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RESUMEN

Objetivo: Comparar la densidad celular promedio de eosinoéfilos en el estroma de
muestras de Mucosa oral normal (MON), Displasia epitelial oral (DEO) y Carcinoma
oral de células escamosas (COCE) con tincion de Hematoxilina-eosina (HE) y

Giemsa.

Material y métodos: Estudio descriptivo, serie de casos. Se analizaron 16 muestras
de MON, 13 de DEO y 15 de COCE tefiidas con HE y Giemsa. Para determinar la

densidad celular promedio de eosindfilos, se identificaron 3 campos continuos

adyacentes al area de MON, DEO y COCE con un microscopio optico (Olympus®
CX-31) con aumento mayor (40x), considerando como eosindfilos las células
nucleadas con granulos citoplasmaticos intensamente rojos sin incluir gldbulos rojos
superpuestos con células mono y polimorfonucleares. Se sac6 un promedio entre
ellos. Las variables fueron analizadas mediante el de test Kruskal-Wallis, test post
hoc de Conover-Iman y se realiz6 un analisis estadistico a través del programa
STATA 12®.

Resultados: Existe una asociacién estadisticamente significativa entre el
diagnostico (MON, DEO y COCE) y la densidad celular promedio de eosinéfilos
(p<0.001) en ambas tinciones. Adicionalmente existe una correlacion moderada

entre ambas técnicas histoquimicas con un coeficiente rho de 0,612 (p<0,001).

Conclusidn: Los eosindfilos estan presentes en las muestras de MON, DEO y COCE
de forma creciente a medida que el diagnostico va aumentando su grado de
malignidad. Por otra parte, al comparar la técnica de tincibn HE y Giemsa, se
observé que, con la segunda, el numero de eosindéfilos duplicoé el promedio celular
observado con la tincion corriente de HE. Por lo tanto, la técnica de tincion Giemsa

es mas efectiva para la observacion de eosindfilos.



INTRODUCCION

El carcinoma oral de células escamosas (COCE) es uno de los canceres mas
prevalentes del mundo, ocupando el 6to lugar a nivel mundial, 9 de cada 10
neoplasias orales, corresponde a COCE y su incidencia ha aumentado un 50% en
los dltimos afios, mostrando una tendencia significativa por el sexo masculino en
América y replicAndose en Chile; su patogénesis es multifactorial; y su tasa de

supervivencia es de un 50% a los 5 afios.

El comportamiento de un tumor se ve influenciado por el estroma que lo rodea, con
el cual presenta interacciones complejas. Un grupo celular importante presente en
el estroma tumoral pertenece al sistema inmune innato, los eosinéfilos. Los
eosindfilos son granulocitos derivados de la médula 6sea, que han adquirido
importancia en la carcinogénesis. Los granulos presentes en el citoplasma de
eosinofilos son tefiidos con la técnica histoquimica corriente de hematoxilina-eosina
(HE), sin embargo, Giemsa permitirA observar mejor sus propiedades
citoplasmaticas. Por tal motivo, nos preguntamos si el recuento de eosindfilos en
muestras de Mucosa Oral Normal (MON), Displasia Epitelial Oral (DEO) y COCE

con la técnica de HE y con la tincion de Giemsa son iguales.



MARCO TEORICO

I. Histologia oral normal

La mucosa oral normal (MON) es una importante barrera protectora en la cavidad
bucal. Esta constituida por un epitelio de revestimiento plano pluriestratificado, que
cumple la funcion de proteger los tejidos subyacentes; y un tejido conjuntivo
subepitelial compuesto por células como fibroblastos, macréfagos, neutréfilos,
linfocitos, eosinofilos, entre otras; ademas de una matriz extracelular, en donde se
alojan fibras colagenas, elasticas y algunas reticulares. Dentro de las funciones del
tejido conjuntivo se incluyen la irrigacion e inervacion de la mucosa oral, sostén

mecanico y barrera bioguimica. 12

La mucosa oral de acuerdo con sus caracteristicas histolégicas y funcionales se

puede dividir en 3 tipos, como se observa en la tabla I. @

Tabla |. Caracteristicas histoldgicas y funcionales de la mucosa oral. ®

Paladar duro

Queratinizado

Denso (rafe

medio) o laxo

Localizacion | Epitelio Corion Funcién
Mucosa Encia Paraqueratinizado | Semilaxo o Soporta
Masticatoria marginal denso con fuerzas
papilas masticatorias

labios y

con papilas
Mucosa de No resiste
piso de boca fuerzas
masticatorias
Mucosa de - Laxo
Mucosa de No queratinizado l4sti
Revestimiento y elastico




mejillas

Cara ventral

de la lengua
Laxo
Paladar
blando
Mucosa Dorso de la Paraqueratinizado | Corion y Gustativa
especializada | lengua submucosa (dorsal) y
y de fusionados defensiva
revestimiento . adheridos (raiz)
Papilas
firmemente al
musculo
Raiz No queratinizado
(amigdala
lingual)

