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RESUMEN ESTRUCTURADO

ANTECEDENTES: Enfermedad injerto contra huésped (EICH), es el término usado para
describir las manifestaciones clinicas e histopatolégicas secundarias a una reaccion del injerto
contra el huésped. La EICH aguda afecta piel, higado y aparato gastrointestinal. Las
manifestaciones cutaneas pueden ser las primeras en aparecer, y la afeccion cutanea es
variable y poco especifica observandose desde erupciones maculo-papulares hasta cuadros
semejantes a necrolisis epidérmica téxica. La farmacodermia, o reaccién medicamentosa,
también se acompafia de manifestaciones cutaneas variables y en pacientes sometidos a
transfusiones o transplantes las manifestaciones clinicas pueden ser indistinguibles de las de la
EICH. Los hallazgos histopatolégicos pueden ayudar a distinguir entre ambos cuadros cuando
las caracteristicas son tipicas, pero ésto no siempre es facil. Los mecanismos involucrados, sin
embargo, son diferentes: apoptosis en el caso de EICH y necrosis en el caso de
farmacodermia. OBJETIVOS: 1.Evaluar la utilidad de la determinacién de apoptosis en el
diagnéstico certero y temprano de EICH aguda en pacientes con transfusiones o transplantes,
2. Describir las caracteristicas histopatolégicas de la EICH aguda y de farmacodermia en
pacientes con antecedente de transfusiones o trasplante, 3.Determinar el indice de apoptosis,
mediante TUNEL, en las biopsias de piel de pacientes con diagnésticos clinicos de EICH y
farmacodermia con antecedente de transfusiones o trasplante, 4. Evaluar la expresién de bcl-2
como marcador proapoptoético, en las biopsias de piel de pacientes con diagnésticos clinicos de
EICH y farmacodermia con antecedente de transfusiones o trasplante, 5.ldentificar el indice de
apoptosis mediante la expresién de caspasas en las biopsias de piel de pacientes con
diagndsticos clinicos de EICH y farmacodermia con antecedente de transfusiones o trasplante.
MATERIAL Y METODOS: Estudio observacional, retrospectivo, transversal y comparativo con
cegamiento (el ciego sera para quien realice la revisidon del estudio histopatolégico) en el cual
se incluyeron pacientes pediatricos que hubieran sido evaluados por el servicio de
dermatologia del INP de enero de 1993 a diciembre de 2008 con diagndstico clinico de EICH o
farmacodermia con antecedente de transfusion o trasplante y que contaran con biopsia de piel.
Se recolectaron los datos de los archivos de dermatopatologia y se vaciaron en el formato de
recoleccion de datos valorando edad, sexo, aspectos dermatolégicos, compromiso
gastrointestinal y hepatico, para asi definir diagnostico clinico. Se revisé el estudio
histopatolégico de los casos de EICH y de farmacodermia. La informacion se complementé con
la realizacién de técnicas moleculares y de inmunohistoquimica para evaluar apoptosis
(TUNEL, bcl-2 y caspasas). ANALISIS ESTADISTICO: Se revisé la distribucion de las
variables de manera separada y posteriormente analisis de asociacion bivariada. La
asociacion de todas las variables con los 2 grupos de interés (EICH y farmacodermia) se
determind por la prueba de )(2. El cambio de la probabilidad de presentarse EICH o
farmacodermia en relacion a numero de cuerpos apoptoticos y de caspasas fue determinado
por el modelo de regresion logistica. EI numero de cuerpos apoptéticos que optimizan la
relacion de la sensibilidad y especificidad fue determinado por la tabla de ROC. Para todas las
pruebas estadisticas a<0.05 fue considerada estadisticamente significativa. RESULTADOS: Se
estudiaron 43 casos evaluando criterios clinicos e histopatolégicos, 32 correspondieron a EICH
y 11 a farmacodermia. A nivel clinico, la unica diferencia significativa entre EICH vy
farmacodermia fue el sexo. La EICH predomina en el femenino y la farmacodermia en el
masculino (p=0.0260). A nivel histologico solamente el nimero de cuerpos apoptéticos muestra
una asociacion estadisticamente significativa con los casos de EICH. CONCLUSIONES: No
existe una forma clara ni clinica ni histopatolégica de distinguir la EICH aguda y la
farmacodermia en forma temprana. La determinacion de apoptosis no es definitiva para
distinguir entre ambas. La importancia de estos hallazgos, que sugieren un sindrome de
sobreposicion, es el establecer protocolos de prevencion y tratamiento, que permitan identificar
factores de riesgo que hacen que el 56% de los pacientes clasificados como EICH fallezcan.



ANTECEDENTES

1. ENFERMEDAD INJERTO CONTRA HUESPED AGUDA

Enfermedad injerto contra huésped (EICH), es el término que se usa para
describir las manifestaciones clinicas e histopatoldgicas secundarias a una

reaccion del injerto contra el huésped.’?

La EICH se clasifica en dos formas: aguda y crénica. La forma aguda aparece
en los 100 primeros dias posteriores al trasplante, especialmente entre los dias
7 y 21. La forma cronica se presenta después de un plazo promedio de 4

meses, aunque puede aparecer a partir de los 40 dias postrasplante.®?

La incidencia y gravedad de la EICH esta en relacion con las diferencias del
donador y receptor en el complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) o
antigeno leucocitario humano (HLA). Entre otros factores de riesgo se
encuentran: la edad avanzada del receptor, diferencias de género entre
donador y receptor, uso de radioterapia en el régimen condicionante, e
incremento en el numero de células presentadoras de antigenos en el injerto.
La incidencia de EICH agudo entre los receptores de transplante de un
hermano con HLA idéntico es del 25% al 40%, y dicha incidencia aumenta
hasta el 50% con la diferencia en un antigeno.?*°® La EICH crénica ocurre en
15% a 50% de los pacientes que han presentado EICH agudo, y puede ocurrir

de novo en 20% a 30% de los pacientes sometidos a trasplante.*®

A nivel mundial, la causa mas frecuente de EICH es el trasplante de médula
Osea, pero también se observa por transfusiones de productos sanguineos no
irradiados, trasplante de érganos solidos y transfusién materno-fetal. 678 En
el INP, en el periodo comprendido de enero de 1993 a diciembre del 2006 la
principal causa de EICH fue la transfusion de productos sanguineos no
irradiados en 8 pacientes (53%), seguida por trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas en 5 casos (33%), y transfusién materno-fetal en 2 (13%)
casos.” En los 8 pacientes cuya causa fueron las transfusiones de productos

sanguineos, se realizaron 15 transfusiones de las cuales 6 (40%) fueron de



paquete globular, 5 (33%) de concentrados plaquetarios, 3 (20%) de plasma

fresco congelado y 1(7%) de granulocitos. °

En 1966 Billigham describid tres condiciones esenciales para que ocurriera una
EICH: 1) un receptor inmunosuprimido (sobre todo inmunidad celular), 2) el
injerto debe contener células linfoides inmunocompetentes en suficiente

cantidad, 3) el injerto debe presentar antigenos diferentes al receptor.*?

La EICH aguda afecta piel, higado y aparato gastrointestinal. Es importante
mencionar que las lesiones cutaneas aparecen junto con o anteceden a las
lesiones hepaticas y gastrointestinales. EI compromiso a nivel cutaneo varia
desde erupciones maculo-papulares, hasta eritrodermia y/o un cuadro clinico
similar a necrolisis epidérmica téxica. En los casos de EICH en el INP la forma
de presentacion mas frecuente fue la erupcion maculo-papular, pero también
se observaron eritema, petequias, lesiones equimoéticas y lesiones
urticariformes, demostrando que la presentacion clinica puede ser muy poco

caracteristica.’

A nivel hepatico se observan hepatomegalia, ictericia e incremento de las
transaminasas. En los pacientes con EICH del INP, se presentd afectacion
hepatica, manifestada por incremento de bilirrubina total en 8 (73%) de los 11
pacientes en quiénes se determind este valor. El promedio de bilirrubina total
con EICH establecida fue de 3.9+4.1 mg/dl vs 1.9+3.2mg/dI antes de la EICH.®

El sintoma gastrointestinal caracteristico es la diarrea, la cual puede llegar a
ser copiosa y grave, también se reporta dolor abdominal, nausea vy
vomito."*>8 1% E| compromiso gastrointestinal se presentd en tres (20%)
pacientes con EICH del INP, constituido por evacuaciones diarreicas, 2 de

caracteristicas sanguinolentas y 1 mucoide.’

