UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA :
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO E INVESTIGACION

HOSPITAL GENERAL “DR. MANUEL GEA GONZALEZ”
DEPARTAMENTO DE DERMATOLOGIA

|dentificacion inmunohistoquimica de mastocitos en muestras de

tejido de pacientes con prurigo actinico
TESIS DE POSGRADO

Que para obtener el titulo de especialista en
DERMATOLOGIA

Presenta:
DRA. EDUWIGES MARTINEZ LUNA

Asesora de Tesis:

Dra. Ma. Elisa Vega Memije

México, D.F. 2007



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Dr . Octavio Sierra Martinez

Director de Ensefianza

Dr. Alfonso Galvan Montafo
Director de Investigacion

Presidente de las Comisiones de Etica y de Investigacién

Dra. Rita Valenzuela Romero

Jefa de la Divisién de Ensenanza de Pregrado y Posgrado

Dr. Luciano Dominguez Soto

Jefe del Departamento de Dermatologia

Dra. Maria Elisa Vega Memije

Asesora de Tesis



A mi Julia,
gracias por bendecir el resto

de mi vida con tu llegada.



Il. AGRADECIMIENTOS

Mil gracias a los grandes Maestros que conforman el servicio de Dermatologia del
Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”, en especial a la Dra. Ma. Elisa Vega

Memije, quien siempre esta presta a brindarnos su experiencia y apoyo.

A mis padres, que son el cimiento y puntos cardinales de mi vida, gracias por
darme el cobijo de una familia sin igual, sus consejos, su empuje, por acompanarme
siempre, su esfuerzo dia a dia para hacerme una vida menos dificil y por siempre darme
el valor y la confianza para lograr mis objetivos por el simple hecho de llevar los apellidos

Martinez Luna.

A mis hermanos por una infancia llena de alegria, por ser guias y ejemplos, por el
apoyo que estan dispuestos a brindar, por acrecentar nuestra familia y llenarnos de
alegria por los nuevos integrantes Carlos y Diego. A Martha por recibirme en su hogar y a

Melchor por toda la ayuda.

A mi Abuela Ruperta, gracias por ensefiarme con tu vida y conducta ejemplar que
nunca hay obstaculos infranqueables en la vida, por los mejores y mas felices momentos
de mi vida que pasé en tu casa, por cuidarme y acompafarme siempre; al conocerte

tengo la certeza de la divinidad, ya que encajas perfecto en la definicion de un angel.

A mis abuelos Rosa y Ernesto, por todas las noches de cuentos y anécdotas, su

lucha y esfuerzo para arrancar a sus hijos del surco, siguen rindiendo frutos.

A Estela, gracias por brindarme tu carifio incondicional, cuidados y tiempo, por

conformar parte imprescindible de mi familia.

A Néstor Rafael, por asumir el reto de enfrentar los embates de la vida a mi lado, por
confiar en mis decisiones, por estar al pendiente de cada uno de mis pasos, por darme la
certeza de que bajo cualquier condicion cuento contigo y por nuestro nuevo y gran

proyecto de compromiso, unién y responsabilidad: Julia. Fito te amo profundamente.



Ill. INDICE

|. Dedicatoria

Il. Agradecimientos

1. indice

IV. Introduccién

V. Marco de referencia

V1. Planteamiento del problema

VII. Objetivos

VIII. Hipotesis

IX. Justificacién

X. Material y métodos

XI. Resultados

XII. Discusién

XIlIl. Conclusiones

XIV. Anexos

XV. Bibliografia

12

15

16

17

18

19

22

25

27

28

31






IV. INTRODUCCION

El prurigo actinico es una fotodermatosis idiopatica descrita por Escalona
desde 1954, con una prevalencia reportada, que varia entre 3.5 y 5%, representa
una patologia cutanea desencadenada por las radiaciones luminicas, con alta
incidencia familiar, se presenta en indios americanos y mestizos, especialmente
en México, Guatemala, Honduras, Colombia, Peru, Bolivia y, en Estados Unidos
de Norteamérica y Canada en los nativos americanos, "?** también se han
reportado algunos casos aislados en caucasicos.” Generalmente los pacientes
habitan poblaciones con altitud superior a 1500 metros sobre el nivel del mar, pero
se han descrito poblaciones afectadas que habitan en zonas a nivel del mar o
altitudes bajas de 300 a 500 metros, considerando entonces que la parte racial,
mas que la altitud es la que representa el factor importante para el desarrollo de la
enfermedad, que comienza en la nifiez, generalmente antes de los 10 afios de