. Cambios morfolégicos asociados a

Displasia epitelial oral

la transformacion maligna:

La displasia epitelial oral (DEO) se refiere al conjunto de alteraciones celulares y

tisulares confinadas al epitelio. “® Clinicamente se puede observar como una

leucoplasia o eritroplasia, ambos, desordenes potencialmente malignos (DPM), los

que podrian transformarse en cancer. ©

La etiologia de los DPM no es del todo conocida, sin embargo, factores de riesgo

como el consumo de tabaco y alcohol juegan un rol importante en su desarrollo.

Los criterios utilizados para el diagnéstico de DEO son enumerados en la tabla II. ©)




Tabla Il. Cambios Citoldgicos y Arquitecténicos asociados a Displasia Epitelial Oral.

(OMS 2017) ®

Cambios citolégicos

Cambios arquitectonicos

Variaciéon anormal en el tamafo nuclear

(anisocariosis)

Estratificacion epitelial irregular

Variacion anormal en la forma nuclear

(pleomorfismo nuclear)

Pérdida de polaridad de células basales

Variaciéon anormal en el tamafo celular

(anisocitosis)

Perdida de la cohesion epitelial

Variacion anormal en forma de la célula

(pleomorfismo celular)

Crestas epiteliales en forma de gota

invertida

Aumento relacion nucleo-citoplasma

Mayor numero de figuras mitéticas

Hipercromatismo

Figuras mitéticas anormales

superficiales

Figuras mitéticas atipicas

Queratinizacién precoz en las células

individuales (disqueratosis)

Aumento numero y tamafio de

nucléolos

Perlas de queratina dentro de los rete

pegs




Segun la clasificacion mas reciente de tumores de cabeza y cuello realizada por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2017), ® la DEO puede clasificarse como
leve, moderada, severa y carcinoma in situ (CIS), de acuerdo con los estratos

epiteliales afectados. ©® (tabla Ill e ilustraciones 1, 2, 3)

llustracion 1 DEO leve.
Hematoxilina- Eosina. Aumento
10x. Se observa hiperplasia
epitelial basal con células de
citoplasma basofilo,
hiperqueratosis. (Laboratorio
histopatologia Universidad Andrés
Bello).

llustracion 2 DEO moderada.
Hematoxilina-Eosina. Aumento
40x. Se observa hiperplasia
epitelial, papilas en forma de gotas,
ndcleos hipercromaticos, involucra
2/3 inferiores. (Laboratorio
¢ histopatologia Universidad Andrés
Bello).




llustracion 3 DEO severa.
Hematoxilina- Eosina. Aumento
| 40x. Epitelio afectado en mas de
2/3 de su grosor, pleomorfismo
4 celular, hipercromatismo nuclear,
pérdida de estratificacion normal.
(Laboratorio histopatologia

Tabla lll. Criterios de la clasificacion de displasia epitelial oral. ®

DISPLASIA
LEVE

DISPLASIA
MODERADA

DISPLASIA
SEVERA

CARCINOMA
IN SITU

Perturbacién arquitectonica limitada al tercio inferior del
epitelio acompafado de atipias citologicas minimas.

Disturbios arquitecténicos que se extienden al tercio
medio del epitelio.

Méas de dos tercios del epitelio mostrando disturbios
arquitectonicos y citologicos.