Se considera que la EICH es el resultado de la interrelacion de linfocitos T del

donador y un receptor con antigenos histoincompatibles." En la EICH aguda se



ha planteado un modelo de tres fases. La primera 6 el régimen condicionante
ocurre antes de que las células o tejido donador sean transferidos al receptor;
se realiza con radioterapia o quimioterapia que dafa los tejidos del huésped
(higado, piel o mucosa intestinal). El tejido dafiado responde con la produccion
de citocinas inflamatorias, factor de necrosis tumoral alfa (FNTa), interleucina 1
(IL-1), incremento en la expresidon de antigenos del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) y moléculas de adhesion, favoreciendo un
reconocimiento del CMH y/o antigenos menores de histocompatibilidad por las
células T maduras del donador. En la segunda fase las células T del donador
reconocen antigenos diferentes, proliferan, secretan interleucina 2 (IL-2) e
interferon gamma (IFN y), con lo que se induce una expansion de células T,
linfocitos T citotdxicos y células natural killer (NK), y adicionalmente favorecen
que los fagocitos macrofagos liberen FNTa e IL-1. El 6xido nitrico (ON) es
liberado por los macréfagos contribuyendo al dafo tisular. En la tercera fase,
los linfocitos T citotéxicos y células NK atacan a los tejidos del huésped.'"'?
Estas células median su dafo a través de la accion de granzima B (perforina),

induccion de la apoptosis mediante Fas-Fas-ligando y citocinas directas.'""

Histopatologicamente la EICH aguda se caracteriza por dafio de interfase con
vacuolizacién de la basal, ya sea focal o difuso. La presencia de queratinocitos
necroticos, en todos los niveles de la epidermis, asociado con linfocitos
adyacentes (satelitosis), son caracteristicos. La exocitosis esta invariablemente
presente y puede en algunos casos observarse espongiosis moderada. Los
cambios vasculares incluyen tumefaccion de las células endoteliales, e
infiltrado mononuclear perivascular por linfocitos en la dermis superficial. La

afeccion folicular puede ser importante. '*'*

La afeccidn cutanea se clasifica en 4 grados histologicos de severidad:
| Vacuolizacion de la capa basal focal o difusa.
Il Vacuolizacién de la capa basal, espongiosis, satelitosis, disqueratosis e

incontinencia del pigmento.



Il Formacion de microvesiculas subepidérmicas en asociacion con
disqueratosis y espongiosis.

IV Pérdida completa de la epidermis, con ampollas subepidérmicas francas.
14,15

Ademas de las caracteristicas histoldgicas observadas en cortes teiidos con
hematoxilina y eosina, se han informado algunos hallazgos con pruebas de

inmunohistoquimica que podrian ayudar en el diagnéstico de la EICH.

Nagata y cols'® reportaron que la EICH se caracteriza por la expresién extensa
de HLA-DR e ICAM - 1 en los queratinocitos de la epidermis, exocitosis de
células T CD8 + y la reduccion de expresion de CD1a por las células

dendriticas epidérmicas.

Norton y cols'” reportaron que la identificacién del aumento de células VCAM-1
+ particularmente en la dermis superior puede ser usada como marcador para

el diagnéstico temprano de EICH.

Hanneke y cols'® reportaron que eventualmente la EICH conlleva a fibrosis de
la piel. En circunstancias normales las células endoteliales y fibroblastos
sintetizan fibronectina sin el dominio ED-A. La reparacion tisular y ciertas
condiciones patoldgicas como fibrosis ocasionan expresion de ED-A, que se
ha demostrado incrementado en su expresion en las biopsias de pacientes con

EICH agudo y cronico, considerandolo asi un marcador de fibrosis.

2. REACCION MEDICAMENTOSA

Las dermatosis medicamentosas, farmacodermias o toxicodermias son uno de
los padecimientos cutédneos mas frecuentes en la consulta externa (1%) y en
los pacientes hospitalizados (2-5%). Los nifios no estan exentos de presentar
una farmacodermia. En principio, todo medicamento (aun placebo) es

potencialmente capaz de dar lugar a una reaccién adversa.



Una reaccion adversa a farmacos es una respuesta a un farmaco que es
nociva y no intencionada y que ocurre a dosis habituales. Las reacciones
adversas a farmacos se clasifican como tipo A (predecibles) o tipo B (no
predecibles). Las reacciones de tipo A estan asociadas con el mecanismo de
accion del farmaco o con la dosis y son dependientes del huésped. En cambio
las reacciones tipo B no dependen de la dosis y no son predecibles por la
reaccion farmacologica. Las erupciones cutaneas son una de las
presentaciones mas frecuentes de las reacciones adversas a farmacos tipo B.
Las reacciones en la piel pueden variar desde erupciones leves como un
exantema medicamentoso, a formas raras y severas que ponen en riesgo la
vida como las necrolisis epidérmica téxica. Las reacciones medicamentosas
ocurren con frecuencia en escenarios clinicos complicados con la exposicién a
multiples agentes. Si bien la mayoria de las erupciones ocurren entre 1 y 6
semanas después de iniciando el tratamiento, algunas toman mas tiempo, y se

debe de investigar sobre farmacos usados de forma intermitente.

Las reacciones medicamentosas pueden ser diagnosticadas con base a la
morfologia de la lesién como exantematica, urticariforme, ampollosa 6 pustular,
siendo las dos primeras las mas frecuentes. La forma exantematica de la
reaccion medicamentosa, es decir, el exantema medicamentoso, es la reaccion
medicamentosa cutdnea mas frecuente y puede ocurrir en forma aislada 6
asociada con fiebre u otra sintomatologia sistémica. Se manifiesta como
eritema generalizado sin evidencia de ampollas o pustulas. Tradicionalmente

se denomina maculo — papular é6 morbiliforme.

La biopsia cutanea debe ser considerada ante reacciones graves, en particular,
aquellas con sintomatologia sistémica, eritrodermia, formas ampollosas,
purpura, pustulas 6 en caso de que el diagnéstico sea incierto. Los hallazgos
histolégicos son poco especificos y polimérficos para la mayoria de los cuadros
de farmacodermia; sin embargo el hallazgo mas frecuente es la presencia de

infiltrado inflamatorio focal 6 difuso en dermis, con arreglo perivascular de



linfocitos y caracteristicamente con presencia de eosindfilos; en ocasiones se

pueden encontrar queratinocitos necroticos.?

El analisis histopatolégico de las lesiones cutaneas tempranas con anticuerpos
especificos (IHQ) revela la expresion de moléculas HLA e ICAM 1 por parte de
los queratinocitos, asi como de linfocitos TCD8, junto con imagenes de
queratinocitos necroticos en contacto con algunas células mononucleares, lo
que indica la existencia de un mecanismo citotdéxico celular mediado
inmunolégicamente.2 Por lo anterior se considera que algunas de las
reacciones medicamentosas estan mediadas por un mecanismo de necrosis a

diferencia de la EICH que esta mediada por un mecanismo de apoptosis.

Existen 3 farmacodermias: eritema pigmentado fijo, sindrome de Stevens-
Johnson y Necrolisis epidérmica toxica (junto con las formas transicionales) en
las cuales se ha descrito que el mecanismo de dafo es mediante apoptosis por
activacion de Fas-Fas ligando' ?°. Sin embargo, en las 3 el cuadro clinico es

caracteristico, y dificiimente confundible con EICH.

3. APOPTOSIS

La apoptosis se define como la muerte celular programada. Es un proceso
activo y genéticamente regulado?®’ La apoptosis es un mecanismo diferente a
la mitosis, para la regulacién del numero de células durante el desarrollo, la
homeostasis del recambio celular en el adulto, la remodelacion de tejido, la

regulacién inmune y la regresion tumoral, entre otros.?"

