A\

Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA
UNIDAD XOCHIMILCO

CARACTERIZACION DE LA INMUNOEXPRESION E HIBRIDACION IN SITU
PARA VIRUS DE EPSTEIN BARR EN PROCESOS REACTIVOS CRONICOS CON
ESTROMA EOSINOFILO

IDONEA COMUNICACION DE RESULTADOS

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRA EN PATOLOGIA Y MEDICINA BUCAL

PRESENTA

YAMELY BONIFACIA RUIZ VAZQUEZ

COMITE TUTORIAL:

Co-Directora: Dra. Irma Gabriela Anaya Saavedra
Co-Directora: Dra. Velia Aydeé Ramirez Amador

Asesora: Dra. Ana Maria Cano Valdez

Ciudad de México, Junio de 2017



La Maestria en Patologia y Medicina Bucal de la Universidad Auténoma Metropolitana
pertenece al Padron Nacional de Posgrados de Calidad de CONACYT y cuenta con el
apoyo del mismo Consejo, con el registro 5020



El jurado designado por la Divisién de Ciencias Bioldgicas y de la Salud
De la Unidad Xochimilco aprobé la ICR que present6:

YAMELY BONIFACIA RUIZ VAZQUEZ

COMITE TUTORIAL:

Co-Directora: Dra. Irma Gabriela Anaya Saavedra

Co-Directora: Dra. Velia Aydeé Ramirez Amador

Asesora: Dra. Ana Maria Cano Valdez

JURADO:

Dra. Estela de la Rosa Garcia (Presidenta)

Dra. Imelda del C. Gonzalez Ramirez (Secretaria)

Dra. Monica Lizzette Serrano Arévalo (Vocal)

Dra. Martha Estela Garcia Sdnchez (Vocal)



INDICE

Abreviaturas

Indice de Cuadros

Indice de Figuras  .....

Resumen

1.

2.
3.
4.

Marco teodrico

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

Ulcera eosinodfila

1.1.1. Epidemiologia .......c.ooiiiiiiiiiiiiii e yeee

1.1.2. Etiopatogenia de la ulcera eosindfila ...............cooiiiiiiiiiiii.

1.1.3. Presentacion ClINICA  ..oovirinnieee et e,

1.1.4. Caracteristicas histopatolOgiCas .............cceieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiannnnn.

115, TrataQmiCnto ...ttt

Inmunoexpresion en los procesos reactivos con eosinofilia estromal ............

Trastornos linfoproliferativos cutdneos primarios CD30 positivos en cavidad

bucal ...........

Descripcion de 1os inmunomarcadores  .........oo.veveieiiieiiieeiiiiineaiieaennns

14.1. CD3 ...

L4 2. CD20 i e

143. CD23 ..
1.4.4. CD30 ..
1.45. CDI123 .
1.4.6. CD138 .
1.4.7. S-100 ..

1.4.8. KappayLambda ...

1.4.9. Hibridacién in situ para virus de Epstein Barr (EBER) ..................

Planteamiento del problema.............coooiiiiiiii e

Justificacion
Objetivos
4.1.

Objetivo general

O 0 O NN ==



Y x® =2 s

4.2, ODbJetivos ESPECTIICOS. ... uutttt ettt ettt e 21

Materiales Y MELO0. .. .ottt e 22
5.1. Disefio del estudio. ... ..ooueiniieii i 22
5.2, EvaluaciOn de CASOS .....iuuiiniintett it 23
5.3. Procedimientos de 1aboratorio. .. .........o.eeiuiiiiiiiiii i 23
S4. Variables ..o 27
5.5. Andlisis estadiStiCo .....o.eineiitii i 28
5.6.  Consideraciones DIOGTICAS .........evuiiuiintiitiieit i, 28

ReSUItados ... 30

DISCUSION ettt e e 44

L70) 1 Ted 18] 103 T 50

PerSPeCtiVAS  .oeeeii 50

Referencias ..o 51

J AN 115, (o L 59



ABREVIATURAS

ALK
CGMA
EBER
Fc
FE-CGM
H&E
IgE
IL-1
IL-5
InCan
kD
MPO
NK

pH
PMU
R-FECGM
TCR
TcRce
TGF
TNF-
TIA-1

TLPCPCD30+

TUGSE
VEB
UAM-X

Cinasa del linfoma anaplasico

Células grandes mononucleares atipicas
Hibridacién in situ para virus de Epstein barr
Fragmento cristalizable

Factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos
Hematoxilina y eosina

Inmunoglobulina E

Interleucina 1

Interleucina 5

Instituto Nacional de Cancerologia

Kilo Daltons

Mieloperoxidasa

Natural killer

Potencial hidrégeno

Proteina mayor de unién

Receptor del factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos

Receptor de antigeno de células T
Gen receptor de antigeno de células T
Factor de crecimiento transformante
Factor de necrosis tumoral beta

Proteina de union al ARN asociada a granulos citotoxicos

Trastornos linfoproliferativos cutdneos primarios CD30 positivos

Granuloma traumatico ulcerativo con eosinofilia estromal
Virus de Epstein Barr

Universidad Auténoma Metropolitana unidad Xochimilco



INDICE DE CUADROS

1. Cuadro 1.
2. Cuadro 2.
3. Cuadro 3.
4. Cuadro 3b.
5. Cuadro 4.
6. Cuadro 5.
7. Cuadro 6.

Caracteristicas de los anticuerpos utilizados

Caracteristicas clinicas y demograficas — ............c.covviiiiiiiiininnnn

Caracteristicas histopatoldgicas del epitelio, membrana fibrinoide,
vasos e infiltrado inflamatorio

Caracteristicas histopatoldgicas de los eosinéfilo, mitosis y células
mononucleares atipicas — .....iiiiiiiii e

Inmunofenotipo para CD3, CD20 y CD30
Inmunofenotipo para CD23, Kappa, Lambda y expresion EBER ......

Inmunoexpresion para CD123, CD138 y S-100 ...

25
38

39

40

41



INDICE DE FIGURAS

1. Figural. Esquema descripcion de la probable patogénesis de la dlcera

eosINOfila ... .o 5
2. Figura2. Ulcera eosinéfila fotografias clinicas  ......................oooevvvrves 32
3. Figura 3. Ulcera eosindfila histopatologia  ............ceceeeeeieueeiiieeeieeeennn, 32
4. Figura4. Caracteristicas histopatolOgicas  ............cooviiiiiiiiiiiiiiiiieiannnn. 33
5. Figuras. Porcentaje de inmunoexpresion para CD3, CD20y CD30 ............ 35
6. Figura6. Caracteristicas de inmunoexpresion para CD23, CD123, S-100 e

hibridacién in situ para virus de Epstein Barr  ........................... 36

7. Figura7. Intensidad de inmunoexpresion para CD138, Kappa y Lambda ...... 37



RESUMEN

Introduccién: La dlcera eosinéfila representa la principal manifestacion de los procesos reactivos
crénicos con eosinofilia estromal de la mucosa bucal, la cual presenta un tipo histopatoldgico inico
que exhibe una reaccién inflamatoria pseudoinvasiva profunda, con presencia de abundantes
eosindfilos que generalmente tienen una lenta resolucion y regresion espontdnea sin necesidad de
tratamiento que parece no estar asociada especificamente a traumatismos, y se ha postulado que
representan la contraparte de trastornos linfoproliferativos CD30+ en mucosa bucal.

Objetivo: Describir las caracteristicas clinicas, histopatoldgicas, inmunofenotipo para CD3,
CD20, CD23, CD30,CD123, CD138, Kappa, Lambda y S-100; asi como la identificacion del virus
de Epstein Barr por medio de hibridacién in situ, de un grupo de procesos reactivos con estroma
eosindfilo de la mucosa bucal.

Material y método: Estudio transversal retrolectivo, observacional y descriptivo. De cada muestra
se obtuvieron datos demogréficos, datos clinicos, caracteristicas histopatologicas e
inmunohistoquimicas. El inmunomarcaje e hibridacién in situ para Epstein Barr se llevé a cabo
sobre cortes de las partes méas representativas de la lesion en cada caso, usando microarreglos
tisulares, registrando proporciones, porcentajes e intensidad de inmunoexpresion de los
marcadores. Se obtuvieron proporciones de las variables nominales y categdricas, ademds de
medidas de tendencia central y de dispersion para las variables ordinales.

Resultados: Se incluyeron 66 muestras de procesos reactivos cronicos con eosinofilia estromal
(ulcera eosinofila y granuloma traumadtico eosinoéfilo), 7 de los cuales fueron eliminados por no
corresponder al diagndstico histopatolégico, quedando un total de 59 muestras, 37 (62.7%)
correspondientes al sexo femenino. El 76.3% fueron reportadas como ulceras, siendo el borde
lateral de la lengua el sitio mas afectado, un tercio de los casos (18/30.5%) reporté dolor asociado.
En el 96.6% de las muestras, el epitelio fue escamoso estratificado paraqueratinizado parcial o
totalmente ulcerado; con infiltrado inflamatorio mixto conformado por linfocitos, neutréfilos,
histiocitos, células plasmaéticas y algunas células grandes mononucleares atipicas. La mediana de
eosindfilos (40x) fue de 38 (Qi1-Q3:16-106) y la presencia de células grandes mononucleares
atipicas se identifico en el 18.6% de las muestras, tres de ellas acompafiadas de la presencia de 1-
5 mitosis por campo de 40x. Se encontrd una alta positividad a los marcadores CD3, CD20, CD30,
CD23, Kappa y Lambda, sin embargo los porcentajes de inmunoexpresion para CD3, CD20 y
CD30 fueron menores al 10%. CD123, CD138 y S-100 fueron en su mayoria débilmente positivos
y Unicamente 2 casos fueron positivos a EBER.

Conclusiones: La baja expresion encontrada para el marcador CD30 en estas lesiones, sugiere
que la mayoria esta relacionada con un proceso reactivo originado propiamente por la lesion. La
presencia de células dendriticas concomitante a la presencia de eosindfilos y linfocitos T
demostrada en este estudio, apoyan la teoria de caricter reactivo como un proceso inmunol6gico
local mas que neoplésico en la tlcera eosindfila.



1. Marco teérico

1.1.  Ulcera eosinéfila

Representa la principal manifestacion de los procesos reactivos crénicos con eosinofilia estromal
de la mucosa bucal, pudiendo ser una entidad puramente ulcerativa (dlcera eosinéfila), o iniciar
como un aumento de volumen (granuloma traumdtico eosinéfilo) que posteriormente puede
ulcerarse (granuloma traumaético ulcerativo con eosinofilia estromal o TUGSE, por sus siglas en

inglés) (Shen y cols., 2015; Fonseca y cols., 2013; Segura y Pujol, 2008).

La ulcera eosinéfila se define como una tdlcera traumadtica cronica autolimitada de la mucosa bucal,
la cual presenta un tipo histopatolégico tinico que exhibe una reaccion inflamatoria pseudoinvasiva
profunda, con presencia de abundantes eosinéfilos que generalmente tienen una lenta resolucion y
regresion espontdnea sin necesidad de tratamiento (Sharma y cols., 2016; Shen y cols., 2015;

Fonseca y cols., 2013; Segura y Pujol, 2008; Hirshberg y cols., 2006).

A pesar de lo tradicionalmente descrito en la literatura (Segura y Pujol, 2008; Hirshberg y cols.,
2006; Garcia y cols., 2002; el-Mofty y cols., 1993; Doyle y cols., 1989), se ha sugerido que la
ulcera eosinofila pudiera no estar asociada especificamente a traumatismos, debido principalmente
a la identificacion histoldgica en algunas de estas lesiones de células grandes mononucleares
atipicas, cuya naturaleza atn es controversial, ya que no existe consenso en cuanto a su naturaleza
histiocitica, miofibrobléstica o linfoide (linfocitos T activados) (Chatzistamou y cols., 2012;
Ribeiro y cols., 2011; Segura y Pujol, 2008; Segura y cols,. 2006; Alobeid y cols., 2004; Ficarra y
cols., 1997; el-Mofty y cols., 1993; Regezi y cols., 1993). Hasta el momento no esta aclarado si
este grupo de udlceras eosindfilas representan una entidad separada del grupo de trastornos reactivos
con presencia de eosinofilia estromal. (Neville y cols., 2016; Shen y cols., 2015; Fonseca y cols.,

2013; Segura y Pujol, 2008; Piloli y cols., 2007; Alobeid y cols., 2004).