Ha ocurrido la transformacion maligna pero la invasién
no estd presente. Anomalias arquitectdénicas en el
espesor total o casi total, capas celulares viables
acompafiadas de atipia citolégica pronunciada. Figuras
mitéticas atipicas y superficies andmalas, mitosis se ven
comunmente

A pesar de ser la clasificacibn mas actualizada en cuanto a la graduacion

histopatolédgica, suele considerarse subjetiva, pudiendo haber diferencias inter e

intraobservador. ® Es debido a esto, que autores como Kujan et al. propone el

Sistema Binario con el fin de estandarizar los criterios y hacerlos reproducibles

dividiendo las displasias epiteliales en: @ 910



e Lesiones de alto riesgo (Con susceptibilidad de transformacién maligna):
Presencia de al menos cuatro cambios arquitectonicos y cinco cambios
citolégicos e acuerdo a los criterios propuestos por la OMS 2017.

e Lesiones de bajo riesgo (No tienen la potencial susceptibilidad para la
transformacion maligna): Presencia de menos de cuatro cambios

arquitectonicos o menos de cinco cambios citologicos (criterios OMS 2017).

El sistema de clasificacion binaria al complementarse con la clasificacion de la OMS
2017 podria ser una ayuda diagndstica en los casos de displasia moderada. ¢ 910

[Il.  Carcinoma oral de células escamosas

El cancer oral corresponde al sexto cancer mas comun en todo el mundo, con una
incidencia anual de aproximadamente 274.000 casos. (' Su patogénesis es
multifactorial, es decir, comprende alteraciones genéticas y ambientales. @V Suele
asociarse a diversos factores de riesgo, tales como el tabaco, alcohol y
recientemente al virus del papiloma humano (VPH), entre otros. ¢.7.12)

La carcinogénesis puede evolucionar a partir de una lesion celular inicial hasta la
formacién de una neoplasia maligna. Esta puede surgir a partir de la transformacién
maligna de MON (®3) o a partir de una DEO. 14

El Carcinoma oral de células escamosas (COCE) se define como una neoplasia
epitelial invasiva, con grados variables de diferenciacion escamosa, con o sin
queratinizacion. © Corresponde a 9 de cada 10 neoplasias orales 19y tiende a
afectar en mayor medida al sexo masculino. Su incidencia aumenta con la edad y

generalmente se desarrolla en pacientes mayores de 40 afios.

El COCE puede afectar distintos sitios de la cavidad oral, siendo los mas frecuentes,
el borde lateral de la lengua y el piso de boca. ©® Suele pesquisarse en etapas

tardias por lo que su tasa de supervivencia es de 50% a los 5 afios. ()



Actualmente se utilizan dos sistemas para clasificar histologicamente las lesiones

tumorales: La primera corresponde a la clasificacion histologica internacional de

tumores propuesta por Broders © (tabla IV) y el patron del frente de infiltracién

tumoral (TIF). 16)

Tabla IV. Clasificacion de Broders. ®

GRADO HISTOPATOLOGICO

CARACTERISTICAS

E aumento 10x

Células tumorales dispuestas en islotes
(varian en forma y tamafio) con puentes
intercelulares.

escamosas bien diferenciadas de aspecto
poliédrico (nucleos pleomorfos, Células
cromatina heterogénea).

Abundantes perlas de queratina (eosinofilas,
nacleos picnéticos, cariolisis).

COCE MODERADAMENTE
DIFERENCIADO

b - %
'HE aumento 40x

Células tumorales dispuestas en islotes con
puentes intercelulares, separadas en un
estroma fibroso, con infiltrado inflamatorio de
intensidad variable.

Células escamosas atipicas pleomorficas
(ovaladas, rectangulares, redondas).
Nucleos pleomorficos y anisocariosis.
Multiples mitosis atipicas




o Células tumorales dispuestas en islotes y/o
cordones epiteliales, con pérdida de los
puentes intercelulares.

« Pérdida del fenotipo escamoso.

e Mdltiples mitosis atipicas.

El TIF corresponde al area de la lesion con mayor profundidad de invasion y
progresion hacia el entorno de los tejidos, es considerada el &area mas
representativa del tumor y es identificado por cuatro caracteristicas:

1) El grado de queratinizacion

2) Polimorfismo nuclear

3) Infiltracién linfocitica

4) Patron de Invasion

IV. Estromatumoral

El estroma tumoral (ET), corresponde a un tejido de sostén, tipicamente un tejido
conectivo, que sostiene a las células funcionales, éstas ultimas corresponden al

parénquima. @7

En un COCE, el ET estd compuesto por células que pueden adoptar actividad
antitumoral o protumoral, ademas de matriz extracelular. Estas células incluyen:
fibroblastos, células endoteliales, células mesenquimales, células inmunes e

inflamatorias. (8




Las células cancerosas pueden modificar el comportamiento del ET para permitir la
progresion del tumor, produciendo factores de crecimiento y proteasas, induciendo

angiogénesis e inflamacion y alterando la homeostasis de los tejidos normales. @7)

