra ubicado en la regién naso-etmoideo-orbitaria,
relaciondndose de manera intima con la region nasal y con la pared interna de la
orbita formado por las celdillas etmoidales. Por la porcién superior se encuentra la
fosa craneal anterior. Resulta primordial la concepcion en tres dimensiones de
dicha zona en un adecuado manejo de las vias de diseminacion y de la patologia
tumoral® 4>,

La region cantal interna presenta gran diversidad de estructuras incluyendo

la piel de los dos parpados en su porcion medial, la que se encuentra en la
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vertiente nasal, el aparato lagrimal (saco, canaliculi y punctum), algunas porciones
pretarsales del muasculo orbitario, el tendon cantal medial o interno y la

conjuntiva®.

El tenddn cantal interno es sin duda alguna la estructura mas relevante de
la region mencionada debido a que da soporte al globo ocular junto con el tendén
cantal externo y los dos tarsos, todo este conjunto de estructuras mantienen a los
parpados en su posicion de un modo tangencial al globo. El buen estado de este
soporte ayuda a un adecuado drenaje de la lagrimal. En la porcibn medial de los
platillos tarsales inferior y superior se encuentra el origen del tendon cantal medial,
donde las fibras pretarsales y preseptales del musculo orbicular se fraccionan en
una porcion superficial y otra profunda. Es precisamente aqui, entre ambas fibras,
donde se encuentran los puntos lagrimales siendo mas cortas las profundas que

las superficiales y las que se adosan a los canaliculos® 4.

El tendon hacia la zona medial se condensa en un sistema de tres partes
donde la insercién en la 6rbita medial se efectia de la manera que vamos a tratar.
El componente horizontal y anterior que se trata de la porcién mas fuerte de dicho
sistema se introduce a nivel de la cresta lagrimal anterior y posteriormente en una
parte de los huesos propios. Las fibras profundas del orbicular pretarsal y
preseptal forman el componente posterior y han sido denominadas en las
investigaciones clasicas como musculo de Duverney, de Horner la pars lacrimalis

o0 tensor tarsi. Ademas dichas fibras se interrelacionan introduciéndose en el
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hueso lagrimal por detras y por encima de la cresta lacrimal posterior agrupandose

con la fascia lagrimal® 4.

McCarthy y Zide, evidenciaron que existia un tercer componente vertical
gue se incrusta por encima del saco lagrimal vinculandose con el periostio y la
periorbita de la regidn. El vector final de dichas inclusiones viene a decir que la
resuspension de la mayoria del complejo deberia ser superior y posterior a la
cresta lagrimal. En dicha zona el periostio es fragil por lo que una fijacion se

realizara en el hueso*.

Si miramos de frente al ojo, el borde palpebral superior se encuentra a 1- 2
milimetros bajo el limbo corneal superior y en donde el borde del parpado inferior
se encuentra a nivel del limbo inferior. EI promedio en adultos de la fisura

interpalpebral es de unos 30 milimetros de ancho y 9 -10 milimetros de alto?.

La piel de la parte palpebral que contiene glandulas sebaceas y sudoriparas
es delgada. En el bordes libre se encuentra la entrada al aparato lagrimal en unas
prominencias a nivel medial que se denominan como tubérculos lagrimales?, en
ese punto encontramos los dos puntos lagrimales, uno inferior y uno superior por
donde entra la lagrima hacia los canaliculos, los cuales miden 2 mm en su porcion
vertical y de 8 a 13 milimetros en su porcion horizontal, posteriormente drenan
hacia el saco lagrimal y llegan a la nariz a través del conducto denominado

lacrimonasal para terminar en la nasofaringe.® 4.
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La relacion intima que conforman los canaliculos con las fibras del masculo
orbicular se expresa en el componente de bombeo que se crea en el momento de
la relajacion y contraccion de las mismas lo que permiten un drenaje adecuado de
la secrecion lagrimal. Asi pues, la fusidn en las estructuras manifiesta de que la
mayoria de tumores que se infiltran en la regidn posean una diseminacién medial
hacia la orbita, hacia la via lagrimal y hacia las regiones cercanas lo que motiva

extensas resecciones que incluyen un componente 6seo en muchas ocasiones? 4.

Entre la transicion de la piel y la conjuntiva se hallan las pestafas, en el

borde libre del parpado? 3.

1.1.1.4 Histologia de los parpados

La piel, compuesta por los anejos cutaneos, dermis y epidermis, contiene
una variada gama de tipos celulares que tienen la capacidad de proliferar y dar
lugar a una transformacion neoplasica. De hecho existe una notable variedad de
tumores cutaneos pudiendo darse desde lesiones benignas, pre-malignas,
malignas que se originan en cualquier estructura (dermis, epidermis, anejos, etc.).
Los tumores malignos y benignos se clasifican en funcion tanto de su localizacion

y en funcion de su célula de origen®.

e Epidermis

La epidermis estd compuesta por células productoras de queratina que se

denominan queratinocitos, células de Langerhans, de Merkel y melanocitos
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entre otras. Consta de cuatro capas, desde la profundidad a la superficie

son:

1. La capa de células basales, compuesta por una fila Unica de células
columnares que generan las células mas superficiales. Este tipo de células,

las basales, tienen melanina que se deriva de los melanocitos adyacentes.

2. La capa de estrato espinoso, ésta tiene un espesor de entorno cinco
células, que tienen abundante citoplasma eosinofilico y una forma poligonal.
El término de células espinosas se debe al hecho de que sus bordes se

hallan unidos mediante puentes intercelulares o desmosomas.

3. La capa de células granulares, consiste en dos capas de células en forma

de diamante o pavimentosas con granulos querato-hialinos.

4. Capa de queratina (cornea), cuya caracteristica principal es ser muy

delgada y estar formada por células planas anucleadas®.

e Dermis

Ubicada justamente debajo de la epidermis. Una de las principales
caracteristicas de la dermis es que tiene un grosor mucho mayor. Formada por

tejido conjuntivo, contiene vasos linfaticos y sanguineos, fibras nerviosas, Las
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principales células que la componen son los macrofagos, los fibroblastos y los
mastocitos. Las proyecciones epidérmicas descendentes, conocidas como crestas
inter-papilares, forman inter-digitaciones con las papilas o proyecciones dérmicas
ascendentes. En el parpado, es el musculo orbicular el que ofrece soporte a la
dermis. Los anejos cutaneos se encuentras bien dentro de los tarsos palpebrales o

en la dermis:

o Glandulas Meibomio: se trata de unas glandulas sebaceas que se
encuentran en las laminas tarsales y han sufrido de una modificacion. Estas
se vacian por una fila anica de alrededor de 30 aberturas en cada uno de
los parpados. Cada glandula tiene un conducto central con varios acinos,
las células de los cuales consiguen sintetizar lipidos que pasando al
conducto consiguen formar la capa externa de la pelicula lagrimal

denominada pre-corneal.

o Glandulas sebéaceas: son glandulas que se pueden encontrar tanto en los
pelos de las cejas como en la carincula. Las mas pequefias se coligan con

el vello (pelos finos) que cubren la piel periocular.

o Glandulas de Zeiss: se trata de glandulas sebaceas que han sufrido de una
modificacion y se hallan en conexion con los foliculos que se encuentran en

las pestanas.
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o Glandulas de Moll: se trata de unas glandulas sudoriparas apocrinas que
habiendo sufrido una modificacion pueden abrirse a un foliculo de las
pestafias o de forma directa abrirse en el borde palpebral anterior de éstas.

Existen en mayor numero en el parpado inferior.

o Glandulas sudoriparas ecrinas: éstas se encuentran distribuidas por toda la

piel palpebral por lo que a diferencia de lo que ocurre con las glandulas de

Moll, no se limitan al borde palpebral.

o Unidades pilosebaceas: estas son las que junto con las glandulas sebaceas

forman los foliculos pilosos? 4.
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1.1.2 Carcinoma basocelular

1.1.2.1 Generalidades.

El carcinoma basocelular (CBC) es el tumor maligno mas comuan de la piel,
con mas de 400.000 pacientes tratados cada afio en los Estados Unidos de
América. Entre los factores de riesgo con mas importantes se encuentran: la piel
gue no se broncea, la piel palida y la exposicion a la luz solar de forma crénica.
Ocurre principalmente en la cabeza y cuello correspondiendo a mas del 90% de
los tumores malignos palpebrales. Usualmente ocurre en pacientes de raza blanca
entre los 50 — 80 afios de edad. En nifios sucede si presentan patologias de base

predisponentes® .

1.1.2.2 Historia natural

Por lo general, se trata de una lesion de crecimiento lento de la piel con un
inicio entre los 3 a los 24 meses previos al diagndstico, aunque las historias mas
largas no son infrecuentes. A menudo, el paciente reporta un pequefio bulto o
rasgufio que no se ha curado asociado a costras recurrentes en la superficie de la
lesion y puede sangrar intermitentemente. Rara vez hay dolor significativo pero
puede haber irritacién leve o picazén. Si la lesién esta en el margen del parpado,
se puede notar madarosis (pérdida de pestafias). Si es mas avanzado, se puede

reportar vision doble asociado al efecto mecéanico y distorsion de la forma de los
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parpados debido al crecimiento de la lesién incluyendo estrechamiento o

ampliacion de la abertura palpebral’-©,

1.1.2.3 Epidemiologia

En cuando a la relacibn hombres y mujeres, no es una patologia con

preferencia de sexostt 12,

El CBC es el tumor maligno mas comun de la piel. Los datos publicados
sobre la incidencia de tumores malignos en el periodo 1999 - 2003 se registraron
19.091 cénceres de piel no melanoma (ambos sexos combinados), de los cuales
los CBCs sumaron 14.484 casos (75.9%) y carcinomas de células escamosas o

escamo-celular (CEC) 2.062 casos (10,8%)*% 4 en los EEUU.

Al referirnos a la lateralidad, la proporcion de todos los tipos histolégicos de
los canceres de piel no melanoma localizados en el ojo ocurren el 46,2% de casos

en el ojo izquierdo y 48,7% en el ojo derecho, el resto son bilaterales4.

Los rangos de edad de los pacientes con CBCs varian entre los 24 afios y

los 94 afos con una mediana 68 afios?.

Es importante sefialar, como plantean Rubin Al, Chen EH y Ratner, que la

incidencia real de los carcinomas de piel no es exactamente conocida por sub-
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registros, ya que los canceres cutaneos no melanomas generalmente no se
reportan en los registros de cancer lo cual dificulta obtener estadisticas

globalizadas?'®.

1.1.2.4 Anatomia patologica.

Las células del CBC, suelen ser hipercromaticas, ligeramente ovales con
ndcleos y citoplasmas grandes. Las células apareceran uniformes y si estan
presentes, las figuras mitéticas suelen ser bajas. Los agregados tumorales
nodulares pueden tener diferentes tamafios pero las células tumorales tienden a
alinearse en la periferia de estos nidos. Las lesiones tempranas generalmente
tienen una conexién con la epidermis pero también estas pueden ser dificiles de
apreciar en lesiones avanzadas. El aumento de mucina esta frecuentemente

presente en el estroma dérmico circundante!® 1,

La forma agresiva presenta la infiltracion como patrones de crecimiento.
Esta infiltracion de las células en vez de ser nidos, surge como finas hebras de
células tumorales (a menudo sélo una celda de grosor), que estan incrustados en
densos arboles fibrosos, caracteristica comuin del CBC morfeiforme!!: 15 16, El CBC
tiene diversas variaciones histopatoldgicas caracteristicas que influyen en el

prondstico y tratamiento a seguir:

e Nodular: presenta una lesién tipica con Iébulos, nidos y cordones de células

basales bien definidas separadas de tejido conectivo con agregados nodulares
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células basaloides. Las células tumorales muestran un alineamiento paralelo
en la periferia de cada l6bulo denominado empalizada periférica, la cual es

caracteristica. El estroma usualmente muestra contraccion induciendo las

fisuras claras caracteristicas. (Fig. 1.2)

Fig. 1.2 CBC Nodular con nidos de células basalioides (con disposicion en
empalizada en la periferia), rodeados por espacios claros de retraccion. H-E 200x.
Foto tomada por: la Dra. Maria del Carmen Gonzalez Gallego. Hospital Juan

Ramoén Jiménez. Huelva.

e Superficial: este tipo de tumor se caracteriza por multiples nidos tumorales de
células basaloides que se conectan con la epidermis y se extienden hasta la
dermis papilar superficial, con un grosor que no supera 1 milimetro'® 7. (Fig.

1.3)
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Fig. 1.3 CBC superficial. Foto tomada por: Carra RA, Taibjeeb SM, Sanders DSA.
Basaloid skin tumours: basal cell carcinoma. Curr Diagn Pathol 2007; 13:252—
272,

e Trabecular o infiltrativo: es un tumor difuso compuesto por espiculas o

trabéculas elongadas e invasivas con bordes irregulares y un frente de avance

infiltrativo. (Fig. 1.4)

Fig. 1.4. CBC trabecular. Foto tomada por: Carra RA, Taibjeeb SM, Sanders
DSA. Basaloid skin tumours: basal cell carcinoma. Curr Diagn Pathol 2007,
13:252-27218,

33



e Morfeiforme: muestra un tumor mal definido de células caracteristicamente
falta de empalizada. Presenta yemas o0 hebras de tumor que se extiende a
distancias variables en la dermis con intensa proliferacion de estroma fibroso.
Se evidencia en algunos casos en una forma menos agresiva de cancer y la

participacion sub-clinica es extensa'® '8, (Fig. 1.5)

Fig. 1.5. CBC morfeiforme. Tomado de: Carra RA, Taibjeeb SM, Sanders DSA.
Basaloid skin tumours: basal cell carcinoma. Curr Diagn Pathol 2007; 13:252—
272",

1.1.2.5 Patogénesis.

Muchos creen que los CBC surgen de células pluripotentes basales de la
epidermis o estructuras foliculares. Los tumores generalmente surgen de la piel y
ocasionalmente surgen de la vaina externa de la raiz del foliculo piloso, a saber, el
tallo del foliculo piloso son células que residen justo debajo del conducto de la

glandula sebéacea en la region llamada protuberancia®®.
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Esta trayectoria afecta la diferenciacion de una variedad de tejidos durante
el desarrollo fetal. Después de la embriogénesis, continda la funcién en la
regulacion del crecimiento y diferenciacion celular. La pérdida de la inhibicion de
esta via esta relacionada con tumores malignos humanos, incluyendo CBC. El gen
hedgehog codifica una proteina extracelular que se une a un complejo receptor de
la membrana celular. De los tres conocidos homoélogos humanos, Sonic hedgehog
(Shh) es la proteina mas pertinente para el CBC, al producirse su union con otros
genes para el desarrollo de tumores, aunque no se conoce completamente esta

uniénis,

La radiacion ultravioleta se ha implicado como factor principal en la génesis
del CBC, por el efecto deletéreo que ejerce sobre el ADN (Acido
desoxirribonucleico) de los queratinocitos de la piel, pero se requiere ademas una
respuesta defectuosa del huésped a dicha radiacion para que se generen los

eventos que determinaran la aparicion del tumort® 13 19-23,

La exposicion a la radiacion ultravioleta de tipo B (radiacion UVB) en el
espectro de 290 — 320nm, induce la formacién de enlaces covalentes entre las
bases pirimidinicas generando fotoproductos como dimeros de ciclodipirimidina y
lesiones que de no ser reparadas se vuelven mutagénicas. Existen ademas
polimorfismos de diversos genes fuertemente asociados a un incremento en la
suceptibilidad a la radiacion ultravioleta (UV) y a determinado fenotipo en el

individuo, tal es el caso del gen del receptor de melanocortina 1 (MC1R) asociado
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a un aumento del riesgo de CBC hasta 3,6 veces y a la presencia de mas de un
tumor, el riesgo conferido por este gen tiende a ser mayor en los fototipos

oscuros?t 22,

Mutaciones en los genes supresores tumorales p53 y PTCH, también como
consecuencia de la radiacion UV, dan como resultado proteinas truncadas que
carecen de la capacidad reparadora de la proteina normal y elevan el riesgo de
carcinogénesis. Se ha postulado que este factor puede contribuir al desarrollo de
CBC en individuos jévenes. Otro factor etioldgico es la presencia de polimorfismo
de genes implicados en la reparacion de la escision de nucleotidos causada por la
radiacion UV, otros autores sugieren el rol del complejo de reparacién de la rotura
de doble cadena y de alteraciones de genes tales como E185Q en la proteina

p9521-23_

1.1.2.6 Factores de riesgo asociados:

Entre los factores de riesgo que se han asociado al CBC estan: la edad
avanzada, la exposicion a la luz solar, la exposicién al arsénico, las cicatrices
previas post traumaticas y post-quirargicas y la radioterapia (RT); mientras que la

inmunosupresion es considerada un factor predisponente?4-32,
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La herencia juega un rol importante con patologias como el Sindrome de
Gorlin y el Xeroderma pigmentoso. Estos pacientes desarrollan carcinomas de

células basales a partir de la tercera década de la vida?®: 27 33,

Hace mas de una década que se ha venido estudiando la asociacion de la
infestacion por Demodex folliculorum con el foliculo piloso el cual habitan y sus
consecuencias, lo cual ha dado origen a nuevas hipotesis, siendo necesarios mas

estudios para reforzar estos hallazgos3* .

1.1.2.7 Caracteristicas clinicas.

La localizacion de presentacion del CBC en el area periocular segun la
frecuencia es: parpado inferior 65%, canto medio 15%, parpado superior 15% y
canto externo 5%?%°. El tumor presenta un crecimiento lento, siendo invasivo de
forma local pero sin mostrar metastasis la gran mayoria de las veces. Aquellos
tumores que se hallan cerca del canto medial tienen mayor tendencia a la invasion
tanto de la 6rbita como de los senos siendo por lo tanto mas complicados de tratar
y presentando un riesgo mayor de recidiva que aquellos que tienen lugar en otras
localizaciones de la region palpebral. Ademas aquellos tumores que consiguen
reaparecer tras un tratamiento incompleto, lo hacen de forma mas agresiva

dificultando su tratamiento, de alli la importancia del tratamiento primario®e.
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El subtipo mas prevalente es el nodular con el 80% de los casos. Hay que
tener especial cuidado con ciertos tipos como el morfeiforme ya que a pesar de

representar tan solo el 2% de los basaliomas, presenta un peor pronéstico®’. (Fig.

1.6)

Fig. 1.6. CBC esclerodermiforme en canto interno. Tomado de: Payne JW, Duke
JR, Butner R et al. Basal cell carcinoma of the eyelids. A long-term follow-up study.
Arch Ophthalmol 1969; 81: 553-5583".

1.1.2.8 Variedades clinicas de presentacion:

. Nodular: se inicia como lesion traslicida con telangiectasias y centro

deprimido con tendencia a la ulceracién y al sangrado®’. (Fig. 1.7)
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Fig. 1.7. CBC nodular del canto interno. Paciente del Dr. Manuel Cobos, Hospital

Juan Ramoén Jiménez. Huelva.

. Morfeiforme / Esclerosante: Es una lesion pdlida de bordes mal definidos,
usualmente mal diagnosticada inicialmente como blefaritis que no mejora a los
multiples tratamientos. Este subtipo clinico tiene tendencia a invasion local (6rbita,
via lagrimal, cavidad craneana), especialmente si no se trata oportunamente,

produciendo desplazamiento del globo y diplopia. (Fig. 1.8)
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Fig. 1.8. CBC esclerosante de parpado inferior. Tomado de: Pfeiffer MJ, Pfeiffer
N, Valor C.. Descriptive study on basal cell eyelid carcinoma. Arch Soc Esp Oft
2015; 90 (9): 426-431%,

. Quistica: Constituye entre el 4 a 8% de los tumores; clinicamente se
presenta como placas redondeadas o papulas que suelen estar bien definidas y
tener una coloracion gris azulado con areas perladas. En cuanto a su superficie,
tiende a ser lisa con ciertas telangiectasias. Puede ser confundido con quistes de
parpados por lo tanto cualquier quiste de parpados aparentemente benigno con

rasgos atipicos se deben enviar para la histopatologia analisis®" 2.

. Pigmentado: es un sub-tipo de CBC nodular, sin embargo, cualquier
modalidad de CB puede pigmentarse hasta en el 8%de los casos,
fundamentalmente las formas superficiales y perladas. Constituyen el 6% del total
de los CBC. Este tumor presenta una pigmentacién con diferentes gamas de
colores de marrén a negro, generalmente moteada, debido al cimulo de melanina.
Son mas frecuentes en personas de piel oscura con fototipo IV -V. La fagocitosis
de los melanosomas por parte de las células tumorales y la presencia de los
melandforos en el estroma y en el parénquima de los tumores es la causa de la
pigmentacion de este subtipo de CBC, clinicamente suele confundirse con

melanoma3’ 38,
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. Superficial: Representan el 9 al 11% de los CBC. Es una placa eritemato-
escamosa, circunscrita, de tipo psoriasiforme, con crecimiento lento que tiende
con la cronicidad a ulcerarse, a menudo se observa una zona central mas clara
simulando curacion por medio de una cicatriz blanquecina. Su localizacion mas

frecuente es el tronco y extremidades®? 22 (Fig. 1.9).

Fig. 1.9 CBC superficial. Tomado de: Silverman MK et al. Recurrent rates of
treated basal cell carcinomas. Part 1: overview. J Dermatol Surg Oncol 1991; 17:
71339,

. Infiltrativo: Es un tumor que crece expansivamente. Conocido también como
Ulcus Rodens o Ulcera de Jacobi, se localiza en el surco naso-labial, en el &ngulo
del ojo y alrededor de las orejas. Se caracteriza por ser una Ulcera serpiginosa y
penetrante, de aspecto hemorragico, de crecimiento rapido que alcanza gran
tamafio e infiltra cartilago o hueso ocasionando mutilaciones, el borde es
usualmente mal definido y a menudo se extiende mas alla de los margenes
clinicos. Generalmente resulta de un CBC no tratado. A menudo puede

presentarse también como una ulcera no dolorosa con un borde similar a un collar
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de perlas y se le denomina Ulcus terebrans. Estas pueden afectar al cartilago, al

hueso, ademas de la piel, pero las metéastasis son raras®.

1.1.2.9 Diagnéstico
Los criterios de diagnosis de los CBC tienen por base:
o Las caracteristicas dermatoscoépicas, un criterio positivo de CBC vy criterios
negativos de lesion melanocitica.
o Las caracteristicas clinicas del tumor, asi como la evolucién presentada por
la lesion.

o La histopatologia, siendo ésta una regla fundamental de CBC*°.

A continuacion, se puede encontrar el desglose de la clasificacion tumoral en base
al tumor primario, su extension o no extensién a los ganglios regionales, y la

existencia o no de metastasis a distancia: (Fig. 1.10)

Tumor primario

X Tumor primario no puede ser evaluado.

TO No hay evidencia de tumor primario.

Tis Carcinoma in situ.

T1 Tumor de 2 cm 0 menos en su didmetro mayor.

T2 Tumor mayor de 2 cm y menor de 5 cm en su didmetro mayor.

T3 Tumor mayor de 5 cm su diametro mayor.

T4 Tumor que invade estructuras profundas extradérmicas (cartilago,
musculo esquelético o hueso).
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Ganglios regionales

NX Ganglios regionales no pueden ser evaluados.
NO No hay ganglios regionales metastaticos.
N1 Ganglios regionales metastéticos.

Metastasis a distancia

MX Metastasis a distancia no puede ser evaluada.
MO No hay metastasis a distancia.
M1 Metastasis a distancia demostrada.

Fig. 1.10. Sistema de clasificacion TNM del CBC. Tomado de: Weber R,
Callender D. Clinical Assessment and Staging. En: Basal and Squamous Cell Skin
Cancers of the Head and Neck. London: Williams&Wilkins; 1996. Cap 7. pp 65-
774,

- La biopsia incisional puede ser necesaria antes del tratamiento para
confirmar el diagnostico. Esto no siempre es necesario si el diagnéstico es obvio
clinicamente y si la lesion es pequena (menor de 2 cm) donde es posible realizar
una biopsia excisional (retirando en su totalidad la lesion). Incluso si el diagnostico
es evidente puede realizarse una biopsia previa si la consecuencia de la cirugia
definitiva es dramatica: por ejemplo, si las cirugias implican malformacion o

pérdida del ojo*°.
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- La tomografia computarizada (TC) y la resonancia magnética (RM) se
utilizan para investigar lesiones mas grandes donde se sospecha una invasion

intraorbitaria“°.