1.1.1. Epidemiologia

Desafortunadamente no se cuenta con datos epidemioldgicos exactos sobre la incidencia y
prevalencia de esta entidad, como lo existe con otras lesiones de cavidad bucal, ya que se describe
como una lesién poco comun (Fonseca y cols., 2013; Segura y Pujol, 2008; Segura y cols., 2006.),
aunque para otros autores es una lesion relativamente comun pero poco reportada (el-Mofty y cols.,

1993).

Los procesos reactivos cronicos con eosinofilia estromal se presentan en dos picos de edad, el
primero es en infantes de 0 a 2 afios, y el segundo en adultos entre la sexta y séptima décadas de
vida, sin predileccion por algun sexo en particular (Bortoluzzi y cols., 2012; Eleni y cols., 2011;
Segura y Pujol, 2008). Aunque puede aparecer en cualquier sitio de la mucosa bucal, su principal
localizacion (hasta un 50%) es el dorso, bordes laterales y vientre de lengua, seguido por la mucosa
yugal, fondo de saco, labios y mucosa labial, encia, paladar, piso de boca y area retromolar

(Chatzistamou y cols., 2012; Hirshberg y cols., 2006; Segura y cols., 2006).

1.1.2. Etiopatogenia de la iilcera eosinéfila

El mecanismo implicado en la etiopatogenia de la ulcera eosinéfila es poco entendido, ya que se
dispone de un nimero limitado de estudios que traten de explicar el origen de esta condicion
(Segura y Pujol, 2008; Hirshberg y cols., 2006; Garcia y cols., 2002; el-Mofty y cols., 1993; Doyle
y cols., 1989; Bhaskar y Lilly, 1964). La asociacién con antecedentes traumaticos se registra en
una proporcion variable de casos, nula para algunos autores (Hirshberg y cols., 2006; Doyle y
cols., 1989) y se ha reportado hasta en el 100% de los casos (Bhaskar y Lilly, 1964), con un

promedio del 39% (el-Mofty y cols., 1993; Elzay, 1983).



El hecho de que una alta proporcién de los procesos reactivos cronicos con eosinofilia estromal se
desarrollen en zonas de traumatismo frecuente, como los bordes laterales de la lengua; coincide
con condiciones bucales frecuentes en los dos picos de incidencia reportados, el primero de 0 a 2
afios, cuando inicia la erupcién de la denticién primaria, con bordes incisales y/o cuspides
cortantes, y el segundo entre la sexta y séptima décadas de vida, cuando hay ausencia dental,
dientes desgastados y con bordes cortantes, y uso de prétesis dental (Vera-Sierra, 2013;

Chatzistamou y cols., 2012; Segura y Pujol, 2008).

A este respecto, a través de estudios experimentales en murinos se han desarrollado lesiones
similares clinicamente a la tlcera eosinéfila, después de producir un traumatismo constante en la
lengua (Bhaskar y Lilly, 1964); sin embargo, estos resultados no se han logrado reproducir al
realizar estudios similares, en donde no en todos los casos existi6 desarrollo de tlcera, y cuando
ésta desarrollaba eran pequeiias, de corta duracién y con borde eritematoso (von Domarus y cols.,

1980).

Algunos autores han sugerido que el traumatismo es sélo un factor que contribuye en el desarrollo
de la tlcera eosindfila, proponiendo que podria estar implicada la presencia de ciertos agentes
virales, agentes toxicos y microorganismos, incitando la respuesta inmune local desencadenante
de la lesién (Sharma y cols., 2016; Hirshberg y cols., 2006; Tang y cols., 1981). Sin embargo,
hasta nuestros dias, no se han podido identificar microrganismos, microparticulas, productos de
degradacion enddgena y/o depdsitos inmunes densos ultraestructurales (Sharma y cols., 2016;

Segura y Pujol, 2008; Segura y cols., 2006).

Por otro lado, como la mayoria de las tlceras traumaticas de cavidad bucal estan desprovistas de

eosinofilos, se han propuesto varias hip6tesis para explicar la presencia de este estroma eosindéfilo



caracteristico en esta lesion. Por ejemplo, se ha planteado la hipdtesis de un posible papel
patogénico directo de citocinas y factores quimiotacticos como IL-1, IL-5 y TNG, liberados por
los eosindfilos en el desarrollo de esta entidad (Segura y Pujol, 2008; Hirshberg y cols., 2006)

(Figura 1).

El papel que juegan las células cebadas en esta lesion también ha sido un tema explorado, se ha
descrito una posible interaccién entre estas y la liberaciéon de factores quimioticticos de
eosindfilos, lo que podria causar la eosinofilia estromal. Esto se basa en un estudio en el que se
hizo una comparacion histoldgica en 41 casos de tlcera eosindfila con un grupo control de 30
pacientes con una variedad de condiciones inflamatorias que afectaran la mucosa bucal y biopsias
de mucosa bucal normal. En los casos de ulcera eosinéfila, ademas del estroma eosinoéfilo, se
observé un aumento del ndmero de células cebadas. En todos los tejidos de control, los eosinéfilos
estaban ausentes mientras que se observd la presencia de una poblaciéon moderada de células
cebadas en el tejido normal y en el tejido con inflamacién (Elzay, 1983). Este aumento en el
nimero de células cebadas en el tejido conectivo también fue detectado en otro estudio posterior
de una serie de casos (el-Mofty y cols., 1993). Por el contrario, existen estudios en los que se
encontrd un escaso nimero de cebadas en tlceras eosinéfilas, por lo que la funcién exacta de las
células cebadas en la patogénesis de la udlcera eosindfila sigue siendo polémico (Regezi y cols.,

1993; Segura y Pujol, 2008) (Figura 1).

Otros autores (Ribeiro y cols., 2011; Segura y Pujol, 2008) sugieren que la pérdida de continuidad
del epitelio bucal facilita la accién de diversos factores etioldgicos en el tejido conectivo, como
microorganismos, toxinas o proteinas extrafas. Este factor etiolgico, en un sujeto predispuesto,
podria inducir una intensa reaccion inflamatoria similar a la observada en los estudios sobre el
asma bronquial, dada por la interaccidn de los eosinéfilos con las células dendriticas y los linfocitos
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T activados (Ribeiro y cols., 2011, Segura y Pujol, 2008).

Por otro lado, se ha propuesto a las células T citotéxicas como potenciales causantes de daio a la
mucosa bucal en estas entidades, ya que se ha demostrado la presencia de agregados de células
positivas para un marcador de células T, TIA-1 (proteina de unién ARN de asociados a granulos
citotéxicos) en 12 casos de tulcera eosindfila (Hirshberg y cols., 2006). Estudios recientes han
también demostrado que los eosinéfilos pueden interactuar con fibroblastos y células endoteliales
(Munitz y Levi-Schaffer, 2004). Su interaccion con los fibroblastos puede resultar en una
contribucién a la cicatrizacion de la herida a través de la sintesis de factor de crecimiento
transformante o y B (TGF) (Wong y cols., 1993). Explicandose asi que debido a la falta de sintesis
significativa de TGF por los eosindfilos, ocurre el retraso en la cicatrizacion, el cual es

frecuentemente observado en la dlcera eosindfila (Elovic y cols., 1996; Segura y cols., 2006).

Traumatismo J
AV
I Ingreso de microorganismos, toxinas y proteinas extranas ’

RV

[ Respuesta inmune mediada por linfocitos T ]

oy 1
\/
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Produccién de citocinas (IL-1, ILS y TNF
1L-1 IL-5
¥ 15 ¥
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A= == =3 =
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Figura 1. Esquema descripcion de la probable patogénesis de la
ulcera eosindfila. A través del traumatismo ingresan agentes
extraios que inducen la respuesta inmune local, y promueven la
produccion de IL y TNF, los cuales inducen a los eosinéfilos, que
interactGan con las células cebadas y producen enzimas
degenerativas. (Modificado de Sharma y cols. JCDR. 2016; 10:7-9).




Otras investigaciones sugieren que esta lesion pudiera representar una variedad del grupo de
trastornos linfoproliferativos cutdneos primarios, positivos al marcador CD30, ya que ambas
entidades comparten caracteristicas similares de presentacion clinica e histopatoldgica, asi como
de curso y resolucién. Por otro lado, la presencia de reportes de casos diagnosticados como
trastornos linfoproliferativos cutdneos primarios CD30+ que afectan cabeza y cuello, y
principalmente mucosa bucal también ha sido descrita (Sciallis y cols., 2012; Bortoluzzi y cols.,

2012).

1.1.3. Presentacion clinica

La presentaciéon mds comiun es la tlcera solitaria con bordes elevados e indurados con un fondo
blanco-amarillento correspondiente a fibrina, que en muchas ocasiones puede semejar
clinicamente a un carcinoma de células escamosas, micosis profundas, enfermedades autoinmunes
como lupus eritematoso e infecciones bacterianas como tuberculosis vy sifilis (Shen y cols., 2013;
Eleni y cols., 2011; Salisbury y cols., 2009; Segura y Pujol, 2008). También se puede presentar de
forma nodular o nodular ulcerada, siendo estas dos ultimas presentaciones menos del 10%
(Burloluzzi y cols., 2012); y ain mds raro pueden presentarse como mdculas eritematosas o
semejando leucoplasias (Mezei y cols., 1995). Tiene una aparicion rdpida y su tamaio varia desde
milimetros hasta varios centimetros y puede aparecer en cualquier parte de la mucosa bucal, desde
borde lateral de lengua, dorso lingual, vientre de lengua, piso de boca, fondo de saco, paladar,
mucosa yugal, encia, mucosa labial y drea retromolar; sin embargo, la lengua es el sitio de
aparicién més frecuente, representado mas del 50% de los casos reportados (Segura y Pujol, 2008;

Hirshberg y cols., 2006).

En cuanto a la presencia de dolor, algunos autores indican que la mayoria son lesiones
asintomaticas (Fonseca y cols., 2013; Alobeid y cols., 2004; Ficarra y cols., 1997; Vélez y cols.,
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1997; Doyle y cols., 1989), mientras que otros han reportado dolor en el 17 al 50% de los casos
(Segura y Pujol, 2008; Hirshberg y cols., 2006; Garcia y cols., 2002; Regezzi y cols., 1993; Elzay,

1983).

Si bien las dlceras eosindfilas generalmente remiten de manera espontdnea en uno o dos meses,
existen estudios que reportan persistencia por varios meses o incluso més de un afio (Garcia y
cols., 2002; Doyle y cols., 1989). De manera interesante, Elovic y cols. (1996), mostraron la falta
de sintesis del factor de crecimiento transformante por los eosindfilos en un grupo de tlceras
cronicas de la mucosa bucal, lo que puede explicar la persistencia y el retraso en la cicatrizacion

de estas lesiones.

En unarevision de 15 casos, se reporté recurrencia de dos lesiones ulcerativas y 4 casos con ulceras
multiples (Doyle y cols., 1989); actualmente también esta descrita la recurrencia en el mismo sitio
de la mucosa bucal en una mujer de 54 afios con antecedentes de asma, problemas
gastrointestinales y trastorno de ansiedad (Willberg y cols., 2015). Al respecto, existen reportes de
aparicion de dlcera eosindfila en boca en pacientes con enfermedades sistémicas como la leucemia
de células T y asociacion a ganglios linfaticos aumentados de tamaiio, en donde ademas se reporta
eosinofilia periférica en uno de estos pacientes, quien presenté mejoria de la dlcera eosindfila y la
eosinofilia periférica después de la administracién de terapia con corticosteroides via oral

(Yamazaki y cols., 2012; Segura y Pujol, 2008; el-Mofty y cols., 1993).