edad y predomina en sexo femenino con una relacién de 2:1 a 4:1. %3

Afecta las regiones fotoexpuestas como mejillas, dorso nasal, frente,
menton, pabellones auriculares, v del escote, caras externas de brazos y
antebrazos, dorso de manos, cara anterior de muslos y piernas, bilateral y
simétrica, se caracteriza por presentar papulas eritematosas de 2 a 3 mm, costras
hematicas, confluyendo y formando placas, un sintoma constante es el prurito
intenso, por lo que es habitual que las lesiones estén traumatizadas por el rascado
cronico, motivo por el cual puede impetiginizarse o presentar eccematizacion y

mostrar vesiculas o ampollas, sin ser éstas propias del prurigo actinico.?®

Se observa conjuntivitis en 45% a 62% de los casos, iniciando con
hiperemia conjuntival, fotofobia, lagrimeo, posteriormente una pigmentacién

marrén de la conjuntiva, hipertrofia de papilas y formacion de seudopterigion.’#>°

Es frecuente también la queilitis predominando en labio inferior, hasta en un

85% de los casos, y como unica manifestacion de la enfermedad en 27% de los



casos; el espectro de afeccidén va desde labios secos y cubiertos de escama fina y
adherente hasta severo eritema, edema, exudacion con formacién de costas

melicericas adherentes, fisuras y ulceracion.’

La evolucion es cronica con algunas remisiones parciales, debido a la
cronicidad y prurito intenso, la piel se engruesa, dando lugar a la formacion de
placas liquenificadas, con costras hematicas, hiperpigmentacion, manchas
hipocrémicas, alopecia del vello en extremidades y cejas, siendo mas frecuente

observar este aspecto en pacientes adultos.®

El diagndstico diferencial clinico, debe realizarse con dermatitis atopica
fotosensibilizada, dermatitis por fotocontacto cronica y con erupcion polimorfa

luminica.®

Las caracteristicas histopatoldégicas en piel son hiperqueratosis con
paraqueratosis, acantosis regular, engrosamiento de la lamina basal, en dermis se
observa un infiltrado inflamatorio perivascular superficial, compuesto por linfocitos,

formando cumulos.®

En las lesiones de labios se muestra hiperqueratosis con paraqueratosis,
costras, puede presentarse ulceracion del epitelio, acantosis regular, espongiosis,
vacuolizacion de la capa basal, a nivel del coridn se observa edema, vasos
dilatados y congestivos, y como dato patognomoénico la presencia de infiltrado
linfoplasmocitario formando foliculos linfoides o dispuesto en banda, asi como

abundantes eosinofilos. "

En las biopsias de conjuntiva se observa hiperplasia del epitelio alternando
con areas de atrofia, vacuolizacién de la capa basal y dilatacion de los capilares
del corion, el infiltrado inflamatorio se constituye de linfocitos aglomerados
formando foliculos linfoides, hay eosindfilos, células plasmaticas, e incontinencia

del pigmento.® En estudios de inmunohistoquimica se ha demostrado que los



foliculos linfoides estan constituidos por linfocitos T en la periferia, predominando
los CD45RO+/IL-2+ y al centro linfocitos B CD20+, también se identificaron

dendrocitos en la vecindad de los foliculos linfoides. %

En estudios previos realizados con respecto a la fisiopatogenia destacan las

siguientes observaciones:

Existe un fondo de susceptibilidad genética al desarrollo del prurigo
actinico, el cual esta asociado con alelos de los genes clase | y Il del complejo
principal de histocompatibilidad (MHC) en particular con el HLA-DR4 alelos
DRB*0403 y DRB1*0407, también se han reportado HLA-A24, HLA-CW4, HLA-
CW3, HLA-C4, HLA-B40.'%1314.15.16.17