El ET puede interactuar con las células neoplasicas por medio de contactos
celulares directos o via mediadores quimicos, como citoquinas, mitégenos, factores
proangiogénicos y metaloproteinasas de la matriz (MMP); afectando la
supervivencia de las mismas, modificando la respuesta a farmacos, facilitando la
invasion y metéstasis. Por lo que se le adjudica un papel directo en el tumor,

actuando como mutageno o bien enlentecer y revertir la progresion tumoral. 17:19)

V. Eosinoéfilos y su papel en el cancer

Los eosindfilos son leucocitos derivados de la médula ésea con granulos
citoplasmaticos. Corresponden al 1-5 por ciento del total de células blancas de la
sangre. ?921) Son células multifuncionales y desempefian un papel importante en la
salud y la enfermedad. ?Y) Modulan la respuesta inmune innata y adaptativa. (922
Estan implicados en enfermedades parasitarias y helminticas, infecciones

bacterianas/virales, lesion tisular y enfermedades alérgicas. (20.21.22)

Los eosindfilos almacenan, sintetizan y liberan una gran cantidad de citoquinas,
quimiocinas, factores de crecimiento, enzimas y mediadores lipidicos, que podrian
afectar directa o indirectamente al ET modulando las propiedades de las células de
este microambiente. @9 Los granulos citotoxicos que éstos poseen contienen 4
proteinas: proteina cationica eosinofilica (ECP), proteina basica mayor (MBP),
neurotoxina derivada de eosindfilos (EDN) y la peroxidasa eosinofilica (EPO). Cada
una de las cuales posee diferentes funciones en la biologia del cancer. 3 La tabla

V muestra las acciones de cada una de ellas. 23



Tabla V. Funcion de las Proteinas presentes en granulos de Eosindfilos. ©3)

ECP | Tiene efecto citotdéxico sobre bacterias, parasitos, virus, epitelio respiratorio
y células cancerosas. Es citotoxica para lineas celulares de linfoma de
Hodgkin, de carcinoma colorrectal e inhibe la proliferacion celular in vitro
de COCE a través de lisis osmotica.

MPB | Desempefia un papel en la defensa del anfitrion, dafio tisular e inhibe la
actividad de la heparanasa, ejerce un rol protector en enfermedades
inflamatorias y la progresion del cancer. Es citotoxica contra los helmintos.
Y se ha demostrado que es citotdxico en el cancer humano.

EDN | También producida por las células mononucleares y los neutrofilos. Tiene
actividad citotdxica y sirve como quimioatrayente para células dendriticas,
monocitos, mastocitos, neutrofilos y células T. Ha demostrado una fuerte
actividad citotoxica contra las lineas celulares de carcinoma colorrectal.

EPO | Esta implicada en la muerte de parasitos y bacterias, lesiones en el tejido
inflamatorio y contribuye a la patogénesis del asma. Esta presente en el
cancer de mamas en el estroma del tejido conectivo peri e intra tumoral,
sin embargo, no se observa en el tejido mamario benigno.

Los eosindfilos responden a una amplia gama de mediadores solubles como, por
ejemplo, citoquinas, mediadores lipidicos, complemento, y también, expresan una
amplia gama de receptores de superficie. Ademas, interactian con numerosas
células (inmunes y no inmunes) presentes en el ET, como células cebadas,
macrofagos, células dendriticas, células T, células B, fibroblastos y células

endoteliales. 19

Por lo anteriormente descrito, pareciera ser que los eosindfilos poseen actividad
tumoricida por la accion directa de sus proteinas citotdxicas y de manera indirecta
por medio de citoquinas, para permeabilizar y provocar la muerte de las células
neoplasicas. @Y Aunque probablemente la funcién de los eosindfilos podria
depender de la composicion celular local del ET y la presencia o ausencia de
factores que puedan co-estimularlos, ya que en células inmunes tales como

macroéfagos, neutréfilos y células dendriticas se ha demostrado esa funcion. @9



VI. Eosinofilia Tisular Asociada a Tumores

Los eosindfilos son considerados células efectoras en fase terminal, ya que, al
activarse, degranulan y liberan sustancias altamente citotoxicas, ?4 dafiando y
matando a células tumorales. ?9 A menudo son reclutados al ET, generando una
infiltracion peri o intratumoral, sin asociarse con necrosis ni ulceracion del tejido,
este concepto se conoce con el nombre de Eosinofilia Tisular Asociada a Tumores
(TATE), ?225 concepto descrito por primera vez por Prezewoski en 1896.