Por otro lado, la variante que aparece en el primer pico de edad es conocida como enfermedad de
Riga-Fede, y ésta puede ser el signo de presentacion de un trastorno neurolégico subyacente, como
la disfuncién autonémica congénita con pérdida de dolor universal y la disautonomia familiar

(sindrome de Riley-Day) (Zaenglein y cols., 2002; Eichenfield y cols., 1990; Rakocz y cols.,



1987; Axelrod y cols., 1984). Estas lesiones en nifios se presentan a menudo en la superficie ventral
de la lengua o el frenillo lingual lo largo de la linea media a causa del contacto con los incisivos
inferiores adyacentes durante la lactancia. El inicio de las lesiones suele ser concomitante con la
erupcion de los dientes primarios, principalmente los incisivos inferiores, a partir de los 6-8 meses
de edad. La designacion enfermedad de Riga-Fede es exclusiva de infantes menores de 2 afios con

este trastorno (Segura y Pujol, 2008; Eichenfield y cols., 1990).

1.1.4. Caracteristicas histopatologicas

La tulcera eosinofila se caracteriza por presentar pérdida de la continuidad epitelial de la mucosa,
con presencia de fibrina y tejido de granulacidon; existe presencia de un denso infiltrado
inflamatorio mixto en el cual los eosindfilos son evidentes, y que suele extenderse a tejido
profundo submucoso, infiltrando a los haces de musculo estriado y acinos de glandulas salivales
(Eleni y cols., 2011; Segura y Pujol, 2008; Pilolli y cols., 2007; Regrezi y cols., 1993). En una
serie de 38 casos, uno de los hallazgos histopatoldgicos constantes fue la infiltracién hacia las
fibras musculares con o sin degeneracion de estas mismas (el-Mofty y cols., 1993), sin embargo
otros autores reportan que dicha predileccion por los fasciculos musculares es inexistente (Fonseca
y cols., 2013). Este infiltrado inflamatorio estd constituido también por linfocitos pequeiios y
redondos, neutréfilos, células plasmaticas e histiocitos (Segura y Pujol, 2008; Regezi y cols.,
1993). Una segunda poblacion celular importante en estas lesiones y cuyo origen es atn discutido,
es la presencia de células grandes mononucleares con un nidcleo redondo u oval, que se
entremezclan con el infiltrado inflamatorio y que pueden presentar atipia. Algunos autores sefialan
que esta poblacidn celular se trata de una poblacion heterogénea de células que pueden ser desde
histiocitos o células dendriticas (Regezi y cols., 1993); otros reportes mencionan que se pueden

tratar de miofibroblastos, los cuales pueden encontrarse en estratos superficiales o profundos



debido al proceso de reparacion de la dlcera (el-Mofty y cols., 1993); hay quienes sostienen que
se tratan de linfocitos CD30+ apoyando la teoria de que quizd estas lesiones se traten de algin
desorden linfoproliferativo CD30+ (Neville y cols., 2016; Salisbury y cols., 2009; Alobeid y cols.,
2004; Ficarra y cols., 1997); y existen autores que sugieren que quizd estas células sean una

proliferacién celular monoclonal cuyo origen ain hay que indagar (Hirshberg y cols., 2006).

Los diagnodsticos diferenciales histopatoldgicos de estas lesiones incluyen a la hiperplasia
angiolinfoide con eosinofilia, desérdenes linfoproliferativos CD30+, al granuloma histiocitico
atipico, enfermedad de Kimura y la histiocitosis de células de Langherhans, sin embargo existen
caracteristicas histopatoldgicas propias de cada una de estas lesiones que pueden ayudar a
diferenciarlas (Didona y cols., 2015; Vera-Sirera y cols., 2013; Bortoluzzi y cols., 2012; Segura y

cols., 2006).

1.1.5. Tratamiento

En la mayoria de los casos las tlceras eosindfilas se presentan bien autodelimitadas y tienden a
resolver de manera espontdnea en aproximadamente un mes, por lo que una vez que se haya
descartado la presencia de alguna lesiéon maligna u otro diagndstico diferencial por medio de
biopsia, se recomienda el seguimiento clinico de la lesién y no es necesario realizar algin
tratamiento. Cuando se identifica a un posible agente etioldgico traumético es necesario hacer la
eliminaciéon del mismo, asi como también el uso de agentes paliativos y analgésicos orales o
tépicos cuando exista dolor asociado (Vera-Sirera y cols., 2013; Chatzistamou y cols., 2012;

Gongales y cols., 2007).

Muchas otras alternativas de tratamiento han sido descritas en la literatura, como la escision

quirdrgica cuando se trata de lesiones persistentes, o bien el uso de esteroides tpicos, enjuagues



con corticosteroides y aplicaciones intralesionales, antibidticos intralesionales, curetaje y
crioterapia; todos estos ultimos sin evidencia ni eficacia demostrada (Sharma y cols., 2016;
Bortoluzzi y cols., 2011; Boffano y cols., 2009; Gao y cols., 2000; Mezei y cols., 1995; Shapiro

and Juhlin, 1970).

1.2. Inmunoexpresion en los procesos reactivos cronicos con eosinofilia estromal

Las primeras series de casos que analizaron el perfil inmunohistoquimico de estas lesiones
sefalaron que la poblacién de células grandes mononucleares atipicas es heterogénea, con una
proporcion variable de células que expresan marcadores histiociticos (CD68), marcadores
fibrohistiociticos o de células dendriticas dérmicas como el factor XIII, de células dispersas S-100

positivas, y de proliferacion celular como Ki-67 (Regezi y cols., 1993).

En contraste, en una serie de nueve casos de ulceras eosindfilas (el-Mofty y cols., 1993), se observo
que estas células grandes mononucleares atipicas son positivas para vimentina y carecen de
expresion de marcadores linfoides o histiociticos, por lo que se sugiere que pueden corresponden

a miofibroblastos.

Pilolli y cols. (2007) informaron sobre la proliferacion de células mononucleares grandes atipicas
(CGMA) CD30+ en esta entidad. Posteriormente, diversos trabajos (Hirshberg y cols., 2006;
Segura y cols., 2006; Alobeid y cols., 2004; Ficarra y cols., 1997) confirmaron la presencia de
células grandes atipicas CD30+, sugiriendo que la udlcera eosindfila podria estar relacionada con
el espectro de trastornos linfoproliferativos CD30+, que incluyen a la papulosis linfomatoide, el

linfoma cutdneo primario anaplésico de células grandes y las lesiones CD30+.

En una serie de 12 casos de tlceras eosindfilas (Hirshberg y cols.,, 2006) analizadas

histopatoldgica, inmunohistoquimica y molecularmente, se encontrd que siete de los casos (58.3%)
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presentaban células grandes atipicas (la mayoria dispersas y en un caso formando pequefios
grupos); cinco de las 12 lesiones fueron positivas a CD30+ (41.7%). De manera interesante, en el
caso con CGMA en pequeiios grupos, se identificé un reordenamiento monoclonal de los genes

TCRc en el tejido bucal, ausente en la biopsia de médula 6sea y en sangre periférica.

En un estudio previo (Alobeid y cols., 2004) se report6 3 casos que presentaban también
reordenamiento monoclonal idéntico al del gen de la cadena TCRc; en uno de los casos se
identific6 la presencia de nédulos cutdneos que preceden a la dlcera eosinéfila bucal, los cuales al
andlisis histopatoldgico eran semejantes a la dlcera en boca y mostraron también el mismo arreglo
genético de la cadena TCRc. En tales casos, la dlcera eosindfila pudiera ser la manifestacion bucal

de papulosis linfomatoide (Segura y Pujol, 2008).

Sin embargo, dado que la presencia de CGMA CD30+ es comun en enfermedades infecciosas,
particularmente las parasitarias y algunos trastornos inflamatorios como la pitiriasis liquenoide y
varioliforme aguda; la presencia de estas células representa la poblacion linfocitica de células T
activadas en el contexto de una lesion reactiva (Leinweber y cols., 2006; Moreno-Ramirez y cols.,
2003; Cepeda y cols., 2003; Cesinaro y Maiorana, 2002; Gallardo y cols., 2002; Kim y cols., 2002;
Hwong y cols., 2001). Adicionalmente, los linfocitos T citotéxicos y linfocitos pequefios reactivos
pueden presentar caracteristicas fenotipicas e inmunohistoquimicas muy similares a las CGMA

(Fonseca y cols., 2013).

En una serie de 19 casos de ulcera eosinéfila se encontré que los marcadores CD3, CD8, Granzima
B, CD20, CD68, células plasmaticas, mastocitos y MPO son positivos de manera débil o moderada
(<30%, 30-50%) y fuerte para CD3 y MPO (>50%). El 77% de los casos son débil o

moderadamente positivos a CD30 (Fonseca y cols., 2013).
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Independiente a lo anterior, se ha identificado la presencia del virus de Epstein Barr por medio de
hibridacién in situ, en la enfermedad de Riga-Fede y en pacientes con algin tipo de
inmunodeficiencia como pacientes VIH/SIDA; en ellos, las lesiones son CD30+ y CD56 positivas;
a esta presentacion se le ha designado tlcera mucocutdnea. (Hong y cols., 2015; Abdel-Naser y
cols., 2011; Dojcinov y cols., 2010). Unicamente existe un reporte de tlcera mucocutanea en una

persona inmunocompetente (Terada, 2012).

Respecto a los marcadores ALK, CD5, CD56 y Beta-F1, han sido estudiados pero descritos

negativos en esta entidad (Bortoluzzi y cols., 2011).

1.3.  Trastornos linfoproliferativos cutianeos primarios CD30 positivos en cavidad bucal

Los linfomas comprenden un grupo heterogéneo de trastornos linfoproliferativos con un amplio
rango de espectros clinicos, patolégicos y bioldgicos, su clasificacion se basa en la morfologia,
inmunofenotipo, genética y hallazgos clinicos (Wang y cols., 2014; de Leval y Gaulard, 2010;
Villa y cols., 2010; Kadin, 2009); la clasificacién de linfomas T (Wang y cols., 2014; de Leval y
Gaulard, 2010) incorpora ademds tanto la localizacién anatomica (piel y mucosas), como el

nimero de lesiones y la afectacion sistémica.

Los trastornos linfoproliferativos cutdneos primarios de cabeza y cuello CD30+ pueden aparecer
en cualquier sitio de la mucosa bucal, sin embargo, debido a los pocos casos reportados no existe
una subclasificacion para ellos (Wang y cols., 2014; Sciallis y cols., 2012; Terada, 2012; de Leval
y Gaulard, 2010; Villa y cols., 2010; Erds y cols., 2009; Chimenti y cols., 2001; Chim y cols.,

1998).

La papulosis linfomatoide y el linfoma anaplasico de células grandes son dos entidades dentro de

los trastornos linfoproliferativos cutdneos primarios CD30 +, que cuentan con reportes de caso en
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mucosa bucal, y que se caracterizan por la presencia de linfocitos T CD30+; teniendo una
expresion positiva uniforme ademds de la negatividad para el marcador ALK en el linfoma
anaplésico de células grandes, mientras que la papulosis linfomatoide cuenta con una expresion
variable de éste marcador (Yoon y cols., 2015; Wang y cols., 2014; Sciallis y cols., 2012; Terada,
2012; Agarwal y cols., 2008; Matsumoto y cols., 2008; Kato y cols., 1998; del Rio y cols., 1997;

Rosenberg y cols.,1996).