Queda clara, la participacién de la radiacion ultravioleta en la expresion de
la enfermedad, ya que se logra la induccién de lesiones en piel sana no
fotoexpuesta en pacientes con prurigo actinico, después de ser irradiados
repetidamente con una fuente de luz ultravioleta, siendo las lesiones
indistinguibles tanto clinica como histolégicamente de las lesiones que aparecen

espontaneamente en zonas expuestas a la luz. 819202122

Las células mononucleares de sangre periférica presentan una significativa
respuesta proliferativa, al ser estimuladas con extractos de queratinocitos o piel
alogénica, interpretando el fendmeno como una sensibilizacién inmune contra
antigenos cutaneos modificados por la luz ultravioleta, jugando un papel
determinante para que los queratinocitos liberen sustancias solubles, mediadoras
de la proliferacion linfocitaria. Cabe aclarar que en los pacientes con prurigo
actinico no se observa incremento en los niveles séricos totales de leucocitos y
linfocitos, ya que la estimulacion de la proliferacion es local por los

queratinocitos.?3?4 25



Miyachi y colaboradores estudiaron el papel de los intermediarios reactivos
del oxigeno (aniones superoxido, perdoxido de hidrégeno e hidroxilos), producidos
por polimorfonucleares posterior a la exposicién a la luz ultravioleta, los cuales
causan fragilidad de las membranas celulares de queratinocitos y formacion de
peroxidos de lipidos, disminucion de la reparacién del DNA, produciendo una

lesién quimica en los tejidos sanos y células disqueratosicas.?

Moncada y colaboradores sugieren que el prurigo esta relacionado con una
respuesta inmune anormal ya que encontré un aumento de linfocitos T séricos
totales, asi como un predominio de linfocitos T cooperadores (CD4+) y de células

la+ en el infiltrado dérmico.?’

Bernal y colaboradores reportan una disminucion de los niveles séricos de
linfocitos CD3+ y CD4+ sin modificacion de los linfocitos CD8+, en 15 pacientes
con prurigo actinico tratados con talidomida, proponiendo como factor etioldgico

una desregulacién de las subpoblaciones de linfocitos.?

Otro dato relevante comunicado por Umafa y colaboradores, es el
incremento en la expresion de moléculas de adhesion ELAM-I, ICAM-1 y LFA-I, asi
como un aumento en linfocitos CD4+, linfocitos T memoria (CD45R0O), células de
Langerhans, IgG e IgM, en las biopsias de pacientes con prurigo actinico,
dismuyendo su expresion hasta alcanzar niveles cercanos a la normalidad
posterior al tratamiento con ciclosporina A.?* En este mismo estudio destaca la
identificaciéon en el infiltrado de células T CD4 cooperadoras ademas de las T

CD45R0 de memoria, asi como una mayor expresion de IgM e 1gG a nivel local.

En un estudio realizado por Arrese et al, en las biopsias de 20 pacientes
mexicanos, se observd que el infiltrado inflamatorio se encuentra constituido
principalmente por linfocitos T activados Th1 productores de IL-2 en la periferia y
el centro de los foliculos conformado por linfocitos B CD20+, células plasmaticas

productoras de IgM dentro y fuera de los agregados linfoides, a nivel de dermis



superficial asi como en la vecindad de los foliculos linfoides se detectaron
dendrocitos; ademas los queratinocitos presentaron inmunorreactividad al factor
de necrosis tumoral (TNF-a) y calprotectina; fendmeno por el cual la talidomida
ejerce una mejoria franca de las lesiones al disminuir los niveles séricos TNF-a a
niveles normales, asi como los efectos inmunomoduladores al incrementar el

numero de linfocitos circulantes CD3+/INFy+.30

Los valores de IgE sérica estan elevados, reportandose desde el 10% al

50% de los pacientes con prurigo actinico, asi como eosinofilia periférica.

En los estudios realizados hasta la fecha no se ha establecido que exista
produccion de autoanticuerpos contra antigenos nucleares, citoplasmicos o
epidérmicos conocidos, lo que se ha reportado en algunos estudios es la elevacion

de IgE en algunos pacientes con prurigo actinico.*

Se postulé también como factor etiolégico una falla en la induccidn de la
inmunosupresién secundaria a la radiacion ultravioleta, desencadenandose una
respuesta exagerada frente a neoantigenos producidos en la piel posterior a la

irradiacion, sin tener resultado favorables que apoyen esta hipotesis.®*

Con respecto a la terapéutica del prurigo actinico se han intentado diversas
modalidades como fotoquimiterapia con PUVA cuyo mecanismo de accion es
formar un filtro epidérmico por medio de la pigmentacién y la deplecion de

mediadores asi como linfotoxicidad e inmunodepresion.®

En un estudio realizado por Duran et al, se utilizé tetraciclina por su efecto
inhibidor de superéxidos y vitamina E como antioxidante, en ocho pacientes en
cada grupo observando mejoria en ambos grupos, en las lesiones de queilitis,

papulas, y en menor grado en las placas infiltradas y liquenificacion.*’