1.1.2.10 Diagnéstico diferencial

Las formas superficiales pueden simular un eczema numular, la
enfermedad de Bowen y la Psoriasis. Las formas perladas se tienen que
diferenciarse de las queratosis seborreicas, los nevus melanociticos maduros, los
carcinomas espinocelulares, los melanomas, los tricoepiteliomas, y los tumores

anexiales.

En lo referente al diagnostico diferencial a nivel histopatoldgico, existen
muchas neoplasias cutaneas que pueden simular un CBC. Por regla general, el
diagnéstico se establece en base a la conexion epidérmica, presencia de mucina y

retraccion del estroma, las figuras de mitosis y las imagenes de apoptosis.

De forma excepcional, la diagnostico diferencial se genera en base al

subtipo microscopico de CBC:

- Patrén micronodular o nodular: debe diferenciarse del hidroadenoma

nodular, el espiradenoma ecrino y el tricoepitelioma/tricoblastoma.
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En el patron superficial: debe diferenciarse de la queratosis seborreica y de

la queratosis actinica.

En el patron queratésico e infundibulo-quistico: debe diferenciarse del
hamartoma folicular basaloide, del tricoepitelioma/tricoblastoma, de la

queratosis seborreica reticulada y del carcinoma cloacogénico.

En el patrén infiltrativo o esclerético (morfeiforme): debe diferenciarse del

tricoepitelioma desmoplasico y del cacinoma anexial microquistico.

En el patron adenoide y fibropitelioma (de Pinkus): debe diferenciarse del
tumor mixto maligno de la piel (siringoma condroide maligno), del carcinoma
adenoide quistico cutaneo primario y del adenocarcinoma papilar digital

agresivo.

En el patron de células claras: debe diferenciarse del tricolemoma, del
adenoma sebaceo, del acantona de células claras, del hidradenoma de
células claras, del nevus o del melanoma de células balonizantes, asi como

de las metastasis (p.e., carcinoma de células renales convencional).

En el patron metatipico: debe diferenciarse del CEC*% 42,
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1.1.2.11 Tratamiento.
El objetivo del tratamiento es la reseccion completa del tumor incluso si
compromete la apariencia estética del paciente con la posterior reconstruccion

consiguiendo de esta manera una curacion en mas del 90% de los casos!® 43-46,

Es importante recordar que el CBC tiene bajo potencial metastésico y el

tratamiento se focaliza en el control local®>.

Las claves para determinar qué conducta quirdrgica tomar son:

- Eltecho orbitario en funcion de la invasion de la fosa cerebral.

- La invasién de los musculos extrinsecos o la esclera en relaciébn a la
conservacion del globo ocular.

- Larelacién existente con respecto al seno maxilar y el piso orbitario.

- La invasion de la lamina perpendicular del etmoides y las celdillas

etmoidales a nivel de la pared medial.

La reseccidn quirargica es el tratamiento de eleccion del CBC. Para
lesiones grandes primero se requiere biopsia incisional con posterior reseccion
mediante cirugia micrografica de Mohs (actual Gold Standard), que tienen la
ventaja de la evaluacion histoldgica intraquirtrgica®. Otras terapias se mencionan

a continuacion:
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- Terapia de radiacion: La radioterapia (RT) es eficaz como tratamiento
primario de varios CBCs. Para la mayoria de estos, las tasas de curacion se
acercan al 90%. Esta es especialmente Util para pacientes que no pueden tolerar
facilmente una intervencion quirdrgica como sujetos ancianos u otras patologias
asociadas como discrasias sanguineas. La irradiacion puede ser util en pacientes
que tienen tumores agresivos y que Yya obtuvieron tratamiento por cirugia
previamente o si la operacién no puede limpiar el borde dejandolo libre del tumor.
La radiacidon es también una excelente opcion para los pacientes que rechazan la
cirugia debido al tamafio de la lesion o estructuras que pueda ser deformante. Es
recomendado no usar la RT en individuos menores de 60 afios dado su potencial

para la carcinogénesis y resultados cosméticos inferiores*’.

Los primeros resultados cosméticos tienden a ser buenos y esta terapia
puede ser menos distorsionante que la extirpacién quirdrgica, sin embargo a largo
plazo los resultados después de algunos afios pueden ser peores debido a los
efectos adversos de la RT#'. Otra desventaja de este método es que el margen de
la lesibn no puede ser examinado dejando los tejidos alterados a nivel
microscopico. Los tumores recurrentes en sitios previamente irradiados tienden a
ser agresivos y es dificil de tratar y reconstruir posteriormente. La RT permanece

como una opcion viable en ciertos pacientes con CBC?.
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- Crioterapia: La crioterapia es también un tratamiento eficaz para las
personas con lesiones mas agresivas CBC alcanzando tasas de curacion
cercanas al 90%. Sin embargo es una terapia que depende en gran medida de la
experiencia del especialista en el area. La cura Optima se alcanza cuando la
profundidad, duracién y temperatura de la manipulacion es exacta para tratar la

lesion?s: 46,

- Criosondas: Es una terapia de tratamiento alternativa de los CBC. Los
pacientes deben estar dispuestos a portar inmediatamente después del
tratamiento hinchazén y necrosis que resulta en areas tratadas con posterior

cicatrizacion*> 46,

- Terapia tépica con Imiquimod4® 49-52: Este medicamento es un
modificador de la respuesta inmune y fue aprobado por la FDA en julio de 2004
para el tratamiento de lesiones que cumplieran las siguientes caracteristicas:
deben ser demostradas por biopsia, de tamafio menor a 2 cm de didmetro,
primarias, superficiales de la piel del tronco o del cuello, adultos con sistemas
inmunes normales. El esquema de aplicaciéon de cinco dias a la semana por seis
semanas ha reportado aclaramiento histolégico del 82% a las 12 semanas?®® 52,

Sin embargo, se ha detectado que el uso de esta droga produce malestar debido a
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efectos colaterales que desaparecen después de la culminacién del tratamiento.

La tasa de recurrencia del tumor en el parpado a los 3 afios fue de 0 %°3.

1.1.2.12 Prondostico.

Casi nunca existen metastasis a distancia a pesar de invadir los vasos
linfaticos3. La reseccién incompleta se relaciona con recurrencias agresivas e
invasion orbitaria especialmente los del canto interno. La mortalidad es menor del

19%%.

1.1.3 Demodex folliculorum

1.1.3.1 Taxonomia

e Phylum: Artropoda

e Subphylum: Chelicerata
e Clase: Arachnida

e Subclase: Acarina

e Orden: Acariforme

e Suborden: Prostigmata
e Familia: Demodicidae

e Género: Demodex

e Especie: folliculorum, brevis, canis y cati %4
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Solo las especies D. folliculorum y D. brevis viven en los humanos, pero se han

identificado alrededor de 100 especies en diversos animales®®.

1.1.3.2 Generalidades.
La palabra Demodex proviene de dos términos griegos, DEMO = grasa y

DEX = gusano de la madera®.

Se ubica principalmente en los foliculos pilosos, en las glandulas sebaceas
y en las glandulas meibomianas de mamiferos. En el humano solamente dos

especies se han encontrado: D. folliculorum (DF) y D. brevis (DB)>* 55,

El primero en detectar el DF fueron Henle y Berguer en 1841 y descrito en
detalle por Simén en 1842; sin embargo, el primero en describirlo en la region
ocular fue Becker en 1875 en el ducto excretor de una glandula de Meibomio y en

1978 Majocchi lo recogi6 de un chalazién en un paciente con blefaritis crénica® 7.

Spickett y cols., realizaron las primeras descripciones detalladas del ciclo
de vida del Demodex. Tiene un ciclo de vida de aproximadamente 14.5 dias, son;
son acaros moviles con una velocidad de 16 mm por hora y son fototaxicos
negativos. En su estado larvario realiza dos mudas antes de convertirse en su
forma adulta. El Demodex se nutre de material sebaceo, linfa, plasma y células
epiteliales de la piel lo cual explicaria su preferencia como habitat las areas

seborreicas faciales®. Se encuentra tanto en personas normales como en
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pacientes con entidades dermatologicas fuertemente relacionadas con su

presencia®.

La demodicosis o demodicidiosis es una enfermedad que se presenta a
nivel mundial, causada por el Demodex, un acaro comensal el cual es uno de los
ectoparasitos mas comunes en el ser humano habitandolo sin causar enfermedad

en la gran mayoria de pacientes.

Es considerado agente patdégeno especialmente en pacientes inmuno-
comprometidos como en la leucemia, VIH o insuficiencia renal®® %° y en pacientes
inmuno-competentes se relacionan con la blefaritis crénica®® ¢! y la rosacea®?,

entre otras, con una prevalencia variable que aumenta con la edad®:.

1.1.3.3 Ciclo bioldgico
El ciclo biolégico del género Demodex es complejo, desarrollandose
completamente en el hospedador, ya que es un parasito obligado. Las especies

parasitas del hombre son DF y DB.

La duracion del ciclo en el hombre es de 3 a 4 semanas segun la especie,
aunque “in vitro” es de dos semanas aproximadamente, siendo el intervalo entre
copulacion y ovoposicion de 12 horas. Del huevo de aspecto fusiforme, emerge

una larva | con tres pares de patas inmoviles. Luego ésta se transforma en larva |l
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quien también tiene tres pares de patas aunque ésta ya se desplaza lentamente.
En 6 a 7 dias aparece una protoninfa con cuatro pares de patas, la que originara la
ninfa Il, con piezas bucales ya desarrolladas para finalmente dar origen al estadio

adulto con diferenciacion sexual y patas completas®*.

Las hembras salen de la unidad pilosebacea en la noche y migran a través
de la superficie de la piel para encontrar con quien reproducirse. La coépula tiene
lugar cerca de la entrada del foliculo piloso. Posteriormente las hembras gravidas
se mueven en el interior de la glandula sebacea donde depositan los huevos de

los cuales emergen las larvas 60 horas mas tarde®.

El estadio adulto es transparente, alargado y mide entre 100 y 400 ym de
largo y 40 a 50 ym de diametro con un cuerpo segmentado y con cuatro pares de
patas atrofiadas y formado por una parte anterior: el prosoma o cefalotérax y de
una parte posterior: el opistosoma o abdomen. El prosoma estd compuesto por el
gnatosoma que contiene las piezas bucales (boca, estiletes y pedipalpos) y el
podosoma que contiene los cuatro pares de palpos motores o patas. El
opistosoma constituye los 2/3 del largo total del parasito. No posee ano ni aparato

excretors4,

Los huevos miden de 30 a 40 um de largo y presentan aspecto ovoide, con
un extremo aguzado. Su habitat es la piel (preferentemente cutis graso), las

glandulas sebaceas y los foliculos pilosos. Si bien se localiza preferentemente en
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nariz y parpados, se lo puede encontrar en cualquier region del cuerpo, inclusive la

zona pubiana y térax4,

DB se aloja preferentemente en las glandulas sebaceas y es mas solitario
(méximo de tres ejemplares por sector) y rara vez es hallado en el pelo del
foliculo. DF es hallado con mas frecuencia sobre la superficie de la piel,

especialmente si ésta es muy grasa y en el canal de la unidad pilo-sebacea®.

1.1.3.4 Especies de Demodex. (Fig. 1.11y 1.12)

La especie mas importante para el ser humano son dos: el DF, que mide
250-300um y se alimenta de células epiteliales del foliculo piloso, causando dafio
directo, distensién folicular, madarosis y triquiasis. Este tipo de Demodex genera
hiperqueratinizacién reactiva entorno a la base de las pestafias e hiperplasia
epitelial, formando la caspa cilindrica clasica de la blefaritis por DF, depositando
huevos, excretando desechos, y muriendo en el interior de los foliculos. Tienen un
ciclo de vida de aproximadamente unos diez dias de duracion, pasando por cinco

fases: huevo, larva, protoninfa, ninfa y adulto®* 64,

El DB habita en las glandulas sebaceas y mide 150-200 ym causando un

bloqueo de los orificios de las glandulas de Meibomio, dando lugar a su disfuncion,
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reaccion granulomatosa a cuerpo extrafio y provocando patologia como chalazion

recurrente®’.64. 65,

Fig. 1.11. Ejemplar adulto de DF sobre pestafia de paciente con blefaritis. Tomada
por: Coston TO. Demodex folliculorum blepharitis. Trans Am Ophthalmol Soc.
1967; 65:361-39266,

+ 23 clumps/trands
+ 240 colarettes

Fig. 1.12. Presencia de Demodex en pestafias. Tomado por: Zhao YE, Wu LP, Hu
L,Xu JR. Association of blepharitis with Demodex: a meta-analysis. Ophthalmic
Epidemiol 2012; 19:95-10267.
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1.1.3.5 Habitat

DF y DB se hallan en diferentes sitios de los complejos pilo-sebaceos de la
piel. Asi mientras el DB se localiza en las glandulas sebaceas y de meibomio de
los cabellos; DF se encuentra en los ductos pilo-sebaceos a nivel de las glandulas
sebéaceas. Por lo general, para el DF se encuentran hasta tres 0 mas acaros en un
solo foliculo, mientras que el DB por lo general se encuentra en los acinos

glandulares de forma solitaria, siendo normalmente una hembra®®: 64 65,

Por lo general en un mismo paciente se encuentra tan sélo una especie de
las dos, no obstante, si que se han registrado casos donde ambas especies se
encontraban conviviendo. En cuanto a la distribucion topogréfica, el Demodex
aparece de forma mas frecuente en la nariz, siendo las pestafias y el meato
auditivo externos los otros sitios en los que aparecen mas frecuentemente, aunque
de forma esporadica también se ha podido encontrar sobre la mejilla
relacionandolo con la rosacea. Su incidencia es mas frecuente en los parpados
inferiores, lo que se puede explicar teniendo en cuenta que se trata del parpado

mas cercano a la nariz’e.

Se considera DF como un patégeno de bajo grado, pues a pesar de nutrirse
de células del epitelio folicular, la metaplasia epitelial y distension folicular sélo
aparecen cuando un mismo foliculo alberga mas individuos de lo habitual asociado

a un sistema inmune débils.
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Se estima que el Demodex hace uso de las glandulas sebaceas, sin
embargo no se han podido encontrar evidencias de metaplasia glandular. Ha sido
implicado como el agente constante de la piel de pacientes con rosacea
granulomatosa o papulo-pustular incluyendo presencia en aisladas papulas
inflamatorias, en la rosacea eritemato-escamosa con semejanza a la pitiriasis, en
la alopecia en el cuero cabelludo y en los casos aislados en la seborrea, la
blefaritis, la atrofia dérmica, los carcinomas de pulmén, la meibomitis, la
pigmentacion de piel palpebral y chalazién.”* También se ha asociado a en casos
de inmunodepresién, como puede ser el caso de infeccion por HIV, leucemia y

quimioterapia por cancer3® 7275,

1.1.3.6 Patogenia

El verdadero rol del DF en patologia dermatoldgica es hoy en dia tema de
debate. Mientras algunos le otorgan rol de comensal, otros en cambio lo sefialan
como el principal implicado en dermatitis humanas, sin descartar al DB, quien
también estaria involucrado en la produccion de dermatopatias, especialmente

rosacea’s 6,

El DF y el DB son ectoparasitos que pueden causar una variedad de

desérdenes en humanos. Demodex suele ser considerado comensal en la piel

humana’®°.
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En hospedadores inmunocomprometidos se lo ha hallado asociado con
leucemia linfoblastica aguda (LLA) en nifios donde producia dermatitis peri-oral y
erupcion demodécica con lesion primaria de 1 a 2 mm de diametro, aspera,
papulo-eritematosa con finas escamas agrupadas en racimos con configuracion en
anillo o serpenteante. La escasa cantidad de casos reportados en poblacion
pediatrica quizas se deba a la reducida actividad de las glandulas sebaceas en

nifos®°.

La via de infestacion se desconoce, aunque se supone que se trataria de
contacto directo de persona a persona. La mayoria de los autores correlacionan la
concentracion parasitaria (nUmero de parasitos hallados por unidad de superficie
estudiada), con enfermedad en el humano, no obstante, estas relaciones

cuantitativas aun suelen ser motivo de controversia®®.

En el hombre se lo ha implicado en la produccién de diversas entidades
como son la rosacea eritemo-escamosa tipo pitiriasis, en la variante papulo-
pustulosa o estadio Ill y en la variante granulomatosa, asi como en las blefaritis
cronicas, también denominada en ocasiones rosacea ocular, dermatitis perioral y

nodulos inflamatorios”2 73. 77,

En la Demodicidosis, los estudios histicos demuestran que la presencia de
DF en los foliculos se correlaciona con infiltrado linfocitico alrededor de los

mismos. Cuando el &caro cruza la barrera folicular y penetra en la dermis, puede
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precipitar una reaccion granulomatosa donde las células gigantes lo fagocitas
(reaccioén tipo rosacea granulomatosa)’®. La demodicidosis se ha observado en
pacientes con alteraciones en las células T con incrementos en linfocitos CD4+ y
CD5+ y disminucion de los CD8+ en el infiltrado inflamatorio de la pared folicular y
la epidermis. Esto juega un rol importante en la susceptibilidad a la infeccion
oportunista en estos pacientes. En pacientes tratados con inmunosupresores, las
erupciones demodécicas ocurren durante estos periodos. También se lo ha
encontrado asociado con lesiones papulares en cara en pacientes con SIDA. El
predominio de células T en infiltrados dérmicos de pacientes con rosacea en
asociacion muy frecuente con Demodex, refuerza la hipétesis de que la respuesta
inmune mediada por células juega un importante rol en la patogénesis de esta

patologia, asociada con este acaro’®.

En pacientes con rosacea, con antigenos preparados, se demostrd la
presencia de respuesta humoral en suero y en estudios inmuno-histo-patolégicos
se puso en evidencia IgG género-especifica y un predominio de células T en el

infiltrado inflamatorio de las lesiones al igual que en casos de rosacea ocular’®.

Al existir una asociacion estadisticamente significativa entre las
dermatopatias mencionadas y DF y que se produce una remision de los cuadros
después de tratamiento especifico para el acaro, ademas de que al estar asociado
con situaciones de estrés o virosis podemos considerar al DF un parasito

oportunista, que en determinadas situaciones es capaz de agravar o producir
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dermatopatias por si mismo comportandose en estas situaciones como un
verdadero patdégeno. La localizacion intradérmica del parasito favoreceria esta
situacion. Ademas el comportamiento inquieto del mismo, moviéndose desde la
superficie de la piel hacia los foliculos pilosos facilitaria el ingreso por arrastre o
contaminacion de patégenos bacterianos que pudieran estar sobre la piel de las

personas, produciendo infecciones bacterianas secundarias’® ’°.

1.1.3.7 Manifestaciones clinicas de la infestacion por Demodex:

Destacan caspa cilindrica tipica en la raiz de las pestafas, pestafias mal
dirigidas, disfuncién de las glandulas de Meibomio, inflamacion del margen
palpebral, inflamacion de la conjuntiva bulbar, infiltracion corneal y pannus. (Fig.

1.13)
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Fig. 1.13. Variedades de la infestacion a. Caspa cilindrica tipica en la raiz de las
pestafias (rojo). b. Pestafias mal dirigidas pestafias (azul). c. Disfuncion de la
glandula de Meibomio (verde). d. Inflamacién margen palpebral (negro). e.
Inflamacién conjuntiva bulbar. f. Infiltracién corneal y pannus (amarilla). Tomado
de: Pathogenic role of Demodex mites in blepharitis; Jingbo LB, Hosam S, and
Tsenga SCG. 201076,

1.1.3.8 Diagnéstico morfoldgico del agente infestante.

Se basa en la visualizacion directa del Demodex al microscopio Optico, con

la desventaja de los diferentes métodos dan resultados muy variables?®.

Erbagci, Z. y colaboradores, quienes previamente han encontrado
asociacion entre las lesiones del borde palpebral tipo CB con el DF, han usado el
método de conteo directo del acaro de las piezas bajo microscopio de luz, método
poco rentable ya que es dificil distinguir el acaro de los detritos celulares una vez
extraida y procesada la muestra, siendo mas reproducible y con mayor validez
cientifica el uso de las técnicas nuevas de biologia molecular realizadas en el

laboratorio de biologia molecular como es la PCR cuantitativa 81,
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1.1.4 Biologia molecular y Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR).

Se han desarrollado técnicas moleculares de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa “Polymerase Chain Reaction” (PCR) para la deteccion y cuantificacion
del DF, con el fin de estandarizar con mayor precision el diagnostico y el indice

parasitario en lesiones cutaneas.

La PCR se basa en formar copias de fragmentos de ADN a partir de un
molde, con la siguiente expansion 28 en donde N es el nUmero de ciclos. Asi en
N=35 ciclos se obtendrian 34.359.738.368 copias. Esta técnica tiene como
finalidad facilitar la deteccién del fragmento de ADN diana. Se utiliza para el
diagnéstico de virus, bacterias y otros organismos asi como en la identificacion de

cadaveres, entre otros®. (Fig. 1.14)
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Fig. 1.14. Amplificacion exponencial del ADN en la PCR. Vierstraete Andy. 199982,

La PCR puede ser de diversos tipos: anidada, de extension solapada
(mutagénesis), in situ, multiple, con transcriptasa inversa (RT — PCR), en tiempo
real o cuantitativa (qPCR)8: 8% 8  También la podemos dividir en método

convencional y en PCR a tiempo real. (Fig. 1.15y 1.16)

Fig. 1.15 Método convencional de la PCR. Separacion de amplicones mediante
electroforesis en gel de agarosa en PCR a tiempo final. Tomado de

http://www.ainia.es/insights/conoce-las-normas-y-requisitos-para-el-analisis-

microbiologico-de-alimentos-mediante-pcr/
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Fig. 1.16 Gréfica de amplificacion en ciclos mediante PCR a tiempo real. Tomado

de https://analyticalbiotech.files.wordpress.com/2012/07/real-time-pcrl.png
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La PCR requiere unos pasos o fases. A partir de una muestra biologica se
realiza la extraccion de acidos nucleicos. La PCR propiamente dicha requiere
desnaturalizacion, alineamiento y amplificacion, finalmente se realiza la lectura a

punto final o en tiempo real.

La extraccion de acidos nucleicos es la liberaciéon de moléculas de ADN o
ARN del interior celular hacia el exterior, previa ruptura de las células y purificacion

posterior de dichas moléculas, eliminando el resto de residuos o restos celulares.

(Fig. 1.17)
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¢ Biology Kit

Fig. 1.17. Kit de extraccion manual (Genomic DNA Spin Column-Bioline®).

Segun el fundamento se clasifica en: cromatografia de absorcion,
extraccion organica o bolas magnéticas y segun el grado de automatizacion se
clasifica en: extraccion manual (Genomic DNA Spin Column-Bioline®) o extraccién

automatica (EasyMag. Biomerieux®, Maxwell. Promega®)®, (Fig 1.17)

Para la extraccion se realizan diferentes pasos:

. Lisis: buffer de lisis. Incubacién a 56°C 10 minutos en termo-bloque.

. Purificacion: eliminacion de residuos mediante una serie de lavados por
centrifugacion-decantacion.

. Elucién: recuperacién de los &cidos nucleicos purificados y concentrados.
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Componentes usados en la extraccion.

. Tampon Tris-EDTA (TE): es un buen tampdn e inhibidor de nucleasas, que
sirve para la conservacion del ADN. ElI EDTA inhibe la PCR a concentraciones
superiores a un mililitro.

. Cloroformo: es un componente que permite la separacion en dos fases,
donde las proteinas y otros contaminantes se quedan en la fase organica y el ADN
permanece en la fase acuosa.