Tradicionalmente en la papulosis linfomatoide se describen tres tipos histopatoldgicos, el tipo A o
histiocitoide, caracterizado por la presencia de células grandes atipicas de abundante citoplasma
con un nucléolo eosinéfilo que puede o no ser evidente, acompaifiadas de eosindfilos, histiocitos,
neutréfilos y linfocitos pequefios; el tipo B, similar a la micosis fungoide, formado por un infiltrado
monomorfo de linfocitos de tamafio pequefio-mediano con nicleo cerebriforme y el tipo C, con un
infiltrado de linfocitos grandes similar a la tipo A, pero representan mds del 50% del infiltrado
simulando un linfoma cutdneo anaplésico de células grandes (Sauder y cols., 2017; Xiong y cols.,
2015; Fernandez-Guarino y cols., 2012; Pujol y cols., 2005; Sciubba y ciols., 2000; Kato y cols.,
1998). En contraste, el linfoma anapldsico de células grandes se caracteriza por un niimero variable
de células linfoides grandes anapldsicas con patrén de crecimiento cohesivo o dispuestas de
manera difusa, y que tienden a invadir vasos sanguineos (Ma y cols., 2017; Milenovic y cols.,

2014; May vy cols., 2007; Stein y cols., 2000; Savarrio y cols., 1993).

Algunas caracteristicas que comparten las tlceras eosinéfilas con los trastornos linfoproliferativos
cutdneos primarios CD30+ son la presencia de células grandes mononucleares atipicas positivas a
CD30, la presencia de infiltrado inflamatorio compuesto principalmente por eosindfilos y/o
neutréfilos, asi como la presentacion clinica a manera de tlcera o nédulo ulcerado de curso crénico
indolente y la regresion espontdnea (Wang y cols., 2014; Sciallis y cols., 2012; Kong y cols., 2009;
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Agarwal y cols., 2008; Pujol y cols., 2005; Sciubba y cols., 2000; Savarrio, 1999; Kato y cols.,

1998).

En resumen, aunque varios autores han propuesto que las dlceras eosinéfilas bucales pueden ser
parte del espectro de trastornos linfoproliferativos cutdneos primarios CD30 + de cabeza y cuello
(Wang y cols., 2014; Sciallis y cols., 2012; Abdel-Naser y cols., 2011; Gagari y cols., 2011; Itoh
y cols., 2010; Segura y Pujol, 2008; Hirshberg y cols., 2006; Segura y cols., 2006; Ficarra y cols.,
1997, el-Mofty y cols., 1993), otros sugieren que se trata de procesos reactivos simuladores de los
trastornos linfoproliferativos cutdneos primarios (Shen y cols., 2015; Fonseca y cols., 2013; Segura

y Pujol, 2008).

Adicionalmente, algunas caracteristicas como la presencia de abundantes células grandes
mononucleares atipicas, abundantes mitdsis, infiltracion intraepitelial o perivascular, y la
expresion uniforme del marcador CD30, obligan a considerar en el diagnéstico diferencial de la
dlcera eosindfila a los trastornos linfoproliferstivos CD30+. (Wang y cols., 2014; Fonseca y cols.,

2013; Abdel-Naser y cols., 2011).

1.4 Descripcion de los inmunomarcadores

1.4.1. CD3

Se trata de un miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas en el cromosoma 11q23,
también llamado OKT3; incluye al complejo de delta (OMIM # 186790), épsilon (OMIM #
186830), gamma (OMIM # 186740), zeta (OMIM # 186780), la mayoria de los anticuerpos se
dirigen contra la cadena épsilon, y cadenas eta de glicoproteinas integrales de membrana que se
requiere asociar con un receptor de antigeno de células T (TCR), y para la expresion de la

superficie celular y transduccion de sefiales TCR. Se define como un anticuerpo especifico de
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células T, y se utiliza para la identificacion de estas mismas en trastornos benignos y malignos; y
se ha utilizado para el marcaje de las células grandes mononucleares en las tlceras eosinofila, las
cuales se han reportado positivas en un porcentaje variable (Pérez-Flores y cols., 2006; Alobeid y

cols., 2004).

1.4.2. CD20

Marcador de células B, también llamado L26. Se trata de una fosfoproteina de 33 kD con 3
regiones hidr6fobas que atraviesan la membrana celular, lo cual crea una estructura similar a un
canal i6nico que permite la entrada de calcio requerido para la activacion de las células.
Inicialmente se expresa en las células B después de la expresion de CD19, CD10 y la expresion de
inmunoglobulinas de superficie; retenida en las células B maduras hasta que existe una
transformacion a células plasmaticas (Baiyee y cols., 2009). El uso de este marcador en las dlceras
eosindfilas se ha hecho dnicamente en una serie de 19 casos, en la cual su expresion fue débilmente
positiva (Fonseca y cols., 2013), sin embargo no se hace referencia en cuanto a la cantidad de

células positivas o al patrén de distribucion de estas mismas.

1.4.3. CD23

También conocido como receptor de baja afinidad de IgE, o fragmento (Fc) del receptor de IgE.
Se trata de una lectina de tipo C que puede ser secretada después del desarrollo de células
germinales fisiologica, la malla de células dendriticas foliculares se expande y las células
dendriticas foliculares en la zona de luz del centro germinal se convierten en CD23 positivas. El
CD23 actia como un factor de crecimiento y activacion de células B, ya que también promueve
su diferenciacion en células plasmaticas. En general, se trata de un marcador para células
dendriticas. Se ha reconocido su interaccion con la IgE; en su forma membranosa regula la sintesis

de IgE a través de CD21 y la unién de la IgE, en su forma soluble también controla la sintesis de
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IgE y la homeostasis de las células B. También se ha reconocido en respuestas inmunes forma
mediadas por IgE (Dhaliwal y cols., 2013; Rosenwasser y Meng, 2005). Hasta ahora no se han
reportado datos de su inmunoexpresion en las ulceras eosinéfilas, sin embargo su uso podria
proporcionar datos sobre la poblacion celular que conforma a estas lesiones, o bien, aportar datos
sobre el porqué de la presencia de eosinoéfilos, ya que existe una interaccion de éstos con la IgE

(Kita y cols., 1997).

1.4.4. CD30

También conocido como Ki-1 o Ber-H2, es miembro de la familia del factor de necrosis tumoral
de los receptores de la superficie celular y también un antigeno de activacion de linfocitos. Positivo
normalmente en granulocitos, células plasmaticas, células T y NK (Vera-Alvarez y cols., 2004).
CD30 es una glicoproteina transmembranal con un dominio extracelular homdlogo a la
superfamilia del factor de necrosis tumoral/factor de crecimiento nervioso, descrito originalmente
como una molécula superficial reconocida por el Ki-1 monoclonal en células Reed-Sternberg
(Schwarting y cols., 1989). El CD30 se expresa comunmente en células B y T activadas,
adicionalmente, algunos trastornos linfoproliferativos expresan el antigeno CD30. Es un
inmunomarcador generalmente usado de rutina para confirmar el diagnéstico de un linfoma de
células T, por lo cual, se observa su inmunoexpresion en los trastornos linfoproliferativos cutdneos
primarios CD30+. Este inmunomarcador también ha sido estudiado en las tlceras eosinofilas,
principalmente para la tipificaciéon del componente de células grandes mononucleares atipicas,
arrojando resultados de inmunoexpresion medianamente positiva, en un promedio del 70 al 80%
de los casos reportados, pero a pesar de ello, en patréon de expresion en estas lesiones no se
considera especifico (Pilolli y cols., 2007; Hirshberg y cols., 2006; Segura y cols., 2006; Alobeid

y cols., 2004; Ficarra y cols., 1997).
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1.4.5. CD123

Es un receptor de la subunidad alfa de la interleucina 3, se ha asociado con el receptor de FE-CGM
(R-FECGM beta), su inmunoexpresion normal es en monocitos (plasmocitoides). Marcador
especifico para células dendriticas plasmocitoides; su expresion también se ha reportado en células
cebadas neopldsicas. No ha sido estudiado en los casos de tlceras eosindfilas, sin embargo podria
ayudar a la detecciéon de células dendriticas, si es que se encuentran implicadas en las lesiones

(Wilhelm y cols., 2016; Pardanani y cols., 2015).

1.4.6. CD138

También conocido como proteoglicano hepardn sulfato, Syndecan-1, se encarga de mediar la
adhesion celular y los factores de crecimiento relacionados con la diferenciacion de células B. Su
expresion normal es en precursores de células B, células plasmaéticas y epitelio escamoso
estratificado, es un marcador util en el diagnostico de mieloma multiple o plasmocitoma, y en
linfoma plasmablastico. La pérdida de expresion de CD138 se asocia con la agresividad del tumor
en el carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, ya que disminuye la adhesion celular a
la matriz de coldgena, aumentando asi la motilidad e invasion celular. (Ishikawa, 2010; Chen y
cols., 2016). Se ha descrito a las células plasmaticas como parte del infiltrado que acompaiia a los
eosindfilos en las ulceras eosinofilas, su estudio en estas lesiones podria mostrar en que cantidad

estan presentes las células plasmaticas y si son 0 no importantes en estas lesiones.

1.4.7. S-100

Proteina 4cida 100% Soluble en sulfato de amonio a un pH neutro, perteneciente a la familia de
proteinas S-100 que consta de 24 miembros. Esta proteina ayuda a regular la contraccién celular,
la motilidad, el crecimiento, la diferenciacion, la progresion del ciclo celular, la transcripcion y

secrecion. Su inmunoexpresion normal es en células de la cresta neural, las células de Schwann,
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los melanocitos, las células gliales, células apocrinas de la piel y las gldndulas ecrinas, los
adipocitos, condrocitos, células dendriticas, células de Langerhans, macréfagos y células
mioepiteliales (Sedaghat y Notopoulos, 2008). Su inmunoexpresion en las tlceras eosindfilas se
ha reportado en pocas células como débilmente positiva en tejido submucoso, y se sugiere que
quizd sea por la presencia de células dendriticas, sin embargo no hay estudios que puedan

confirmar esto dltimo (el- Tatawy, 2007; el-Mofty y cols., 1993).

1.4.8. Kappa y Lambda

Son un tipo de inmunoglobulinas de cadena ligera. La restriccion en la expresion de cualquiera de
estas cadenas sugiere la presencia de monoclonalidad, y probablemente por la existencia de un
proceso neoplasico. El radio de Kappa y Lambda es generalmente de 2:1 (Waarnker e Isaacson,
2001). Suinmunoexpresion en las ulceras eosindfilas podrian ser indicador de monoclonalidad en

estas lesiones, o bien ayudar a identificar la presencia de trastornos monoclonales.

1.4.9. Hibridacion in sifu para virus de Epstein Barr (EBER)

La hibridacion in situ para la region de codificacion del virus de Epstein-Barr (EBER), es la
metodologia de eleccion para la deteccion del virus de Epstein-Barr (EBV) en secciones de tejido.
Debido a la gran cantidad de copias de EBERs presente en las células con infeccion latente, los
métodos no isotépicos pueden ser utilizados. Los estudios positivos muestran tinciéon en los
nucleos de las células infectadas con EBV, acentuando la cromatina y, a menudo excluyendo el
nucléolo (Weiss y cols., 2013). Su estudio en los trastornos linfoproliferativos cutdneos primarios
CD30+ ha sido mencionado, y existen series pequefias de 4 casos y reportes de casos de TLPCP
CD30+, con resultados positivos para la hibridacion in situ para virus de Epstein Barr (Hong y

Young, 2015; Terada, 2012).
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2. Planteamiento del problema

Los procesos reactivos crénicos con eosinofilia estromal se definen como lesiones cronicas, que
suelen presentarse como Uulceras de naturaleza posiblemente reactiva, cuya patogénesis es
controversial y no del todo aclarada. En algunas ocasiones, las caracteristicas histopatolégicas de
esta entidad sugieren la presencia de procesos linfoproliferativos, lo que puede llevar a errores en

el diagndstico histopatoldgico y en el tratamiento.

Si bien, la tlcera eosinéfila estd estrechamente asociada con traumatismo crénico, se ha reportado
que en algunos casos parecieran no haber antecedente de traumatismo en estas lesiones; la
presentacion clinica como lesién ulcerativa que en ocasiones es indolente con resolucién
espontanea, y la presencia de eosinéfilos y linfocitos CD30+, son caracteristicas que han sugerido
que algunas de estas lesiones pudieran representar la contraparte bucal de los trastornos

linfoproliferativos cutdneos primarios CD30+.