Algunos estudios experimentales y en humanos han demostrado que la
apoptosis es el mecanismo predominante de dafio epitelial en la EICH.?*%* Se
han definido dos vias principales para el fenobmeno de apoptosis: la via del
receptor de la muerte y la via mitocondrial. La via del receptor de la muerte
esta constituida por receptores de superficie celular que desencadenan
apoptosis posterior a su unién con un grupo de ligandos estructuralmente

relacionados o anticuerpos especificos. En la via mitocondrial, la familia de



proteinas de bcl-2 constituyen el regulador mas importante. La proteina bcl-2
tiene una funcién antiapoptética y su activacion puede ser evaluada por
inmunohistoquimica en las células definidas.

Para la identificacion inmunohistoquimica de las proteinas involucradas en las
cascadas de sefnales del control de la apoptosis, se valorara el anticuerpo
monoclonal anti-proteina bcl-2, oncoproteina bcl-2 alfa localizada en la
membrana interna mitocondrial. Bcl-2 es un gen anti -apoptético, que impide la
muerte celular y la activacion de las caspasas y su union con el citocromo C
reduciendo la permeabilidad de la membrana mitocondrial. Las proteinas bcl-2
se dividen es dos: las anti - apoptéticas (bcl-2 y bcl-XL) vy las pro —apoptéticas
(bad, bax y bid). La sensibilidad de las células al estimulo anti -apoptético
depende del equilibrio de éstas. Cuando las proteinas pro- apoptéticas estan
en exceso las células son mas sensibles a la apoptosis, mientras que el con el

predominio de las anti - apoptéticas las células son mas estables.?*®

Existen técnicas moleculares para detectar la apoptosis antes y durante sus
manifestaciones morfolégicas reconocibles a la microscopia de luz, basadas en
las caracteristicas del dafio celular como la ruptura y fragmentacion regular del
DNA. Dentro de ellas, TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase mediated
dUTP-biotin nick end labeling), se ha considerado como el método mas
adecuado para cuantificar el indice apoptotico 6 el numero de células en
apoptosis con el marcaje in situ del DNA fragmentado. Tiene su fundamento en
la deteccién de la ruptura del DNA internucleosomal, caracteristica de la
apoptosis en cortes de tejido fijadas en formol e incluidas en parafina. Tiene
como ventaja la identificacion de las células de apoptosis en estadios mas
tempranos a los cambios observados a la microscopia de luz. Mediante esta
técnica, se detectan los extremos 3-OH libres que se generan en la
fragmentaciéon de DNA, incorporando nucleétidos marcados a dichos extremos

mediante la accion de la enzima transferasa terminal (tdt).?*

Otra técnica que ha sido empleada en la identificacién de las caspasas, las

cuales son proteinas clave en la transduccién y ejecucion de la senal



apoptética inducida por una diversidad de estimulos. Son un grupo de cistein-
proteasas que se activan especificamente en las células apoptéticas. Se
denominan asi pues son cistein- proteasas especificas de acido aspartico. El
prototipo de caspasa es la enzima convertidora de interleucina-1 b (ICE,
caspasa-1) e inicialmente fue identificada como la proteasa responsable de la
maduracion de la pro-interleucina 1b a su forma pro-inflamatoria vy
bioldgicamente activa. Aunque la caspasa-1 no tiene un papel obvio en la
muerte celular, fue el primer miembro identificado de una gran familia de

proteasas cuyos miembros tienen distintos papeles en inflamacion y apoptosis.

La familia de las caspasas esta constituida en los mamiferos por 14 miembros,
de los que se conocen 11 enzimas humanas. Las caspasas comparten
similitudes en la secuencia de aminoacidos, en la estructura y especificidad de
sustratos. Se expresan como proenzimas (zimdgenos) sin actividad bioldgica

que tienen que activarse para poder ejercer su accion.

Las caspasas contienen tres dominios: un prodominio N-terminal, una
subunidad larga (p20) que contiene el centro activo con cisteina dentro de un

motivo conservado QACXG, y una subunidad pequefa (p10) en el C-terminal.

Existen dos grandes grupos de caspasas, las denominadas iniciadoras y las
ejecutoras. Las caspasas iniciadoras son activadas por autoprotedlisis cuando
son translocadas a compartimientos especificos o mediante adaptadores/
activadores. Las caspasas ejecutoras son activadas mediante el corte

especifico mediado por las caspasas iniciadoras.

Estas proteasas son las encargadas de los cortes finales de los sustratos que
provocan la morfologia tipica de la apoptosis. Entre éstos se encuentran
proteinas de senal, de reparacibn de ADN, estructurales, factores de
transcripcion, etc. Las caspasas representan un nuevo paradigma de la
transduccion de la sehal y se encuentran implicadas en un gran numero de
procesos fisiolégicos y patolégicos. En un futuro podrian  servir como

marcadores de procesos patoldgicos y como blanco de nuevas terapias.?*



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El diagndstico clinico - patolégico de la EICH aguda, especialmente en etapas
iniciales es dificil, pues es facilmente confundido tanto clinica como
histologicamente con una farmacodermia en pacientes con transfusiones o

trasplantes.

PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢(Es la determinacion de apoptosis (mediante tunel, y expresion de bcl-2 y
caspasas) de utilidad para distinguir la EICH aguda de una farmacodermia en

pacientes con transfusiones o trasplante?

JUSTIFICACION

Los pacientes que son sometidos ya sea a transfusiones o a trasplantes,
frecuentemente reciben multiples farmacos, y por ende, la aparicién de lesiones
cutaneas puede corresponder a EICH o farmacodermia, haciendo dificil el

diagnostico diferencial en las etapas agudas.

Si bien, la EICH no es una entidad clinica muy frecuente, ya que en el Instituto
Nacional de Pediatria, en el periodo comprendido de Enero de 1993 a
Diciembre de 2006 se reportaron 15 casos de EICH, con una prevalencia de
1.5 casos por 10,000 hospitalizaciones, su diagndstico preciso y temprano es
muy importante para establecer un tratamiento oportuno y asi poder disminuir

su morbi-mortalidad (la mortalidad en nuestros pacientes fue de 80%).

Por este motivo, con el presente estudio se buscé definir si la confirmacion de
apoptosis como etiopatogenia del dafio nos ayudaba en el diagndstico certero
de EICH de forma tal que pueda ser manejada en forma oportuna, y de esta

manera mejorar el prondstico de los pacientes.

Por otro lado, los resultados obtenidos, se presentaran en reuniones

internacionales de la especialidad, y seran publicados en una revista de

10



impacto internacional. De igual manera se publican en formato de tesis para

obtener el titulo del Curso de Dermatologia Pediatrica.

HIPOTESIS

La determinacion del indice de apoptosis mediante estudios morfolégicos con
microscopia de luz (ML) y técnicas moleculares (TUNEL, bcl-2 y caspasas), es
util en el diagnéstico temprano de EICH aguda en pacientes con transfusiones
o trasplante.

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la utilidad de la determinacion de apoptosis en el diagnostico certero y

temprano de EICH aguda en pacientes con transfusiones o trasplantes.

Objetivos especificos primarios:

1. Describir las caracteristicas histopatoldgicas de la EICH aguda y de
farmacodermia en pacientes con antecedente de transfusiones o trasplante.

2. Determinar el indice de apoptosis, mediante TUNEL, en las biopsias de piel
de pacientes con diagnésticos clinicos de EICH y farmacodermia con
antecedente de transfusiones o trasplante.

3. Evaluar la expresion de bcl-2 como marcador proapoptético, en las biopsias
de piel de pacientes con diagndsticos clinicos de EICH y farmacodermia con
antecedente de transfusiones o trasplante.

4. ldentificar el indice de apoptosis mediante la expresién de caspasas en las
biopsias de piel de pacientes con diagndsticos clinicos de EICH vy

farmacodermia con antecedente de transfusiones o trasplante.

MATERIALES Y METODOS
Tipo de estudio
El presente fue un estudio transversal, ambilectivo, comparativo y con

cegamiento (el ciego fué para quien reviso el estudio histopatolédgico).
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Poblacién
Poblacién Objetivo
Pacientes pediatricos con diagndstico clinico de EICH o farmacodermia con

antecedente de transfusién o trasplante.

Poblacion Elegible
Pacientes que hubiesen sido evaluados por el servicio de dermatologia del INP
en el periodo comprendido de Enero de 1993 a diciembre de 2008 y que

contaran con biopsia de piel.