. Fenol: se trata de una solucién que desnaturaliza, de la muestra, las
proteinas contaminantes. Se utiliza para eliminar proteinas (nucleasas vy
proteasas), el rendimiento del PCR disminuye a concentraciones en torno al 0.2%,
y cuando llega al 0.5% la inhibe por completo.

. Etanol e isopropanol: son los causantes de que los &cidos nucleicos se
precipiten. En concentraciones que sean superiores al 1% posee efectos
inhibitorios.

. El SDS se trata de un detergente iénico que modifica a las proteinas e
inhibe, a concentraciones minimas, la PCR.

. Isotiocianato de guanidinio: favorece la disoluciébn acuosa de compuestos
insolubles, al ser un agente caotrépico, que ademas conserva el ARN e inhibe las

RNasas.
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El proceso de lisis se puede llevar a cabo mediante métodos quimicos o fisicos:

. Uso de hidréxido con calor.

. Uso de detergentes sin calor o con calor.

. Ebullicion en tampdn de PCR o en agua destilada.
. Ciclos de congelacion y descongelacion.

. SDS-proteinasa K, isotiocianato de guanidinio.

. Sonicacion.

. Nitrégeno liquido.

. Uso de enzimas tales como la lisozima.

Protocolo simplificado de extraccién manual:

. Lisis: muestra + buffer de lisis. Incubacion a 56°C, 10 minutos.

. Precipitacion: se afiade alcohol 70°, se agita y centrifuga. Nos quedamos
con el pellet.

. Lavados: Se hacen varios lavados con alcohol.

. Secado: Se deja secar los restos de alcohol que pueda contener.

Elucion: Se eluye el ADN en tampon TE.

Reactivos utilizados en la PCR:

. Dos iniciadores o cebadores (primers, en inglés), oligonucledtidos, que son,

ambos, suplementarios a cada una de las hebras del ADN diana.
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. 4 desoxirribonucledtidos-trifosfato (ANTP), que sirven para polimerizar el
ADN nuevo.

. lones divalentes. Se suele usar magnesio (Mg2+). Resultan como
cofactores de polimerasa.

. Algunos iones monovalentes, como por ejemplo el potasio.

. ADN polimerasa o la mezcla de diversas polimerasas con una temperatura
ideal de funcionamiento cercana a 70°C (la polimerasa Taq, es la mas frecuente).

. Un buffer o una solucién tampén mantiene el pH apropiado para que
funcione el ADN polimerasa.

. Termociclador, se trata de un aparato que conserva la temperatura
requerida para cada una de las etapas de un ciclo.

. ADN molde, contiene la parte del ADN para amplificar.

Ciclo de amplificacion (etapas de la PCR)®::

. Inicio. 95°C unos minutos para activar a la enzima polimerasa.
. Desnaturalizacion. Separacion de las hebras por calentamiento a 95°C.
. Alineamiento o unidn del cebador. Hibridacion del cebador con la hebra

molde. Es necesario bajar la temperatura (T%) entre 40-68°C dependiendo de la
secuencia del cebador.
. Extensién o elongacion de la cadena. A 72°C que es la T2 Optima de

actividad de la Taqg polimerasa.
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La elongacion final, es una Unica etapa que se realiza a una temperatura
entre 70-74°C, durante unos 5 y 15 minutos aproximadamente, tras ciclo final de
PCR. Se asegura, con ella, que cualquier ADN de cadena simple que quede, sea

ampliado totalmente. (Fig. 1.18)
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Fig. 1.18. Ciclo de amplificacion. Desnaturalizacion, anillaje, extensién. Tomado

de http://blogdelaboratorio.com/amplificacion-del-adn-la-pcr/

La utilizacion de esta técnica ha de estandarizarse para detectar el
Demodex en tejidos sélidos. La cuantificacion del DF mediante PCR para
humanos solo esta descrita en la literatura para el estudio de la rosacea’ y que

conozcamos, no se ha realizado anteriormente para el estudio del CBC.
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1.2 ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

El cancer constituye una enorme carga para la sociedad tanto en paises
desarrollados como en los menos desarrollados. Su frecuencia esta en aumento
por el crecimiento y envejecimiento de la poblacion, asi como por la incrementada
prevalencia de factores de riesgo tales como el tabaquismo, la obesidad, la
inactividad fisica, cambios en los patrones reproductivos asociados con la

urbanizacion y el desarrollo econémico®.

Del total de 14 millones de nuevos casos de cancer, 2,2 millones, un 15 %
se atribuye a infecciones, sobre todo virales®®, y aunque el cancer de piel es el
mas frecuente y prevalente, la mortalidad producida por el mismo es muy baja, por

lo que en los reportes suelen excluirse de las estadisticas®®.

En la piel humana es posible encontrar una amplia variedad de seres
indetectables a simple a vista, la mayoria de los cuales nunca o solo en
condiciones peculiares podria ser responsable de algun dafio. Esta coleccion de
moradores oportunistas comprende desde microorganismos hasta artrépodos muy
diminutos, cuyas molestias al huésped no exceden las de una circunscrita
reaccion de rechazo, muchas veces fugaz. Otras podrian provocar una serie de

lesiones y comprometer 6rganos importantes como el de la vision®®.
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Existen cada vez mas evidencias de que hay infecciones e infestaciones
gue son consideradas como fuertes factores de riesgo para canceres especificos y
ya se han considerado 10 infecciones como carcinogénicas para los seres
humanos por la Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer. Sin
embargo, no se cita al Demodex como posible factor de riesgo o como agente

causal de ningun tipo de cancer hasta el momento actual.

Se ha logrado determinar que esto puede estar dado por la respuesta
inmunologica frente a su epitopes. Tienen el simple propdsito de colonizar al
huésped y nutrirse de las secreciones y descamacion de su piel. Entre ellos puede
distinguirse a un acaro minusculo llamado Demodex, de la cual existe la especie
DF gue tiene forma alargada y durante su ciclo de vida van parasitando foliculos
de la cara, sobre todo de la zona de la nariz y parpados; y el DB, pero para efecto

de este estudio nos referiremos al primero mencionado®”’.

El CBC es el tumor maligno mas frecuente en la piel. En 1996, alrededor
de 400.000 pacientes eran tratados por esta enfermedad en los EE.UU. de
Norteamérica®. Constituye mas del 75 % de los canceres no-melanomas de la
piel. Aparece fundamentalmente en la cara, particularmente en la nariz, parpados,

cantos mediales y areas perioculares & ° 8889,

La demodicosis es una enfermedad que se presenta a escala mundial,

causada por el Demodex, un acaro comensal que es uno de los ectoparasitos mas
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comunes en el ser humano, habitandolo sin causar enfermedad en la gran
mayoria de los casos®. Sin embargo es considerado como agente patdgeno
especialmente en inmunodeprimidos como ocurre en la leucemia, la infeccion por
VIH y la insuficiencia renal. También es bien sabido que la prevalencia de la

infestacion incrementa con la edad>®® 61,

Los problemas dermatoldgicos son frecuentes y se estiman que son el 10 %
del total de los problemas de atencion primaria. Segun la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS), el incremento de cancer de piel esta repuntando en las ultimas
dos décadas. En el mundo se conoce cada afio 2 a 3 millones de casos de cancer
de piel no melanoma donde el principal representante es el CBC. Revelando que

uno de cada tres pacientes con diagnéstico de cancer tiene cancer cutaneo®.

La OMS describe que se agudiza la pérdida de la capacidad de la capa de
ozono para la proteccion contra las radiaciones UV del sol; se calcula que por
cada 10% que ésta disminuya ocurriran 300,000 casos de céancer no melanoma
(CBC) y 4,500 casos de melanoma. Por lo tanto, el mayor factor de riesgo de
cancer cutaneo es la exposicion a la luz del sol y los antecedentes de quemaduras
solares. Asi mismo la OMS reporta que la altitud es un factor que interviene en el
incremento de radiacion ultravioleta, concluyendo que la intensidad de la radiacion

ultravioleta aumenta 20% por cada 1000 metros de altitud®®.
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Afirmacion puesta a discusion ya que un estudio suizo no ha encontrado
asociacion entre las dosis de RUV y la ubicacion de los Basaliomas, encontrando
similar la exposicién en parpado superior e inferior?3. En la Ultima década se ha
detectado un incremento de su incidencia y una tendencia a aparecer en edades
mas tempranas, posiblemente asociados al empleo de fototerapia y a la

exposicion solar, afectando a ambos sexos por igual®®.

El CBC es el tumor maligno mas comun de la piel constituyendo mas del
90% de las neoplasias malignas palpebrales® 4. Las localizaciones mas comunes
estdn en el parpado inferior (43 %), seguidas por el canto medial (26 %), el
parpado superior (12%) y el canto lateral (8%)%. Son mas dificiles de manejar
cuando se localizan en el canto medio ya que en su crecimiento pueden invadir a
la Orbita y/o senos perinasales, de hecho, este tumor es localmente invasivo y de

crecimiento lento.

Existen 3 formas clinicas principales: CB nodular, CB nédulo ulcerativo y el
CB esclerosante que puede confundirse con condiciones benignas de los
parpados y su exéresis puede resultar incompleta a causa de que sus margenes
son clinicamente inaparentes. Hay otras formas de presentacion con el CBC
pigmentado que tiende a confundirse con un nevus o un melanoma y el CBC

quistico que semeja un quiste epitelial®®.
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Sus primeras manifestaciones son tumores pequefos de crecimiento lento.
La destruccion local que provoca puede ser significativa en estructuras tan
delicadas e importantes como los parpados causando deformidades o pérdida de
la funcion del 6rgano afectado. Elegir el tratamiento mas apropiado dependera en
cada caso del tamario de la lesion, localizacién, tipo de CBC, estado general, edad

y necesidades estéticas del paciente®* %,

El CBC crece de las células basales de la epidermis que no maduran y se
queratinizan de forma normal. El tumor crece en el interior de la dermis formando
una masa nodular invasiva. Causan una extensiva destruccion local, pero
caracteristicamente no metastizan, y presentan una tasa de recurrencia muy alta
tras procedimientos terapéuticos poco adecuados. Silverman realizd un estudio
retrospectivo de 5.755 CBC tratados de diversas maneras y hallé6 una tasa de
recurrencia de 10,6% en tumores primarios y 15,4% en tumores previamente

tratados?3 44,

La tasa de recurrencia en los CBC de localizacién palpebral es ain mayor,
siendo los del canto interno los mas peligrosos en este aspecto, ya que pueden
acceder mas rapidamente a la orbita. En general, la edad media de aparicion tiene
un pico de frecuencia maxima a los sesenta afos y resulta mas agresivo cuando

aparece en menores de 35 afios®?.
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La aparicion del CBC esta relacionada con factores genéticos, virales y
ambientales. Sin embargo aunque la etiologia exacta de CBC es desconocida
existe una relacion bien establecida entre el CBC y la unidad pilosebacea.
Actualmente se piensa que se originan a partir de células pluripotenciales en la
capa basal de la epidermis o el foliculo?®. Los hallazgos inmunohistoquimicos
sugieren una respuesta de la inmunidad innata y una reaccion de hipersensibilidad
retardada causada por las proteinas propias del acaro, evidenciandose un
infiltrado de linfocitos T CD4 Helper, macrofagos y células Langerhans en el

foliculo infestado’”.

El examen clinico ha sido la principal fuente diagnostica, sin embargo, a
simple vista resulta imposible visualizar y distinguir lesiones oculares en fase
inicial o con caracteristica clinica no clasica, ocasionando enfermedades sub-
diagnosticadas, diagnésticos tardios o tumores recurrentes, generando grandes
costos para el paciente y para el estado Espafiol, en consecuencia, provocando

una preocupacion actual y futura de Salud Publica en Espafa.

En los CBC, se ha determinado que la etiopatogenia es multifactorial,
donde tanto factores constitucionales como ambientales pueden jugar un papel
fundamental en su desarrollo. A continuacion se describen caracteristicas de estos

factores y la forma como favorecen la aparicion de CBC®.
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La ubicacién del CBC es casi exclusiva de la piel provista de foliculos
pilosos, por lo que se ha sugerido su origen en la unidad pilosebacea. Algunos
trabajos reportan que la expresion de citoqueratinas de las células neoplasicas de
los CBC, son semejantes a las del epitelio de la vaina radicular externa del foliculo
piloso, lo que apoya la hipotesis de un origen folicular. Sin embargo, lo que se ha
propuesto es que el CBC se desarrolla a partir de las células pluripotenciales tanto
de la zona basal de la epidermis como de la vaina radicular externa del pelo, a

nivel del istmo y la protuberancia®.

Dentro de los factores involucrados, asi como lo ha establecido la OMS, el
mas importante es la exposicion a las radiaciones ultravioletas (UV) con un
incremento importante de estos tumores en las Ultimas décadas, por disminucion
de la capa de ozono. Las radiaciones UV producen inmunosupresion y dafios en el

ADN que alteran su proceso de reparacion?’.

La radiacion UV favorece el proceso de apoptosis, generando mutaciones
de la proteina supresora de tumores p53 (en el 40-50% de los casos de CBC), que
induce la formacion de fotodimeros (como el ciclobutanopirimidina) y aumentando
las mutaciones de los proto-oncogenes de la familia ras; ademas, producen
mutaciones del gen supresor tumoral PTCH (human homologue Drosophilia
patched gene). Después de la exposicion solar, se elevan la interleucina 4 y la
interleucina 10 disminuyendo la vigilancia antitumoral, factor que favorece el

desarrollo de los tumores?’.
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La capa natural de ozono, que recubre la tierra absorbiendo las radiaciones
UV dafinas, presenta disminucion desde 1985 debido a la polucién ambiental.
Compuestos quimicos como los clorofluorocarbonos (CFCs, del inglés chlorofluo-
rocarbons) que se utilizan en refrigerantes, solventes, aires acondicionados, entre
otros son los causantes de que disminuya la capa de ozono, hecho que es mas
evidente en la Antartica. Se ha calculado que por cada 1% que disminuya la capa
de ozono, ocurre un incremento del 1,7 al 3% anual de CBC y CEC,

respectivamente®®,

El grupo de Bastiaens My col. encontrd, que el papel de las radiaciones UV
sobre los CBC, puede ser diferente para los distintos subtipos, reportando que los
CBC con patron nodular, estan relacionados con la exposicién cronica al sol; en
cambio los de patrén superficial se relacionan mas con exposicion solar

intermitentel’.

A menor fototipo de piel segun Fitzpatrick existe mayor riesgo de padecer
de CBC. En la actualidad, se estima que 3 de cada 10 personas de raza blanca
tienen la posibilidad de desarrollar un CBC; siendo mayor aun el riesgo en
aguellas personas que tienen poca 0 ninguna capacidad de broncearse y con
antecedentes de quemaduras solares antes de los 20 afios. En los pacientes

albinos los CBC son de tipos histolégicos mas agresivo®.
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El tratamiento con PUVA (psoralenos mas radiaciones UVA), actualmente
un tema controversial, es la relacion entre el desarrollo de canceres de piel no
melanoma y la fotoquimioterapia y la fototerapia. En pacientes tratados con PUVA
para diversas enfermedades cutaneas como psoriasis, liquen plano, linfoma
cutaneo de células T, entre otras, se ha visto una mayor incidencia. Esto es debido
al alto efecto mutagénico y carcinogénico acumulativo de las radiaciones UVA,; sin

embargo, en los CBC la conexién con el tratamiento de PUVA no esté clara®.

Las Camas bronceadoras, por considerar el bronceado como sinGnimo de
salud y bienestar, en paises no tropicales, son muy utilizadas; por ejemplo, en
USA se calcula que alrededor de un millon de personas utilizan estos servicios
diariamente por considerarlo poco perjudicial. Existe una relacion dosis
dependiente, entre la exposicion en las camas solares, el fotodafio y la aparicion
de cancer de piel. Aunque no hay certeza de su relacién con el CBC, se estima
que el uso de radiaciones UVA (320-340nm), tres veces por semana por 30

minutos, en un periodo de 20 afios duplicara el riesgo de cancer de piel®®.

Las Radiaciones ionizantes, la exposicion ocupacional y la administracion
de tratamientos de radioterapia prolongados, se han asociado con carcinomas
cutaneos no melanomatosos. El incremento del riesgo para CBC, se limita al area
expuesta a la radiacion. Se estima que 20 a 40 afios después de la exposicion a

radiaciones puede desarrollarse un CBC,
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En los pacientes inmuno-suprimidos por trasplantes de organos,
medicamentos o por causas virales, el CBC es el segundo tumor maligno cutaneo
mas frecuente. En los pacientes trasplantados renales se reporta un riesgo de
CBC, 10 veces mayor que la poblacion general y en los trasplantados cardiacos 2
a 3 veces mas frecuente. En pacientes trasplantados en la infancia, se reporta la
aparicion de carcinomas cutaneos tipo CEC y CBC, 13 afios posterior al
trasplante; cuando presentan un promedio de edad de 27 afos

aproximadamente®®,

Algunas drogas inmunosupresoras, utilizadas en el tratamiento post-
trasplante han sido vinculadas a determinados canceres cutaneos. Entre estos
medicamentos tenemos: la Ciclosporina y la prednisolona. En los pacientes con el
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), la frecuencia de CBC es 11
veces mayor que la poblacién normal; siendo su ubicacion mas comun el tronco y
su presentacion clinica e histoldgica, el CBC tipo superficial. Tanto en pacientes
trasplantados como en los que padecen enfermedades inmunosupresoras, entre

ellas el SIDA, se suele apreciar un comportamiento mas agresivo®.

Los Habitos tabaquicos como el cigarrillo aumenta el riesgo de padecer de
CBC aunque esta ultima relacion es aun controversial. Trabajos como los de
Karagas®® no encuentran relacion entre el habito tabaquico y la incidencia de CBC;
sin embargo, existen otros estudios como el realizado por Narbutt®, que observé

en mujeres jovenes con historia anterior o habito tabaquico activo, un incremento
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en la prevalencia de CBC en los parpados. También el grupo de Smith y
Randle'*®, relacionan el tabaquismo a CBC, pero especialmente con aquellos

tumores cuyo diametro es superior a 1 cm?16: 190,

En su reporte la relacién se incrementa proporcionalmente al tamafo del
tumor, llegando inclusive a 50% de los pacientes con tumores de 5 cm 0 mas, que
eran fumadores. Se atribuye el efecto del cigarrillo, a una disminucién en los
niveles de Vitamina A en los fumadores, que disminuye la proteccion de los
radicales libres. Otra explicacion es la disminucion de la respuesta inflamatoria a

las radiaciones UVB, a causa de la nicotina®.

Los factores ocupacionales, como la exposicion a elementos como el
asfalto, alquitran, parafina cruda, aceites minerales, solventes organicos e
inorganicos, arsénico inorganico, entre otros, parecen aumentar el riesgo a
padecer de cancer cutdneo no melanomatoso. El arsénico tiene un conocido
efecto carcinogénico en la piel, sobre todo en aquellas regiones con aguas
contaminadas. Su relacion es dosis dependiente a la cantidad de agua

contaminada que se ingiera®®,

Las tasas de incidencia del CBC periocular varian segun la localizacion
geografica; en paises como Alemania, entre los afios 1998-2000, la incidencia era

de 100,2 hombres por cada 100.000 habitantes por afio y 72,6 mujeres por cada
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100.000 habitantes por afio. En la ciudad de New Hampshire, Estados Unidos de
Norteamérica, para los afios 2003-2004, la tasa de incidencia era de 309 hombres
y de 100,5 mujeres por cada 100.000 habitantes por afio, mayor que el reporte
realizado 14 afios antes en ese mismo lugar. En Australia la incidencia
generalmente es mayor que en las regiones cercanas al Ecuador, teniendo para
2010 en la ciudad de Townsville, al norte de Queensland, una incidencia de 2.058

hombres y 1.194 mujeres por cada 100.000 habitantes®®.

La incidencia de los CBC en Europa, Canada, USA y Australia, se
incrementa de 3 a 6% cada afio, constituyendo por esta razon, un reto diagnéstico
y terapéuticol’. A pesar que algunos estudios han demostrado que puede tratarse
de un tumor de baja malignidad, tiene una alta incidencia, que, desde el punto de
vista de morbilidad, lo hace un problema importante de salud, generando grandes
costos en tratamiento; estimandose en paises como USA, un costo de 500

millones de dolares anuales®: 97,

A nivel mundial la incidencia del CBC cada vez es mas frecuente, con un
incremento del 20% en las ultimas dos décadas. Dicho incremento podria ser el
resultado de diferentes factores intervinientes tales como el incremento de la
exposicion solar recreacional y el uso excesivo de camaras solares, asociada a la
cultura de bronceado como un distintivo de belleza, llegando a un estimado de 3

millones de diagnésticos de CBC anuales en EEUU®°.
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Leffell, en una serie estudiada sobre CBC periocular, encontré que el 38%
de las mujeres y el 25% de los hombres menores de 35 afios, con diagnostico de
CBC periocular, tenian un tipo histologico de comportamiento agresivo, en
oposicion a los mayores de 60 afios con tipos histologicos mas circunscritos;
concluyendo entonces, que los individuos mas jOvenes, son propensos a

desarrollar CBC con patrones de crecimiento mas agresivostot,

Recientemente se ha estudiado la relacién del Demodex folliculorum (DF)
con neoplasias benignas como el Adenoma sebaceo®, como malignas de tipo
CBC3 o Melanoma’®, las cuales pueden surgir a partir de una inflamacion
crénica, trauma, cicatriz o quemadura preexistente?®. Un estudio retrospectivo
realizado en Turquia encontr6 mayor presencia (65% de los casos contra 23% de
los controles sanos) y densidad (cantidad de &caro por unidad pilo-sebacea o
pestafia) de Demodicosis en el Carcinoma basocelular del borde palpebral
situAndolo como un posible factor de carcinogénesis®’. La presencia de mas de 5
acaros Demodex por centimetro cuadrado de piel es significativa para su actividad

patogénica.

Su distribucién es mundial, afectando en hasta el 90% de casos en algunos
estudios. La variedad folliculorum es mas frecuente en mujeres, cuyas lesiones
son observadas principalmente en cara media. Sin embargo, existen reportes en
los que se observa un leve predominio del sexo masculino 2:1%. El uso de

productos quimicos para eliminar el maquillaje, en vez del jabon, promueven su
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proliferacion. Su pico mayor es en la tercera edad, observandose poco frecuente
en nifios. Se ha publicado cierta asociacion con algunos fomites siendo toallas,

peine, sdbanas, esponjas y ropa para dormir, principalmente®: %7,

El DF habita la piel del area periocular y se encuentra mayoritariamente
ubicado en la piel de la nariz y del canto interno seguido por el parpado inferior,
mientras que en el parpado superior es baja. Es bien sabido que los sitios donde
es mas comun el Carcinoma de células basales son el canto interno y el parpado

inferior precisamente’?.

La implicacién de DF en algunas enfermedades de piel como la rosacea o
blefaritis crénica esta suficientemente demostrada por numerosos estudios!®. Sin
embargo, a pesar de ciertos indicios y sospechas de su relacion con el desarrollo
de enfermedades malignas como en CBC actualmente no esta claramente

demostrado.

El parésito vive de forma saprofita en nimero controlado en los foliculos
pilosos de un importante porcentaje de individuos sanos y cuya infestacion y
densidad estad relacionada de forma directamente proporcional con la edad.
Posiblemente su hiperparasitacion descontrolada es lo que por un lado se
relaciona con algunas enfermedades’’ y por otro se sospecha su implicacién en el

desarrollo de ciertos tipos de lesiones como es el CB observar que ambas
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entidades, el CBC y la demodicidosis, estan presentes en el mismo individuo en
varias oportunidades®® 103, 105,

La clave esencial para poder establecer una relacion directa de la presencia
y densidad del parasito con ciertas enfermedades, seria disponiendo de una
herramienta diagndstica precisa y exacta que permitiera reproducir resultados y
obtener datos estadisticos que de forma objetiva pueda relacionar el parasito con
enfermedad de forma significativa e inequivoca. En este sentido, la herramienta

mas idonea podria ser la cuantificacion de DF mediante la PCR.