El presente estudio analiz6 y describi6 las caracteristicas histopatoldgicas e inmunofenotipicas de
los procesos reactivos cronicos con eosinofilia estromal, considerado la inmunoexpresion de los
marcadores CD3, CD20, CD23, CD30, CD123, CD138, S-100, Kappa, Lambda e hibridacién in

situ para virus de Epstein Barr.
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3. Justificacion

Los resultados del presente estudio aportan informacién sobre las caracteristicas histopatoldgicas
e inmunohistoquimicas de los procesos reactivos cronicos con eosinofilia estromal, enriqueciendo
la informacién sobre su comportamiento y patogénesis, lo cual representa herramientas auxiliares
para la adecuada identificacién microscépica de esta entidad y su diferenciacion con los trastornos
linfoproliferativos CD30+; asi como en la instauracién de medidas terapéuticas oportunas o poder
evitar tratamientos innecesarios. Por otro lado pudiera contribuir a identificar las caracteristicas de

deteccion temprana de los TLPCD30+ que se presentan en cavidad bucal.
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4. Objetivos
4.1. Objetivo general
Describir las caracteristicas clinicas, histopatolégicas, inmunohistoquimicas e identificacién del
virus de Epstein Barr por medio de hibridacion in sifu, de un grupo de procesos reactivos con
estroma eosinoéfilo de la mucosa bucal, recibidos en los laboratorios de Histopatologia de la UAM-
Xochimilco y de un centro de referencia privado, durante el periodo de enero de 1981 a diciembre
del 2015.
-Objetivos especificos
- Describir las caracteristicas clinicas e histopatoldgicas de los casos diagnosticados como
procesos reactivos con estroma eosin6filo.
- Identificar el inmunofenotipo de los casos diagnosticados como procesos reactivos con
estroma eosinofilo por medio de la inmunoexpresion de los marcadores CD3, CD20, CD23,
CD30, CD123, CD138, S-100, Kappa y Lambda.

- Identificar la posible presencia de virus de Epstein Barr por medio de hibridacion in sifu.
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5. Material y Método

5.1. Diseno del estudio

Estudio transversal retrolectivo, observacional y descriptivo, en el que se analizaron 66 muestras
consecutivas no probabilisticas, correspondientes a muestras tisulares de procesos reactivos
cronicos con eosinofilia estromal (dlcera eosindfila y granuloma traumético eosinéfilo) recibidas
en los laboratorios de Histopatologia de la UAM-Xochimilco y en un centro de referencia privado
durante el periodo de enero de 1981 a diciembre del 2015. El estudio fue llevado a cabo en
colaboracion con el laboratorio de Patologia molecular e Inmunopatologia del Instituto Nacional

de Cancerologia (INCan).

Criterios de inclusion:

- Casos diagnosticados como ulcera eosindfila o granuloma traumético eosindfilo de la mucosa
bucal del archivo del laboratorio de la Maestria en Patologia y Medicina bucal de la UAM-
Xochimilco, y de un laboratorio de practica privada en el periodo comprendido.

- Casos que cuenten con bloque de parafina con muestra tisular suficiente para su anélisis.

Criterios de eliminacion:

- Casos que al ser analizados histolégicamente no correspondan al diagndstico de tlcera
eosinofilica o granuloma traumatico eosindfilo.

- Muestras inadecuadas para realizar el estudio de inmunohistoquimica e hibridacién in situ.

- Casos en los que la laminilla o tejido hayan sufrido algin dafio al realizar las técnicas de

inmunohistoquimica.
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5.2. Evaluacién de casos

Se obtuvieron datos demogréficos (nombre del paciente, nimero de expediente, fecha, edad, sexo,
lugar de procedencia); y datos clinicos (aspecto de la lesion, localizacidn, sintomatologia, tiempo
de evolucién, tamaiio, tipo de biopsia y diagndstico clinico), de cada uno de los casos que se
incluyeron en el estudio, a través de una fuente secundaria (formato para solicitud de estudio
histopatolégico). Los datos fueron registrados en una ficha de recoleccién de datos (Anexo 1)y

cada caso fue identificado con un cédigo.

5.3. Procedimientos de laboratorio

Se incluyeron 66 bloques de parafina que correspondian al diagndstico de procesos reactivos con
estroma eosindfilo. Se recolectaron los cortes en laminillas correspondientes a cada bloque de
parafina, de aquellos bloques que no contaban con laminilla fue obtenido un corte para ser tefiido

con hematoxilina y eosina (H&E).

Analisis histopatologico. Cada lesion fue analizada histopatolégicamente con tincién de rutina
H&E. En la ficha de recoleccion de datos se registraron las caracteristicas histopatoldgicas (tipo
de epitelio, caracteristicas del epitelio, presencia de membrana fibrinoide, presencia de tejido de
granulacién; tipo, cantidad, ubicaciéon y patrén de distribuciéon del infiltrado inflamatorio;
presencia, ubicacidn, patrén de distribucién y nimero de eosindéfilos por campo 40x; presencia de
células grandes mononucleares atipicas, nimero de mitosis por campo de 40x) y diagndstico
histopatolégico previo.

El diagnéstico histopatolégico del archivo fue confirmado por dos examinadores (A.M.C.V. y
Y.B.R.V.), previamente estandarizados; se seleccionaron 10 laminillas al azar para realizar el test

de Kappa de concordancia interobservador (Kappa = .85).
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Microarreglos tisulares. Tomando en cuenta los criterios de inclusién y eliminacion, de cada

laminilla que fue sometida al andlisis histopatoldgico, se selecciond la parte mas representativa del

tejido en campo de 10x. Mediante superposicion de la laminilla sobre el bloque de parafina, ésta

misma parte fue seleccionada en cada bloque correspondiente. De manera consecutiva siguiendo

el cédigo de identificacion asignado para cada caso, con ayuda de un punch de 5 mm, se obtuvo

en parafina la secciéon de muestra seleccionada para la construccién de un Unico bloque. Cada

muestra fue colocada en un molde y se llevé al bafio de parafina caliente, una vez derretidos se

agregd mdas parafina, y se dejé a temperatura ambiente, para la obtencién de los bloques de

microarreglos.

Se obtuvieron en total tres bloques de parafina con todas las muestras y el mapeo qued6 de la

siguiente manera:

Bloque 1 Bloque 2 Bloque 3
1 2 3 4 24 25 | 26 27 47 48 49 50
5 6 7 8 28 29 | 30 31 51 52 53 54
9 10 11 12 32 33 | 34 35 55 56 57 58
13 14 15 16 36 37 | 38 39 59
17 18 19 20 40 41 | 42 43
21 22 23 44 45 | 46
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Técnica de inmunohistoquimica. Las pruebas de inmunohistoquimica fueron realizadas en el
laboratorio de Patologia molecular e Inmunopatologia del INCan en la Ciudad de México, por
medio del equipo automatizado VENTANA (Automated IHC/ISH slide staining System
BenchMark-ULTRA/Roche®). Como se muestra en el Cuadro 1, bajo métodos de reacciéon
inmunohistoquimica previamente estandarizados (Taylor y cols., 2013) y la adecuada dilucién de
cada anticuerpo, se llevé a cabo el inmunomarcaje sobre cortes de las partes mas representativas
de la lesion en cada caso, usando microarreglos tisulares (TMAs). Se tom6 como control negativo

la ausencia del antigeno de interés en el tejido.

Cuadro 1. Caracteristicas de los anticuerpos utilizados

Anticuerpo Clona Laboratorio Dilucion Tejido control
CD3 Policlonal Dako 1:50 Amigdala
CD20 L26 Dako 1:100 Amigdala
CD30 Ber-H2 Dako 1:25 Linfoma anaplésico
CD23 MHM-6 Dako Prediluido Amigdala
CD123 6HO6 Dako Prediluido Amigdala
CD138 Ml15 Dako Prediluido Piel
S-100 Policlonal Dako 1:300 Amigdala
Kappa Policlonal Dako 1:20000 Amigdala
Lambda Policlonal Dako 1:20000 Amigdala

Se realizaron cortes de parafina de 4um. de cada bloque de microarreglos, todas las secciones

fueron montadas en laminillas electrocargadas. Estos cortes fueron desparafinados en una estufa a
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45 °C durante 30 minutos, y posteriormente se les colocd en xileno durante 5 minutos.
Posteriormente los cortes fueron hidratados en alcoholes a concentraciones descendientes y

enjuagues con agua bidestilada.

El desenmascaramiento de epitopos se realizé con solucién de citrato de sodio para después
enjuagar con agua bidestilada. Las peroxidasas enddgenas fueron bloqueadas con peréxido de
hidrégeno al 0.9%, seguido de lavados con agua bidestilada y solucién salina amortiguada con
solucién de fosfatos. Las laminillas se montaron en placas de cubiertas y colocadas en bastidores
para la realizacién de inmunohistoquimica por capilaridad. Se incubaron las secciones en
anticuerpos CD3, CD20, CD23, CD30, CD123, CD138, S-100, Kappa y Lambda durante 45
minutos. Posteriormente los cortes fueron incubados en el segundo anticuerpo biotinilado y con el
complejo de streptavidin-biotin-peroxidasa durante 30 minutos por cada uno. El producto de
reaccion fue visualizado con sustrato 3,3 — diaminobenzidina-H>O,-. Las secciones fueron

contratefiidas con hematoxilina de Mayer.

Hibridacién in situ. De cada bloque de microarreglos, se tomé cortes de tejido incluido en parafina
de 5 p de espesor, obtenidos tomando las precauciones necesarias para evitar la contaminacion,
aplicando medidas de seguridad después de cada manipulacién y depositados sobre ldminas pre-
tratadas. Los cortes fueron inicialmente desparafinados, tratados con pronasa y condiciones de pre-
hibridacidén, posteriormente se hibrid6 con la sonda para el gen EBER-1(Epstein Barr-encoded
RNA) a una temperatura de 55°C, finalmente fueron sometidos a condiciones de post-hibridacién

y deteccion del hibrido con anticuerpo monoclonal de marcaje enzimatico.

Anadlisis inmunohistoquimico. Para los anticuerpos CD3, CD20 y CD30 se obtuvieron

proporciones tomando como estindares de medicion el nimero total de células por campo 40x
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observadas en una microfotografia tomada de cada lesién. La imagen se trasfirié al programa
IMAGE-J 1.45 donde se realiz6 el conteo celular de modo manual, iniciando sobre la esquina
superior izquierda siguiendo un mismo orden y culminando sobre la esquina superior derecha ,
con base a eso se conto el nimero de células positivas y se calcul6 el porcentaje de las mismas. El
sitio de marcaje que se consideré positivo fue membrana para los 3 anticuerpos, ademds de

membrana mds Golgi positivo para el marcador CD30.

Para CD123, CD138 y S-100 se evalué la intensidad de expresion, asignando una cruz (+) para
una inmunoexpresion débil, dos cruces (++) para moderada y tres cruces (+++) para fuerte. En la
proteina S-100 se evalué unicamente la positividad e intensidad en células de Langerhans, para
CD123 y CD138 se considerd la membrana como sitio de marcaje positivo para identificacion de

células dendriticas.

En los anticuerpos CD23, Kappa y Lambda se calcul6 la proporciéon de casos positivos y casos

negativos. La membrana fue el sitio de marcaje que se consideré6 como positivo.

Analisis de la hibridacion in situ. Se considerd un caso positivo a la evidencia de una reaccién
intranuclear de color purpura que indic6 la presencia del transcripto en estudio. Se utilizé como

control positivo tejido linfoide infectado con el virus.