La talidomida (N-ftalilmiglutarida) es el tratamiento de eleccion en el prurigo
actinico; desde que fue reportada por Londono en 1973, ha probado ser
especialmente efectiva en el tratamiento de esta fotodermatosis, la dosis varia de
50mg a 200mg al dia, observando la mejoria en 2 a 3 semanas, se requiere
anticoncepcion obligatoria en mujeres en edad fértil por sus efectos teratogénicos
y puede presentarse neuropatia periférica en un rango de 0.5 al 70%, sin que este
relacionada a la dosis total acumulada, sino a la dosis diaria, siendo mas frecuente

en ancianos y mujeres.*® %% 4041

La ciclosporina A, es también un medicamento eficaz para el tratamiento del
prurigo actinico, actua inhibiendo la sintesis de citocinas, incluyendo la IL-2
involucrada en la proliferacion de linfocitos T; su desventaja es el elevado

costo.?%4?

Los esteroides son ampliamente utilizados como tratamiento tdpico, con
buenos resultados, sin embargo no se recomienda su uso sistémico, debido al

curso cronico de la enfermedad y los efectos adversos de su uso a largo plazo.***

Es muy importante insistir en que la educacion es fundamental para la
prevencion de las lesiones, instruyendo a los pacientes a protegerse de la
radiacion ultravioleta con ropa adecuada, uso de sombreros, sombrillas, etc y la

aplicacion de filtros solares o pantallas diariamente.**






V. MARCO DE REFERENCIA

En un estudio realizado por Alvarez y colaboradores (datos aun no
publicados) se determind por medio de inmunohistoquimica, la poblacién celular
que conforma el infiltrado inflamatorio nodular en el prurigo actinico, demostrando
que se trata de foliculos linfoides, con reaccion de verdaderos centros germinales,
constituidos al centro por linfocitos CD20+, la periferia linfocitos CD3+/CD4 + y
CD8+, con un area de linfocitos B proliferantes, asi como presencia de células
dendriticas foliculares, eosindfillos y células plasmaticas productoras de IgE, asi

como la produccién de IL-2 por linfocitos B y T.*

Destacando de estos datos, la produccion in situ por las células plasmaticas
de IgE, el aumento sérico de IgE en algunos de los pacientes y la presencia de
eosindfilos en el infiltrado inflamatorio, lo cual en conjunto orienta a la produccion
de una reaccion de hipersensibilidad, la cual consiste en exposicion de un
antigeno, activacion de los linfocitos Th2 especificos para ese antigeno, sintesis
de anticuerpos IgE, union de éstos con los receptores Fc de los mastocitos y
activaciéon de los mastocitos debido a la reexposicion al antigeno, lo que da lugar a
la liberacion de mediadores de los mastocitos y la consiguiente reaccidn
patologica. En el prurigo actinico esto se llevaria a cabo en respuesta a la
exposiciéon solar y a un alérgeno aun no identificado, lo que promoveria la
formacion de centros germinales ectdpicos, caracteristicos en la histologia del
prurigo actinico; estos centros germinales ectopicos se han documentado en otras

enfermedades con una reaccién de hipersensibilidad de base.

Los centros germinales ectépicos han sido reportados en enfermedades
autoinmunes e infecciones cronicas, ademas se ha logrado inducir la formacién de
centros germinales ectopicos productores de IgE en ratones con asma, una

enfermedad tipicamente causada por una reaccion de hipersensibilidad.*®



Los mastocitos son derivados de progenitores hematopoyeticos, en
condiciones normales no existen mastocitos circulando en sangre y linfaticos, los
progenitores migran a los tejidos periféricos en forma de células inmaduras y se
diferencian in situ en la mayoria de los tejidos, especialmente los tejidos expuestos

al ambiente externo, bajo los epitelios;*’