Pacientes con EICH

Criterios de inclusion:

Pacientes menores de 18 afos

Con diagnéstico clinico de EICH de cualquier severidad

Con manifestaciones dermatolégicas

Criterios de exclusion

Pacientes con EICH que no tuvieran biopsia de piel

Pacientes con farmacodermia con antecedente de transfusiones o
trasplante

Criterios de inclusién

Pacientes menores de 18 anos

Con diagndstico clinico de farmacodermia con antecedente de transfusion o
trasplante

Con manifestaciones dermatolégicas

Criterios de exclusion

Pacientes con farmacodermia sin biopsia de piel

12



Variables

Ver anexo 1.

Métodos

Se recolectaron los datos de los archivos de dermatopatologia comprendidos
en el periodo sefialado, y se vaciaron en el formato de recoleccién de datos
(Anexo 2) valorando edad, sexo, aspectos dermatolégicos, compromiso

gastrointestinal y hepatico.

El oncdlogo pediatra (AOC), experto en el tema, reviso los expedientes clinicos,
y de acuerdo a la informacién vertida en los mismos, definidé el diagndstico

clinico definitivo: farmacodermia o EICH.

Se reviso el estudio histopatolégico de los casos de EICH y de farmacodermia.
La informacion se complementd con la realizacion de técnicas moleculares y de
inmunohistoquimica para evaluar apoptosis (TUNEL, bcl-2 y caspasas) (Anexo
3). En los casos en que el paciente tuvo mas de una biopsia se revisaron vy

compararon ambas.

Técnica de bcl-2 y caspasas

Se realizaron cortes a 2 micras del tejido seccionado y se montaron en
laminillas previamente tratadas con una solucién de poli-I-lisina. Se realiz6 la
técnica de Inmunohistoquimica (IHQ) con el complejo biotina-
estreptavidina/peroxidasa mediante el sistema de deteccion LSAB+ (Labelled

streptavidin-biotin, Dako Corporation, Carpinteria Calif. USA).

Para el desenmascaramiento de epitopes se utilizé citrato de sodio al 0.01M pH
6, durante 5 minutos en la olla de presion/horno de microondas y se enfriaron a
temperatura ambiente por 20 minutos. Posteriormente las muestras fueron
tratadas con peroxido de hidrégeno al 0.9% en medio acuoso e incubadas con
albumina sérica bovina (BSA) al 1% en PBS por cinco minutos, los anticuerpos

protooncogen bcl-2 (Clona 124, cat M0887 Dako Cytomation Carpinteria Calif.
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USA) y Caspasa 3 (BIOCARE MEDICAL) se incubaron por 45 minutos a
temperatura ambiente. El anticuerpo secundario biotinilado y el complejo
estreptavidina/peroxidasa fueron incubados por 30 minutos a temperatura
ambiente. Para la visualizacion de la reaccién se emple6 como sustrato
3,3’deaminobencidina-H202 y se realizo el monitoreo al microscopio. Se
realizd un contraste con hematoxilina de Gill por 5 min y diferenciacion con
hidroxido de amonio al 37%. Se deshidrataron las laminillas con lavados en
alcohol etilico al 50%, 60%, 70%, 96%, alcohol absoluto y xilol.

En cada laminilla de casos problema, se incluyeron como control positivo para
cada anticuerpo, tejidos que previamente se habian probado y que se utilizan
de control rutinario para dichos marcadores, asi mismo se emplearon controles

negativos para cada una de las reacciones.?>?®

Técnica de TUNEL
Método de marcaciéon mas sensible para células en apoptosis o pre apoptosis,
se puede aplicar a cualquier tejido: Parafina, Congelado, Cultivo Celular,

Citologia.

La Enzima TdT liga desoxinucle6tidos (DNTP) en los grupos OH libres en las
terminaciones 3" de los fragmentos de DNA generados como una respuesta a
la apoptosis y cataliza la adicion de Bromodeoxiuridina (BrdU) en estos
desoxinucledtidos. Se reconoce la BrdU mediante un anticuerpo monoclonal
conjugado con biotina. Posteriormente la Biotina es detectada por la
Estreptavidina conjugada con peroxidasa (HRP). La reaccién anterior se
visualiza mediante la reaccion colorimetrica de DAB o Blue Tac. Estas
laminillas se contrastan con tincién de Hematoxilina de Gill, Methyl Green o

Fucsina basica.

Sistema fluorescente de deteccion conjugado con tunel. Incorpora una
fluoresceina 12-dUTP como marcador terminal del fragmento 3'OH del DNA

catalizado por la Desoxinucleotidil Transferasa terminal (TUNEL).?® *°
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Tamaino de muestra

Por tratarse de una entidad clinico-histopatolégica poco frecuente, la muestra
fue a conveniencia y se estudiaron todos los casos de pacientes con
diagnostico de EICH y farmacodermia con estudio histopatolégico en el periodo

comprendido de enero de 1993 a diciembre de 2008.

Analisis estadistico

Inicialmente se revisé la distribucion de todas las variables de manera
separada y posteriormente analisis de asociacion bivariada. La distribucion de
las enfermedades de todos los casos y la del grado clinico en los casos de
EICH se reportaron en frecuencia absoluta y relativa. La asociacion de tipos de
injerto, manifestaciones clinicas, afeccion a drganos blanco, marcadores
morfoldgicos y estudios complementarios con los 2 grupos de interés (EICH y
farmacodermia) fue determinada por la prueba de x2. Se compararon las
medias de la edad en los tres grupos de enfermedades por la prueba de
Kruskal-Wallis y para la comparacién multiple no paramétrica se utilizo el
método de Steel-Dwass. ElI cambio de la probabilidad de presentarse EICH o
farmacodermia en relaciéon a numero de cuerpos apoptoéticos y de caspasas fue
determinado por el modelo de regresion logistica. EI numero de cuerpos
apoptéticos que optimizan la relacién de la sensibilidad y especificidad fue
determinado por la tabla de ROC. Para todas las pruebas estadisticas a<0.05
fue considerada estadisticamente significativa. Todos los analisis estadisticos

fueron realizados con el paquete estadistico JMP 9 de SAS Institute Inc.

CONSIDERACIONES ETICAS
No se requirid de firma de consentimiento informado. Los investigadores nos
comprometimos a conservar la confidencialidad y el anonimato de todos y cada

uno de los pacientes cuyo expediente fue revisado.
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RESULTADOS
I. Caracteristicas clinicas
Se examinaron 43 casos evaluando criterios clinicos e histopatoldgicos,

clinicamente 32 correspondieron a EICH y 11 a farmacodermia.

Las enfermedades de base se clasificaron en 3 grupos: inmunodeficiencias con
15 (35%) casos, enfermedades hematolégicas con 18 (42%) casos, y
enfermedades miscelaneas con 10 (23%) casos. Los diagnosticos de los

pacientes en cada grupo pueden verse en la tabla 1.

Los diagndsticos de los pacientes en cada uno de los 3 grupos en que se
clasificaron las enfermedades de base pueden verse en la tabla 1. La edad de
los pacientes presentdé una distribucion bimodal. Dependiendo del tipo de
enfermedad, en donde los pacientes con enfermedades hematoldgicas eran de
mayor edad (media: 147, DE:25) que los pacientes con inmunodeficiencias
(media:13.1, DE 15) y enfermedades miscelaneas (media 7, DE: 37.4). Ver
figura 2.

La mitad de los pacientes tenian como antecedente transfusiones sanguineas
y una tercera parte transfusion de células hematopoyéticas como podemos

observar en la tabla 2.

A. EICH agudo

Hubo un total de 32 casos de EICH agudo, 21 en el sexo femenino (66%) y 11
en el sexo masculino. La mediana de la edad fue de 37.5 meses, (el rango
intercuartil fue de 147.75) con un minimo de 1 y maximo de 195 meses.

(Figura 1a)

Respecto al antecedente de tipo de injerto la mitad de los casos
correspondieron a transfusiones sanguineas, seguido de trasplante de células
hematopoyéticas y solo hubo un caso de trasplante de 6rgano soélido (rifidn).

Los datos los observamos en la tabla 2.
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Las lesiones que mas predominaron en los casos de EICH fueron las maculas
y papulas con localizacion tanto en tronco anterior como posterior, seguido de
miembros superiores de forma simétrica, comprometiendo de un 25 a un 50 %

de la superficie corporal total (ver tabla 3).