Se ha descrito una gran TATE asociada a diversos canceres, incluyendo COCE, 4D
carcinoma de cuello uterino y otros carcinomas, ® como de laringe, faringe, del

tracto gastrointestinal, y genitales externos. (1. 26,27, 28)

En la region de cabeza y cuello, la TATE ha dado lugar a una gran controversia y
se discute su valor prondéstico en situaciones clinicas. Algunos estudios como los
sefialados en la investigacién de Davis BP (2014), @ han demostrado que una
mayor TATE se ha asociado con buen prondstico en diversos tipos de tumores
sélidos, como tumores de colon, de eso6fago, carcinoma nasofaringeo, cancer de
pene, carcinoma de laringe, adenocarcinoma pulmonar, carcinoma de vejiga,
cancer de préstata y COCE. ©@% 30 Sin embargo, el papel de TATE aun es
controversial, pues también ha sido descrita en estudios analiticos multivariantes
como un indicador de mal prondéstico en COCE, ya que a medida que aumentaba la
expresion del antigeno leucocitario humano DR (HLA-DR) aumentaba la infiltracion
eosinofilica, aunque esta discrepancia puede estar relacionada con las diferencias

en los métodos y disefio de estudios. 9



Kargahi et al. (2015) @V contabilizé la presencia de eosinéfilos en muestras de MON,
DEO y COCE, comparando la efectividad de distintas tinciones como hematoxilina-
eosina, Rojo Congo y técnicas inmunohistoquimicas con marcador de receptor de
hormona 1 (EMR1). G Como resultado obtuvo un alto nimero de eosindfilos en
COCE en todas las técnicas empleadas. @Y Por otro lado, Megha Jain et al. (2014)
(20) comparé la cantidad de eosindfilos en muestras de DEO y COCE con tincién de
Rojo Congo, observando un aumento en el recuento de estas células en COCE.
Esto nos hace suponer que la evaluacion cuantitativa de eosinofilos seria util dentro

de los parametros histolégicos evaluados en neoplasias de cabeza y cuello. 2



OBJETIVO

Objetivo principal

El objetivo de este estudio es comparar la densidad celular promedio de eosindfilos
en el estroma de muestras de MON, DEO y COCE con tincién de HE y Giemsa.

Objetivos especificos

e Describir la muestra de estudio segun edad, sexo y diagnoéstico de la

lesidon en mucosa oral.

e Determinar la densidad celular promedio de eosinéfilos con técnica

histoquimica de HE segun diagndstico de tejido obtenido de la mucosa oral.

e Determinar la densidad celular promedio de eosinéfilos con técnica
histoquimica de Giemsa segun diagndéstico de tejido obtenido de la mucosa

oral.

e Correlacionar los valores de densidad celular promedio de eosinofilos

con HE y Giemsa.



MATERIAL Y METODO

A) Diseio del estudio

Serie de casos

B) Poblacion y muestra

La muestra de estudio consisti6 en un N muestral de 52 tacos embebidos en
parafina, de los cuales solo 44 fueron contabilizados dentro de nuestro estudio
con ambas tinciones, al cumplir con los criterios propuestos para este trabajo.
Los 44 tacos fueron procesados en el servicio de histopatologia de la
Universidad Andrés Bello, Vifia del Mar, entre los afios 2004 y 2012 (anexo 1).
De ellos, 16 muestras correspondieron al diagnéstico de Mucosa Oral Normal,
13 a Displasia Epitelial Oral y 15 a Carcinoma Oral de Células Escamosas. Las
muestras de MON fueron obtenidas de la mucosa que recubria a terceros
molares completamente incluidos, extraidas en el pabellon de la misma

universidad en el momento de la cirugia.

Un patélogo oral experto evalué previamente todas las muestras con tincion de
hematoxilina eosina para corroborar los diagnésticos, considerando para la
tipificacion histolégica de MON los criterios propuestos por el libro Histologia y
Embriologia bucodental (Gémez de Ferrari, 2010). Para DEO y COCE se
consideraron los criterios diagndsticos propuestos por la OMS (WHO, 2017).