5.4. Variables
Dependiente: Procesos reactivos crénicos con estroma eosinéfilo de la mucosa bucal (tlcera

eosindfila y granuloma traumatico eosinéfilo).
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Independientes: Inmunoexpresion de CD3, CD20, CD23, CD30, CD123, CD138, Kappa y

Lambda; determinacién del gen EBER-1(Epstein Barr-encoded RNA), caracteristicas clinicas y

caracteristicas histopatoldgicas (Anexo 2a-d).

5.5. Anadlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron capturados en una base de datos disefiada ex profeso para el presente
estudio en el programa SPSS Statistics version 21.0 (IBM®). Se obtuvieron proporciones de las
variables nominales y categéricas, y se calcularon medidas de tendencia central (medias y
medianas) y de dispersion (desviacion estdndar e intervalos intercuartilares) para las variables
ordinales. Se utilizaron medidas de tendencia central y de dispersion para caracterizar la presencia
de los marcadores inmunohistoquimicos y proporciones para la hibridacién in situ para virus de

Epstein Barr.

5.6. Consideraciones bioéticas

En consideracion del articulo 17 del Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacién para la Salud, expresa que este estudio puede clasificarse dentro del grupo de
investigaciones sin riesgo, explicando que estos son estudios que emplean técnicas y métodos de
investigaciéon documental retrospectivos y en los que no se realiza ninguna intervencién o
modificacién intencionada en las variables fisioldgicas, psicoldgicas y sociales de los individuos
que participan en el estudio, entre los que se consideran: cuestionarios, entrevistas, revision de
expedientes clinicos y otros, en los que no se les identifica ni se tratan aspectos sensitivos de su

conducta.

El presente estudio representa un beneficio debido a que la informacién clinica y las muestras

incluidas en €l se encuentran bajo resguardo del Laboratorio de Patologia y Medicina bucal de la
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UAM-Xochimilco y el riesgo para los pacientes es inexistente. Asi mismo, de acuerdo al articulo
16 de la Constitucion Politica de los Estados Unidos Mexicanos en materia de que toda persona
tiene derecho a la proteccion de sus datos personales, se asegura la confidencialidad de los datos
clinicos de las muestras de los pacientes involucrados en el estudio, los cuales solo se utilizaran

con fines estadisticos y no podr4 relacionarse con ellos de ninguna manera.
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6. Resultados

En el presente estudio se incluyeron 66 muestras de pacientes con diagndstico de procesos
reactivos cronicos con eosinofilia estromal (tlcera eosindfila y granuloma traumético eosinéfilo),
siete de los cuales fueron eliminados, ya que se trataba de granulomas pidgenos ulcerados (n=3),
hiperplasia endotelial con eosinofilia (n=1) e hiperplasias fibrosas ulceradas (n=3), quedando un

total de 59 muestras.

Caracteristicas clinicas y demograficas

Como se describe en el Cuadro 2, 37 (62.7%) de los 59 casos correspondieron al sexo femenino,
con una media de edad de 56 (x17.9) afios, encontrandose un promedio de edad ligeramente mayor
entre el sexo femenino (61£17.8) afios que en el masculino (49+15.7) afios (p=.005). Cuarenta y
cinco casos (76.3%) correspondieron clinicamente a udlceras, siendo el borde lateral de la lengua
el sitio de localizacién mas frecuente (41/69.5%), seguido de dorso lingual, mucosa yugal y piso
de boca (Figura 2). Las lesiones tenian una mediana de tiempo de evolucion de dos (Q1-Qs3:1-3)
meses y un mediana de tamafio de 12 (Q1-Q3:10-20) mm. Unicamente en 35 (59.3%) muestras se
tomo biopsia de tipo escisional. De manera interesante, en sélo un tercio de los casos (18/30.5%)
se reportd sintomatologia dolorosa, y en un caso se reportd recurrencia en el mismo sitio después

de un afio.

Caracteristicas histopatolégicas

El Cuadro 3 describe las caracteristicas histopatoldgicas de las muestras analizadas. En el 96.6%
de las muestras (57/59) el epitelio de cubierta fue escamoso estratificado paraqueratinizado parcial
o totalmente ulcerado, y sustituido por una membrana fibrinoide; solo dos (3.4%) casos
presentaron epitelio integro, y tenian aspecto polipoide, por lo que fueron diagnosticados como

granuloma traumético con eosinofilia estromal (Cuadro 3b) (Figura 3).
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La hiperplasia endotelial de los vasos sanguineos se observo en un tercio de los casos (20/33.9%);
el infiltrado inflamatorio de tipo mixto conformado por linfocitos, neutréfilos, histiocitos, células
plasmaticas y algunas células grandes mononucleares atipica, se encontré en poco mas de la mitad
de los casos (30/50.8%); éste era difuso en todos los casos, y abundante en 38 (64.4%) muestras,

localizado en la ldmina propia profunda en la mayoria de los casos (49/83%) (Cuadro 3).

La mediana de eosinéfilos observados por campo 40x fue de 38 (Qi-Q3:16-106), encontrdndose
principalmente en la ldmina propia profunda (30/50.8%) y entre los fasciculos de misculo estriado

(33/55.9%) con un patrén de distribucién difuso en casi todos los casos (58/98.3%) (Figura 4).

La presencia de células grandes mononucleares atipicas se identificd en once de las muestras
(18.6%), tres de ellas acompafiadas de la presencia de 1-5 mitosis por campo de 40x (5.1%)

(Cuadro 3b) (Figura 4).
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Figura 2. Ulceras eosinofilas en lengua. A) Ulcera de bordes elevados e indurados en borde
lateral de lengua lado derecho. B) Ulcera de bordes elevados y eritematosos con fondo

fibrinoide, en vientre de lengua lado izquierdo. (Fotografias archivo privado Mtra. Beatriz
Aldape Barrios).

.t"-‘ » 'g,' ,, ‘/
esencia de
epitelio escamoso estratificado paraqueratinizado (flecha) con pérdida de la continuidad.

(H&E, 10x). B) Se observa la sustitucion del epitelio superficial por la presencia de
membrana fibrinoide (flecha). (H&E, 10x).
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Figura 4. Caracteristicas histopatologicas de los procesos reactivos cronicos con eosinofilia
estromal. A) Se observa la presencia de infiltrado inflamatorio mixto con distribucién difusa y la
presencia de eosindfilos (H&E,10x). B) Distribucion de los eosinédfilos (flecha) en lamina propia
profunda acompaiiado de infiltrado inflamatorio crénico y células grandes mononucleares atipicas.
(H&E,40x). C) Eosindfilos (flecha) entre fasciculos de musculo estriado (H&E.40x). D) Células
grandes mononucleares atipicas (flechas negras) v presencia de mitosis (flechas rojas) (H&E.40x).
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Analisis inmunohistoquimico e hibridacion in situ

La inmunoexpresion para los anticuerpos CD3 (identificacion de linfocitos T) y CD20
(identificacién de linaje de células B) fue altamente positiva en una gran proporcion de casos; CD3
se expres6 en mds de dos tercios de las muestras estudiadas (47/79.7%) con una media de
promedios de inmunoexpresion del 8.7% (Figura SA), mientras que el inmunomarcaje para CD20
fue positivo en 52(88.1%) de los casos, sin embargo la media de promedios de inmunoexpresion

fue del 7.7% (Cuadro 4) (Figura 5B).

Para el anticuerpo CD30, que indica la presencia de linfocitos T y NK activados, la mayoria de los
casos fueron positivos (96.6%); sin embargo, en la mayor parte de las muestras (49) la
inmunoexpresion del total de células positivas fue menor al 10%, con una media de promedios de
inmunoexpresion de 6.2%. De manera interesante, tres de los cuatro casos que mostraron un
porcentaje del 31% al 40% de inmunoexpresion para CD30 correspondieron a las muestras con

presencia de mitosis (Figura 5C y 5D).

Como se describe en el cuadro 5, el marcador para células dendriticas CD23 fue positivo en 49
(83.1%) casos (Figura 6A), mientras que Kappa y Lambda fueron marcadores positivos para las
mismas muestras en 56 (94.9%) casos (Figura 7A y 7B), al igual que CD138, el cual tuvo una
expresion débil en més de tres cuartas partes (78.6%) de los casos positivos (Figura 7C) (Cuadro
6). Solo dos (3.4%) casos fueron positivos a EBER, sugiriendo la presencia de virus de Epstein

Barr, con marcaje positivo en la zona de lesion y epitelio superficial (Cuadro 5) (Figura 6D).

El 90% de los casos fueron débilmente positivos a CD123, inmunomarcador para células
dendriticas plasmocitoides, mientras que la proteina S-100 (deteccion de células de Langerhans)

fue débilmente positiva en 53 (91.4%) casos (Cuadro 6) (Figura 6B y 6C).
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Figura 5. Porcentaje de inmunoexpresion para CD3, CD20 y CD30. A) Inmunomarcaje de
membrana para CD3 en el 79.7% de casos (40x). B) Inmunoexpresion en membrana para el

marcador CD20 en el 88.1% de casos (40x). C) Inmunomarcaje para CD30, positividad en

membrana y Golgi positivo (flecha) en linfocitos T (40x). D) Positividad para el anticuerpo CD30
en la membrana de las células grandes mononucleares atipicas (40x).
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Figura 6. Caracteristicas de inmunoexpresion para CD23, CD123, S-100 e Hibridacion in situ
para virus de Epstein Barr. A) Positividad en la membrana de las células dendriticas con el
marcador CD23 (40x). B) Inmunomarcaje con CD123 en la membrana de células dendriticas
plasmocitoides (40x). C) Positividad para el marcador S-100 en células de Langerhans (40x). D)

Positividad para la presencia de virus de Epstein Barr en dos casos (10x).
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Figura 7. Intensidad de inmunoexpresion para CD138, Kappa y Lambda. A)
Inmunoexpresion de membrana positiva para el anticuerpo CD138 (40x). B) Inmunoexpresion
positiva para Kappa en el 94.9% de casos (40x). C) Inmunomarcaje positivo para Lambda en el
94.9% de casos (40x).
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Cuadro 2. Caracteristicas clinicas y demograficas en 59 casos de procesos reactivos con estroma
eosinofilo.

Caracteristicas n (xDE) n (%)

Sexo
Femenino 37 (62.7)
Masculino 22 (37.3)

Edad en aiios (media =DE) 56 (17.9)

Aspecto clinico
Ulcera 45 (76.3)
Noédulo 10 (16.9)
Placa 4 ( 6.8)

Localizacion
Borde lateral de lengua 41 (69.5)
Dorso de lengua 6 (10.2)
Mucosa yugal 3 (5.1
Piso de boca 3 (5.1
Encia 2 (34
Vientre de lengua 1 (1.7
Fondo de saco 1 (1.7
Zona retromolar 1 (1.7
Labio superior 1 (1.7

Tiempo de evolucion (mediana Q1-Q3)meses 2 (1-3)

Tamaiio de la lesion (mediana Q1-Q3)mm. 12 (10-20)

Sintomatologia
No 41 (69.5)
Dolor 18 (30.5)
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Cuadro 3. Caracteristicas histopatoldgicas del epitelio, membrana fibrinoide, vasos e

infiltrado inflamatorio en 59 casos de procesos reactivos con estroma eosinéfilo.

Caracteristicas n (%)
Epitelio

Paraqueratinizado 57 (96.6)

Ortoqueratinizado 2 (34
Caracteristicas del epitelio

Ulcerado 51 (86.4)

Hiperplasico con ulcera 6 (10.2)

Hiperpléasico 2 (34
Membrana fibrinoide

Si 57 (96.6)

No 2 (34
Vasos sanguineos

Normales 39 (66.1)

Hiperplasia endotelial 20 (33.9)
Tipo de infiltrado inflamatorio

Mixto 30 (50.8)

Linfoplasmocitario 18 (30.5)

Plasmocitario 6 (10.2)

Linfocitario 5 (8.5
Cantidad

Abundante 38 (64.4)

Moderado 21 (35.6)
Localizacion

Lamina propia profunda 49 (83.0)

Lamina propia profunda y tejido subcutdneo 6 (10.2)

L4mina propia profunda y misculo 3.(5D)

Lamina propia superficial L C17)
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Cuadro 3b. Caracteristicas histopatolégicas de los eosinéfilo, mitosis, pleomorfismo y
diagndstico histopatoldgico en 59 casos de procesos reactivos con estroma eosinoéfilo.