El dafio a nivel gastrointestinal se presentoé en 4 casos de pacientes con EICH
grado 1, ninguno de mayor grado (tabla 4a). El dafio hepatico se observo en 12

pacientes (38%) con EICH en su mayoria grados 1y 2 (ver tabla 4b).

El grado clinico que predominé en los pacientes con EICH fue el moderado en
20 (62%) casos (ver tabla 5).

Dieciséis (50%) pacientes presentaron remision de la enfermedad y 22 de ellos
(69%) fallecieron. Dieciocho (56%) de los fallecimientos se atribuyeron a EICH.

Los otros 4 pacientes fallecieron afios después de causas no relacionadas.

B. Farmacodermia

Hubo un total de 11 casos de farmacodermia, 8 en el sexo masculino (73%) y 3
en el sexo femenino (p=0.0260). La mediana de la edad fue de 29 meses (el
rango intercuartil fue de 79 meses), con un minimo de 1y 176 meses. (Figura
1b).

Los diagnosticos de los pacientes en cada uno de los 3 grupos en que se

clasificaron las enfermedades de base pueden verse en la tabla 1.
Al igual que en EICH casi la mitad de los casos tenian el antecedente de

transfusiones sanguineas y una tercera parte de los casos antecedente de
transplante de células hematopoyéticas, como podemos observar en la tabla 2.
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Las lesiones que mas predominaron en los casos de farmacodermia fueron las
maculas y papulas localizadas en mejillas, tronco anterior y brazos de forma
simétrica, comprometiendo de un 25 a un 50 % de la superficie corporal total
(tabla 3).

El dafo a nivel gastrointestinal se present6 solo en 1 caso de los pacientes con
farmacodermia con grado 1 (tabla 4a). Hubieron 4 casos con dafo a nivel
hepatico (tabla 4b).

Siete (64%) pacientes presentaron remision de la enfermedad y 6 de ellos
(55%) fallecieron. Solo 4 (36%) de los fallecimientos se atribuyeron a la
farmacodermia. Los otros 2 pacientes fallecieron afios después de causas no

relacionadas.

Il. Caracteristicas histolégicas

Las biopsias tefiidas con hematoxilina y eosina fueron revisadas por 2 de los
autores (DCD y CSP) y se consignaron los siguientes datos: presencia de
satelitosis, dano de interfase, nimero de linfocitos, nimero de eosindfilos,
presencia de vasculitis y numero de cuerpos apoptéticos por 10 campos a
40x(seco fuerte).

Con inmunohistoquimica se cuantificd la expresion de Bcl-2 y caspasas, y el

numero de linfocitos CD4 y CD8 presentes por 10 campos de 40x.

Con la técnica de TUNEL se cuantificé el numero de células positivas por

campo de 40x.

Todos los hallazgos histopatolégicos pueden observarse en la tabla 6.
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lll. Comparacion entre los hallazgos de los casos de EICH y de
farmacodermia.

A nivel clinico, la diferencia mas significativa entre la EICH y farmacodermia fue
el sexo. La EICH predomina en el sexo femenino en tanto que la

farmacodermia predomina en el sexo masculino (p=0.0260).

No hubo asociacion demostrable entre el diagnostico de base y el riesgo de

desarrollar EICH o farmacodermia.

En el estudio histolégico, el numero de cuerpos apoptdticos tiene una
asociacion estadisticamente significativa con los casos de EICH (ver tabla 6 y
figura 3), mientras que en la expresidn de caspasas no encontramos asociacion
(ver figura 4). Respecto a los cuerpos apoptéticos, al realizar la tabla ROC, se
establece que el punto de corte de 4 o0 mas cuerpos apoptéticos identifico el
punto de corte que optimiza la sensibilidad y especificidad siendo 0.47 y 0.90

respectivamente (tabla 7).

Analisis discriminante entre ambos grupos: Solo se obtuvo un modelo
discriminante significativo que incluyé las variables: sexo femenino, satelitosis y
linfocitos. Con este modelo se presentaron 14 casos (32%) mal clasificados,
con una sensibilidad de 0.66, especificidad de 0.73, valor predictivo positivo:
0.72 y valor predictivo negativo: 0.42. El nivel de concordancia entre las
clasificaciones generadas por modelo y las agrupaciones verdaderas no fue
buena (kappa: 0.31, p= 0.027). (tabla 8)

No hay ninguna asociacion aparente entre el grado de EICH y los marcadores

histologicos analizados.

DISCUSION
La revolucion terapéutica en los ultimos afos, ademas de los innegables
beneficios ha tenido algunas consecuencias no deseables. El uso de

trasplantes y de regimenes con multifarmacos, en todas sus acepciones, es la
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soluciéon en muchos procesos de enfermedad. Sin embargo, también se han
puesto de manifiesto otros problemas, siendo en particular la EICH aguda y la
farmacodermia en nuestro universo, quiénes han cobrado especial importancia
en un subgrupo de pacientes, habiéndose convertido en dos de las causas mas
frecuentes de consultas, gastos y complicaciones en pacientes hospitalizados

por enfermedades hematoldgicas e inmunodeficiencias primarias.

La distincion entre EICH aguda y farmacodermia es dificil en muchas
situaciones. Es indispensable que la EICH aguda sea detectada y tratada de
forma temprana, ya que es una causa comin de morbilidad y mortalidad . Sin
embargo, la farmacodermia es el “simulador” mas frecuente tanto clinica como
histolégicamente de la EICH aguda®, y por ello es necesario buscar y contar
con herramientas mas efectivas para reconocerlas y diferenciarlas, dado que el
retraso en el tratamiento apropiado de una EICH aguda puede llevar a etapas

avanzadas de la enfermedad, con un muy pobre prondstico2.

A nivel clinico, la EICH afecta piel, higado y aparato gastrointestinal. Es
importante mencionar que las lesiones cutaneas aparecen o anteceden a las
lesiones hepaticas y gastrointestinales. EI compromiso a nivel cutaneo varia
desde erupciones maculo-papulares, hasta eritrodermia y/o un cuadro clinico
similar a necrolisis epidérmica toxica. En nuestros casos, las lesiones cutaneas
predominantes en ambas patologias fueron las maculas y papulas. No
encontramos una clara distincion entre ambas entidades clinicas al menos en
lo que respecta a las caracteristicas dermatologicas (ni por el tipo de lesiones,
ni por su localizacion). El dafo hepatico y el gastrointestinal se observaron con

mayor frecuencia en los casos de EICH (sin alcanzar significancia estadistica).

A nivel histopatoldgico, la herramienta actual utilizada para “reconocer” estos
hallazgos es principalmente la microscopia de Iluz con métodos
convencionales. Las caracteristicas histologicas observadas en cortes tefidos
con hematoxilina y eosina en EICH aguda son dafo de interfase con

vacuolizacién de la capa basal, presencia de queratinocitos apoptéticos en
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todos los niveles de la epidermis asociado con linfocitos adyacentes
(satelitosis). La exocitosis esta invariablemente presente y puede en algunos
casos observarse espongiosis moderada. Los cambios vasculares incluyen
tumefaccion de las células endoteliales, e infiltrado mononuclear perivascular
por linfocitos en la dermis superficial. La afeccion folicular puede ser

importante ™'

Por lo que respecta a la farmacodermia los hallazgos histolégicos son poco
especificos y polimérficos para la mayoria de los cuadros de farmacodermia,
sin embargo el hallazgo mas frecuente es la presencia de infiltrado inflamatorio
focal o difuso en dermis, con arreglo perivascular de linfocitos vy
caracteristicamente con presencia de eosindfilos; en ocasiones se pueden

encontrar queratinocitos necréticos

En el presente estudio, el dafio de interfase se observo en todos los casos de
EICH agudo y en todos los casos de farmacodermia. La satelitosis predominé
en los casos de EICH en comparacion con los casos de farmacodermia, sin
embargo la diferencia no alcanzo significancia estadistica. Respecto al infiltrado
mononuclear perivascular de linfocitos no se encontr6 una diferencia
estadisticamente significativa entre los casos de EICH agudo y los de
farmacodermia, pero se pudo observar que una mayor cantidad de linfocitos
(mayor de 10 por campo) orienta mas a EICH. Nagata y cols'® reportaron que
la EICH se caracteriza por la exocitosis de células T CD8 + lo cual no pudo ser

demostrado en nuestro estudio.