La cuantificacion del DF mediante PCR para humanos solo esta descrita en
la literatura para el estudio de la Rosacea®y que se conozca no se ha realizado
anteriormente para el CBC. Erbagci, Z. y colaboradores® 105 quienes
previamente han encontrado asociacion entre las lesiones del borde palpebral tipo
CBC con el DF, han usado el método de conteo directo del acaro de las piezas
bajo microscopio de luz, método poco rentable ya que es dificil distinguir el acaro
de los detritos celulares una vez extraida y procesada la muestra, siendo mas
reproducible y con mayor validez cientifica el uso de las técnicas de amplificacién

molecular cuantitativas.

Una vez establecida la asociacion entre el DF y el CBC encontrariamos un
factor de riesgo detectable y facilmente tratable en la practica clinica, de esta
manera conseguiriamos evitar la aparicion de una patologia con una tasa de

incidencia tan elevada, siendo en Europa mucho mayor que el conjunto de la
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poblacion mundial, 1955 x 100.000 habitantes/afio y 128 x 100.000
habitantes/afio respectivamentel®. El costo de la atencion de las neoplasias de la
piel no melanoma (CBC y CEC) ocupan el quinto lugar después de los carcinomas

de préstata, pulmodn, colon y de mamal?’.

Esta asociacion constituye un hallazgo reciente, siendo necesario realizar
estudios con mayor nivel de evidencia en cuanto a disefio, técnica de recoleccion
y analisis de las variables, asi como mayor nimero de casos para clarificar la
importancia de la infestacion crénica por el acaro en la patogénesis de la
enfermedad, y asi de esta manera generar nuevas hipotesis que sirvan de base a

futuras investigaciones.

Existe la necesidad de disponer de herramientas diagndsticas
coadyuvantes a la clinica del CBC, que sean de facil acceso, seguras y que
agilicen el diagnostico temprano de esta patologia. El propésito del presente
estudio es evaluar la presencia y cuantificar la densidad el acaro DF en los CBCs
del area periocular mediante PCR cuantitativa con el objeto de ver si dicha

presencia puede tenerse en cuenta como indicador del CBC.
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Capitulo Il




2.1Hipotesis y objetivos

2.1.1 Hipotesis

o La infestacion por Demodex folliculorum (DF) y el Carcinoma
Basocelular (CBC) del area periocular estan relacionados tanto por la

presencia como por la mayor densidad de la infestacion.

o Existe mayor presencia del 4&caro DF en las lesiones de tipo CBC

comparado con las lesiones benignas en el area periocular.

o Existe mayor densidad del 4caro DF en las lesiones de tipo CBC

comparado con las lesiones benignas en el area periocular.

o Existe mayor cantidad de DF en la region periocular donde es mas

prevalente el CBC (parpado inferior y canto interno).
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2.1.2 Objetivos

General.

Especificos.

Evaluar la presencia y cuantificar la densidad del acaro Demodex
folliculorum (DF) en los Carcinomas Basocelulares (CBCs) del &rea
periocular, mediante Reaccién en cadena de polimerasa (PCR),
comparandolas con lesiones benignas, con el objeto de ver si dicha

presencia puede tenerse en cuenta como indicador del CBC.

Identificar al ectoparasito DF mediante PCR.

Establecer la presencia y densidad de infestacién por DF en el CBC

del area periocular.

Establecer la presencia y densidad de infestacion por DF en lesiones

benignas del area periocular.

Establecer la presencia y densidad de infestacion por DF en lesiones

benignas del area periocular y CBC por subgrupos histologicos.
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Establecer la densidad de infestacion por DF segun la localizacion

topografica de las lesiones en el area periocular.

Determinar si existe una correlacion entre la edad y la densidad de

infestacion del DF

Determinar si hay diferencias estadisticamente significativas entre la

presencia del DF en CBCs comparado con la presencia de DF en

lesiones benignas.

Establecer un modelo predictivo, con los niveles de sensibilidad y

especificidad.
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3.1 Disefio metodologico.

3.1.1 Tipo de estudio. Investigacion aplicada cuantitativa, de tipo observacional

de casos y controles.

3.1.2 Poblacion. Total de piezas anatomo-patoldégicas de lesiones del area
periocular de pacientes sometidos a extirpacion quirirgica en el Hospital Juan
Ramon Jiménez de Huelva (Espafia), con diagnéstico de Carcinoma basocelular
(CBC), tomados como los casos; y de pacientes con similares caracteristicas de
edad, sexo y region demogréfica sometidos a extirpacién quirargica con
diagndstico de lesiones benignas tomados como controles. Ambos en el periodo

comprendido entre el 1 de enero de 2009 y el 1 de enero de 2015 (6 afos).

3.1.2.2 Criterios de inclusion y exclusion.

Casos: La poblacién de casos estuvo conformada por biopsias tomadas en
los 6 afios del estudio, con diagnostico de CBC remitidos desde en servicio de

Oftalmologia del area periocular.

e Criterios de inclusion:
o CBC en cualquiera de sus subtipos histolégicos (nodular, infiltrativo,
micronodular, superficial, morfeiforme).

o Edad superior a 18 afios.
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o Pacientes que hayan firmado el consentimiento informado
previamente a la intervencién quirdrgica, donde autoriza el estudio
de las piezas de anatomia patologica.

e Criterios de exclusion:

o CBC que tenian diagnéstico mixto (CBC + otro tipo de lesion) en la

misma pieza de estudio.

o Diferentes piezas anatomo-patologicas en el mismo paciente.

Controles: La poblacion de controles estuvo conformada por biopsias
tomadas en los 6 afos del estudio, con diagnéstico de lesién benigna remitidos

desde en servicio de Oftalmologia del area periocular.

e Criterios de inclusion:

o Lesidn benigna de tipo: hidrocistoma, quiste de inclusion epidérmica,
queratosis seborreica, papiloma fibroepitelial, nevus y hemangioma
capilar,

o Edad superior a 18 afios.

o Pacientes que hayan firmado el consentimiento informado
previamente a la intervencién quirdrgica, donde autoriza el estudio

de las piezas de anatomia patoldgica.
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e Criterios de exclusion:
o Lesiones con relacion conocida con el Demodex folliculorum (DF), a
saber: chalazion, rosacea e inflamacion cronica.
o Lesiones benignas que tenian diagndstico mixto (2 o mas tipos de
lesion benigna) en la misma pieza de estudio.

o Diferentes piezas anatomo-patoldgicas en el mismo paciente.

3.2 Aspectos éticos.

En el presente estudio se han aplicado los principios éticos de la
investigaciéon en seres humanos, que se recogen en la declaracion de Helsinki,
actualizada en la asamblea general de Seul (Octubre 2008). Ademas, se respeto
la confidencialidad y secreto de la informacién de caracter personal siguiendo la

ley de proteccion de datos, seguin la Ley Organica 15/1999 (BOE 1999, n 298)%3.

El estudio fue aprobado por el comité ético de investigacion clinica y la
comision de investigacion del centro. Todos los pacientes firmaron un

consentimiento informado por escrito. (Anexo 1).

Se tuvo en cuenta la Ley 41/2002 basica reguladora de la autonomia del

paciente y de derechos y obligaciones en materia de informacién y documentacién

clinicay la Ley 14/2007 de investigacion biomédica.
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3.3 Obtencidon de la muestra a estudio.

Poblaciéon. Se analizaron todos los pacientes que cumplieron los criterios
de inclusion del estudio, tanto para el grupo de casos como para el grupo control,
sometidos a intervencion quirargica en el periodo de tiempo de 6 afios establecido

en el Hospital Juan Ramon Jiménez de la ciudad de Huelva (Espafia).

Dado el coste de la técnica, la Reaccidén en cadena de la Polimerasa (PCR),
se propuso estimar el tamafio de la muestra mediante el software Epidat 4.0,
tomando como referencia el articulo de Erbagci, Z. y colaboradores, donde se
observa una prevalencia del DF en sujetos sanos del 26.7%, y en sujetos con CBC
del 65.6%°%, para obtener una potencia del 90%, tomando un control por cada
caso de estudio, obteniendo un tamafio muestral de 76 casos (38 sujetos con CBC

y 38 sujetos con lesiones benignas.

De la poblacion de casos total encontrados durante este periodo de tiempo
fue de (N1=340) y el total de controles fue de (N2=1170). Se tomaron aquellos
casos en los cuales la informacion estaba mas completa, tanto en la base de datos
de Anatomia Patoldgica como en las historias clinicas del servicio de Oftalmologia,

tales como edad, sexo, localizacion, y subtipo histologico.
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Para que fueran comparables por edad se hicieron rangos de los casos, de
10 afios cada uno, buscando obtener similares poblaciones etarias en los
controles y que fueran comparables. La regiobn demografica fue la misma para
todos (Pacientes intervenidos en la provincia de Huelva). La localizacion y el sexo

no fueron escogidos intencionalmente al no encontrar diferencias entre los grupos.

Al haberse encontrado mas casos de los requeridos, se realiz6 un muestreo
aleatorio simple de los mismos. Al final se consiguieron analizar 115 muestras (64

casos y 51 controles).

3.4 Variables

3.4.1 Independientes:

. Piezas positivas para DF: Demostracion de la existencia del ADN del 4caro
en la muestra estudiada mediante PCR.

. Piezas negativas para DF: Demostracion de la no existencia del ADN del
acaro en la muestra estudiada mediante PCR.

. Densidad de infestacion: Cantidad de copias de ADN del acaro en la
muestra estudiada por la cantidad de tejido cuantificado mediante PCR en tiempo
real.

. Edad: en afios cumplidos

. Sexo: El biolégico: H: Hombre, M: Muijer.
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3.4.2 Dependientes:
e Tipo histologico de lesion: Informada por el servicio de Anatomia patoldgica.
o Casos: nodular, micronodular, infiltrativo, morfeaforme, superficial.
o Controles: hidrocistoma, quiste de inclusion epidérmica, queratosis

seborreica, papiloma fibroepitelial, nevus y hemangioma capilar.

e Localizacion de la lesion: Tomada de la descripcion de la exploracion pre-
quirdrgica en la historia clinica de Oftalmologia (parpado superior, parpado

inferior, canto interno, canto externo).

3.5 Instrumentos
Los casos se seleccionaron mediante el software NovoPath 5.20.00. Los
datos se recogieron por parte de Anatomia Patolégica en un protocolo elaborado

para tal fin. (Anexo 2)

Para la deteccion del DF, se llevé a cabo una prueba de PCR para lo que
se utilizé el sistema de extraccion QlAgen y el termociclador 7500 Fast (Applied
Biosystems).

Para el analisis estadistico de los datos, se usoé el software IBM SPSS v.

22110.
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3.6 Recogiday analisis de datos.

El especialista de Anatomia patologica realizo la basqueda en los archivos
del software “NovopPath” de las piezas quirurgicas con diagnostico de CBC y
lesiones benignas que cumplieron con los criterios de inclusiéon dentro de los 6
afos del estudio, verificando en la historia clinica que tuviese el consentimiento
informado firmado que autorizara el estudio de dichas piezas, hasta encontrar
como minimo los 38 casos y 38 controles requeridos en el tamafio muestral

calculado; clasificandolos por edad, sexo, localizacion y subtipo histologico.

Luego el especialista de Microbiologia se encargé de realizar la PCR en el
laboratorio de biologia molecular: HGC Biomedical Research Diagnostic S.L,

laboratorio concertado con el Hospital Juan Ramén Jiménez.

A las muestras positivas para ADN de DF se les realiz6 la cuantificacion

para obtener asi la densidad de acaro por tejido estudiado.

Finalmente se realiz6 el analisis estadistico de los resultados. Todos los

datos de ambos grupos de estudio se fueron registrando semanalmente por los

investigadores principales en una tabla de registro SPSS v.22110,
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3.7 Procedimientos

3.7.1 Anatomia Patolégica.

Blsqueda de las piezas en el software NovoPath 5.20.00.

Criterios de busqueda: Busqueda general, Fechas: desde: 01-01-09 hasta:
01-01-15, Muestras recibidas desde el servicio de Oftalmologia, con diagnostico
de CBC, quiste, papiloma, queratosis seborreica, pilomatrixoma, xantelasma,

hemangioma, granuloma, nevus, triquilemoma.

. Clasificacion del subtipo histologico de los CBCs que no estuvieron
previamente informados.

. Llenado del instrumento de recogida de datos.

3.7.2 Oftalmologia

. Busqueda de las historias clinicas del servicio de Oftalmologia para buscar
la variable “localizacién”.

. Busqueda de los controles adecuados para normalizar los grupos.

. Llenado del instrumento de recogida de datos

3.7.3 Microbiologia

Protocolo de extraccion de ADN en biopsias (con el kit de extraccibn manual en
columna “ISOLATE Genomic DNA Spin Column”).
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10.

11.

12.

Desparafinar la muestra. - A una lamina de biopsia en parafina, afiadir 1
ml de xileno y voltear vigorosamente. Incubar 30 minutos a temperatura
ambiente, volteando de vez en cuando.

Centrifugar a 11.000 g durante 3 minutos, desechar el sobrenadante.
Anadir 1 ml de etanol (96-100%) y mezclar invirtiendo varias veces.
Centrifugar a 11.000 g durante 3 minutos. Desechar el sobrenadante.
Repetir el lavado con etanol.

Incubar con el tubo abierto a 37°C hasta que se evapore el etanol (15
minutos aprox.).

Pre-lisis.- Afadir 180 pl Lysis Buffer GL y 25 ul de solucién de proteinasa
8. Voltear. Incubar a 56°C durante 1-3 horas (hasta lisado completo),
volteando de vez en cuando.

Lisado. - Voltear la muestra suavemente y afadir 200 ul de Lysis Buffer
G3. Voltear vigorosamente e incubar a 70°C durante 10 minutos.

Ajuste de las condiciones de union al DNA. - Voltear suavemente y afiadir
210 pl de etanol (96-100%) a la muestra. Voltear vigorosamente.

Union al DNA. - Colocar una columna (ISOLATE Genomic DNA Spin
Column) (de color verde) en un tubo de coleccién de 2 ml. Cargar la
muestra en la columna y centrifugar 1 minuto a 11.000 g. Descartar el tubo
de coleccién y volver a poner otro tubo limpio de 2 ml de coleccion.

Lavado de la membrana de silica. - Afiadir 500 ul de Wash Buffer GW1.

Centrifugar 1 minuto a 11.000 g. Descartar el tubo de coleccion y poner
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otro nuevo. Afadir 600 ul de Wash Buffer GW2. Centrifugar 1 minuto a
11.000. Descartar el tubo de coleccién y colocar otro nuevo.

13. Secado de la membrana de silica. - Centrifugar 1 minuto a 11.000 g para
eliminar los restos de etanol. Colocar la columna en un tubo de 1,5 ml.

14. Elucion del DNA. - Afadir Elution Buffer G precalentado (70°C) en el
centro de la membrana de silica (100 pl). Incubar a temperatura ambiente

durante 1 minuto. Centrifugar 1 minuto a 11.000 g.

3.8 Desarrollo de la PCR.

Se llevo a cabo el desarrollo de una PCR a tiempo real que permitiese
detectar el parasito DF. Para que la técnica se llevara a cabo de forma optima, se
hizo uso de 3 controles positivos del parasito, que se obtuvieron e identificaron
mediante la observacion, a través de un microscopio Optico, de muestras de
pestafias obtenidas de pacientes que sufrian de blefaritis cronica. Cada uno de los

controles positivos consto de tres ejemplares completos y adultos. (Fig. 3.1).

r

99



Fig. 3.1 Ejemplar adulto de DF sobre pestafia de paciente con blefaritis cronica
tomado como control positivo (40 x). Foto ganadora del Primer premio de
Fotografia Cientifica en el 91 Congreso Sociedad Esparfiola de Oftalmologia. MD.

Juan Carlos Sanchez Espaiia, Sevilla, 2015, publicado en el 20161,

También se hizo uso de tres controles negativos obtenidos de biopsias
realizadas a tejidos solidos profundos. Los controles positivos y negativos fueron
preservados a una temperatura de -20°C hasta que se hizo uso de ellos. Para la
extraccion del ADN se utilizé el kit comercial ISOLATE Genomic DNA Spin
Column- Bioline, un sistema manual de extraccibn de &cidos nucleicos en
columnas de silica que puede ser utilizado para conseguir extracciones de tejidos

sélidos, cuyo protocolo de extraccion ha sido descrito anteriormente.

El desarrollo de la técnica se llevé a cabo con cebadores que se habian
disefiado para la deteccion de la secuencia diana especifica: 18S ARNr
(KF745889.1). En cuanto al sistema de deteccion, se hizo uso de una sonda
TagMan que disponia de un fluoréforo FAM incorporado al extremo 5 y un extintor
de sefal (Quencher) al extremo 3". El disefio de la herramienta se llevo a cabo con
el programa informatico Primer Express 3.0 (Applied Biosystem). La especificidad
del amplicén fue validada con BLAST confrontandolo con la base de datos de

nucleétidos NCBI.
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La validez de los oligos (cebadores y sonda) fue confirmada mediante el
software on line Oligo Calculator version 3.26. Como control de extraccion y
amplificacion, se utilizaron cebadores y sonda TagMan para la deteccion del gen
humano de la RNasa P. Las secuencias de oligonucleétidos y sonda para la

deteccién de Demodex folliculorum fueron:

sense: CGAGGATCTATTGGAGGGCAAGT;
antisense: GAACTGAGATACAACTACGAGCT;
sonda: [6FAM]JAGCCGCGGTAATTCCA[BQH1a].

Las secuencias de oligonucleétidos para detectar el gen de la RNasa P fueron:
sense: AGATTTGGACCTGCGAGCG;

antisense: GAGCGGCTGTCTCCACAAGT;

sonda; [BFAM]TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG[BQH1a].

Para el analisis por PCR se utilizé el termociclador a tiempo real 7500 Fast
(Applied Biosystems), configurando el programa de temperaturas de la siguiente
manera: 10 minutos a una temperatura de 95°, y 40 ciclos de 15 segundos a 95°C,

25 segundos a 55°C y 30 segundos a 72°C.

En los tres controles positivos se obtuvo el ADN a través del anteriormente
mencionado sistema en columna, obteniendo un volumen de 100 pl de eluido. El

volumen de cada reaccionfue de 25 pul, en donde se encontraron 5ul de eluido de
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extraccion, 5 ul de agua libre de Rnasa, 0,5 ul de sonda TagMan especifica
(Sigma-Aldrich), 1 pl de solucion ROX, 1 ul de mezcla de cebadores a
concentracion 10 mM, y 12,5 ul de Master Mix 2X (Promega). El amplicon que se
obtuvo de los controles a través de la PCR se secuencio con el 3500 Series
Genetic Analyzers (Applied Biosystems), un secuenciador automatico, y se
comparo6 con la base de datos existente en el GenBank del Centro Nacional para
la Informacion Biotecnologica (NCBI en sus siglas en inglés), tratando de

confirmar, de este modo, la especificidad de la reaccion.

El amplicon de los controles positivos fue cuantificado mediante
espectroscopia (Qubit 3.0 fluorometer, life technologies), realizando una curva
patrén en la que se establecieron cinco puntos de concentraciones: 100.000

copias/pul., 10.000 copias/ul, 1.000 copias/pl, 100 copias/ul, y 10 copias/ul.

La sensibilidad se configuré de acuerdo al nUmero minimo de copias que la
PCR es capaz de detectar, haciendo uso de diluciones seriadas de
concentraciones conocidas analizadas por triplicado. En cuanto a las
concentraciones utilizadas para determinar la sensibilidad, correspondieron a

1000, 100, 10, y 5 copias/ul.

A modo de prueba de la técnica, se llevd a cabo una serie piloto consistente

en 46 muestras procedentes de biopsias cutaneas parafinadas obtenidas de
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anatomia patoldgica procedentes de pacientes con lesiones de carcinoma

basocelular de areas perioculares de presentacion clinica nodular.

Dichas muestras consistian en 15 cortes con un grosor de 15 ym y una
superficie de 1 — 1,5 cm2 equivalente a 22,5 mg de tejido aproximadamente. Estas
fueron desparafinadas en una disolucion de xilol durante una extension temporal
de 30 minutos, siendo centrifugadas durante 1 minuto a 11.000 g, desechando el
sobrenadante. Una vez desparafinado el producto, se puso 24 horas en
incubacion a 56°C dentro de un tubo que contenia 200ul de solucién de lisis, con
el objetivo de conseguir un éptimo rendimiento en la extraccion de biopsias de

tejidos sélidos.

La densidad de parasitos se registr6 en niamero de amplicones por cada
1,125 mg de muestra soélida (22,5 mg/20= 1,125 mg), teniendo en cuenta que en
cada reaccion se utilizaban 5 ul de eluido de los 100 ul obtenidos en la extraccion.

(Fig. 3.3).
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Fig. 3.2 Tubos de Eppendorf con las piezas de anatomia patolégica. De cada

biopsia se tomaron 15 cortes de 15 um de grosor.

Mediante la variante Cycle Threshold (Ciclo Umbral), en comparacién con la
curva patron, se obtuvieron los resultados cuantitativos. Estos se calcularon con la
plataforma 7500 Fast. Cada una de las muestras se analizO dos veces en la
misma reaccion, una para determinar la existencia de Demodex folliculorum y la
otra para detectar la ARNasa P, que permite el control de extraccién y
amplificacion en la reaccién. Aquellas muestras que aparecian como positivas
fueron secuenciadas y contrastadas con la, anteriormente mencionada, base de

datos del NCBI.

Para determinar la sensibilidad se utilizaron las concentraciones de 10, 100
y 1.000 copias/ul, llegandose a ser detectadas, por triplicado, en los tres andlisis.
Por la PCR, se llegaron a detectar las concentraciones de 1 y 5 copias/ul, en uno
de los analisis que se llevaron a cabo de manera triplicada, pero en dos de las tres
reproducciones no se detectaron. Asi pues, el limite de deteccion se situé en torno
a 1y 10 copias/pl (Fig. 3.3). Ademas para determinar la especificidad de la técnica
se utilizaron 10 muestras de polvo de é&caro del género Dermatophagoides

obtenidos por aspiracién de tapizados de mobiliario doméstico.
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Fig. 3.3. Temperatura de disociacion de la secuencia diana en la deteccion del

acaro.

3.9Limitaciones del estudio.

o La cuantificacion del tejido es aproximada ya que es dificil que todas las
biopsias tengan exactamente el mismo tamafio.

o La variable secundaria "color de piel" es un dato que en muchas
historias clinicas no aparece, siendo un factor de riesgo conocido para el
desarrollo del CBC, por lo que es importante tenerlo en cuenta.

o La variable secundaria "exposicion a la Luz UV" es un parametro dificil
de cuantificar, siendo un factor de riesgo conocido para el desarrollo del
CBC, por lo que es importante tenerlo en cuenta.

o La prueba diagndéstica es de alto coste, por lo que no se pueden estudiar

gran numero de biopsias, sino una muestra representativa.
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3.10. Anélisis estadistico.

Dado el coste de la técnica de PCR, se propuso estimar el tamafio de la
muestra mediante el software Epidat 4.0'%, tomando como referencia las
prevalencias del DF encontradas por Erbagci, Z. y colaboradores®®, para obtener
una potencia del 90%. Los estadisticos descriptivos para variables cuantitativas se
informaron como la media * la desviacion estandar si seguian distribucion normal,

y la mediana, ademas del rango observado.

Para la comparacion de frecuencias absolutas de las variables cualitativas
nominales y la prevalencia de DF se utilizé la docima de X2, y la para comparar
las medias, se utilizé la prueba de la T de Student para muestras independientes,

previa comparacion de varianzas con el test de Levene.

Para comparar la densidad de infestacion del DF se utiliz6 la prueba U de

Mann - Whitney al no cumplir con la normalidad (Test Shapiro - Wilk).

También se usoO la correlacion de Pearson para establecer la posible

relacion entre las variables densidad de infestacion y la edad.

Una p < .05 fue considerada estadisticamente significativa.
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Se usO el analisis de regresion logistica para construir un modelo de
valoracion e identificar aquellas variables que jugaban un papel relevante,
empleando diferentes medidas de bondad de ajuste para verificar lo apropiado del
modelo: como el test de Hosmer-Lemeshow, determinandose la sensibilidad y
especificidad. La inclusion de la interaccion se realizé con pruebas de significacion
estadistica, es decir, al introducirla en el modelo el coeficiente de la misma es

estadisticamente significativo.