Caracteristicas n (%)
Eeosindfilos por campo 40x (mediana Q1-Q3) 38 (16-106)
Ubicacion de los eosindfilos
Lamina propia profunda y mdsculo 30 (50.8)
Lamina propia profunda 25 (42.4)
Miisculo 3 (5.1
Lamina propia profunda y tejido subyacente 1 (1.7

Distribucion de los eosindfilos

Difusa 58 (98.3)

Focal 1 (1.7
Presencia de células mononucleares atipicas

No 48 (81.4)

Si 11 (18.6)
Mitosis por campo 40x

0 56 (94.9)

1-5 3 (5.1
Diagndstico final

Ulcera eosinéfila 57 (96.6)

Granuloma traumatico con eosinofilia 2 (349




Cuadro 4. Caracteristicas inmunofenotipicas con media del promedio de deteccidn de los casos
positivos para los marcadores CD3, CD20 y CD30 en 59 casos de procesos reactivos con

estroma eosinofilo.

Inmunomarcador Porcentaje de Promedio de

Promedio de

positividad inmunodeteccion en inmunodeteccion
€asos positivos categorizado

n (%) media (+DE) n (%)
CD3 47  (79.7) 8.7 (*8.7) <10% 35 (74.5)
11-20% 7 (14.9)
21-30% 5 (10.6)
CD20 52 (88.1) 7.7 (x11.7) <10% 43 (82.7)
11-20% 4 (7.7
21-30% 2 (3.8
>30% 3 (5.9
CD30 57  (96.6) 6.2 (x10.0) <10% 49 (86.0)
11-20% 2 (39
21-30% 2 (35
31-40% 4 (7.0
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Cuadro 5. Expresion de VEB vy caracteristicas inmunofenotipicas para la
expresion de los marcadores CD23, Kappa, Lambda y EBER en 59 casos de
procesos reactivos con estroma eosinéfilo

Marcador n (%)
CD23
Negativo 10 (16.9)
Positivo 49 (83.1)
Kappa
Negativo 3 (5.1
Positivo 56 (94.9)
Lambda
Negativo 3 (5.1
Positivo 56 (94.9)
EBER
Negativo 57 (96.6)
Positivo 2 (34

VEB=Virus de Epstein Barr; EBER=Hibridacion in situ para deteccién del RNA codificado del
virus de Epstein Barr.
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Cuadro 6. Intensidad de la inmunoexpresién para CD123, CD138 y S-100

de los casos positivos en procesos reactivos con estroma eosinéfilo.

Marcador n (%)
CD123 (n=55)

Débil 50  (90.9)
Moderada 5 (9.0
Fuerte 0 (0.0
CD138 (n=56)

Débil 44  (78.6)
Moderada 11 (19.6)
Fuerte 1 ( 1.8)
S-100 (n=58)

Débil 53 (91.4)
Moderada 4 (6.9)
Fuerte 1 (L.7)
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7. Discusion

El presente estudio caracterizé clinica e histopatolégicamente 59 casos correspondientes a
procesos reactivos cronicos con eosinofilia estromal, nimero mayor a los 41 casos descritos en la
serie mds grande reportada previamente (Elzay, 1983). La mayoria de los casos correspondieron
a ulceras eosindfilas, 90% de ellos con presencia de células dendriticas y linfocitos T, lo cual apoya
el caricter reactivo de estas lesiones. Si bien el marcador CD30 fue positivo en 57 (96.6%) de los
casos, en la mayoria (49/86%) la inmunoexpresion fue menor al 10% del total de células positivas,
sugiriendo asi que la positividad para este marcador no se restringe a los trastornos
linfoproliferativos CD30+ y no es un requisito para su diagndstico. Aunque limitado por el bajo
tamano muestral, un hallazgo importante del estudio fue que tres de los casos analizados
exhibieron mitosis aberrantes y abundantes CGMA, con alta positividad a CD30. Ninguna de las
muestras presento restriccion de cadena, siendo positivas para kappa y lambda, lo cual sustenta la

policlonalidad de estas lesiones.

En cuanto a la presentacion clinica, mas de la mitad de los casos se presentaron en mujeres en la
sexta década de la vida. De acuerdo con la mayoria de informacién de la literatura cientifica, no
existe predileccion por sexo (Hirshberg y cols., 2006; Elzay, 1983); sin embargo algunas series
(Shen y cols., 2015; Fonseca y cols., 2013) se reporta un ligero predominio hacia el sexo masculino
(1.8:1 y 1.3:1, respectivamente), o al sexo femenino (1:1.8) (Salisbury y cols., 2009). Las ulceras
de Riga-Fede no fueron incluidas en nuestra serie de casos, debido a esto la edad de aparicion
observada concuerda con la reportada entre la sexta y séptima décadas de vida (Vera-Sierra, 2013;

Chatzistamou y cols., 2012; Segura y cols., 2008)

En concordancia con los resultados de este estudio, la presentacion clinica mas frecuente fue la
ulcera localizada en el borde lateral de lengua (Hirshberg y cols., 2006; Garcia y cols., 2002;
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Regezi y cols., 1993; el-Mofty y cols., 1993; Elzay, 1983); sin embargo, se han descrito otras
localizaciones como el piso de boca, la mucosa bucal y la mucosa labial (Shen y cols., 2015;
Fonseca y cols., 2013; Segura y cols., 2008). Dos de los 59 casos presentaban integridad del
epitelio, por lo que fueron diagnosticados como granulomas traumaticos con eosinofilia estromal,
algunos autores sugieren que esta presentacion clinica se trata de una fase temprana en el desarrollo

de la dlcera (Didona y cols., 2015; Vélez y cols., 1997)

Los casos analizados tenian una mediana de tiempo de evolucién de dos meses, en contraste con
lo reportado por Segura y cols. (2008), quienes reportan estas lesiones como de evolucion rapida
(12 semanas [2-28 meses]). Otros autores (Garcia y cols., 2002; Doyle y cols., 1989) mencionan
que el tiempo de evolucién puede variar entre un mes y varios afios. La sintomatologia dolorosa
no fue una caracteristica presente en este estudio (31.5%), en contraste con la serie de 19 casos
(Fonseca y cols., 2013) que describe dolor en 63% de ellos. Lo anterior pudiera ser explicado por

el caracter retrolectivo del estudio.

La presencia de infiltrado inflamatorio mixto, abundante, dispuesto de manera difusa y localizada
en ldmina propia profunda fueron hallazgos histopatolégicos comunes a la mayoria de las lesiones,
en concordancia con lo reportado previamente (el-Mofty y cols., 1993; Elzay, 1983). El infiltrado
generalmente estd constituido por linfocitos, neutréfilos, células plasmaéticas, e histiocitos, con o
sin presencia de células cebadas (Segura y cols., 2008; el Mofty y cols., 1993; Regezi y cols.,

1993).

La presencia de células grandes mononucleares atipicas ha sido reportada en el 10 al 50% de los
casos de procesos reactivos con eosinofilia estromal (Shen y cols., 2015; Salisbury y cols., 2009;

Segura y cols., 2008; Alobeid y cols., 2004); en el presente estudio se identificaron en el 18.6% de
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los casos. Un estudio reciente (Kaplan y cols., 2016) las reporta en 5 (31%) casos de ulceras
eosindfilas y en 1(12%) de ulceras inespecificas bucales que fueron usadas como controles, lo que
respalda la teoria que la ulcera eosindfila mds que pertenecer al espectro de trastornos

linfoproliferativos CD30+, es un simulador clinico e histopatolégico de origen reactivo.

Con relaciéon al marcaje para CD30, el 86% de casos positivos tuvo un porcentaje de
inmunoexpresién menor al 10% del total de células observadas. En las series que preceden a este
estudio se han descrito frecuencias senalando positividad a este marcador en ulceras eosinofilas,
que varian del 31% (Kaplan y cols. 2016) al 77% (Fonseca y cols. 2013; Salisbury y cols. 2009;
Hishberg y cols. 2006). Sin embargo es importante subrayar que en las publicaciones mencionadas,
en todos los casos la inmunoexpresion se describié como débilmente positiva y con un patrén de
marcaje inespecifico; ademds, no reportan el porcentaje de inmunoexpresion de cada caso
observado (Kaplan y cols. 2016; Fonseca y cols. 2013; Salisbury y cols. 2009; Hishberg y cols.
2006). De igual manera que en el presente estudio, en la serie de Fonseca y cols. (2013), la
positividad a CD30 no permite diferenciar a las células grandes atipicas mononucleares, de los
linfocitos T activados y reactivos. Por otra parte, la inmunoexpresiéon de CD30 también se ha
asociado enfermedades inflamatorias como dermatitis atpica, reacciones medicamentosas, sarna,
molusco contagioso y picaduras de insectos, por lo que se pudiera pensar que las células CD30+

se trataran un componente reactivo mas que un proceso neoplasico.

En las muestras analizadas, aunque en ocasiones débiles, el inmunomarcaje para células
dendriticas (CD23 y CD123) fue superior al 80%. Al respecto, el papel de las células dendriticas
en reacciones de hipersensibilidad en modelos murinos (Metcalfe y cols., 2016; Jacobsen y cols.,
2011), sugiere una posible dependencia por parte de los eosindfilos hacia la actividad de las células
dendriticas, debido a que éstas funcionas como coestimulador para la activaciéon y degranulacion
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de los eosinofilos y de linfocitos T; asi mismo, se ha demostrado que los eosindéfilos son necesarios
para la activacién y proliferacion de células T efectoras y de memoria, sin requerir necesariamente
del MHCII, hecho que podria explicar la alta presencia de estos tres tipos de células en los procesos

reactivos cronicos con eosinofilia estromal.

En cuanto al inmunofenotipo para S-100, el marcador fue tnicamente positivo en células de
Langerhans, en contraste con lo reportado por Regezi y cols., (1993), que analizaron 8§ casos que
presentaban células grandes mononucleares atipicas positivas a S-100, que por su localizacién e

inmunofenotipo probablemente eran células de Langerhans.

Respecto al marcador CD20, si bien el 90% de los casos fueron positivos, su expresion fue menor
al 10%, similar a lo reportado previamente (Fonseca y cols., 2013). Si bien se demostrd la
presencia de linfocitos B y células plasmaéticas (56/94.9%) como componentes del infiltrado

inflamatorio, en ninguno de los casos fue observada monoclonalidad de estas lesiones.

En dos de nuestros casos se sugiri6 la presencia del virus de Epstein Barr por las positividad a
EBER; algunos autores han sugerido a la dlcera mucocutdnea como diagndstico diferencial
histopatolégico de la tlcera eosindfila; siendo la primera una entidad poco reportada en cavidad
bucal asociada a inmunosupresion, y que se caracteriza por ser positiva a CD30, CD15 y EBER.
No podemos asegurar que los casos positivos se traten de ésta entidad, ya que se tendria que valorar

el estado general de aquellos pacientes y la positividad para los otros marcadores.

Respecto a la cantidad de eosindfilos, en este estudio se obtuvo una mediana de 38 (Q1-Qs: 16-
106) eosindfilos por campo 40x, cifra menor a la media de 100 eosinéfilos por campo reportada
por Kaplan y cols. (2016), que contrasta con el bajo nimero de eosinéfilos (15/campo) que se

presentan en ulceras inespecificas de la mucosa bucal. Una de la series evaliia su presencia como
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leve, moderada o abundante, encontrandose en cantidad leve en la mayoria de casos (Shen y cols.,

2015).