la expansion y maduracion de los
precursores de los mastocitos esta influenciado por varias citocinas como IL-4, IL-
9 y factor de crecimiento nervioso (NGF), sin embargo la principal influencia para
su diferenciacion y supervivencia es el Factor de célula pluripotencial (stem cell)
SCF unido a su receptor c-Kit.*”*® Estas células tienen un papel muy importante
en las reacciones inflamatorias y alérgicas, los alergenos suelen ser proteinas y
sustancias quimicas habituales en el medio ambiente a las que la persona atdpica
se encuentra expuesta de manera cronica, asi como respuesta inicial a patogenos
bacterianos y parasitarios; su activacion es desencadenada por diversos
mecanismos, anafilotoxinas generadas por activacién de la via del complemento,
las bacterias a través de receptores Toll-like, asi como el TNF-a liberado por otros
mastocitos amplificando el estimulo, también se ha reportado la estimulaciéon por
linfocitos T sin aclarar aun el mecanismo, la principal via de activacion es por
medio del receptor de alta afinidad para IgE (FceRI) con el cual puede unirse al
complejo IgE-antigeno, iniciando un proceso complejo de transduccion de sefales

que culmina en la secrecién de mediadores proinflamatorios y citocinas. 34905

Las reacciones de hipersensibilidad se dividen en dos fases, una reaccion
de hipersensibilidad inmediata la cual ocurre dentro de la primera hora a la
exposicion del alérgeno, originada por el complejo alérgeno-IgE unido al receptor
del alta afinidad FceRI del mastocito, siendo esta la célula efectora principal de la
reaccion de hipersensibilidad inmediata, al liberar granulos con histamina,
proteasas neutras como la triptasa y quimasa que contribuyen a las lesiones
histicas de las reacciones de hipersensibilidad inmediata, ademas la presencia de
triptasa en los tejidos, que al ser especifica es un marcador de la activacion de los
mastocitos, otras enzimas son la carboxipeptidasa A y la catepsina G, ya

activados se echa andar la sintesis de novo de metabolitos del acido araquidonico



(prostaglandina D2, factor activador plaquetario, leucotrienos C4, D4 y E4. La fase
tardia tiene lugar en las siguientes 12 a 24 horas, se caracteriza por la sintesis de
diversas citocinas (TNF-a, IL-1, IL-4, IL-5, IL-6, IL-13), cuyo objetivo es la
inflamacion y el reclutamiento de linfocitos T, eosindfilos y macréfagos al sitio de la
inflamacién alérgica;®® la reaccidén tardia puede ocurrir sin una reaccion de
hipersensibilidad inmediata previa identificable, el asma y el eccema son
enfermedades en las que existe una inflamacion crénica con eosindfilos y linfocitos

sin las alteraciones vasculares de la respuesta inmediata.”

En un estudio realizado para determinar el numero de mastocitos presentes
en piel normal, con el propdsito de diferenciar incrementos en numero anormales,
se encontré mayor concentracion en areas acrales, no se determinaron a nivel de
cara, considerando como dentro de la normalidad un nivel de 75 mastocitos/mm?2,
en reportes previos se menciona entre 44 y 50 mastocitos/mmz2, se cree que su
distribucion irregular en el cuerpo sea resultado de diferencias funcionales,
ambientales y hemodinamicas, sin estar relacionadas a variaciones en la

exposicién de la luz ultravioleta de las diferentes partes del cuerpo.®



VI. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los actores principales en la hipersensibilidad tipo | son IgE, eosindfilos y
mastocitos. En el prurigo actinico se encuentran eosindfilos e IgE local
aumentados. 4Se encontrara también un aumento de mastocitos en el tejido

afectado, que sustente una reaccion de hipersensibilidad como desencadenante?



VIl. OBJETIVOS

Principal:

Determinar la cantidad de mastocitos en tejido afectado de pacientes con

prurigo actinico.

Secundarios:

Determinar de manera indirecta si detras de la fisiopatologia del prurigo

actinico esta una reaccion de hipersensibilidad.

Correlacionar el nimero de mastocitos con el ndmero de eosindfilos

presentes en los tejidos de pacientes con prurigo actinico.



VIIl. HIPOTESIS

Si los eosindfilos, inmunoglobulina E y mastocitos ocasionan la reaccion de
hipersensibilidad, y en el Prurigo actinico se encuentran eosindfilos e
inmunoglobulina E aumentados en el infiltrado inflamatorio, entonces los

mastocitos también estaran aumentados en el Prurigo Actinico.



IX. JUSTIFICACION

El prurigo actinico es una fotodermatosis, que afecta principalmente a
poblacion mestiza, principal componente de la poblacion mexicana. Su evoluciéon
es cronica, con aparicion de lesiones secundarias a la exposicion solar,
produciendo prurito intenso, ocasionando disminucion importante de la calidad de

vida de los pacientes afectados.