Los datos se volcaron sobre el programa informatico Microsoft Office Excel

2016 y el para el analisis estadistico se us6 el IBM SPSS Statistics version

22 (SPSS, Inc, Chicago, lllinois, USA)10,

107



Capitulo IV




4.1 Prueba piloto.

Inicialmente se analizaron Unicamente los casos de Carcinoma Basocelular
(CBC) de subtipo histolégico nodular:

Se analizaron 46 muestras de biopsias, de las cuales 26 (56,52%)
correspondieron a varones. La edad media de ellos fue de 66,38 afios (DE=+13.1),

con un rango entre 35,8 y 89,7 afios y una mediana de 67,4 afios.

La presencia del parasito Demodex folliculorum (DF) se apreci6é en la mitad
de las muestras (23 de 46). En el caso de los hombres, el 57% fueron positivas

(15 de 26), y en las mujeres un 40% fueron positivas (8 de 20).

La densidad media en los tres controles positivos fue de 1.213 amplicones.
La densidad media de las muestras positivas fue de 308,65 amplicones por cada
1,125 miligramos de tejido (DE=560,71) con un rango entre 10,82 y 2560,74
amplicones por cada 1,125 miligramos de tejido sélido de la lesién y una mediana
de 87,35. Se confirmaron las 23 muestras positivas por medio de secuenciacion.
Asi pues, la especificidad de la técnica en el tamafio muestral utilizada fue del
100%. Las 46 muestras amplificaron para el gen de la RNasa P en los pocillos,
correspondientes a control de extraccion y amplificacion, por lo que la reaccion de

amplificacion funciono en la totalidad de las muestras.
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4.2 Sensibilidad y especificidad de la técnica de PCR.

Los tres controles positivos identificados mediante microscopia Optica,
donde por medio de la a PCR desarrollada, también fueron identificados y
amplificados. La secuenciacion de los amplicones mostraron una homologia del
100% alineandose con la secuencia KF745889.1 de la BB.DD. del GenBank
correspondiente a DF. Los tres controles negativos, también lo fueron mediante
PCR. La utilizacion de la curva-patron para cuantificarlos, revel6 valores de CT
(Cycle Threshol=ciclo umbral) de 30,61, 27,58, 25,05, 21,51 y 17,13 para las

concentraciones de 10, 100, 1.000, 10.000 y 100.000 copias/pl, respectivamente.

En los tres analisis y por triplicado, se detectaron concentraciones de 10, de
100 y de 1000 copias/ul cando se determiné la sensibilidad de las mismas. Las
concentraciones de 1 y de 5 copias/ul fueron detectadas por la PCR, en la
realizacion por triplicado de uno de los analisis, sin detectarse en 2 de las 3
reproducciones. Asi pues, se consideréel limite de deteccion entre 1 y 10
copias/ul. Todas las muestras positivas y los controles positivos fueron
confirmadas mediante secuenciacién, y las 10 muestras de polvo con acaro del

género Dermatophagoides las cuales fueron negativas.

4.3 Matriz de datos.
Se muestra en el anexo 3, donde se reune la informaciéon de cada individuo tanto

entre los casos como en el control.
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4.4 Caracteristicas demograficas y anatomopatolégicas de los casos y

controles.

Se estudiaron 115 piezas de anatomia patoldgica. El grupo de casos con

diagnéstico anatomopatolégico de CBC estuvo compuesto de 64 sujetos vs 51

sujetos del grupo control con diagndstico de lesiones benignas.

En cuanto al sexo se compararon 31 hombres y 33 mujeres en los casos vs

20 hombres y 31 mujeres en los controles; p = 0.32.

Con respecto a las edades, en el grupo de CBC se obtuvo un promedio de

edad de 67.7 = 13.5 afos [rango, 35.8 a 89.7 afios] vs 65 = 13.1 afios [rango, 36.6

a 87 afnos] en los controles; p = .29. (Tabla I, Fig. 4.1).

Tabla l. Frecuencia de individuos seguin sexo en casos y controles.

Sexo Casos ni1= 64 Controles n2=51 Total

F.A. % F.A. % F.A. %
Masculino 33 51,6 31 60,8 64 55,7
Femenino 31 48,4 20 39,2 51 44,3
Total 64 100,0 51 100,0 115 100,0

Nota: X? = 0.965, gl=1; p=0.3259. Fuente: Base de datos

Anatomia Patoldgica.
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Fig. 4.1 Diagrama de barras apiladas del sexo en casos y controles Fuente:

Tabla |

El grupo de casos con CBC, con un total de 64 biopsias, estuvo compuesto

de 5 subtipos histolégicos, siendo el nodular el méas prevalente con el 70.3% de los

casos, seguido por el infiltrativo con el 18.7%, el resto de los tipos de encontrd por

debajo del 10 %. (Tabla Il, fig. 4.2)

Tabla Il. Distribucién de las variedades anatomopatoldgicas de los CBCs.

Variedades F.A. %
Nodular 45 70,3
Infiltrativo 12 18,8
Micronodular 6,3
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Superficial 2 3,1

Morfeiforme 1 1,6

Total 64 100

F.A: Frecuencia Acumulada. Fuente: Base de datos de Anatomia Patoldgica

Micronodular;__ Superficial; 3,1 Morfeiforme;
6,3 % % 1,6 %
Infiltrativo; NOdlﬂ;:ll‘; 70,3 Nodular
18,8 % )

B Infiltrativo
M Micronodular
m Superficial

= Morfeiforme

Fig. 4.2. Diagrama de sectores con distribucion de las variedades histologicas de

los carcinomas basocelulares detectados. Fuente: Tabla Il

Entre los controles, con 51 biopsias, hubo 5 subtipos histolégicos, y fue la

queratosis seborreica la mas frecuente (25,4 %), seguida por el quiste de inclusién

epidérmico (25,1 %), y, en orden descendente, el hidrocistoma (17,6 %), el nevus

(15.6 %), los papilomas (11,7 %) y el hemangioma capilar (7,8%). (Tabla Ill, Fig.

4.3)
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Tabla Ill. Distribucion de las variedades anatomopatolégicas de

lesiones benignas perioculares.

Variedades F.A. %
Queratosis seborreica 13 25,4
Quiste de inclusién 11 25,1
Hidrocistoma 9 17,6
Nevus 8 15,6
Papiloma 6 11,7
Hemangioma 4 7,8
Total 51 100

F.A: Frecuencia Acumulada. Fuente: Base de datos de Anatomia Patologica

i Queratosis S.

il Quiste inclusion
« Hidrocistoma

@ Nevus

i Papiloma

& Hemangioma

Fig. 4.3. Diagrama de sectores para la frecuencia absoluta de las lesiones histicas
benignas de la zona periocular. Fuente: Tabla Ill.
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4.5 Presencia de DF.

En CBC.

La prevalencia de DF fue del 42.2 % en pacientes con CBC, mientras que
entre los controles el parasito se encontré en el 19.6 %, diferencia que resultaba

significativa (Odds ratio, 2.99: IC 95 %: 1.27 — 7), (X? = 6.63; gl=1; p=0.01) (Tabla

Il Fig. 4.4)

Tabla IV. Presencia o no de DF en casos y controles.

Presencia Casos ni= 64 Controles n2=51 Total

F.A. % F.A. % F.A. %
Si 27 42,2 10 19,6 37 32,2
No 37 57,8 41 80,4 78 67,8
Total 64 100,0 51 100 115 100

F.A: Frecuencia Acumulada. Fuente: Base de Laboratorio de Biologia Molecular.
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Fig. 4.4 Diagrama de barras apiladas para el por ciento de positividad

(prevalencia) de la infestacién con DF en casos y controles. Fuente: Tabla IV

En el grupo de casos, subgrupo de CBC nodular, que fue la mayoria de los
mismos (70.3 %), se encontrd una prevalencia de DF del 51.1 %, mientras entre
los controles era del 19.6 % (Odds Ratio: 4.28; IC 95 %: 1.73-10.59) (X2 = 10.52;

gl=1; p=0.00118), diferencia altamente significativa.

Tabla V. Presencia o no de DF en el subgrupo de CBC nodular y en

controles.

Presencia de Casos n1=45 Controles n2=51 Total

D. folliculorum F.A. % F.A. % F.A. %
Si 23 51,1 10 19,6 33 34,4
No 22 48,9 41 80,4 63 65,6
Total 45 100,0 51 100 96 100

Fuente: Base de datos de Anatomia Patologica y de Biologia Molecular.
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Fig. 4.5 Diagrama de barras apiladas para la distribucion de infestacién por DF en

casos de CBC nodular y controles. Fuente: Tabla V

4.6 Densidad de infestacion por DF en casos de CBC, en el subgrupo

nodular y en controles.

La densidad expresada como el numero de copias del ADN del DF / 1.125
mg de tejido varié en los diferentes grupos estudiados. Mientras que entre los
controles era de 15.29 + 44.7, en el CBC en general era de 90.10 + 224.1, y en el

subgrupo nodular era aun mayor, alcanzando el valor de 112.4 + 260.2.

Al comparar las densidades mediante la prueba de rangos de la U de Mann

Whitney, al no estar distribuidas normalmente de ambos subgrupos de casos

positivos, es decir, el CBC vs controles, y CBC nodular vs controles, las
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diferencias resultaban muy significativas para ambas comparaciones (p = 0.008, p

=0.001, respectivamente).

Controles / Casos

Lesiones benignas Carcinoma basocelular
1200
1000
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(¥
o
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=
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T 1 I 1 1 I I I I 1} T
50.0 40,0 30,0 20,0 10,0 0,0 10,0 20,0 30.0 40,0 50,0
Individuos Individuos

Fig. 4.6 Distribucion de frecuencias de la densidad de DF en casos y

controles expresada en numero de copias de ADN por 1,125 mg de tejido.
Fuente: base de datos.

4.7 Correlacion entre la edad y la densidad de infestacion.

Se verific6 mediante dos pruebas.

. Analisis de varianza para las medias de las densidades detectadas de DF
en el CBC y los grupos de edades que detectd la ausencia de diferencias

significativas (F= 2.216; gdl = 2; 112; p = 0.114).

. Analisis de Correlacion de Pearson, que brind6é una r=0.14; p > 0.05.
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4.8 Analisis por localizacién anatémica

4.8.1 Prevalencia y densidad general del DF por localizaciones.
Aunque en cifras absolutas la mayor prevalencia se observo en los cantos y

mayor densidad en el canto interno, las diferencias no resultaron significativas.

Tabla VI. Prevalenciay densidad del DF por localizaciones.

Localizacion Prevalencia % Densidad media + DE
Canto interno (n=25) 56 123.18 + 263.7
Péarpado inferior (n=52) 23 38.96 £ 141
Canto externo (n=9) 55 16.13+£23.1
Parpado superior (n=29) 20 44,69 + 145.2

P 0.006 0.011

Nota: La densidad se expresa como numero de copias de ADN del D. folliculorum

por 1.125 mg de tejido. Fuente: Base de datos

Al comparar los resultados de prevalencia y densidad entre casos y
controles por localizacidon se encontr6 mayor prevalencia y densidad en el CBC
localizado en el canto interno y en el parpado inferior comparado con los controles.

(Tabla VII)
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Tabla VII. Prevalencia y densidad del DF en casos de CBC y controles por

localizacion.
Localizacién Grupo Prevalencia p Densidad media P
+ DE
%
Casos (n=19) 68.4 159.5 + 249.6
Canto interno 0.023* 0.07
Controles (n= 6) 16.7 8.19 + 20
Casos (n=36) 30.6 54.6 + 167.5
P. inferior 0.036* 0.06
Controles (n=15) 6.3 3.75+15.0
Casos (n=4) 50 7.38+5.8
Canto externo 0.64* 0.55
Controles (n=5) 60 23.12+295
P. superior Casos (n=5) 20 148.2 £ 331.3
0.73* 0.93
Controles (n=24) 20.8 23.13+615

Nota: La densidad se expresa como numero de copias de ADN del D. folliculorum
por 1.125 mg de tejido. * Se uso la razén de verosimilitudes del Chi Cuadrado por
haber frecuencias menores que 5 en alguna de las celdas de la tabla de

contingencia de 2 x 2. Fuente: Base de datos.
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4.8.2 Regresion logistica binaria.

En esta parte del estudio vamos a construir un modelo estadistico que nos permita
predecir la aparicion de los CBC basados en las variables estudiadas. Estas
variables son: variable dependiente “Tipo de Lesién [Benigno, Maligno]’, variables
independientes la “Presencia de DF (PRES) [Si, No]’ y “Localizacién [PS, CE, PI,

CI]”. Partimos de que la probabilidad de tener CBC el del 0,5 que es el valor que

por defecto utiliza la regresion logistica.

Tabla VIIl. Resumen del modelo

Logaritmo de la R cuadrado de Cox y R cuadrado de
Paso verosimilitud -2 Snell Nagelkerke
1 125,294 247 ,331

Tabla IX. Clasificacion. Valores de sensibilidad y especificidad del modelo. El

valor de corte es 0,500.

Observado Pronosticado
Porcentaje
Controles Casos correcto
Controles 26 25 51,0
Casos 7 57 89,1
Porcentaje global 72,2

Los resultados de la prueba Omnibus del modelo nos muestra que las variables

introducidas (Presencia DF + Localizacion) mejora el ajuste de forma significativa
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(p = .000) con respecto al modelo con Unicamente la constante, lo cual se
corrobora con la prueba de Hosmer y Lemeshow (p = .661). Las pruebas R? de
Cox y Snell (0,247) y R? de Nagelkerke (0,331) nos indican que entre un cuarto y
un tercio de la variacion de la variable dependiente (Tipo de CB) es explicada por
las variables incluidas en el modelo (Presencia DF + localizacién). Asi mismo, el
modelo tiene una especificidad del 51% y una sensibilidad del 89.1%, por lo que

clasifica bastante bien a los individuos con CB Maligno.

Con las VI “Presencia de DF [Si, No]” y “Localizacién [PS, CE, PI, CI]’, y con la VD
“Tipo de CB [Benigno, Maligno]’, se modeliza la siguiente ecuaciéon de regresion
logistica Binaria. Sefalar que el coeficiente de la localizacion ClI no resulta
significativo, pero se incluye dentro de la ecuacion dado que el resto de

localizaciones si resultan significativas.

Tabla X. Variables y coeficientes del modelo propuesto en la ecuacion.

Variables en la ecuacion

Error 95% C.I. para EXP(B)
B estandar Wald gl Sig. Exp(B) Inferior Superior
Paso1? PRES01(1) 1,173 ,520 5,087 1 ,024 3,232 1,166 8,956
Localizacion 20,337 3 ,000
Localizacion(1) ,989 872 1,287 1 ,257 2,688 487 14,839
Localizacion(2) 2,470 ,698 12,510 1 ,000 11,826 3,008 46,491
Localizacion(3) 2,479 ,597 17,214 1 ,000 11,927 3,698 38,466
Constante -1,887 ,532 12,564 1 ,000 152

a. Variables especificadas en el paso 1: PRES01, Localizacion.

La Unica variable clinicamente relevante en el modelo es la presencia o no del DF

como factor de riesgo.
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Capitulo V




Como resultado de la presente tesis doctoral hemos obtenido los siguientes
aportes cientificos-técnicos: se ha logrado estandarizar le técnica de la Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la deteccion y cuantificacion de Demodex
folliculorum (DF) en tejidos de parpados humanos. La metodologia empleada
permite detectar con alta sensibilidad y especificidad la presencia del parasito en
las lesiones producidas en el Carcinoma Basocelular (CBC) de los tejidos
perioculares, y especificamente en la variante clinico histolégica nodular. Como
aporte practico se ha logrado cuantificar y establecer la densidad de infestacion

por area de tejido.

El presente estudio sitia al acaro DF, tanto su presencia como su densidad
de infestacion, como factor de riesgo de desarrollar carcinoma cutaneo de tipo
Basocelular especificamente en la region de alrededor de los ojos (peri-ocular),
ampliando de esta manera la patogenia de esta patologia y abriendo nuevas

puertas a futuras investigaciones sobre esta asociacion.

Estos hallazgos se realizaron con una técnica de Biologia Molecular, la
PCR en tiempo real, lo cual aumenta el valor de este hallazgo al presentar la
capacidad de deteccibn de este parasito con una alta sensibilidad y
reproducibilidad, fortaleciendo los hallazgos de autores previos quienes habian

utilizado técnicas menos reproducibles.
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Dado el elevado coste de la técnica, no se usa de rutina en la practica
clinica, por lo que desarrollarla especificamente en el laboratorio para la
investigacion!?, la cual no habia sido creada con anterioridad para la deteccion
del acaro Demodex. Y que en un futuro podria utilizarse para detectar el germen

en la practica clinica o en investigaciones futuras.

Si bien el CBC es el mas frecuente de los tumores malignos de las
personas blancas!'3, y su incidencia mundial varia''#, con segln localizaciones
geograficas y puede llegar hasta 726 por 100 000 habitantes, como ocurrié en
Australia (1993)1%, pero como plantean Rubin, Chen y Ratner en el afio 2005, la
incidencia absoluta es dificil de determinar, ya que los canceres no melanomas se

excluyen de las estadisticas de los registros de cancer?®.

En el area Mediterranea de Espafia en el afio 2006 la incidencia fue 253
por 100 000 personas-afo; y la tasa estandarizada fue de 128 por 100 000
personas-afio, segun la poblacién mundial y de 195 por 100 000 personas-afio,
segun la poblaciéon europea. Después de los 65 afios, las tasas de incidencia
ajustadas para la edad muestran un incremento significativo mayor en hombres

que en mujeresi®’,

Estas diferencias entre paises no solamente se deben a que son diferentes

poblaciones de estudio con diferente exposicion al sol y diferentes estilos de vida,
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sino también por los diferentes métodos usados para obtener los datos. Los

métodos prospectivos dan incidencias superiores que los retrospectivos'®’,

Por otra parte muchas lesiones son tratadas sin confirmacion microscopica
y muchos pacientes desarrollan multiples CBCs. Cuando aparece en pacientes
afosos sin sintomas, raramente los pacientes buscan atencion médica. Por otra
parte, en los certificados de defuncién no aparece el CBC como causa basica de
muerte. Todo ello parece estar incidiendo en el subregistro que se ha planteado

para este tipo de cancer?’.

Peor aun la fisiopatologia del mismo no es del todo conocida, por lo que la
idea de encontrar una asociacion entre el tumor y algun factor a nivel local ha sido
la diana de varios investigadores en los ultimos afios para poder ampliar los
conocimientos sobre la fisiopatologia de esta enfermedad, la cual es muy
prevalente principalmente en regiones anatémicas tales como la cara y el cuello,
sobre todo en personas de piel clara, pelo rubio, ojos azules o verdes y con pecas,
que se mencionan como factores de riesgo que actian predominantemente a
través de una proteccion reducida a la radiacién ultravioleta (RUV)16 117 Factor
no tomado en cuenta en nuestro estudio al ser dificil su revision de manera

retrospectiva.

En el caso del area periocular, la piel es susceptible de numerosas

neoplasias benignas y malignas, y estas Ultimas se comportan mas agresivamente

126



qgue las mismas variedades en otras partes del cuerpo humano. El CBC en esta
region topogréafica es el mas frecuente!'® 117, Por lo cual es un area de gran
importancia para el Oftalmoélogo al afectar indirectamente la vision al causar, en
etapas tempranas problemas mecanicos que pueden, en fases tardias, llegar a la

pérdida del globo ocular.

Este tumor no produce alta mortalidad, pero la morbilidad es alta y
constituye un problema de salud. Aunque el principal factor involucrado es la RUV,
puede haber otros factores de riesgo implicados. Es por ello que se decidio
estudiar al mismo y posible asociacion con infestacion cutanea basados en la

literatura actual.

Las dos especies del acaro Demodex, el DF y el brevis (DB) estan
presentes en individuos sanos!'® y el papel de los mismos en la patogenia de las
enfermedades cutaneas en pacientes adultos ha sido ampliamente discutido. En
nuestro estudio lo encontramos en el grupo control en un 19.6% de los casos, en

teoria, este grupo es de pacientes sanos, al menos libres de CBC.

Se plantea que solo con una densidad mayor de 5 &caros / cm? de area
cutanea se logra producir actividad patogénical?®. Segun nuestros resultados, una
mayor densidad de infestacion (expresada como el numero de copias del ADN del
DF / 1.125 mg de tejido) varié en los diferentes grupos estudiados. Mientras que

entre los controles era de 15.29 + 44.7, en el CBC en general era de 90.10 +
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224.1, y en el subgrupo nodular era aun mayor, alcanzando el valor de 112.4 +
260.2. Con estos datos podemos pensar que el hecho no es solo tener presente el
DF, sino el que las grandes infestaciones pueden relacionarse con patologia

cutdnea como se comprueba.

El DF se ha relacionado con rosacea papular y papulopustulosa, dermatitis
perioral, dermatitis seborreica, erupcion pustular, blefaritis, alopecia seborreica y
otras lesiones cutaneas, aunque persiste mucha controversial??. Se ha planteado
también como uno de los factores que gatillan la carcinogénesis de los CBC? que
es nuestra hipotesis de estudio, pero también se ha encontrado en lesiones
benignas como es el adenoma sebaceo®, lo cual puede ser la base de estudio
para futuras investigaciones de las diversas entidades dermatolégicas
posiblemente relacionadas y méas aun teniendo el método tan fiable disefiado

como es la PCR en tiempo real para el DF112,

Si bien la infestacion ocurre de persona a persona, por contacto directo, o a
través de la ropa de cama, los acaros no son visibles a simple vista. Se requiere
de la microscopia mediante lampara de hendidura o microscopio de luz'8.
Técnicas poco reproducibles en el campo de investigacion. La presencia del acaro
Demodex en el area periocular se ha buscado en diversos trabajos debido a su
asociacion con enfermedades inflamatorias cronicas locales. Encontrando una
prevalencia del Demodex en individuos sanos y enfermos con prevalencias que

van desde 0 al 100 % de las muestras estudiadas. Posiblemente debido a las
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diferentes maneras de cuantificacion que existen, y aunque las dos especies que
viven en el hombre tienen nichos diferentes, predomina la infestacion por DF118-120,

La prevalencia del DF es diversa segun la poblacion estudiada. En
pacientes con ausencia de patologia maligna dermatolégica, se ha encontrado el
acaro en un 18% en los pacientes en Espafia®, en el 29,2% de los individuos en
Colombiat?!, del 26,7% en Turquia’® y en Bélgica del 25%3*. En México del 27,3 %
en individuos entre 11 y 50 afios con similar distribucion por sexo, e incremento
con la edad de los individuos''®. En estudiantes chinos del 30,8%'22. Nuestro
estudio lo encontré en el 19.6% de los controles de 65 + 13,1 afios [rango, 36.6 a

87 afos], por lo que coincide con el estudio espafiol anteriormente mencionado.

La prevalencia encontrada del DF en pacientes con dermatitis peri-oral,
rosacea, y dermatitis seborreica fue del 27 %’’. En otros trabajos se ha detectado
prevalencia del 58 % y del 38,6 % en acné rosacea'?® 24 Por lo que se evidencia
la cantidad de literatura sobre el tema, sin la posibilidad de estandarizacién al ser

métodos de cuantificacion variables.

Segun una serie de estudios, la intensidad de la infestacion por DF fue
significativamente mayor en pacientes diabéticos!?®, en pacientes con insuficiencia
renal*?6, y mas recientemente en obesos!?’. Seguramente debido a la relacién
conocida del acaro con la inmuno-supresion del huésped. Este punto no fue tenido
en cuenta en nuestro trabajo, por lo que se presenta como una limitacon del

estudio. Podria ser un factor a incluir en futuras investigaciones. Se plantea que en
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los individuos obesos hay mayores niveles de adipoquinas y citoquinas pro-
inflamatorias, tales como la leptina y la IL-6, que estimulan la liberacion de ACTH y
la produccion de corticosteroides, mediadores que tienen efectos deletéreos en la
inmunidad, lo que resulta en una inmunosupresién que se correlaciona con el
incremento de la densidad del DF127. Sin embargo, no hay que olvidar que muchas
infestaciones por este acaro son asintomaticas, por lo que su rol no queda

aclarado.