La farmacodermia, es con frecuencia aun distinguida de la EICH aguda por la
presencia de eosindfilos en el infiltrado inflamatorio en la biopsia de piel®’. En
nuestro estudio no encontramos ninguna diferencia en cuanto a la presencia y
numero de eosindfilos entre la EICH aguda y la farmacodermia. De hecho llama
la atencion que el 64% de los casos de farmacodermia no tenian eosindfilos en

|32

la biopsia. Weaver y col™ encontraron que el analisis cuantitativo de los

eosindfilos en todas las biopsias para descartar el diagnoéstico de EICH agudo
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es de valor limitado y solo debiera ser considerado en aquellas biopsias con
eosinofilia significativa (un promedio de 16 eosindfilos por cada 10 campos
HPF).

La presencia de vasculitis no fue significativa para diferenciar entre ambas
condiciones, lo cual era de esperarse, ya que el dafio no es primariamente de

tipo isquémico.

Estudios experimentales y en humanos han demostrado que la apoptosis es el
mecanismo predominante de dafo epitelial en la EICH y la necrosis el
mecanismo de dafo de los casos de farmacodermia, con excepciéon del eritema
pigmentado fijo, sindrome de Stevens-Johnson y Necrolisis epidérmica toxica,

que no fueron incluidas en este estudio %%

La necrosis esta sefialada por cambios irreversibles en el nucleo (cariolisis,
picnosis y cariorrexis) y en el citoplasma (condensacion y eosinofilia intensa,
pérdida de la estructura y fragmentacion)®. La apoptosis por su parte es una
forma de muerte celular caracterizada por criterios morfolégicos y bioquimicos.
A nivel morfolégico la célula se encoje y se hace mas densa. La cromatina
sufre picnosis y se empaca en masas contra la membrana nuclear, el nucleo se
rompe (cariorrexis) y la célula emite procesos vesiculosos. De forma
bioquimica, el ADN se rompe en segmentos que son multiplos de
aproximadamente 185 pb, debido a una ruptura especifica entre los

nucleosomas™.

En nuestro estudio, en las biopsias analizadas con tincion de hematoxilina y
eosina, se encontré que no es la presencia de cuerpos apoptéticos, sino su
cantidad lo que determina la diferencia entre los casos de EICH aguda y
farmacodermia. Tanto los casos de farmacodermia como los casos de EICH
aguda presentan cuerpos apoptéticos, sin embargo, la mediana es mayor para

los casos de EICH (p=0.078), siendo marginalmente significativo.
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La apuesta de que el mecanismo de muerte es diferente en ambas entidades,
nos llevo a tratar de demostrar de forma segura la presencia de los cuerpos
apoptéticos. En la actualidad, se cuenta con elementos indirectos que permiten
“asegurar” que estamos ante una célula no viable y que fue consecuencia de
apoptosis y/o necrosis. La expresion inmunohistoquimica de Bcl-2 y caspasas,
conocer las subpoblaciones de linfocitos T y las alteraciones en el arreglo
espacial del ADN han sido utilizadas con éxito para complementar las
diferencias entre necrosis y apoptosis®*%. Es por ello que se utilizaron Bcl-2,

caspasas Y TUNEL en el presente estudio.

Como se habia mencionado en parrafos previos, no es la presencia sino la
cantidad de cuerpos apoptoticos lo que es diferente entre la EICH aguda y la
farmacodermia. Es importante mencionar, que hay cuerpos apoptoticos
(confirmados por inmunohistoquimica - con Bcl-2 y caspasas — y TUNEL) en
ambos procesos, lo que contrapone la tesis sostenida en cuanto al mecanismo

de produccién de ambas patologias.

Si consideramos a un sindrome de sobreposicion como un grupo heterogéneo
de enfermedades en donde coexisten caracteristicas clinicas, serologicas y /o
histopatolégicas de dos o mas enfermedades y que podrian representar las
partes medias del espectro, en donde las condiciones de cada individuo,
determinarian la presentacion clinica final, podemos encontrar en la literatura
determinadas patologias que cumplen con esos criterios, como lo son
lupus/liquen, enfermedad mixta del tejido conectivo y hepatitis

autoinmune/cirrosis biliar primaria/colangitis autoinmune, entre otras.

Dado que en los pacientes estudiados encontramos coincidencia de
manifestaciones clinicas y hallazgos histopatolégicos, independientemente del
diagnostico final (EICH o farmacodermia), proponemos la multifactorialidad en
ambos procesos, |0 que es mas razonable y probable en estos pacientes. Las
subpoblaciones de linfocitos confirman la tesis y los hallazgos ya referidos en

nuestra serie.
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CONCLUSIONES
No existe una forma clara ni clinica ni histopatolégica de distinguir la EICH

aguda y la farmacodermia en forma temprana.

La determinacion de apoptosis no es definitiva para distinguir entre ambas
condiciones con las técnicas de caspasas, Bcl-2 y TUNEL. Nuestros hallazgos
permiten postular que las manifestaciones cutaneas observadas parecen
corresponder mas a un sindrome de sobreposicion (clinico, histopatologico y
etiopatogénico) semejante a los conocidos para otras enfermedades como

lupus-liquen.

La importancia de estos hallazgos, que sugieren la sobreposicion, es el
establecer protocolos de prevencién y tratamiento, asi como la busqueda de
otros estudios que permitan identificar factores de riesgo que hacen que el 56%

de los pacientes clasificados como EICH fallezcan.
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TABLAS



Tabla 1. Grupos de enfermedades.

GRUPO DE ENFERMEDADES Global EICH Farmacodermia
INMUNODEFICIENCIAS 15 (35%)  11(34%) 4(37%)
Sindrome de Griscelli 2(5%) 1(3%) 1(3%)
Inmunodeficiencia combinada severa 3(7%) 3(9%) 0(0%)
Sindrome de Omenn 3(7%) 2(6%) 1(3%)
Sindrome de Di George 1(2%) 1(3%) 0(0%)
Sindrome de Kostman 1(2%) 1(2%) 0(0%)
Sindrome de Wiscott Aldrich 3(7%) 3(7%) 0(0%)
Inmunodeficiencias no clasificadas 2(4%) 0(0%) 2(4%)
HEMATOLOGICAS 18(42%)  14(44%) 4(37%)
Leucemia aguda mieloblastica 6(14%) 4(13%) 2(18%)
Leucemia linfobl3stica aguda 9(21%) 7(22%) 2(18%)
Bicitopenia 1(2%) 1(3%) 0(0%)
Anemia aplasica 2(5%) 2(6%) 0(0%)
MISCELANEAS 10(23%) 7(22%) 3(26%)
Hidronefrosis 1(2%) 1(3%) 0(0%)
Insuficiencia renal crénica 2(5%) 2(6%) 0(0%)
Hepatitis 3(7%) 2(6%) 1(9%)
Metabolopatias 2(5%) 1(3%) 1(9%)
Poliarteritis nodosa 1(2%) 0(0%) 1(9%)
Tumor de Wilms 1(2%) 1(3%) 0(0%)
Total 43 (100%) 32(100%) 11 (100%)
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Tabla 2. Tipos de injerto de forma global, en los casos de EICH y

farmacodermia

Tipo de injerto EICH Farmacodermia Global
Trasplante de células hematopoyéticas 11 (34%) 4 (36%) 15 (35%)
Trasplante de drganos soélidos 1(3%) 0 (0%) 1(2%)
Transfusiones sanguineas 17 (53%) 5 (46%) 22 (51%)
Transfusiones materno-fetales 3(9%) 2 (18%) 5(12%)

Prueba X% p=0.755
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Tabla 3. Manifestaciones clinicas: morfologia, topografia, distribucion y

superficie corporal comprometida.