El prurigo actinico es una enfermedad que por los aspectos, aun no bien
definidos acerca de su fisiopatologia, mantiene un reto a resolver. Se requieren
aclarar los mecanismos de produccion de las lesiones, las células efectoras y las
sustancias de inflamacién que se producen como citocinas, prostaglandinas,
etcétera, con el fin de encontrar un mecanismo para evitar, en bien del paciente,
estos procesos patoldgicos. Por lo que resulta primordial dilucidar la presencia o
ausencia de mastocitos en el tejido afectado de pacientes con prurigo actinico, y
de esta forma apoyar o descartar un trasfondo de reaccion de hipersensibilidad
hacia algun alérgeno como causal y promotor de formacién de los centros

germinales.



X. MATERIAL Y METODOS

Estudio clinico, descriptivo, abierto, observacional, prolectivo y transversal
realizado en el Departamento de Dermatopatologia del Hospital General Dr.
Manuel Gea Gonzalez. Se realizé busqueda de los archivos de pacientes con
criterios clinicos e histologicos de prurigo actinico que acudieron a consulta en el
periodo comprendido de 1995-2006, durante el cual se realizaron un total de 217
biopsias con diagndstico histologico de prurigo actinico, de estas se seleccionaron
66 bloques de parafina con material histolégico adecuado y suficiente, 9 de
conjuntiva y 59 de labio, el resto se excluyeron por: material en malas condiciones,
ya sea que no se encontré tejido en el bloque de parafina y por diagndstico

descriptivo. Los 66 bloques provenian de 63 pacientes (Tabla 1).
Ademas se seleccionaron ocho bloques de parafina de biopsias de mucosa de
pacientes como controles positivos para comparar el nimero de mastocitos

presentes (Tabla 2).

Tabla 1. Caracteristicas demograficas. Casos

63 pacientes Mujeres:40 Hombres:23 Relacion: 1.7:1
Edad Media: 26.7 anos (7-63 afnos)
Edad inicio Media: 14.35 anos (2-44 afos)

Tiempo de evoluciéon  Media: 11.7 anos (4 meses-45anos)

Antecedente familiar 36.3%
Queilitis 34%
Presentacion Dermatitis/Conjuntitivitis/Queilitis ~ 60%
Clinica Conjuntivitis/Dermatitis 6%

Tabla 2. Caracteristicas Controles.

Mucosa sana Hombre 30 afos



Extravasacion mucosa  Mujer 10 anos

Mucocele Mujer 3 afos
Lago venoso Mujer 40 afios
Hiperplasia fibrosa Mujer 63 anos
Queilitis traumatica Hombre 83 afos
Liquen escleroso Mujer 32 afios

Queilitis granulomatosa  Mujer 66 afios

Se realizé la siguiente técnica de inmunohistoquimica. Posterior a la
desparafinizacion y rehidratacion, los tejidos fueron tratados con 1ml de citrato de
sodio 0.1% pH 6.2 para la recuperacion antigénica; posteriormente se inactivo la
accion de peroxidasa endogena por medio de perdxido de hidrogeno 0.9% por 5
minutos, para la eliminacion de sitios de union inespecifica las muestras se
sumergieron en albumina sérica bovina 1% en solucion buffer (PBS) por 5
minutos, posteriormente se realizd incubacion con el anticuerpo mast cell
tryptase® (clona AA1, Dako Corporation. USA), dilucién 1:50. Posteriormente las
muestras fueron incubadas con el anticuerpo antimouse/antirabbit y con el
complejo Streptavidine/peroxidasa por 30 minutos. Para visualizar la reaccion se
utilizé 3-3’-deaminobencidine-H,0, ® (Dako Corporation. USA).
Subsecuentemente las muestras fueron contratefiidas con solucion Mayer de
hematoxilina. Como control negativo se utilizd PBS, sustituyendo al anticuerpo
primario.