Al revisar la biologia del acaro se descubre que se alimenta principalmente
de sebo, de un medio liquido rico en proteinas y grasas de los foliculos
inflamados, lo que es una fuente excelente para su nutricion y es en la cara, nariz,
y region periocular donde se acumula mayormente el sebo. Es por ello sitio de
asiento frecuente de estos agentes infestantes?®. A nivel oftalmolégico es
interesante la region periocular pero a nivel dermatoldgico y a nivel oncoldgico de
deben abrir puertas de estudios a todas estas regiones donde se asienta el

agente.

Como se ha venido mencionado, la demodicosis causa una reaccion
inflamatoria en la zona que habita, a nivel palpebral ocasiona blefaritis cronicas
resistentes a los tratamientos habituales®!, por lo cual para nuestro estudio, este
punto fue uno de los criterios de exclusion: lesiones con vinculacion ya conocida
con el DF como es la inflamacion cronica, que al parecer sucede cuando estos

acaros se multiplican provocando una reaccion irritante28.
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Con relacién a la edad se ha planteado que el acaro DF es mas prevalente
en ancianos, un estudio realizado en el 2005 sobre blefaritis cronica en Espafa
encontr6 una densidad de infestacion aumentada en relacion con la edad
avanzada®!. Por lo general se describe la demodicidosis como una infestacién de
pacientes adultos con una baja frecuencia en nifios y adolescentes que tienen
pocas glandulas sebaceas donde el acaro puede habitar!?°. En nuestro estudio, un
criterio de exclusién, eran los pacientes menores de 18 afios, al ser menores de
edad y al no aportarnos capacidad de ser comparables con los casos con CBC
gue usualmente son grupos etarios mayores. Incluimos edades en el grupo de
CBC de un promedio de 67.7 £ 13.5 afios [rango, 35.8 a 89.7 afios] vs 65 + 13.1
afios [rango, 36.6 a 87 afos] en el grupo control. Realizamos el analisis de
Correlacién de Pearson entre la densidad de infestacion y la edad, la cual no nos

brind6 una correlacion (r= 0,14; p > 0.05).

En el 42,2 % de las biopsias del area periocular en los CBC se encontré la
presencia de DF, aumentando este porcentaje al 51,1% de los sujetos con la
variante Nodular de los CBCs. Son datos similares a los encontrados por los
trabajos hechos en Turquia donde se evidencio esta presencia en el 65,6% de las
biopsias de CBCs palpebrales estudiado®’, o en China donde se encontré DF en el
56%% de los Basaliomas. Estos dos ultimos estudios realizados con técnicas de
conteo directo bajo el microscopio de luz. Lo que supone que en la mitad de las

biopsias estudiadas por nosotros y por la literatura previa, se evidenciéo dicha
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infestacion. Nuestros datos y los de estudios previos nos llevan a aceptar la
hipotesis de nuestro estudio de que existe una mayor presencia del acaro en las
lesiones malignas en el area periocular de tipo CBC comparado con las lesiones

benignas.

La mayor densidad del DF en relacion con las lesiones de tipo CBC se ha
encontrado en los trabajos realizados por Sun J'% y Erbagci et al.® 105 quienes
también encuentran significativamente mayor cantidad del acaro por pestafia en
las piezas de anatomia patologica del borde palpebral al examinarlas al
microscopio de luz. Con estos hallazgos y con los nuestros contrastan los
resultados de Talghini S’ quien no encuentra una relacién en el basalioma pero

si en el melanoma, otro tipo de cancer de piel alun mas agresivo.

Sin embargo, estos resultados hay que mirarlos con cierta reserva, ya que
las técnicas empleadas para su deteccion fueron visuales, subjetivas, y ello
produce limitaciones y sesgos importantes. Todos ellos usan un indice de
infestacion que depende de la cantidad de &caros encontrados por unidad
pilosebacea, un método con los inconvenientes inherentes a la técnica por la
dificultad para distinguir el acaro de los detritos celulares y heces del mismo, una
vez extraida y procesada la muestra. En nuestro caso se emplearon técnicas mas
objetivas, validas y fiables, como la PCR, por lo que los resultados pueden diferir

de los reportados por esos otros investigadores.
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Las técnicas de amplificacion molecular, debido a su alta efectividad, son
mas precisas y fiables. Aunque la técnica de PCR aplicada a las biopsias elimina
estas limitaciones, presenta dificultad en cuanto a la estandarizacion de la
cantidad de tejido estudiado para establecer la densidad relativa del peso, ya que
se debe elegir bien la zona de corte que contenga al menos 1 cm? de superficie.
Ademas, durante el corte con el microtomo, puede adquirir impurezas que
modifican en pequefia proporcién el peso en teoria, por lo cual se considera que

los resultados seran siempre datos aproximados.

El CBC es una entidad de adultos en general, aunque se puede desarrollar
en jovenes, como plantea Belshi'?, sobre todo en aquellos con lesiones
predisponentes como el sindrome nevoide33, el nevus sebaceo de Jadassohn o la
xeroderma pigmentosa??. En el presente trabajo no existié ningln caso con alguna

enfermedad que predisponga a la aparicion de CBC.

La infestacion del DF en la region facial y area periocular se centra
principalmente en la nariz y canto interno® 65 lo cual se confirma en nuestro
estudio donde se encontré mayor presencia y densidad de infestacién del 4caro en
el canto interno con una presencia del acaro en el 56 % de las biopsias
provenientes de dicha localizacion, con una densidad de infestacion mayor a las
demas (123.18 numero de copias de ADN del DF por 1.125 mg de tejido

estudiado). Dicha zona es la segunda localizacion de la region periocular en
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frecuencia de aparicion del CBC después del parpado inferior3”: 28, lo cual confirma

una de nuestras hipétesis de estudio.

El CBC no tiene afinidad por alguno de los sexos?®, sin embargo se plantea
gue puede ser mas frecuente y recurrente en la region periocular de las mujeres
que en otras regiones del cuerpo y que en esa region aparecen subtipos
histolégicos mas raros'’. Sin embargo, en nuestro trabajo no se encontraron

diferencias en cuanto al sexo.

La fisiopatologia del CBC aun no se ha esclarecido, pero se conoce que
existe una relacion entre el basalioma y la unidad pilosebacea, ya que se piensa
gue se origina a partir de células pluripotenciales en la capa basal de la epidermis
o el foliculo®, sitio de asentamiento del 4caro donde causa inflamacién crénica

local y dafio directo3® 130,

Se piensa que el CBC puede surgir a partir de una inflamacion crénica,
trauma, cicatriz o quemadura preexistente?®>, pero el principal factor
tradicionalmente relacionado con el CBC es la cantidad de exposicion a LUV.
Afirmacion puesta a discusion ya que un estudio suizo no ha encontrado
asociacion entre la cantidad de radiacion UV y la ubicacion de los basaliomas,
encontrando similar la exposicién en parpado superior e inferior?3. Al no existir
claridad en este tema, se deben buscar causas del CBC a nivel local que nos

hagan entender ain mas la fisio-patologia de esta entidad. Esta relacion fue aun
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mas pronunciada entre los sujetos sensibles al sol con tendencia a las
guemaduras. Otros estudios han corroborado que la exposicion intermitente, pero
intensa, al sol parece incrementar el riesgo, mientras que la accién acumulada a

largo plazo de la exposicion a los rayos ultravioletas no parece guardar relaciont®

16

Se han planteado diversos mecanismos para establecer la accién de las
radiaciones ionizantes y la aparicion del cancer cutaneo. Alteraciones genéticas y
epigenéticas pueden estar implicadas!3!. Este factor de riesgo es dificil analizarlo
de forma individual por lo cual es un factor de riesgo dificilmente colectable para
incluirlo en nuestro andlisis?®. Para conocer la afectacion de la radiacion UV tanto
la A como la B, son necesarios estudios donde se evidencien las alteraciones
epigenéticas y mutaciones ocurridas en la piel con lesiones tumorales y que no
suceden en la piel sana (protegida o no protegida vs la luz del sol) causando dafio
en el ADN en los puntos mutables del gen supresor de los tumores p53, lo que
conduce al desarrollo del cancer cutaneo.'3> 133 En realidad, la susceptibilidad
parece ser determinada por una interaccibn compleja entre la duracién y la
intensidad de la exposicién a la RUV y genes polimorficos y no hace parte de
nuestra investigacion actual''®. A pesar de no profundizar en este tema, hay que

tener claro que es una limitacion de nuestro trabajo a tener en cuenta.

Entre otros factores de riesgo que se mencionan para la aparicion de los

CBC, son los medicamentos fotosensibilizadores, especialmente los
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antimicrobianos, que aumentan el riesgo de CBC, en patrticular en los de comienzo
temprano (por debajo de los 50 afios), sobre todo con el uso de las tetraciclinas
para el tratamiento del acné en la adolescencia?> 2°. El consumo de agua
contaminada con arsénico y de medicamentos que lo contienen parece aumentar
el riesgo de CBC? 3, Todos estos factores de riesgo tienen poca evidencia
cientifica y no estan claramente definidos. Ninguna de estas variables ha sido

tenida en cuenta en nuestro estudio.

La inmunosupresion en receptores de 6rganos incrementa el riesgo de CBC
en proporcién a la duracion de la terapia inmunosupresora y el riesgo de este
tumor aumenta 10 veces comparado con la poblaciéon general®?, como pudiera
ocurrir en otras enfermedades que comprometen al sistema inmunitario, tales
como la infecciéon por HIV3*, En nuestro estudio no hubo ni casos trasplantados ni

pacientes HIV+, por lo que se pueden descartar estos factores de riesgo.

También se piensa que la infestacibn por Demodex por si misma,
condiciona una inmunosupresion en el huésped!®®. Entre las acciones del DF
estan la de regurgitar el material comido y depositarlo en las pestafias. Este
material contiene proteasas y lipasas que digieren aun mas material fuera del
cuerpo del acaro para el consumo posterior, posiblemente preparando alimento
para la proxima generacion'®¢. Como se plantedé anteriormente se alimenta de
sebo, sin embargo, para obtener la proteina necesaria para su exoesqueleto, el

consumo de queratina de las células epidérmicas es posible. En ocasiones porta
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bacterias que actian como limpiadoras de pestafias, y por tanto se ha
considerado por algunos como microflora que incluye también Streptococcus spp,
Staphylococcus spp y Bacillus oleronius que pueden actuar como co-patdgenos
en la enfermedad humana!3’: 138, Este Bacillus oleronius que es portado dentro de
Demodex ss, puede producir proliferacibn monocitica en pacientes con acné

rosacea’®.

La sospecha de la reaccion local a las células del estrato basal de la piel no
radica en una simple suposicion. Esta claro que los agentes microbianos a nivel
local producen inflamacion e irritacion, que de manera crénica pueden alterar el
funcionamiento celular. La muerte del acaro puede liberar una gran carga de
antigenos de este bacilo que inician una respuesta inflamatoria en la zona. La
respuesta del hospedero es principalmente por incremento de linfocitos T CD4
auxiliadores o inductores'®®, macréfagos y células de Langerhans, lo que indica
una respuesta inmune innatal#®. Por otra parte, parece que el Demodex
incrementa las metaloproteinasas de la matriz extracelular, involucradas en la
inflamacién, con lisis de colageno y angionénesis'#!, lo que pudiera explicar la

produccion de laxitud y ectropién en estos pacientes.

En el 2017, Tatu, lonesu y Cristea describen al Bacillus pumilus en cultivos
de lesiones de rosacea infestadas con DF142, Este bacilo es comUnmente aislado
de una variedad de fuentes, particularmente de las heces de los animales. Tiene

propiedades citotoxicas, actividad hemolitica, puede producir lecitinasa y tiene

137



accion fotolitica sobre la caseina. Es posible que estas propiedades puedan estar

relacionadas también con el proceso inflamatorio observado en casos de rosacea.

Cuando el individuo infestado es asintomatico existe una relacion simbidtica
con tolerancia inmune ya sea porque esta ocurriendo en un sitio privilegiado sin
trastornos inmunes dentro del foliculo, o debido a la disminucion de la respuesta
inmune del hospedero por parte del mismo acaro. Si se pierde la resistencia y
homeostasis del hospedero entonces se desencadenaria el proceso de la
enfermedad?!3®. Es por esta razén que se encuentran también habitando pacientes

sanos sin producir enfermedad.

Una vez establecida la asociaciéon entre el DF y el CBC, estariamos ante un
posible o potencial factor de riesgo mas para el desarrollo del mismo, el cual es
detectable y facilmente tratable en la practica clinica, de esta manera se
conseguiria prevenir la apariciéon de una enfermedad con una tasa de incidencia

tan elevada.

El presente trabajo confirma los resultados obtenidos anteriormente en
cuanto a que encuentra una asociacion entre la presencia del acaro DF y el CBC
del area perioculari®, con la diferencia de que en nuestro estudio hemos usado

técnicas de biologia molecular para la realizacion del conteo, como es la PCR.
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En la actualidad, el estudio del Demodex en humanos mediante PCR solo

se encuentra descrito para el estudio de la rosacea’?.

El uso de PCR aumenta la sensibilidad al 100%, como explica el Dr.
Tenorio en su articulo publicado en la Revista Espafiola de Quimioterapia, Indicios
de calidad 10.2%%?, ya que detecta directamente el ADN del 4&caro en la biopsias
de anatomia patolégica y no depende del entrenamiento del investigador si se
realiza la visualizacion directa del acaro, evaluada bajo el microscopio de luz, en la
cual pueden haber confusiones dependientes tanto del evaluador como de la
misma muestra, la cual durante el proceso de corte puede deteriorarse y causar

errores.

No hay que olvidar que el cancer es una enfermedad esencialmente
genética, caracterizado por inestabilidad genémica y acumulacion de mdltiples
defectos genéticos y epigenéticos. Las alteraciones genéticas que inducen al
cancer pueden ser heredadas, como mutaciones en las lineas germinales en
genes supresores de tumores y en oncogenes, produciendo sindromes
cancerosos familiares, y por otra parte factores ambientales pueden también
contribuir a la carcinogénesis#3. Por lo cual el presente hallazgo puede ser uno de

los factores ambientales a tratar para poder reducir la incidencia de estos tumores.

Multiples factores contribuyen a la patogenia del CBC, pero el mecanismo

subyacente es la alteracion genética. Por lo que el descubrimiento del rol de la via
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de sefalizacion de “Sonic hedgehog” (SHH) ha mejorado dramaticamente nuestra
comprension de esta enfermedad. El SHH juega un papel critico en el temprano
desarrollo embriologico, y contribuye a la formacién del tubo neural y la piel
(ectodérmicos) y los sistemas musculoesqueléticos y hematopoyéticos44 145 146,
Postnatalmente SHH deja de funcionar, aunque continda involucrado en el
mantenimiento de las poblaciones de células madres de varios tejidos, incluyendo
la piel. Por tanto, la falta de regulacion de la sefializacién del SHH puede producir
graves malformaciones congénitas, tales como holoporesencefalia y ciclopia,
mientras su activacion postnatal puede dar lugar a varios tumores, incluyendo al

CBC de la piel, al meduloblastoma y al rabdomiosarcoma'*®,

La radiacion ultravioleta induce mutaciones en la via de la regulacion de la
proteina SHH en el 80 % de los pacientes con CBCs esporadicos, algunas de las
cuales inactivan a la proteina de membrana PTCH1, y otras activan a otra proteina
de transmembrana, la SMO que puede funcionar como un oncogén en la

sefializacion del SHH145,

También se han encontrado mutaciones en el gen TP53 en el 44-100 % de
los casos de CBC'*’. Este gen codifica la proteina p53, conocida como el “guardia
del genoma” por su rol al inducir apoptosis en células defectuosas vy
potencialmente malignas*®. La mutacion en este gen también es producida por

radiaciones UV, lo que pude relacionarse con la agresividad del tumor!4’.
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El tabaquismo puede influir también por los componentes carcinogénicos

del humo, como por la inmunodepresion que produce!#,

La feomelanina, encontrada en los individuos de piel blanca, con vellos
escasos, puede contribuir al dafio inducido por los rayos UV, ya que puede actuar

potenciando la generacién de radical oxigeno en respuesta a los rayos UV?23,

En resumen, la piel humana, ademas de funcionar como una barrera fisica
para detener la entrada de patdgenos, alberga numerosos organismos
comensales?!, Por tanto, la piel y el sistema inmunitario interactiGan con
microbios, para mantener la homeostasis cutanea, a pesar de los continuos retos
proporcionados por diversos factores ambientales. En algunos casos, la radiacion
UV puede inducir inmunosupresion, que altera al microbioma cutaneo y sus
componentes, ademas de los dafios en el ADN y la membrana?3. Si se adiciona a
estos hechos, la presencia de un ectoparasito, con sus interacciones con la piel, la
no produccion de agentes superdxido reactivos que lo pudieran atacar, se podria
alterar ain mas la homeostasis y contribuir a la formacién de tumores tales como

el CBC.

El presente estudio sitta al DF como un posible factor de riesgo de
carcinogéenesis en el CBC del area periocular, sirviendo para generar nuevas
hipotesis sobre la patogenia de este y sobre el rol patologico del acaro en las

diversas enfermedades cutaneas, para lo cual seria necesario desarrollar nuevos
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trabajos prospectivos con mayor nivel de evidencia. Seria muy recomendable
cuantificarlo, por ejemplo, en las diversas zonas corporales cutaneas, donde

también se desarrollan este tipo de enfermedades dermatolégicas malignas.

Se puede entonces hablar de tratamiento especifico no invasivo para las
lesiones de carcinoma basocelular de los parpados y de la piel, no solamente con
imiquimod*® %° para el mismo, sino también con medicaciones que combatan la

infestacion con DF vy las infecciones bacterianas secundarias a la infestacion.

La prevencion de la demodicidosis estaria dada principalmente por la
higiene personal, sobre todo para individuos desde la 5ta década de vida en
adelante donde aumenta la incidencia de la infestacion y la probabilidad de

enfermedad del area periocular.
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Capitulo VI




. La técnica de Reaccidon en Cadena de la Polimerasa (PCR) es efectiva para
el diagnéstico, la determinacion de la prevalencia y la densidad del &caro

Demodex folliculorum (DF).

. Existe mayor presencia de DF en el Carcinomas Basocelular (CBC)

comparado con lo hallado en las lesiones benignas.

. Existe mayor densidad de DF en el CBC comparado con lo hallado en las

lesiones benignas.

. Hay mayor presencia de DF en el canto interno y el parpado inferior

comparado con lo detectado en las lesiones benignas de igual localizacion.

. No se detectd correlacion entre la edad y la densidad de infestacion por el
DF.
. El presente trabajo constata una asociacion entre el DF y el CBC el cual

sirve como base para crear nuevas hipétesis sobre la patogenia del CBC y el

papel patologico del DF en lesiones de la piel.
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Capitulo VIII




8.1 Consentimiento informado. (tomado de Junta de Andalucia)

JUNTA DE ANDALUCIA

CONSEJERIA DE SALUD
FORMULARIO DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO INFORMADO

ESCRITO

Orden de 8 de julio de 2009 (BOJA no 152 de fecha 6 de agosto) por la que se
dictan instrucciones a los Centros del Sistema Sanitario PUblico de Andalucia, en

relacion al procedimiento de Consentimiento Informado.

1. DOCUMENTO DE INFORMACION PARA (*) CIRUGIA DE LESIONES DE
CONJUNTIVA Y PARPADOS. (Chalazidn, lesiones induradas de parpado lesiones

quisticas de parpado, lesiones pigmentadas o no de conjuntiva.)

Este documento sirve para que usted, o quien lo represente, dé su consentimiento
para esta intervencion. Eso significa que nos autoriza a realizarla. Puede usted
retirar este consentimiento cuando lo desee. Firmarlo no le obliga a usted a
hacerse la intervencién. De su rechazo no se derivard ninguna consecuencia
adversa respecto a la calidad del resto de la atencion recibida. Antes de firmar, es

importante que lea despacio la informacion siguiente.

Diganos si tiene alguna duda o necesita mas informacion. Le atenderemos con

mucho gusto. (*) Indicar el nombre del procedimiento/intervencion a realizar; si es
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posible, ademas del nombre técnico que siempre debe figurar, puede tratar de

expresarlo con un nombre mas sencillo.

1.1 LO QUE USTED DEBE SABER:

EN QUE CONSISTE. PARA QUE SIRVE:

Cada intervencion se disefila para cada paciente dependiendo del tipo y

localizacion de la lesién. La extirpacion de una lesion requiere la reconstruccion

anatomica posterior y su estudio anatomopatolégico (en el microscopio) o biopsia

siempre gue se considere necesario, para descartar malignidad.

COMO SE REALIZA:

En la mayoria de los casos se emplea una anestesia local (por lo que se requiere
una importante colaboracion del paciente) y se realiza de forma ambulatoria (el

paciente se va a casa después de la intervencion).

QUE EFECTOS LE PRODUCIRA:

Tras la cirugia se requieren una serie de cuidados, tratamientos y consultas.

EN QUE LE BENEFICIARA:

Se eliminara la lesidon y se procedera a su estudio patolégico siempre que sea

necesario.

OTRAS ALTERNATIVAS DISPONIBLES EN SU CASO:
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En su caso:
QUE RIESGOS TIENE:

Cualquier actuacion médica tiene riesgos. La mayor parte de las veces los riesgos
no se materializan, y la intervencion no produce dafios o efectos secundarios
indeseables. Pero a veces no es asi. Por eso es importante que usted conozca los

riesgos que pueden aparecer en este proceso o intervencion.

« LOS MAS FRECUENTES: Hemorragia, sin riesgo vital, lesién de los tejidos

adyacentes y rotura de la sutura.

« LOS MAS GRAVES: Cicatrizaciéon anormal y antiestética, reaparicién de la

patologia, infeccion.
« LOS DERIVADOS DE SUS PROBLEMAS DE SALUD:
SITUACIONES ESPECIALES QUE DEBEN SER TENIDAS EN CUENTA:

A veces, tras la eliminacién de la lesion inicial y su estudio patologico, se aprecia
que la lesion no ha sido eliminada del todo, por lo que se debera realizar otro

procedimiento mas agresivo posterior. Las patologias como diabetes,

hipertension, cardiopatias, inmunodepresion y otras, aumentan el riesgo quirdrgico

y la posibilidad de complicaciones durante y después de la operacion.

OTRAS INFORMACIONES DE INTERES (a considerar por el/la profesional):
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Si es usted una persona con alto grado de ansiedad, debe comunicarlo durante la

consulta previa a la cirugia (asi se podran tomar las medidas adecuadas).

OTRAS CUESTIONES PARA LAS QUE LE PEDIMOS SU CONSENTIMIENTO:

- A veces, durante la intervencion, se producen hallazgos imprevistos. Pueden
obligar a tener que modificar la forma de hacer la intervencion y utilizar variantes

de la misma no contempladas inicialmente.

- A veces es necesario tomar muestras biolégicas para estudiar mejor su
caso. Pueden ser conservadas y utilizadas posteriormente para realizar
investigaciones relacionadas con la enfermedad que usted padece. No se
usaran directamente para fines comerciales. Si fueran a ser utilizadas para otros
fines distintos se le pediria posteriormente el consentimiento expreso para ello. Si
no da su consentimiento para ser utilizadas en investigacion, las muestras se
destruiran una vez dejen de ser Utiles para documentar su caso, segun las normas
del centro. En cualquier caso, se protegera adecuadamente la confidencialidad en

todo momento.

- También puede hacer falta tomar imagenes, como fotos o videos. Sirven para
documentar mejor el caso. También pueden usarse para fines docentes de
difusidon del conocimiento cientifico. En cualquier caso seran usadas si usted da su

autorizacion. Su identidad siempre sera preservada de forma confidencial.

1.2 IMAGENES EXPLICATIVAS: (En este espacio podran insertarse con caracter
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opcional imagenes explicativas, esquemas anatomicos, pictogramas etc. que

faciliten y permitan explicar de manera mas sencilla la informacion al paciente.)