El papel de los eosinodfilos en estos procesos no estd del todo aclarado, llama la atencién que la
mayoria de las tlceras traumdticas bucales estdn desprovistas de eosinéfilos o los presentan en
baja cantidad y en estratos superficiales (Kaplan y cols., 2016; Fonseca y cols., 2013). Aunque se
ha sugerido que los eosinéfilos representan una reaccion antigénica resultante de la ruptura de la
mucosa tras el trauma (Elzay, 1983), de manera inversa, la ulceracién pudiera atribuirse a la
proliferacién de células T citot6xicas o productos toxicos liberados por la degranulacién de los
eosindfilos (Sharma y cols., 2016). Los eosindfilos generan un amplio espectro de citocinas como
el factor de necrosis tumoral, capaz de amplificar el daio tisular (Munitz y cols., 2004; Straumann

y Simon, 2004).

Los vasos sanguineos con hiperplasia y la proliferacion endotelial hallazgos frecuentes en estas
lesiones (Didona y cols., 2015; Segura y cols., 2008), contrario a nuestros hallazgos, solo un tercio
de nuestros casos mostraron hiperplasia endotelial. La presencia de mitosis en el presente estudio,
al igual que lo reportado previamente (Salisbury y cols., 2009; Hirshberg y cols., 2006), fue poco
frecuente; sin embargo los casos que las presentaban correspondieron a 3 de los 4 casos con mayor
porcentaje de expresion del marcador CD30, lo que sugiere un seguimiento clinico a largo plazo

de esos pacientes, debido a la alta actividad celular que presentaron.

Dentro de las limitaciones del estudio se encuentra su disefio, ya que al ser retrolectivo la
informacion clinica fue obtenida a través de una fuente secundaria, ocasionando dificultad para la
obtencion de la informacién clinica completa, por lo que pudiera haber un sub registro de los datos

presentados; dificultando o imposibilitando en ocasiones el andlisis con algunas variables como la
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presencia de dolor. Adicionalmente, dada la alta actividad celular identificada en algunos de los
casos, el seguimiento de los pacientes hubiera aportado informacién de mucha utilidad para el

presente estudio.
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8. Conclusiones

e La baja expresion encontrada para el marcador CD30 en los procesos reactivos cronicos con
estroma eosinéfilo, sugiere que la mayoria se encuentra relacionada con un proceso reactivo
originado propiamente por la lesion.

e Los casos altamente positivos a CD30 mostraron mitosis aberrantes, por lo que no se puede
descartar un trastorno linfoproliferativo en estos casos. Se indica su seguimiento a largo plazo,
asi como la valoracién de presencia de lesiones en otras mucosas y piel.

e La presencia de células dendriticas concomitante a la presencia de eosindfilos y linfocitos T
demostrada en este estudio, apoyan la teoria de cardcter reactivo como un proceso
inmunoldgico local més que neoplasico en la ulcera eosinofila.

e Se sugiere evaluar en conjunto las caracteristicas clinicas, histopatoldgicas,
inmunohistoquimicas y genéticas de los procesos reactivos cronicos con eosinofilia estromal,
en caso de sospecha de un trastorno linfoproliferativo.

e En aquellas lesiones que resulten positivas a la presencia de VEB, serd indispensable valorar

la condicidn sistémica del paciente, pues no remitirdn a menos que ésta se controle.

9. Perspectivas

A partir de los resultados del presente estudio es de gran importancia realizar estudios
comparativos entre los procesos reactivos crénicos con eosinofilia estromal y trastornos
linfoproliferativos CD30+ de piel o cavidad bucal, asi como iniciar el establecimiento de criterios
histopatolégicos que brinden menor margen de error para realizar el diagndstico y distincién con
entidades histolégicamente semejantes. La realizacién de estudios complementarios con otros
inmunomarcadores, asi como el uso de técnicas moleculares y genéticas ayudardn a comprender

mejor la patogénesis y comportamiento de esta entidad.
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Anexo 1. Ficha de recoleccion de datos

INMUNOMARCAJE DE PROCESOS REACTIVOS CRONICOS CON ESTROMA EOSINOFILICO

No. de Expediente: Fecha:
Datos demograficos
ID: | Nombre del paciente: | Edad: | Sexo: <O

Nombre del solicitante: | Lugar de procedencia: <O

Cédigos: Sexo (Masculino’, Femenino®); Lugar de procedencia (UAM', Hospital Juarez de México?, Centro Médico Nacional Siglo XXI°, Particular®)

Caracteristicas clinicas

Aspecto: (O | Tipo de biopsia: (O | Localizacién: <O | Sintomatologia: CO

Tiempo de evolucion: Tamarno: mm.
dias/meses/anos

Diagndstico clinico:

Cadigos: Aspecto (Ulcera'’, Nodulo?, Placa®); Tipo de biopsia (Incisional’, Escisional?); Localizacion (Borde lateral de lengua’, Dorso de lengua?, Vientre de lengua®, Piso
de boca*, Mucosa yugal®, Mucosa labio superior®, Mucosa labio inferior’, Encia®, Paladar duro®, Paladar blando'®, Otro'"; Sintomatologia (Dolor!, Ardor?, Ninguna®).

Caracteristicas histopatolégicas

Tipo de epitelio: O | Caracteristicas del epitelio: (O | Membrana fibrinoide: <O

Tejido de granulacién (@)
Infiltrado Inflamatorio: O . e
ITipo ! O Presencia de eosindfilos: O
Cantidad O Eosindfilos por campo 10x
e 025D 26500 51-75 CO 76-100 O >100 CO
Ubicacién O e
Patrén de distribucion O Ubicacion =~ <
Patrén de distribucion O
Presencia de células grandes mononucleares: C | Mitosis por campo 10x: (@)

Diagnéstico histopatolégico previo:

Ulcera eosinofilica Granuloma eosinofilico T Otro:
Diagnostico histopatolégico final:
Ulcera eosinofilica O Granuloma eosinofilico O Otro:

Cadigos: Tipo de epitelio (No queratinizado', Paraqueratinizado?, Ortoqueratinizado®); Caracteristicas del epitelio (Pérdida de la continuidad’, Hiperplasia?, Atrofia);
Membrana fibrinoide (Si', No°); Tejido de granulacion (SI', No?); Presencia de histiocitos (SI', No?) ;Infiltrado inflamatorio (Si', No?), Tipo (Mixto', Linfocitario?,
Linfoplasmocitario®, Plasmocitario*), Cantidad (Leve', Moderado?, Abundante®), Ubicaciéon (Lamina propia superficial', Lamina propia profunda? Tejido conectivo
shibyacentes, Musculo*), Patrén de distribucion (Focal', Difuso?); Presencia de eosindfilos (Si', No®); Pleomorfismo celular (Si', No®); Mitosis por campo 10x (Ninguna®, 1-
5', 5-10%, >10°).

Expresion Inmunohistoquimica

CD3

CD20

Numero de células:

Numero de células:

Numero de células positivas:

Numero de células positivas:

Porcentaje de células positivas:

Porcentaje de células positivas:

Sitio de marcaje: (@)

Sitio de marcaje: (=)

Localizacién del marcaje: €O

Localizacién del marcaje: €O

Intensidad de expresion: <

Intensidad de expresion: (D

CD30

S-100

Namero de células:

Ndmero de células:

Numero de células positivas:

Numero de células positivas:

Porcentaje de células positivas:

Porcentaje de células positivas:
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Sitio de marcaje: O

Sitio de marcaje: (@)

Localizacién del marcaje: €O

Localizacién del marcaje: €O

Intensidad de expresion: D

Intensidad de expresién: D

Kappa

Lambda

Numero de células:

Numero de células:

NUmero de células positivas:

Nimero de células positivas:

Porcentaje de células positivas:

Porcentaje de células positivas:

Sitio de marcaje: (@)

Sitio de marcaje: (@)

Localizacién del marcaje: <O

Localizacién del marcaje: <O

Intensidad de expresién:

Intensidad de expresién:

CD138

CD23

Numero de células:

Numero de células:

Numero de células positivas:

Numero de células positivas:

Porcentaje de células positivas:

Porcentaje de células positivas:

Sitio de marcaje: O

Sitio de marcaje: O

Localizacién del marcaje: €O

Localizacién del marcaje: €O

Intensidad de expresion: (D

Intensidad de expresion: (D

CD123

EBER

Numero de células:

Numero de células:

NUmero de células positivas:

Nimero de células positivas:

Porcentaje de células positivas:

Porcentaje de células positivas:

Sitio de marcaje: (@)

Sitio de marcaje: (@)

Localizacién del marcaje: <

Localizacién del marcaje: <

Intensidad de expresién:

Intensidad de expresién:

Codigos: Sitio de marcaje (Nucleo!, Membrana?, Citoplasma®); Localizacién del marcaje (Lamina propia superficial’, Lamina propia profunda?, Tejido conectivo
subyacente®); Intensidad (Débil', Moderada?, Fuerte®).
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Anexo 2a. Operacionalizacion de variables independientes

Variable independiente Tipo Medicion
Sexo Nominal Masculino=1 y femenino=2
Edad Cuantitativa  Afos
Aspecto de la lesion Nominal Ulcerado=1; N6dulo=2
Tipo de biopsia Nominal Escisional=0; Incisional=1
Localizacion Nominal Borde lateral de lengua=1

Dorso de lengua=2

Vientre de lengua=3

Piso de boca=4

Mucosa yugal=5

Mucosa labial superior=6

Mucosa labial inferior=7

Encia=8

Paladar duro=9

Paladar blando=10
Sintomatologia Nominal Ausencia=0 o Presencia=1
Tiempo de evolucion Cuantitativa ~ Meses
Tamarno Cuantitativa ~ Milimetros
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Anexo 2b. Operacionalizacion de variables independientes

eosindfilos

Variables independiente Tipo Medicion
Caracteristicas histopatologicas

Tipo de epitelio Categorica No queratinizado=1
Paraqueratinizado=2
Ortoqueratinizado=3

Caracteristicas del epitelio Categoérica Pérdida de la continuidad=0
Hiperplasia=1
Atrofia=2

Membrana fibrinoide Nominal Ausencia=0, Presencia=1

Tejido de granulacion Nominal Ausencia=0, Presencia=1

Tipo de .1 Nominal Mixto=1
Linfocitario=2
Linfoplasmocitario=3
Plasmocitario=4

Cantidad de 1.1 Categorica Leve=1
Moderado=2
Abundante=3

Ubicacion del 1.1. Nominal Lamina propia superficial=1
Lamina propia profunda=2
T.C. subyacente=3
Musculo=4

Patron de distribucion del 1.1. Nominal Focal=1, Difuso=2

Niumero de eosindfilos por Categorica 0-25=1

campo 40x 26-50=2
51-75=3
76-100=4
>100=5

Ubicacion de los eosindfilos Nominal Lamina propia superficial=1
Lamina propia profunda=2
T.C. subyacente=3
Misculo=4

Patron de distribucion de los Nominal Focal=1, Difuso=2
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Anexo 2c. Operacionalizacién de variables independientes

Variables
Tipo Medicion
independiente
Células grandes Nominal Ausencia=0, Presencia=1
mononucleares atipicas
Mitosis por campo 10x Cuantitativa ~ Numero presente por campo
10x
Diagnostico histopatolégico Nominal Ulcera eosindfila=1
final Granuloma traumético

eosinéfilo=2
Inmunoexpresion de marcadores

CD3 Ordinal Negativo =0

< 10%=1
11-20%=2
21-30%=3

CD20 Ordinal Negativo=0

<10%=1
11-20%=2

21-30%=3
>30%=5

CD23 Nominal Negativo=0
Positivo=1

CD30 Ordinal Negativo=0
<10%=1
11-20%=2
21-30%=3
30-40%=5

CDI23 Nominal Débil=1
Moderada=2
Fuerte=3



Anexo 2d. Operacionalizacion de variables independientes

Variables
Tipo Medicion
independiente

S-100 Nominal Débil=1

Moderada=2

Intensa=3
Kappa Nominal Negativo=0; Positivo=1
Lambda Nominal Negativo=0; Positivo=1
EBER Nominal Negativo=0; Positivo=1
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