Se realizé la identificacion de mastocitos, considerando positivos los de color
marron claro a oscuro, que estuvieran delimitados por una membrana y presencia
de nucleo (fig. 1) se contabilizaron los mastocitos por medio de microfotografias de
forma aleatoria en tres diferentes campos del corte a un aumento de 40x, se tomé

como valor final el promedio de los tres campos (fig. 2).%°



‘. - -
Fig.1 Tincién de inmunohistoquimica positiva, con pigmento marrén

contenido por membrana y presencia de ntcleo

Fig.2 Grdfica cuadriculada para conteo de mastocitos



Xl. RESULTADOS

Se encontrd que el promedio de mastocitos en la mucosa de pacientes con prurigo
actinico fue de 28.48 mastocitos/campo, con un rango de 0 a 66 mastocitos/campo (grafica
1), contra los controles con un promedio de 9.75 mastocitos/campo, con un rango de 5 a 16
mastocitos/campo, en mucosa sana se registro un promedio de 7 mastocitos por campo (fig.
3). Aplicando la prueba estadistica de Kruskal-Wallis se obtuvo un valor de p=0.001
(grafica 2).

Mastocitos en pacientes de Prurigo actinico
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Gréfica 1. Se observa una concentracion de datos en la escala de 10 a 40 mastocitos por

campo.



Mastocitos por patologia
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Grdfica 2. Comparacion de los valores promedio de los mastocitos/campo, en las diferentes

patologias, observando un mayor numero en las queilitis de prurigo actinico.
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Fig. 3 Tincion inmunohistoquimica antitriptasa de Mastocito 40x. A Queilitis del prurigo
actinico. B Mucosa sana. Se observa una clara diferencia en la densidad de mastocitos en los

distintos cortes



Se observaron las variaciones en el numero de mastocitos/campo de acuerdo al
tiempo de evolucion, registrando valores promedio de mastocitos/campo similares,
independiente del tiempo de evolucion (Grafica 3). El calculo del coeficiente de
correlacion lineal de Pearson reveld que no existe una relacion lineal entre el namero de

mastocitos por campo y el tiempo de evolucion.

Con respecto a la correlacion entre el nimero de mastocitos/campo y el nimero de
eosinodfilos/campo los hallazgos obtenidos por medio del calculo del coeficiente de

correlacion lineal de Pearson fueron que entre ambas variables, no existe relacion lineal.

Mastocitos/Evolucion
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Gréfica 3. De acuerdo al tiempo de evolucion no existen variaciones en el numero

de mastocitos por campo.



X. DISCUSION

En este estudio las muestras obtenidas fueron en mayor cantidad de
pacientes de género femenino, con una relacion de 1.7:1, asi como edad de inicio
temprana durante la primera a segunda décadas de la vida, 36.3% de los
pacientes contaban con antecedente familiar de prurigo actinico, con respecto a la
presentacion clinica, la queilitis actinica aislada se observd en 34% mayor que la
reportada en la literatura del 27%, pero esto se explica porque se estudiaron
mayor numero de muestras de labio, que son por su histologia las mas

representativas.®’ 91011

Con respecto a los controles, se eligieron diversas patologias tumorales e
inflamatorias, asi como mucosa sana, con el objetivo de comparar la cantidad de
mastocitos presentes incluso en enfermedades con un trasfondo de reaccidn

inmunoldgica.

Tomando de referencia el estudio de conteo de mastocitos/mm? en piel sana
y haciendo la correlacion con los resultados obtenidos a un aumento de 40x que
abarca una superficie de 0.3mm, se observa una mayor cantidad de mastocitos en
los pacientes de prurigo actinico 189 mastocitos/mm? contra 75 mastocitos/mm?,
sin embargo se tiene que considerar que las muestras en nuestro estudio
provienen de mucosa en la cual se observa una mayor densidad de mastocitos y

que el estudio fue realizado en piel.**

Indudablemente se observdé una mayor densidad de mastocitos por campo
en las muestras de mucosa de pacientes con prurigo actinico con respecto a la
mucosa sana y otras patologias incluyendo a las de origen inflamatorio, lo que da
lugar a inferir la importancia que tienen estas células en la fisiopatologia de la
enfermedad y aunado a la presencia en el infiltrado inflamatorio de eosindfilos, los
cuales en condiciones normales no se encuentran en los tejidos, la produccion

local por células plasmaticas de IgE, asi como la formacion de verdaderos centros



germinales ectopicos, todo conduce a que detras de la fisiopatogénia del prurigo
actinico se encuentra una reaccidon de hipersensibilidad inmediata, cuyas
manifestaciones clinicas serian ocasionadas principalmente por el componente de

la reaccion tardia.>®

En referencia a la cantidad de mastocitos de acuerdo al tiempo de
evolucion, en este estudio no se demuestra que las variables tenga relacion, asi

como la cantidad de mastocitos y eosindfilos.