2. CONSENTIMIENTO INFORMADO

(En el caso de INCAPACIDAD DEL/DE LA PACIENTE serad necesario el

consentimiento del/de la representante legal)

(En el caso del MENOR DE EDAD, cuando se considere que carece de madurez
suficiente, el consentimiento lo daran sus representantes legales, aunque el menor
siempre sera informado de acuerdo a su grado de entendimiento y, si tiene mas de
12 afos, se escuchara su opinidn. Si el paciente estd emancipado o tiene 16 afios
cumplidos sera €l quien otorgue el consentimiento. Sin embargo, en caso de
actuacion de grave riesgo, segun el criterio del facultativo, los representantes
legales también seran informados y su opiniébn serd tenida en cuenta para la

decision.)

2.1 DATOS DEL/DE LA PACIENTE Y DE SU REPRESENTANTE LEGAL (si es

necesario)

APELLIDOS Y NOMBRE, DEL/DE LA REPRESENTANTE LEGAL DNI / NIE

2.2 PROFESIONALES QUE INTERVIENEN EN EL PROCESO DE

INFORMACION Y/O CONSENTIMIENTO

APELLIDOS Y NOMBRE FECHA FIRMA
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2.3 CONSENTIMIENTO

Yo, D/Dfia conforme con la intervencion que se me ha propuesto. He leido y
comprendido la informacion anterior. He podido preguntar y aclarar todas mis
dudas. Por eso he tomado consciente y libremente la decision de autorizarla.

También sé que puedo retirar mi consentimiento cuando lo estime oportuno.

Sl NO Autorizo a que se realicen las actuaciones oportunas, incluyendo
modificaciones en la forma de realizar la intervencion, para evitar los peligros o
dafios potenciales para la vida o la salud, que pudieran surgir en el curso de la

intervencion.

Sl NO Autorizo la conservacion y utilizaciéon posterior de mis muestras
bioldgicas para investigacion relacionada directamente con la enfermedad que

padezco.

S| NO Autorizo que, en caso de que mis muestras biolégicas vayan a ser
utilizadas en otras investigaciones diferentes, los investigadores se pongan en

contacto conmigo para solicitarme consentimiento.

S| NO Autorizo la utilizaciéon de imagenes con fines docentes o de difusiéon

del conocimiento cientifico.

FECHA FIRMA

EL/LA PACIENTE

173



/Visto Bueno de EL/LA REPRESENTANTE LEGAL

Fdo.:

2.4 RECHAZO DE LA INTERVENCION

Yo, D/Dia. no autorizo a la realizacibn de esta intervencion. Asumo las

consecuencias que de ello puedan derivarse para la salud o la vida.

EL/LA PACIENTE Consentimiento/Visto Bueno de EL/LA REPRESENTANTE

LEGAL

Fdo.:

2.5 REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

Yo, D/DfAa, de forma libre y consciente he decidido retirar el consentimiento para
esta intervencion. Asumo las consecuencias que de ello puedan derivarse para la

salud o la vida.

EL/LA PACIENTE Consentimiento/Visto Bueno de EL/LA REPRESENTANTE

LEGAL

Fdo.:
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8.2. Aceptacién del comité de ética

7 NN Servicio Andaluz de Salud .
SUNTA UE FANORIICA CONSEJERIA DE IGUALDAD, SALUD Y POLITICAS SOCIALES

D* M* VICTORIA ALONSO MARTINEZ, Secretaria del Comité de Etica de la
Investigacion de la provincia de Huelva,

CERTIFICA

Que este Comité ha evaluado, a propuestas del/de la investigador/a D./D*. Aberto
Tenorio Abreu, para que se realice el Proyecto de Investigacion titulado:

7, d,

Relacion del Carcinoma basocelular del drea pertocular con la idad del ectopardsito D,
Jolliculovum cuantificado mediante PCR.
Cédigo: PI 012715

X

La capacidad de los investigadores y los medios disponibles en el/la H. Juan Ramon
Jiménez, son apropiados para llevar a cabo el estudio.

Y que este Comité considera que dicho estudio cumple los Tequisitos éticos v legales
para scr realizado cn dicho centro por D./D*. dberto Tenosio Abren.

Lo que tirmo, en ITuelva a 25 de Febrero de 2015

Firmado:

23282

Area Hospitalaria Juan Ramén Jiménez
Renda Norte, s/n. 21005 1 luelva
TOICE. 959 01 60 00 rane sz
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23282

/ A A Servicio Andaluz de Salud .
JUNTA TE ANUATIIA CONSEJERIA DE IGUALDAD, SALUD Y POLITICAS SOCIALES

D* M* VICTORIA ALONSO MARTiNEZ, Secretaria del Comité de Etica de la
Investigacién de la provincia de Huelva,
CERTIFICA

Que cste Comité ha ponderado v cvaluado en la scsion celebrada ¢l 24 de Febrere de
2015, a propuestas del/de la investigador/a D./D®. Aberto Tenorio Abreu, para que se
realice el Proyecto de Investigacion lilulado:

Relacion del Carcinoma hasocelular del drea periocudar con la densidad del eciopardsito Demodex
folliculorum cuantificado mediante PCR.
Codigo: PIOI2/L5

Que a dicha sesion asistieron los siguientes integrantes del Comité.

Vicepresideniefu: Vocales:
D« Valle Corenado Vizguez D/D< Manuel Garcia de la Vega Sosa
D/D% K. Begodia Garcia Navarro
Secretario/a: DD Juan Gémes Salgado
D Victoria Alonso Martine:, DD Montserrat Hidalgo Hidalge

D/D% M Inmaculada Mesa Gallardo
D/D Carlos Pérez Herndndez

Que en dicha reunidn, tras evaluar favorablemente, se acord6 proceder a cmitir informe
Favorable.

Que dicho comité, esta constituido y actiia de acuerdo con la normativa vigente y las
dircetrices de la Conferencia Internacional de Bucena Préctica Clinica.

Lo que [irmo, en Huelva a 25 de Febrero de 2015

Firmado:

Arca Hospitalaria Juan Ramén Jiménez
Ronda Norte, s/n, 21005 Huelva
Telef. 959 01 50 00
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23262

Servicio Andaluz de Salud .
CONSEJERIA DE IGUALDAD, SALUD Y POLITICAS SOCIALES

CONFORMIDAD DE LA DIRECCION DEL CENTRO

D. RAFAEL GARCiA VARGAS-MACHUCA, Dircetor Gerente del Complejo
Hospitalario de Huelva, vista la autorizacion del Comité de Ltica de la Investigacion de la
provincia de Huelva,

CERTIFICA
Que conoce la propuesta realizada por el/la investigador/a D./D?. Aberto Tenorio

Abreu, para que screalice el Proyecto de Investigacion titulado:

Relacién del Carcinoma basocelular del drea peviocular con la densidad dei ectoparisito Demodex
Sfolliculorum cuantificado mediante PCR.
Codigo: PI012/13

Que serd realizado por D./D* Aberto Tenorio Abreu como investigador/a principal.
Que accpta la realizacion de dicha proyecto cn clflos centro(s) /Y. Juan Ramén
Jiméney.

Lo que firmo, cn Huelva a 25 de Febrero de 2015

Firmado:

Area Hospitalaria Juan Ramén Jiménez
Ronda Norte, s/n. 21005 Huela
Teléf. 959 01 60 00

177




8.3. Formato de recogida de datos Anatomia Patoldgica.

TABLA ANATOMIA PATOLOGICA

Localizacion

Parpado Superior

Parpado Inferior

Canto Interno

Canto Externo

Hombre

Mujer

Edad:

Diagnéstico Histopatolégico

CB (casos)

Nodular

Infiltrativo

Morfeiforme

Micronodular

Superfici
al

Lesién Benigna (controles)

Hidrocistoma

quiste de inclusiéon
epidérmica

Queratosis seborreica

Papiloma
fibroepitelial

Nevus

Hemangioma capilar

TABLA ANATOMIA PATOLOGICA

Localizacién

Parpado Superior

Parpado Inferior

Canto Interno

Canto Externo

Hombre

Mujer

Edad:

Diagnéstico Histopatolégico

CB (casos)

Nodular

Infiltrativo

Morfeiforme

Micronodular

Superfici
al

Lesion Benigna (controles)

Hidrocistoma

quiste de inclusiéon
epidérmica

Queratosis seborreica

Papiloma
fibroepitelial

Nevus

Hemangioma capilar
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8.4. Matriz de datos.

Controles

CONTROL AP HC ESTUDIO SEXO EDAD | LOCALIZ | PRESENCIA | DENSIDAD
1 1 E 3583** B09-10215 M 60,0 PS NEG
2 2 E 4333** B11-07217 H 59,8 Cl NEG
3 3 E 3322* B12-01061 H 55,3 Pl NEG
4 4 E 4109** B12-08086 M 50,1 Pl NEG
5 5 E 4300** B12-08090 H 70,5 PS NEG
6 6 E 3756** B09-02785 M 73,4 PS NEG
7 7 E 3454** B09-03855 M 64,4 Cl NEG
8 8 E 3939** B09-08261 M 70,4 PS NEG
9 9 E 3641* B09-08816 M 65,2 PS NEG
10 10 E 3345* B11-05696 M 63,9 PS NEG
11 11 E 4247** B12-05396 M 81,1 CE NEG
12 12 | E | 4040 | B13-03823 | H 80,2 CE |pos 30,78
13 13 E 1411** B13-02956 M 81,6 Pl NEG
14 1 Q 6868** B13-02430 M 61,6 PS NEG
15 2 Q 5406** B09-00685 M 52,2 PS NEG
16 3 | Q| 4140~ |B1307622 | H 64,9 PS  |pos 10,25
17 4 | Q | 5227+ | B10-04414 | H 435 PS |pos 14,82
18 5 | Q| 4573* | B09-02742 | H 52,6 PS | NEG
19 6 Q | 10277** B14-00209 H 46,1 PS NEG
20 7 | Q | 3727 | B12:07452 | M 53,1 cl NEG
21 8 Q 4460** B12-01921 H 53,9 Pl NEG
22 9 Q 4354** B13-07115 H 58,5 PS NEG
23 10 | Q | 3602** | B09-00217 | M 67,1 PI NEG
24 11 Q -3955** B09-04578 H 87,0 Pl NEG
25 1 | A | 5545 | B12-08231 | M 83,4 CE |POS 14,05
26 2 A 3280** B09-08045 M 66,8 PS NEG
27 3 | A | 9085 | B09-00226 | M 75,8 PI POS 60,21
28 4 | A | 3952~ | B11-08047 | H 78,2 CE |pos 70,81
29 5 A 4987** B09-03675 H 78,9 Cl NEG
30 6 | A | 7965* | B12-08774 | H 78,1 cl POS 4914
31 7 A 5010** B12-05599 M 80,4 Pl NEG
32 8 | A | 1790 | B13-02100 | M 84,2 PI NEG
33 9 | A | 9155 | B11-03927 | M 80,2 PI NEG
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34 1| Vv | 5673 |B12-01199 | M 77,4 PS | NEG
35 2 | vV | 3356 |B10-03061 | M 69,0 Pl |nNEG
36 3 | vV | 5402% | B09-01587 | M 36,6 PS |pos 230,65
37 4 | V| 4415~ | B12:07727 | M 49,0 Pl |nNEG
38 5 | v | 3898* |B09-10217 | M 68,0 PS | NEG
39 6 | V | 6014 | B09-02485 | M 453 CE |nEG
40 7 | vV | 800% |B13-01702 | H 42,7 PS  |pos 121,77
41 8 | V| 3877 |B12:07322 | M 66.8 Pl |NEG
42 1 | P | 6377* | B09-04070 | H 75,6 PS | NEG
43 2 | P | 3623* | B09-08169 | H 80,0 Pl |NEG
44 3 | P | 4352 | B11-08661 | M 754 PS | NEG
45 4 | P | 4248~ | B12-01062 | M 58,2 PS | NEG
46 5 | P | 5381 |B11-00368 | H 58,3 Pl | NEG
47 6 | P | 3245 | B12-03641 | H 76,8 Pl |NEG
48 1 | H | 3994 | B12:02515| M 59,3 PS | NEG
49 2 | H | 6744 | B09-01585 | H 52,7 PS |pos 177,78
50 3 | H | 9994 | B11-04644 | M 40,8 c  |nEG
51 4 | H | 4571% | B13-00711 | M 63,2 PS  |nEG
Casos
CASOS AP | HC ESTUDIO | SEXO | EDAD |LOCALIZ | PRESENCIA | DENSIDAD
1 1 | N | 50487 | B09-04401 | M 419| P |NEG
2 2 | N | 3729 | B12:06007 | H 80| P |pos 153,63
3 3 | N | 6220% | B13-03296 | H 6a6] P |nEG
4 4 | N | 6717% | B13-00223 | M 729| C©  |pos 93.98
5 5 | N | 5961 | B13-09152 | H s89| C  |NEG
6 6 | N | 6990 | B14-07883 | H 718| S |pos 58437
7 7 | N | 4056* | B15-01498 | M 505/ PS |NEG
8 8 | N | 2191 | B15-02781 | H sa4| C  |NEG
9 9 | N | 4571* | B09-08618 | M 7208 P |NEG
10 | 10 | N | 3472% | B10-00449 [ M 523| P |pos 11,58
11 |11 | N | 3358* | B10-00451 | H g79| CE |pos 17.73
12 |12 | N | 4547* | B10-03060 | M 766| CE |NEG
13 | 13 | N | 6277% | B09-07545 | H 07| P |pos 95.14
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14

[
N

5165**

B10-08734

(¢]]

) K 60,7 POS 27,03
15 |15 | N | 5844 | B10-03540 | H 67.4 PI NEG
16 | 16 | N | 5119 | B10-07064 | H 476 cl POS 37.85
17 |17 | N | 4627 | B12-00343 | H 71,0 cl POS 87.35
18 |18 | N | -364* | B11-01878 | M 50.0 PI NEG
19 |19 | N | 3498~ | B12-00786 | H 70,6 cl POS 694.01
20 | 20| N | 9006 | B11-07573 | H 60,4 PI NEG
21 | 21| N | 5007* | B12-00327 | H 67.1 PI POS 47113
22 | 22| N | 7745~ | B12-07688 | M 48,6 cl POS 2931
23 | 23| N | 3639% | B13-00659 | M 56.3 PI NEG
24 | 24 | N | 5029~ | B14-00099 | H 73.2 cl POS 46.4
25 | 25| N | 4427 | B14-00782 | H 83.2 PI POS 897,82
26 | 26 | N | 4589 | B14-00547 | M 89,7 PI POS 41,09
27 | 27| N | -240% | B13-07008 | M 82.7 cl POS 2560,74
28 |28 | N | 4265~ | B09-01985 | H 778 PI NEG
29 |29 | N | 6447 | B09-01980 | M 65.6 PI NEG
30 |30 | N | 3337 |B10-01152 | M 565 cl POS 1082
31 [ 31| N | 7387 | B10-00450 | M 85.9 PI NEG
32 [ 32| N | 4225~ | B10-01154 | M 83,0 cl POS 45,39
33 [ 33| N | 4187 | B10-06188 | H 49,0 PI POS 28,08
34 | 34| N | 3849~ | B11-02065 | H 60,4 PI NEG
35 [ 35| N | 9175% | B12-07200| M 83,3 PI NEG
3 | 36| N | 5378~ | B12-08362 | H 64.8 cl POS 269,29
37 |37 | N | 9153* | B12-06873 | H 767| PS |pos 741,01
38 |38 | N | 5197 | B12-07920 | H 731 PI NEG
39 |39 | N | 7918~ | B13-00100 | H 572] PS |NEG
40 | 40 | N | 5026* | B13-03867 | H 35,8 PI POS 133,64
41 | 41 | N | 4372% | B13-04125 | M 50,9 PI POS 20,65
42 | 42 | N | 3179% | B12-01742 | M 71.9 PI NEG
43 43 | N | 3282 | B11-04089 H 75,1 PI NEG
44 | 44 | N | gpos++ | B11-01056 [ M 481 PI NEG
45 45 | N | 3197+ | B11-01048 M 75,2 PI NEG
46 1 | 1 | 3506% | B12-04727 | M 57.7 PI NEG
a7 2 | I | 3977 | B12-:04726 | M 818 PI NEG
48 3 | | | 3896 | B12-05822 | M 88.2 PI NEG
49 4 | | | 5033* | B12-05375| M 81.2 PI NEG
50 5 | | | 3544 | B09-04541 | H 86,8 cl POS 44,05
51 6 | | | 6770% | B11-00202 | M 86| CE |NEG
52 7 | 1 | 3497 | B12-08773 | H 68.1 cl NEG
53 8 | | | 2466~ | B13-02785| H 68.7 PI POS 25.91
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54 | 9 | I | 4388 | B13-07007 | M 837| Pl |NEG
55 | 10 | I | 5966 | B09-05351 | H e02| P |pos 86,22
56 | 11 | | | 5487 | B10-02785 | M 788| P! |NEG
57 |12 | | | 3882 | B09-00224 | M 01| P |NEG
58 1 | M | 3277* | B09-09267 | M 605 C |NEG
59 | 2 | M| 3739% | B13-00241 | M s63| Cl |NEG
60 | 3 | M | 3876* | B09-07429 | H s52| PSS |NEG
61 | 4 | M | 3380 | B13-03487 | M 81| PS |NEG
62 1 | S | 5489 | B10-03063 | M 859| Pl |NEG
63 | 2 | S | 7617* | B1407294 | H 770| CE |POS 11,82
64 | 1 | O | 3177 | B1502429 | M 682 Cl _|NEG
N: NODULAR
I: INFILTRATIVO

M: MICRONODULAR

S: SUPERFICIAL

O: MORFEIFORME

E: QUERATOSIS SEBORREICA

Q: QUISTE DE INCLUSION EPIDERMICA

A: HIDROCISTOMA (ANTERIOR, QUISTE DE MOLL, APOCRINA //ECRINO)

V: NEVUS

P: PAPILOMA FIBROEPITELIAL (CELULAS ESCAMOSAS)

H: HEMANGIOMA CAPILAR

SEXO:

H: HOMBRES

M: MUJERES

LOCALIZACION:

PARPADO SUPERIOR: PS

PARPADO INFERIOR: PI

CANTO INTERNO: ClI

CANTO EXTERNO: CE

PRESENCIA DF:

POSITIVO: POS

NEGATIVO: NEG

= L0s dos ultimos nimeros de la historia clinica se ocultaron por Ley de proteccién
de datos LOPD
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Capitulo IX




9.1 Notas de prensa.

Fecha: 22/10/2015. Fuente: http://huelvabuenasnoticias.com/2015/10/21/el-servicio-
de-oftalmologia-del-complejo-hospitalario-de-huelva-galardonado-por-la-sociedad
espanola-de-la-especialidad/

22/10/2015 El Servicio de Of fa del Complejo italario de Huelva, por la Sociedad Espaiiola de la especialidad | Huelva Buenas Noticias, Periddi.|

i Recuperar
el muelle de
Riotinto?

CONTACTO SUSCRIBETE GALERIA FOTOGRAFICA FIRMAS VIDEOS ARCHNVO QUIENES SOMOS LIBROS DE HUELVA m U

Mot

Opinién Gastronomia Salud Moda y tenden Apuntes de historia Musica Onubenses por el mundo

Compirtelo:

s = v e f

iegusta A 1519 personas les gusta esto.

El Servicio de Oftalmologia del Complejo Hospitalario de Huelva, galardonado por la
Sociedad Espafiola de la especialidad

» El primer premio de fotografia cientifica recae sobre la imagen de un dacaro mintisculo que habita en las pestanas del que se estudia
suposible relacion con el eancer.

210ctubre 2015

Redaccion. El servicio de Oftalmologia del Complejo Hospitalario Universitario de Huelva ha sido
galardonado eon el primer premio de fotografia cientifica en el Congreso de la Sociedad
Espaiiola de esta especialidad celebrado recientemente en Sevilla. El trabajo premiado es

una i del dcaro d um sobre la pestafia de una paciente, una imagen que
entrafia gran dificultad para su obtencion y que ha sido tomada desde el visor de un microscopio de
luz del laboratorio, siendo su tamafio real 100 veces menor que la imagen visualizada.

El autor de la fotografia galardonada es Juan Carlos Sanchez Espafia, médico residente de
cuarto ano de Oftalmologia del Complejo Hospitalario Universitario de Huelva. Esta
imagen se enmarca en un estudio de investigacion que el facultativo estd desarrollando en la
actualidad, sobre el que versa su tesis doctoral, en el que también participan el facultativo especialista
en Microbiologia Alberto Tenorio Abreu y la médico residente de Anatomia Patoldgica Maria del
Carmen Gonzélez Gallego, ambos del Complejo Hospitalario onubense.

Juan Carlos Sanchez Espana.

El trabajo de investigacion trata de determinar con técnicas de biologia molecular si existe o

no relacién entre la cantidad de este dcaro en las pestaiias de los pacientes y el

desarrollo posterior de un tumor en el parpado, concretamente un carcinoma basocelular en la piel. Este tipo de tumor supone el 9o por ciento de
los tumores malignos de la piel y suele localizarse fundamentalmente en la regién facial o en otras zonas expuestas al sol.

Si bien algunos estudios previos muestran una aparente relacion entre la existencia del tumor en el parpado y una mayor densidad del parasito,
éstos empl técnicas trad les de vi i6n microscépica y conteo directo del nimero de dcaros.

Sin embargo, la investigacién en curso emplea novedosas téenicas de biologia mole cular, mucho mas especificas y fiables, que permiten
detectar de forma directa el ADN del pardsito en las muestras de las pestaiias que se estin estudiando. Para ello, cuenta con la eolaboracion del laboratorio
IHGC Biomedical Research Diagnostie, una spin-off del Servicio Andaluz de Salud ubicada en Huelva, cuyos cientificos han identificado por primera vez en
Esparia al parisito demodex folliculorum mediante técnicas de amplificacién del material genético (PCR) del parasito.

Ahora tratarin de buscar esa posible relacién fecto diandolad idad del ADN del dcaro en las muestras de los pacientes con
carcinomas detectados en el servicio de Oftalmologia del Complejo Hospitalario Universitario de Huelva en los tltimos seis afios, que suponen cerca de
setenta casos.

El demodex folliculorum es un ficaro inapreciable a la vista que habita a menudo en las pestaiias de las personas alimentindose de la
queratina de las células muertas de la piel, sin causar habitualmente patologia ni sintomatologia alguna. Sin embargo, en una de cada cuatro personas
termina causando alguna enfermedad, estand o demostrada su relacién con la aparicién de la rosicea (una enfermedad crénica de la piel con sintomas de
engr 0, granos v enrojecimi que afecta pr 1 ea la cara), la blefaritis crénica (inflamacién de los parpados) y la chalazion (una
inflamacidn de la glandula sebécea del borde del parpado).

La importancia de determinar si existe relacion entre la dad de d dex en las fias y la aparicion del tumor radica en que, si se demostrase, los
ientes podrian | ficiarse de la prevencién de un futuro desarrollo del carcinoma, ya que existe un tratamiento facil y efectivo para la
eliminacién de este dcaro, el mismo que se emplea para las enfermedades mencionadas anteriormente.

Esdecir, nos encontrariamos ante uno de los factores de riesgo modificables en los pacientes con presencia de demodex para evitar la
aparicion del carcinoma. Otros factores de riesgo demostrados en el carcinoma basocelular en la piel son la exposicion al sol, la raza blanca, la avanzada
edad o la deficiencia inmunitaria.

com/2015/10/2 Liel-servicio-d ja-del lej italario-de-huel por-la-sociedad espanola-de-1 iali 1l
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Fecha: 28/05/2015.Fuente:http://huelvabuenasnoticias.com/2015/05/26/un-laboratorio-
onubense-identifica-molecularmente-un-acaro-que-podria-intervenir-en-el-cancer-de-
piel/

28/5/2015  Un laboratorio onubense identifica un dcaro que podria intervenir en el cancer de piel | Huelva Buenas Noticias, Periodico digital de Huelva y provincia centrad.
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Compirtelo:

a = v 3 f
Me gusta A 1823 personas les gusta esto.
Un laboratorio onubense identifica un acaro que podria intervenir en el cancer de piel

» El hallazgo abre nuevas vias a un diagndstico mds rapido y eficaz de esta enfermedad.