Global EICH Farmacodermia p

MORFOLOGIA

Madculas 30 (37%) 21 (66%) 9 (82%) 0.297
Papulas 27 (63%) 19 (59%) 8 (73%) 0.422
Placas 2 (5%) 2 (6.3%) 0 (0%) 0.270
Ampollas 2 (5%) 2 (6.3%) 0 (0%) 0.270
Exfascelacion 2 (5%) 1(3.1%) 1 (9%) 0.448
TOPOGRAFIA

Piel cabelluda 16 (37%) 10 (31%) 6 (55%) 0.173
Mejillas 28 (65%) 19 (59%) 9 (82%) 0.162
Labios 16 (37%) 11 (34%) 5 (46%) 0.515
Pabellones auriculares 21 (49%) 15 (47%) 6 (55%) 0.660
Cuello 26 (60%) 18 (56%) 8 (73%) 0.327
Tronco anterior 38 (88%) 29 (91%) 9 (82%) 0.451
Tronco posterior 38 (88%) 30 (94%) 8 (73%) 0.080
Antebrazo 37 (86%) 29 (91%) 8 (73%) 0.162
Brazo 37 (86%) 28 (88%) 9 (82%) 0.647
Mano 21 (49%) 15 (47%) 6 (55%) 0.660
Palma 21 (49%) 16 (50%) 5 (46%) 0.795
Gluteos 25 (58%) 18 (56%) 7 (64%) 0.667
Muslo 28 (65%) 21 (66%) 7 (64%) 0.905
Pierna 30 (70%) 22 (69%) 8 (73%) 0.803
Dorso de pie 23 (53%) 16 (50%) 7 (64%) 0.431
Planta 43 (40%) 13 (41%) 4 (36%) 0.802
Distribucidn asimétrica 16 (37%) 12 (38%) 4 (36%) 0.946
Distribucidn simétrica 27 (63%) 20 (63%) 7 (64%) 0.946
SCT <25% 8 (19%) 5 (16%) 3(27%) 0.406
SCT 25-50% 21 (49%) 18 (56%) 3 (27%) 0.092
Eritrodermia 14 (33%) 9 (28%) 5 (46%) 0.298
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Tabla 4a. Afeccidon a érganos blanco: gastrointestinal

Sl NO TOTAL
EICH 4(13%)  28(87%) 32
Farmacodermia 1(9%) 10(91%) 11
Global 5(12%)  38(88%) 43

X?=0.097, p= 0.756

Tabla 4b. Afeccién a 6rganos blanco: hepatico

Sl NO TOTAL

1 2 3 4
EICH 4(13%) 4(13%) 2(6%) 2(6%) 20(62%) 32
Farmacodermia 1(9%) 2(18%) 0(0%) 1(9%) 7(64%) 11
Global 5(12%) 6(14%) 2(5%) 3(7%) 27(63%) 43

Tabla 5. Grado clinico de los 32 casos de EICH
Grado clinico de EICH

1. Leve 5 (16%)
2. Moderado 20 (62%)
3. Severo 5(16%)
4. Amenaza la vida 2 (6%)

X?= 0.005, p= 0.946
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Tabla 6. Caracteristicas de

marcadores morfolégicos y estudios
complementarios de forma global, EICH y de farmacodermia

Caracteristicas histopatologicas. Global EICH Farmacodermia P
Satelitosis 29 (67%) 23 (72%) 6 (55%) 0.298
Dafio de interfase 43 (100%) 32 (100%) 11 (100%) _
Linfocitos

1. < de 10 linfocitos por campo 11 (26%) 6 (19%) 5(46%) 0.289

2. 10 a 50 linfocitos por campo 19 (44%) 15 (47%) 4(36%)

3. 50 a 100 linfocitos por campo 11 (26%) 9 (28%) 2(18%)

4. > de 100 linfocitos por campo 2 (4%) 2 (6%) 0(0%)
Eosinofilos

1. Sin eosindfilos 25 (58%) 18 (56%) 7 (64%) 0.468

2. menos de 1 por campo 9 (21%) 8 (25%) 1 (9%)

3. méas de 1 por campo 2 (21%) 6 (19%) 3 (27%)
Vasculitis 18 (42%) 14 (44%) 4 (36%) 0.667
Cuerpos apoptéticos 2(4,0-50) 2.5(6.5,0-50) 1(3,0-6) 0.078
Bcl-2 1(2,0-14)  1(2, 0-14) 0 (3, 0-13) 0.681
Caspasas 1(2,0-15)  1(3,0-15) 0 (1, 0-8) 0.681
TUNEL 0(2,0-20)  0(2,0-20) 1(2,0-13) 0.825
CD4 40 (50,0-90) 40 (50, 0-90) 40 (50, 10-90) 0.902

Satelitosis, dano de interfase, linfocitos, eosindéfilos y vasculitis se presenta en numero de
casos (porcentaje). Cuerpos apoptéticos, Bcl-2, caspasas, TUNEL, y CD4 se presenta con
mediana (rango intercuartil, valor minimo-valor maximo).
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Tabla 7. Sensibilidad y especificidad para identificar los casos EICH en
funcion del namero de cuerpos apoptoéticos

Verdaderos Verdaderos Falsos Falsos
X Prob  1-especificidad  Sensibilidad Sens-(1-Spec) positivos  negativos positivos  negativos
0 0 0 0 11 0 32
40 1 0 0,06 0,06 2 11 0 30
20 1 0 0,09 0,09 3 11 0 29
14 0,98 0 0,13 0,13 4 11 0 28
11 0,96 0 0,16 0,16 5 11 0 27
10 0,95 0 0,22 0,22 7 11 0 25
8 0,91 0 0,25 0,25 8 11 0 24
6 0,87 0,09 0,28 0,19 9 10 1 23
5 0,83 0,09 0,31 0,22 10 10 1 22
4* 0,8 0,09 0,47 0,38 15 10 1 17
3 0,75 0,27 0,5 0,23 16 8 3 16
2 0,71 0,36 0,66 0,29 21 7 4 11
1 0,65 0,73 0,81 0,09 26 3 8
0 0,59 1 1 0 32 0 11
0 0,59 1 1 0 32 0 11

*punto de corte del numero de cuerpos apoptdticos que maximiza la sensibilidad y

especificidad.

Tabla 8: EICH predicho por modelo

EICH

predicho

por

modelo

EICH
+ -
+ 21 3 29
- 11 8 19
32 11 43

Sensibilidad: 0.66
Especificidad: 0.73

Valor predictivo positivo: 0.72
Valor predictivo negativo: 0.42
Kappa: 0.31
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FIGURAS



Figura 1 a. Distribucion de la edad de los casos de EICH
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EICH: Edad en meses

Figura 1 b. Distribucién de la edad de los casos de farmacodermia

Farmacodermia: Edad en meses
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Figura 2. Asociacién edad y diagnéstico.
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Kruskal-Wallis. P <0.001. Enfermedades linfoproliferativas versus

inmunodeficiencias y otras enfermedades.

Comparacion miultiple no paramétrica de Steel-Dwass.

Enfermedades en comparaciéon Diferencia P

Linf-1D 15.8 <0.0001*
Otras-ID 2.5 0.68
Otras-Linf -8 0.036*
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Figura 3. Relacién cuerpos apoptéticos en EICH y farmacodermia
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Figura 4. Relacién de expresion de caspasas en EICH y farmacodermia
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ANEXOS



Anexo 1

Variables
Caracteristica de | Definicion conceptual | Definicidon Tipo de
Interés operativa variable
A.-
IDENTIFICACION
1.-Sexo Denominacion que 1.-Masculino Cualitativa
se da al sujeto segun | 2.- Femenino Nominal
sus caracteristicas Dicotomica
fenotipicas y
genotipicas
2.-Fecha de Dia, mes y afno de Dd/mm/aa Cuantitativa
nacimiento nacimiento del continua
paciente
3.- Fecha de Dia, mes y afo en Dd/mm/aa Cuantitativa
diagndstico de la que se realizo el continua
enfermedad de diagnostico de la
base enfermedad que
confiere
susceptibilidad para
desarrollar EICH
4.- Fecha de Dia, mes y afio en Dd/mm/aa Cuantitativa
trasplante o de que se realiza el continua
transfusion trasplante o
transfusion en el cual
se realizo el
diagndstico por el
cual fue sometido al
injerto
5.-Fecha de inicio | Dia, mesy afio de Dd/mm/aa Cuantitativa
de inicio de las continua
manifestaciones manifestaciones en
cutaneas piel
6. Fecha de toma | Dia, mesy afio en Dd/mm/aa Cuantitativa
de biopsia que se realiza la continua
toma de muestra de
piel
B.-
ANTECEDENTES
1.- Diagndstico no | Diagndstico motivo Cualitativa
dermatolégico por el cual va ser Nominal,
sometido al injerto o politomica.
transfusion.
2.- Injerto
2.1.- Tipo de Tipo de células o 1.- Transplante de | Cualitativa
injerto tejido que fue células Nominal
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injertado en el
huésped

hematopoyéticas
2.- Transplante de
organos solidos
3.- Transfusiones
sanguineas
4.- Transfusiones
materno-fetales

Politomica

C.- CLINICA

1.-Piel

1.1.-
manifestaciones
cutaneas

Manifestaciones
clinicas de EICH o
farmacodermia en
piel.