Ahora bien, existe un punto de controversia ya que en estudios previos se
ha observado que en el prurigo actinico existe un predominio de respuesta de
lintocitos Th1 y en la reaccion de hipersensibilidad inmediata se establece un
predominio en la respuesta Th2, esto podria explicarse porque se habla de un
predominio en las respuesta Th1 6 Th2, sin embargo en los procesos bioldgicos
invariablemente acttian ambas respuestas.?* 27230

Considerando que la poblacion mexicana basicamente esta constituida por
mestizos, los cuales tienen una prevalencia estimada de HLA-DR4 del 25%,
ademas de nuestra latitud en el ecuador, o que nos hace recibir una radiacion
ultravioleta considerable, nos hace altamente susceptibles a padecer prurigo
actinico, sin embargo este solo se presenta del 3 al 5% de la poblacion, lo que

supone otros factores desencadenantes, aun no identificados.*®

En un estudio previo acerca de la identificacion de los factores de riesgo en
prurigo actinico se determinaron como principales factores de riesgo la exposicion
a humo de lefia y aves de corral, lo que va de acuerdo a los hallazgos del presente
estudio acerca de la fisiopatogénia de una reaccidn de hipersensibilidad

inmediata.®’



XIll. CONCLUSIONES

Los hallazgos de una mayor densidad de mastocitos en las muestras de
pacientes con prurigo actinico, aunado a los estudios previos, confirman la
presencia de todos los elementos principales involucrados en la reaccion de
hipersensibilidad inmediata, lo que nos obliga a interrogarnos acerca del posible

alérgeno desencadenante.

El prurigo actinico continua siendo un amplio campo a futuras
investigaciones, se requiere clarificar e identificar el potencial alérgeno
desencadenante de la reaccién de hipersensibilidad inmediata, ademas de
esclarecer la controversia acerca del predominio de las respuestas Th1 y/o Th2
implicadas respectivamente en el prurigo actinico y la reaccidon de

hipersensibilidad inmediata.



XIV. ANEXOS

HOJA DE CAPTURA DE DATOS

Fecha consulta:

Iniciales del paciente:

Expediente:

No. Biopsia

Teléfono:

I. Demogréficos:

Edad: Sexo:
Originario: Residente:
Ocupacion:

I1. Caracteristicas de la enfermedad

Sitio principal afectado: Tiempo de evolucion:
Edad de inicio: Antecedente familiar:
Tratamiento actual: Sitio biopsia:

II1. Cuenta de Mastocitos/campo

l. 2. 3.

IV. Cuenta de eosinofilos/campo

l. 2. 3.




Calculo de tamafio de muestra

n= Zaoa’pQg

n=(1.96°) (0.8) (0.2) = 0.614656 = 61.46
0.1? 0.01

Zo. ajustada para que la p significativativamente estadistica sea de 0.05 es igual a
1.96

p = representa grupo en estudio, la frecuencia en que se ha encontrado

produccion de IgE y eosindfilos en los tejidos de pacientes con prurigo actinico

q= 1-p



Descriptive Statistics

Mean Std. Deviation N
mastocitos 28.47 11.03 66
evolucién 19.72 27.61 66
Correlations
mastocitos | evolucion
mastocitos  Pearson Correlation 1.000 .036
Sig. (2-tailed) Ta77
Sumof Squaresand | 2q5 439 | 704,283
Cross-products
Covariance 121.576 10.835
N 66 66
evolucion Pearson Correlation .036 1.000
Sig. (2-tailed) T77
Sum of Squares and 704.283 |49541.792
Cross-products
Covariance 10.835 762.181
N 66 66
Descriptive Statistics
Mean Std. Deviation N
mastocitos 28.47 11.03 66
eusinofilos 9.38 5.75 66
Correlations
mastocitos | eusinofilos
mastocitos  Pearson Correlation 1.000 .055
Sig. (2-tailed) .659
Sum of Squaresand | o 4ag 228.258
Cross-products
Covariance 121.576 3.512
N 66 66
eusinofilos  Pearson Correlation .055 1.000
Sig. (2-tailed) .659
Sum of Squares and
Cross-products 228.258 2147.530
Covariance 3.512 33.039
N 66 66
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