26 mayo 2015

Fermin Cabanillas. Cientificos del laboratorio HGC Biomedical Research Diagnostic S.L.
de Huelva han identificado por primera vez en Espaiia usando métodos moleculares al
parasito Demodex folliculorum, un dcaro del que se investiga su influencia en el desarrollo
del cancer de piel.

Este hallazgo supone la primera identificacion mediante técnicas de amplificacion del
material genético (PCR) del citado parésito, al que han llegado en este centro, una Spin-Off del
SAS situada en el Parque Cientifico y Tecnolégico de Huelva (PCTH) en Aljaraque.

Este logro ha sido obtenido por un grupo de investigadores liderado por el doctor Carlos J.
Hidalgo Grass, en colaboracion con su colega Alberto Tenorio-Abreu del Hospital Juan
Ramoén Jiménez, de Huelva.

Forma parte de un trabajo de i igacién donde el resid. de Oftalmologia Juan Carlos
Sanchez Espaiia esta realizando su tesis doctoral bajo la tutoria del doctor Carlos Ruiz Frutos de la
Universidad de Huelva.

El parisito Demodex folliculorum

El conocido como Dermodex es un parasito de la familia de los dcaros que infesta los
foliculos pilosos palpebrales do lesionesy la investigacion se plantea encontrar una
relacién entre el parasito y la predisposicion a la aparicion de una lesién maligna conocida como

carcinoma basocelular.

La investigacion supone que se podré alcanzar un diagnostico molecular muy rapido y
fidedigno de este cancer de piel, una vez que se demuestre su participacion en la aparicién y
desarrollo de esta enfermedad

El proyecto se presenté en la convocatoria 2014 de la Junta de Andalucia y esta siendo

luado paralafi iacion de proyectos en Sanidad.
Actual seestar do con fondos propios de los investigadores y otros
Bi dical Di icS.L. : interé
Carlos J. Hifalgo Grass (sin bata) lidera la investigacion. aporladf)s po(r HGC ed Researc.h iag: S:L. co.mo parte del interés de este
laboratorio en la entre dealto nivel y el desarrollo de

d o

invest en el campo bi

En paralelo a este trabajo, la posibilidad de identifi este acaro de muestras clinicas, como se ha realizado en HGC Biomedical,
abre el camino para el desarrollo de una prueba molecular rapida para el diagnostico de este parasito.

Ellaboratorio

HGC Biomedical Research Diagnostic S.L es un Laboratorio de diagnostico e investigacion;
centra su actividad en el andlisis de moléculas de ADN o ARN, ha sido disenado para dar
respuesta a los mas complejos diagnésticos y esta a la vez intensamente comprometido con la
investigacion.

HGC Biomedical Research Diagnostic S.L nace como una Spin Off en el seno de la Fundaciéon
Andaluza Beturia para la Investigacion en Salud (FABIS) con el apoyo y bajo los
lineamientos de la Oficina de Transferencia Tecnolégica del SAS y tiene entre sus principales
objetivos la mas estrecha colaboracién con centros de Educacién Superior de la regién para la

conjunta de proy dei igacion donde estos centros puedan valerse de sus
laci del sofisticado equipami de la experiencia de sus investigadores y de la valiosa guia
de FABIS; ademas tiene la intencién de adherirse a los programas de Cooperacién Transfronteriza,
id dolosi y 1 ios con el Algarve portugués. I el Lab i ia este proyecto.
Compartelo:
Pp: icias.com/2015/05/26/un-lab i b sdeintifi Jaco que-podria-i « - de-piel/ 1
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9.2 Publicaciones en revistas

Los articulos que forman parte del apartado “Publicaciones en revistas” han sido
retirados de la tesis debido a restricciones relativas a derechos de autor. En sustitucién
del articulo ofrecemos la siguiente informacidn: referencia bibliografica, enlace a la
revista, y resumen, si lo tuviera.

- Tenorio Abreu, A., Sdnchez Espaifia, J.C., Naranjo Gonzdlez L.E., Gonzalez Gallego, M.C,,
Hidalgo Grass, C., Ruiz Frutos, C.: “Desarrollo de una PCR para la deteccién vy
cuantificacion de la parasitacion por Demodex folliculorum en biopsias de neoplasias
cutaneas del drea periocular”. Revista Espafiola de Quimioterapia. Vol. 29, n. 4, pags.
220-223, (2016). ISSN: 0214-3429.

Enlace al texto completo del articulo:
http://seq.es/seq/0214-3429/29/4/tenoriol15jun2016.pdf

RESUMEN:

Objetivo. Estandarizar la cuantificacion relativa por masa de tejido de la parasitacion por
Demodex folliculorum procedente de biopsias neoplasicas cutdneas de la zona
periocular mediante técnicas de amplificacién molecular con el objetivo de poder
estudiar la posible relacion de la aparicidon de carcinoma basocelular palpebral con la
presencia y densidad del acaro en trabajos posteriores. Material y métodos. Se
desarrollé una PCR cuantitativa a tiempo real con sondas TagMan. La PCR se probd en
una serie piloto de 46 muestras reales de biopsias de carcinoma basocelular de tipo
nodular. Resultados. La sensibilidad se situé con un limite de deteccion de entre 1y 10
copias/ul. El 50% (23/46) de las biopsias fueron positivas a D. folliculorum. La
especificidad fue del 100% confirmado mediante secuenciacidén. Conclusion. La técnica
muestra buenos resultados de sensibilidad y especificidad que la pueden hacer util como
herramienta para estudios causa-efecto de D. folliculorum y basalioma.


http://seq.es/seq/0214-3429/29/4/tenorio15jun2016.pdf

- Sanchez Espafia, J.C., Tenorio Abreu, A., Alvarez Lépez, A., Naranjo Gonzalez L.E.,
Gonzdlez Gallego, M.C., Hidalgo Grass, C., Ruiz Frutos, C.: “PCR Quantification of D.
folliculorum in Periocular Basal Cell Carcinoma”. Ophthalmology. Vol. 123, n. 12, pags.
2632-2633, (2016). DOI: 10.1016/j.0phtha.2016.08.005

Enlace al texto completo del articulo:
https://doi.org/10.1016/j.0phtha.2016.08.005

RESUMEN:

The pathogenesis of basal cell carcinoma (BCC) traditionally has been linked to exposure
to ultraviolet light, yet its true cause remains unclear. Several authors recently have
examined a possible role played by Demodex folliculorum in both benign skin tumors,
such as sebaceous adenoma and malignant tumors, such as BCC1 and melanoma.


https://doi.org/10.1016/j.ophtha.2016.08.005
https://doi.org/10.1016/j.ophtha.2016.08.005

9.2 Publicaciones en revistas.

Sanchez Espafia JC. Demodex folliculorum: Following the trail to chronic blepharitis.
Arch Soc Esp Oftalmol. 2016 Apr; 91(4):e41. doi: 10.1016/j.0ftal.2015.11.017. Epub
2016 Jan 13. PMID: 26775083. DOI: 10.1016/j.0ftal.2015.11.017. ISSN: 0365-6691.
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Oftalmologia en imagenes

Demodex folliculorum, siguiendo la pista a una @Cmsmrk
blefaritis crénica™

Demodex folliculorum: Following the trail to chronic blepharitis

J.C. Sdnchez Espaiia

Servicio de Oftalmologia, Hospital Juan Ramén Jiménez, Huelva, Espaia

Paciente de 35 afos con blefaritis cronica de 10 afios de evolu-
cién resistente a multiples tratamientos topicos y sistémicos.
En la exploracién se observa el borde palpebral con areas
de madarosis, eritema con telangiectasias y descamacién en
forma de cilindros en la base de las pestafias. Se extraen 4
pestafias de cada parpado en la lampara de hendidura y se
observan bajo el microscopio de luz a 10X multiples colonias
del acaro Demodex folliculorum. Una vez sospechada la Demo-
dicosis como agente causal se da el tratamiento dirigido con
franca mejoria de la sintomatologia y crecimiento de nuevas
pestafas’”.

Figura 1.

Figura 1
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. Zhao YE, Wu LP, Hu L, Xu JR. Association of blepharitis with
Demodex: A meta-analysis. Ophthalmic Epidemiol.
2012;19:95-102

. Rodriguez AE, Ferrer C, Ali6 JL. Demodex y blefaritis crénica.
Arch Soc Esp Oftalmol. 2005;80:635-42.

N}

1¢ Premio de Fotografia Cientifica (91 Congreso Sociedad Espariola de Oftalmologia, Sevilla, 2015).
Correo electrénico: juanksaes@hotmail.com
http://dx.doi.org/10.1016/j.0ftal. 2015.11.017
0365-6691/© 2015 Sociedad Espafiola de Oftalmologia. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Todos los derechos reservados.
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9.3 Participacion en Congresos

Comunicaciones en panel (posters).

i modex

Poster: Fecha: Octubre 2015. Titulo: “Development of a RCR for the ?i?)tr?acltlc():r; gl]:e[r)eence e
foIIicuIc.)rum infestation in the periocglzr el\t/:_ea. Sﬂgg;esgi.o\&liggxgﬁd a comerence on
[ I, Industrial and Applie icrobiolo v _ : >

nggzgm:kr)]rt':u J.A. Gomez Fernandez, J.C. Sanchez Espafia. Ciudad: Barce |

Espana.

V¥ intermation! Conference on Environmental, Inchastra nd Applied Microbuology - BioMscro W or
Barcelona (Spam), 28-30 October 201 §

Development of a PCR for the detection of Demodex folliculorum infestation in the
periocular area

Alberto Tenorio-Abreu, José Antonio Gémez-F ernandez, Juan Carlos sinchrl-l-,\pnlh. Luis Arroyo
Pedrero, Barbara Gomez Alonso, Esmeralda Rodriguez-Molins, Carlos Hidalgo Grass.

Introduction

Demodex folliculorum is an ectoparasiie of family mites living in the hair follicles. It is 0 saprophyte in a
significant percentage of healthy patients Superparasitation can cause the appearance of some lesions such as
rosacea or chronic blepharitis. Currently it is studied for a possible role in the development of basal cell cancer

(BCC) lid

Objective
Design and development of a real time-PCR to detect parasite D. folliculorum in BCC biopsies

Material and methods

Primers were designed using the Primer Express 3.0 software from 18S ribosomal gene database CGienBank
(KF745889.1), whose Sequences were: SENSE- CTCGT AGTTGTATCTCAGTTCAT and ANTISENSE-
ACCCGGTAAAGAGCATC AGA. To determine the sensttivity of the technique amplicon dilutions of known
concentration measurements were made previously by Spectroscopy (Qubit fluorometer 3.0, Life Technologies)
Specificity is determined by the temperature of dissociation specific amplicon (79,6°C) and subsequent
sequencing. The technique was dey cloped from three samples obtained from the parasite labs extracting a patient
with chronic blepharitis, which was used as a positive control. A sy stem of manual DNA extraction columns
(ISOLATE Genomic DNA Spin Column- Bioline) was used. P R was performed in 7500 Fast Thermal Cycler
(Applied Biosystems), with 35 cycles of temperature (95°-56°-72%) and a final dissociation curve. As Nuorophore
I measuring amplification SYBR Green was used. The assay was performed in triphcate

Results

The sensitivity limit of detection measured in copy number was between 0 and 10 copies. Specificity was
consistent with the dissociation femperature of 79,6°C. The amplicon sequence determined by capillary
sequencing was 100% concordant with the GenBank database (KF745889 1)

Conclusions

With the data obtained sensivity and specificity of the PCR developed, the parasite can be detected by this
technique. Being able 10 start the study of BCC correlation with parasite infestation
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Poster. Fecha: Enero 2016. Titulo: “Detecciéon de Demodex folliculorum en biopsias
palpebrales de lesiones cancerosas mediante PCR”. Congreso: XX Congreso de la
Sociedad espafiola de enfermedades infecciosas y microbiologia clinica (EIMC). Autoria:
A. Tenorio Abreu, J.C. Sanchez Espafia, M.C Gonzélez Gallego. Ciudad: Barcelona_

Espana.

CERTIFICADO DE PARTICIPACION

El Presidente del Comité Organizador del XX Congreso SEIMC 2016, en nombre
de la Sociedad Espanola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica

CERTIFICA QUE:

A. Tenorio-Abreu, J.C. Sanchez Espafa, M.D.C. Gonzalez Gallego, A. Marquez
Sanabria, A. Dominguez Castafo, J.M. Saavedra Martin, M. De La Iglesia
Salgado, C. Hidalgo-Grass

han realizado la presentacion POSTER de la comunicacién con titulo:

“Deteccidén de Demodex folliculorum en biopsias palpebrales de
lesiones cancerosas mediante PCR

en el XX Congreso de la Sociedad Espanola de Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia Clinica, celebrado en Barcelona, del 26 al 28 de mayo de 2016.

Y para que conste se expide el presente certificado en Barcelona a 28 de mayo
de 2016.

/) E
SN <

Dr. José Maria Miré Meda
Presidente del Comité Organizador
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Comunicaciones orales.

Comunicacién oral (comunicacion de investigacion). Fecha: Septiembre -2016. Titulo:
“Elevada prevalencia y densidad de Demodex folliculorum en Carcinoma basocelular en el
area periocular cuantificado mediante PCR”. Congreso: 92 Congreso de la SEO
(Sociedad Espariola de Oftalmologia). Autoria: J.C. Sanchez Espafia, A. Alvarez Lépez,
A. Tenorio Abreu. Ciudad: Malaga, Espafia.

P : N CoNGRESD

PRESIDENTES
Prof. Dr. josé M. Garcia Campos
Dr. lldefonso Ferndndez-Baca Casares

SECRETARIA
Dra. Mercedes Moreno Villena

VOCALES D. José Manuel Garcia Campos y D. lldefonso Fernandez-Baca
Dr. Juan A. Abascal Pareja Casares, como Presidentes del Comité Organizador, certifican que:
Dr. Miguel A. Almendro del Pino

Dra. Isabel M. Baquero Aranda

Dr. Feo. Javier Beltrin Ureda El Dr. D. Juan Carlos SANCHEZ ESPANA

Dr. Angel Cilveti Puche

Dra, Ana S. Delgado Fernindez

Dra. M. del Goatien I arretas ha presentado en el 92 Congreso de la Sociedad Espafola de
Dx. Cayetano Domie Oftalmologia, celebrado en Malaga, del 21 al 24 de septiembre de
2016, la Comunicacion de Investigacion:

Dra. Manuela Espaiia Contreras
Dr. Emilio Espejo de los Riscos
Dr. Miguel A. Fernandez Ramos

Dr. Miguel A. Fortes Fermnindez

Elevada prevalencia y densidad de Demodex folliculorum en el
Dr. juan L. Gomez Martinez Carcinoma basocelular del area periocular cuantificado mediante

Dr. José L. Gonzilez de Gor Crooke PCR
Dr. Cardos Hemando Ayala

Dr. Manuel Garcia Marcos

Dr. Joaquin Irigoyen Diaz
Dra. M.* Angeles Lopez-Egea Bueno Y para que conste donde proceda firman el presente certificado
Dr. Guillermo Lugue Aranda en Malaga a veinticuatro de septiembre de dos mil dieciséis.

Dr. Rafael Luque Aranda

Dra. M.* Cristina Martinez de Velasco Santos

Dr. José Mora Castilla

Dr. Antonio Feo. Moreno Guerrero —

Dra. M * Josela Morillo Sénchez \

Dr. Arturo Oliva Molina —

Dr. Fernando Orellana Ramos. ( > 2

Dra. M.* Isabel Pérez Cabeza & @
Dr. Feo. José Pérez Galindo —

Dra. M.* José del Rio y Pardo Prof. José M. Garcia Campos Dr. lldefonso Fernandez-Baca Casares
Dra. Paloma Rivera de Zea Presidentes del Comité Organizador

Dra. Marina Rodriguez Calvo de Mora

Dra. M.* del Valle Rueda Castillo

Dr. Feo. Javier Somavilla Lupianez

Dra. Ana 1. Vizquez Salvi

Dr. Jacinto Villalvilla Castillo

Secretaria General: C/. Arcipreste de Hita, 14, 1.* Doha. = 28015 Madrid » Tfnos: 91 544 80 35 — 544 58 79 = e-mail; -
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Comunicacién oral (rapid fire). Fecha: Septiembre - 2016. Titulo: “High prevalence and
density of Demodex folliculorum infestation in periocular basal cell carcinoma quantified by
PCR”. Congreso: 35th ESOPRS (European Society of Ophthalmic Plastic and

Recontructive Surgery) anual meeting. Autoria: J.C. Sanchez Espafia, A. Alvarez Lopez,
A. Tenorio Abreu. Ciudad: Atenas, Grecia.

35"
eSoprs R
annual meeting

(1517 F athens

éeptérﬁ ber :

SPEAKERS’ CERTIFICATE

This is to certify that

Dr. Juan Carlos Sanchez Espana
presented the following Rapid Fire presentation entitled

HIGH PREVALENCE AND DENSITY OF DEMODEX FOLLICULORUM
INFESTATION IN PERIOCULAR BASAL CELL CARCINOMA QUANTIFIED BY
PCR
J.C. Sanchez Espaina’, A. Alvarez Lopez'?, A. Tenorio Abreu?, L.E. Naranjo Gonzalez'?, M.C. Gonzalez
Gallego®, C. Hidalgo Grass®, C. Ruiz Frutos’ M.D., Ph.D.

'Department of Ophthalmology, Hospital Juan Ramdén Jiménez, Huelva, Spain, “Department of
Microbiology, Hospital Juan Ramén Jiménez, Huelva, Spain, *Department of Ophthalmology, Clinica Pifiero,
Sevilla, Spain, “Department of Ophthalmology, Hospital Costa de la Luz, Huelva, Spain, *Department of
Pathology, Hospital Juan Ramdn Jiménez, Huelva, Spain, °Departament of Molecular biology, HGC
Biomedical Research Diagnostic S.L, Huelva, Spain, "Department of Environmental Biology and Public
Health University of Huelva, Huelva, Spain

during the
35*" ESOPRS Annual Meeting
organized by the European Society of Ophthalmic Plastic

and Reconstructive Surgery held on September 15-17, 2016, in Athens,
Greece.

Yo Ntour:-t.as G. Charonis

Organizers of the 35th ESOPRS 2016

196



Comunicacién oral. Fecha: Junio -2016. Titulo: “Elevada prevalencia y densidad de
Demodex folliculorum en Carcinoma basocelular en el area periocular cuantificado
mediante PCR”". Congreso: XXVI Congreso de la Sociedad Espafiola de Cirugia Plastica
Ocular y Orbitaria (SECPOO. Autoria: J.C. Sanchez Espafa, A. Alvarez Loépez, A.
Tenorio Abreu. Ciudad: Bilbao, Espaiia.

e —
SR XXVI CONGRESO DE LA S.E.C.P.O.O.

: Bilbao, 9 y 10 de junio de 2016
SECPOO > .

D. Joan Prat Bartomeu como Presidente de la Sociedad Espafola de
Cirugia Plastica Ocular y Orbitaria (S.E.C.P.0.0.) y, D. Roberto Fernandez
Hermida y Dfa. Barbara Berasategui Fernandez como Presidentes del Comité
Organizador, certifican que:

El Dr. D. Juan Carlos SANCHEZ ESPANA

ha presentado en el XXVI Congreso de la Sociedad Espaiiola de Cirugia
Plastica Ocular y Orbitaria, celebrado en Bilbao, los dias 9 y 10 de junio de
2016, la Comunicacion Libre:

“Elevada prevalencia y densidad de Demodex folliculorum en Carcinoma
basocelular en el area periocular cuantificado mediante PCR”

Y para que conste donde proceda firmamos el presente certificado en
Bilbao a diez de junio de dos mil dieciséis.

Dr. Joan Prat Bartomeu Dr. Roberto Fernandez Hermida Dra. Barbara Berasategui Femnandez
Presidente S.E.C.P.O.O. Presidentes Comité Organizador

28015 Madrid. Telf.: 91 5. Fax: 91 544 18 47

mo.com = web: ww

Secretaria General: C/. Arcip
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9.4 Premios.

ler premio: Fotografia Cientifica. Fecha

Septiembre 2015. Titulo: “Demodex
7. Congreso: 91° Congreso de la

Folliculorum, siguiéndole la pista a una blefaritis cronica ] L !
Sociedad Espafiola de Oftalmologia (SEO). Autoria: J.C. Sdnchez Espafia. Sevilla.

INFORMACION OFTALMOLOGICA

PREMIOS ENTREGADOS EN EL CONGRESO

Premio Castroviejo
2015

Premio Dres. Galo y Gusl'avo Laoz
i6n de |

a la Comuni

Comunicacion: ~Sisternas genéticos para un nuevo
oo la Autores: Dres.
Durén, Antonio V. Lied

vo aborclajo
Poraz, Maria Joss Rl Bevert y, Viearie Santn wara
Entrogea el premio el Prof. Luls Ferndnder—\Viga

Premios Comunicacion en Panel [ Premio Comunicacién en Videg

S raaSpiante do membrans de Bowman para reducir y estabilzar of qUEraLocono
- Autores: Dra. Marka Satué Palacian y Dra. Korirne Vars k.

2 Pramie: ~Pardiisis de a mirada horizontal y

cormr:,ylrnh-cfanda abAUCCION. Autores:
mmmm

1. Premio: ~
avanzado y progresivon.

Lambliopia profunda en anisocoria postquirirgica en Sindome de
Sturge-Weber-. Autores: Dr. Edgar Infantes Molina y Dr: Fernando
Gonzéler del Vaile.

3.= Premio: Una nueva arma en
o tratamiento del ecema comen.
Or Miguel Contreras Diaz y Dr: Marser Caro

L

8

E1 0. Encinas hace entrega del 3.% promic
Panel al Dr. Manuel Caro.

Premio F rafia Artistica

Lema.

hpis'asuna
Autor: Dr.

Juan Carlos Sanchaz Espana,

7’5‘,’,"’ “La ol rrinirma- Lome: .
ralmologia de peliculs-
mAhpeﬂcadol-rMusytw.mgn
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Premio al mejor articulo cientifico original publicado en 2016 - 2017

Junio -2017. XXVII Congreso de la Sociedad Espafiola de Qirugia Plfétstica Ocular Y
Orbitaria (SECPOO). Sanchez Espafia JC, Tenorio Abreu A, Alvarez Lépez A, Naranjo

Gonzalez LE, Gonzélez Gallego MC, Hidalgo Grass C, Ruiz Frutos C. Madrid.

SECPOO

SOCIEDAD ESPANOLA DE CIRUGIA PLASTICA
OCULAR Y ORBITARIA

D. Ferran Mascaré Zamora, como Secretario General de la Sociedad
Esparfiola de Cirugia Plastica Ocular y Orbitaria,

CERTIFICO:

Que en la Sesién de premios del dia 2 de Junio de 2017, durante el
XXVIlI Congreso de la Sociedad Espafiola de Cirugia Plastica
Ocular y Orbitaria, le fue concedido el PREMIO AL MEJOR
ARTICULO CIENTIFICO ORIGINAL al trabajo titulado:

“PCR Quantification of D. folliculorum in Periocular Basal Cell
Carcinoma”

del Dr.:
Juan C. Sanchez Espaia

Y para que conste donde proceda firmo el presente certificado en

Dr. Ferran Mascaré Zamora
Secretario General

Madrid a dos de junio de dos mil diecisiete.

PREMIO: una inscripcién gratuita para el XXVIII Congreso SECPOO, que se
celebrara en Zaragoza en junio de 2018 y placa Dr. Gonzalo Blanco Mateos

Socrelaria General: C/. Arcipreste de Hita, 14, 1.° Dcha. - 28015 Madrid. Telf.: 91 544 58 79 - 91 544 80 35. Fax: 91 544 18 47
E-mail: yolanda@oftalmo.com = web: www.secpoo.com
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