1.- Maculas

2.- Papulas

3.- Placas

4.- Ampollas

5.- Exfascelacion
6.- Otros

Cualitativa
Nominal
Politomica

1.2.- Topografia

Distribucion de las
lesiones en la
superficie corporal

1. Piel cabelluda
2.-Mejillas

3.- labios
4.-pabelllones
auriculares
5.-cuello
6.-tronco anterior
7 .-tronco posterior
8.- Antebrazo

9.- Brazo

10.- Mano
12.-Palma
13.-Gluteos
14.-Muslo

15.- Pierna

16.- Dorso de pie
17.- Planta

18.- Otros

Cualitativa
nominal
Politomica

1.3.- Distribucion

Patron de
distribucion de las
lesiones en piel

1. Simétrico
2. Asimétrico

Cualitativa
Nominal

dicotomica .

1.4.- Superficie
corporal
comprometida

El porcentaje de
afectacion de la
superficie corporal

1.- Menos del 25%
2.-25-50%

3.- Eritrodermia
4.-Descamacion y
ampollas

Cualitativa
Nominal
Politomica

1.5.- Sintomas
asociados

Sintomas en relacion

a lesiones cutaneas

1. Prurito
2. Dolor
3.- Otro

Cualitativa
Nominal
Politomica

41




2.- Gastrointestinal | Alteraciones 1.- Si Cualitativa
gastrointestinales 2.-No Nominal
Dicotomica
3.- Hepatico Aumento de enzimas | 1.- Si Cualitativa
hepaticas 2.- No Nominal
Dicotémica
4. Grado clinico de | Clasificacién 1.- Leve Cualitativa
EICH® (anexo 3) | tomando en cuenta | 2.- Moderado Nominal
organos afectados 3.- Severo politomica
(piel, higado, 4.- Amenaza la
gastrointestinal) vida
D.- EVOLUCION
1.- Remisién Respuesta al 1.- Si Cualitativo
tratamiento para la 2- No Nominal
EICH, instalado en la Dicotomica
primera semana
2.- Fallecimiento Muerte del paciente | 1.- Si Cualitativo
en la evolucién de la | 2- No Nominal
EICH 3. Se desconoce politomica
E. PATOLOGIA
1. Cuerpo Queratinocito con No de cuerpos Cuantitativa
apoptatico disqueratosis y apoptoticos por 10 | Politomica
eosinofilia marcada campos a 40X
2. Satelitosis Presencia de 1.- Si Cualitativo
linfocitos adyacentes | 2- No Nominal
a cuerpos Dicotomica
apoptoticos
3. Dafio de Vacuolizacién de las 1. Si Cualitativa
interfase células de la capa 2. No Nominal
basal Politomica
4. Infiltrado Presencia de células 1. Si Cualitativa
inflamatorio inflamatorias en 2. No Nominal
dermis Dicotdmica
4.1 Tipo de Célula inflamatoria 1. MNN Cualitativa
infiltrado en particular 2. PMN Nominal
3. Eosindfilos Politomica
4.2 Localizacién Lugar de la dermis 1. Superficial Cualitativa
del infiltrado en donde se 2. Media Nominal
encuentran las 3. Profunda Politomica
células inflamatorias
5. Vasculitis Afeccion de las 1. Si Cualitativa
paredes vasculares 2. No Nominal
con dano producido Politomica
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por infiltrado

inflamatorio

6. bcl 2 Técnica de 1. Positivo Cualitativa
Inmunohistoquimica 2. Negativo Nominal
para detectar gen Dicotomica
antiapoptotico

7. caspasas Técnica de 1. Positivo Cualitativa
Inmunohistoquimica 2. Negativo Nominal
para detectar Dicotomica
proteasas

8. CD3/CD4/CD8 Identificacion del tipo 1. +/+/+ Cualitativa
de linfocitos 2. +-/+ Nominal

Dicotomica

9. TUNEL Técnica de No. de cuerpos Cuantitativa

hibridacion in situ apoptoticos por 10 | politomica

para detectar indice
apoptaotico

campos a 40X
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Anexo 2

Tesista: Dra Cecilia Serrano Pacheco
Hoja de captura de datos
A. IDENTIFICACION

Nombre:
No. de expediente:
Teléfono:
Edad:
Sexo: M

F__
Fecha de nacimiento: [

Fecha de diagnostico de la enfermedad: [

Fecha de trasplante o de transfusion: / /__

Fecha de inicio de manifestaciones cutaneas: /[
Fecha de toma de biopsia: /| /

B. ANTECEDENTES
1.- Diagnodstico no dermatolégico:
2.1- Tipo de injerto: () 1.- Transplante de células hematopoyéticas
() 2.- Transplante de 6rganos sélidos
() 3.- Transfusiones sanguineas
() 4.- Transfusiones materno-fetales

C. CLINICA
1.- Piel
1.1.- Manifestaciones cutaneas: ( ) 1.- Maculas

() 2.- Papulas

( ) 3.-Placas

() 4.- Ampollas

() 5.- Exfascelacion
( )6.-Otros

1.2.- Topografia:

( ) 1.- Piel cabelluda
() 2.- Mejillas

() 3.- Labios

( ) 4.- Pabellones auriculares
() 5.-Cuello

() 6.-Tronco anterior
() 7.- Tronco posterior
() 8.- Antebrazo

( )9.-Brazo

( )10.- Mano
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( )12.- Palma

() 13.- Gluteos

( )14.- Muslo

( ) 15.- Pierna

( ) 16.- Dorso de pie
( )17.- Planta

() 18.- Otros

1.3.- Distribucion: () 1.- Simétrico
() 2.- Asimétrico

1.4.- Superficie corporal comprometida: () 1.- Menos del 25%
( )2.-25-50%
() 3.- Eritrodermia
( ) 4.- Descamacion y ampollas

1.5.- Sintomas asociados: ( ) 1.- Prurito
( ) 2.- Dolor
( )3.-Otro

2.- Gastrointestinal: () 1.- Si
( )2.-No

3.- Hepatico: ( )1.-Si
( )2.-No

4.- Grado clinicode EICH: ( ) 1.-Leve
( ) 2.- Moderado
() 3.- Severo
( )4.- Amenaza la vida
D.- EVOLUCION
1.- Remisién: () 1.-Si
( )2.-No

2.- Fallecimiento: ( )1.-Si
( )2.-NO
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E. HISTOPATOLGIA

No. De Cuerpos Daio de Infiltrado

biopsia apoptoticos Satelitosis interfase inflamatorio Vasculitis
No. De

biopsia Otros datos histopatoldgicos Bcl-2
No. De Grado Diagnéstico

biopsia Caspasas CD3/CD4/CD8 TUNEL clinico clinico

46



Anexo 3

ENFERMEDAD DE INJERTO CONTRA HUESPED AGUDA

ESTADIO CLINICO Criterios modificados de Glucksberg®'

ORGANO

ESTADIO

EXTENSION

Piel

< 25%

25-50%

Eritema generalizado
Descamacion, formacion de bulas

Higado

2-3 mg/dI
3.1-6 mg/dI
6.1-15mg/dI
> 15 mg/dl

Gastrointestinal

AP ON_ULPRON_ARRON -

Evacuaciones de 10-15 ml/kg/dia
Evacuaciones de 16-20 ml/kg/dia
Evacuaciones de 21-25 ml/kg/dia
Evacuaciones > 25 ml/kg/dia Dolor abdominal
severo, con o sin ileo

Grado clinico global Organo 6 Estadio clinico
sistema
Piel 1-2
| leve Higado 1
Gastrointestinal 0
Piel 1-3
II' Moderado Higado 1-2
Gastrointestinal 1
Piel 2-4
Il Severo Higado 2-4
Gastrointestinal 2-4
Piel 2-4
IV Amenaza la vida Higado 2-4
Gastrointestinal 2-4
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