C) Criterios de Inclusion

e Casos de MON diagnosticados histolégicamente que contaron con la
informacion relativa a la edad, género del paciente, ademas de la localizacion
de la lesion, anteriores a octubre del afio 2012.

e (Casos de DEO y COCE diagnosticados histologicamente y que contaron con
la informacién relativa a la edad y género del paciente, ademas de la



localizacion de la lesion, anteriores a octubre del afio 2012.

e Tacos de parafina con tejido suficiente de donde se obtuvieron 3 laminillas
histoldgicas con cortes de 3 micrones cada uno.

e Presencia de tejido integro en la muestra para elegir al menos 3 campos
continuos con aumento mayor (40x), adyacente al &rea de la mucosa oral

normal, con displasia epitelial y COCE.

D) Criterios de exclusién
e Muestras de MON, DEO y COCE en mal estado o con artefactos de la técnica
histoldgica y tincion.

e Muestras con ausencia de tejido conjuntivo en la zona adyacente a DEO y

COCE.
E) Variables
Variable Definicion Tipo de variable | Descripcién
operacional
Edad Afos del paciente | Cuantitativa, Obtenida del registro de
en que se extrajo | discreta ficha de la Universidad
la muestra Andrés Bello.
Género Femenino, Cualitativa, Obtenida del registro de
masculino dicotémica ficha de la Universidad
Andrés Bello.
Diagndéstico Mucosa normal, Cualitativa, Realizado por un
displasia epitelial | tricotomica patdlogo oral experto,
oral, carcinoma basado en el libro Ten
oral de células Cate (2008) y la OMS
escamosas (2005).




Localizacion | Bajo riesgo, alto | Cualitativa, Clasificacion basada en
riesgo dicotdmica, Ribeiro et al.

nominal alto riesgo: Mucosa del
borde lateral y vientre de
la lengua y piso de boca.
Bajo riesgo: mucosa
labial, yugal, palatina,
alveolar, dorso lingual y

encia.
Densidad Numero de | Cuantitativa, Basado en Jain et al.,
celular eosinofilos por | discreto 2014
promedio campo de
tefiido con |aumento  mayor
Hematoxilina | (40x)
Eosina
Densidad Numero de | Cuantitativa, Basado en Jain et al.,
celular eosinofilos por | discreto 2014
promedio campo de
tefiido con [aumento  mayor
Giemsa (40x%)

F) Técnica con HE

De 44 muestras previamente incluidas en parafina, se obtuvieron cortes de 3
micrones que fueron montados en portaobjetos xilanizados, desparafinados y
rehidratados por inmersion en diluciones de etanol en series graduadas de forma
decreciente. Los cortes fueron lavados en agua corriente por 2 minutos y luego de
esto, sumergidos en hematoxilina de Harris durante 1:30 minutos. Se eliminé el
exceso de hematoxilina con breves lavados de agua y alcohol. Se tifié durante 7
minutos en eosina al 1%. Posteriormente se realizaron bafios en alcoholes de
concentraciones crecientes para finalmente lavar la muestra en 3 bafios sucesivos

de xilol de 2 minutos cada uno y permitir la fijacion.



G) Técnica con Giemsa

De 44 muestras previamente incluidas en parafina, se obtuvieron cortes de 3
micrones que fueron montados en portaobjetos xilanizados, desparafinados.
Sellevé a agua destilada. Se tifieron las muestras con una Solucion diluida de
Giemsa (consistente en 1lvolumen de Solucidn concentrada de Giemsa con
4voliumenes de agua destilada). Posteriormente se lavd con agua corriente para
eliminar el exceso de colorante. Se sumergié en agua acetificada (agua destilada
100ml + &cido acético 0,2 ml), hasta apreciar color rosado en los cortes. Se enjuag6
en alcohol al 95%, luego se deshidrat6 en alcohol absoluto, 5 inmersiones, se aclaro

y finalmente se mont6 con Flo-texx.

H) Determinacion densidad celular promedio

Las muestras tefiidas seleccionadas fueron observadas en su totalidad en un
microscopio optico (Olympus® CX-31) con aumento mayor (40x). Se consideraron
como eosindfilos las células nucleadas con granulos citoplasméaticos intensamente
rojos sin incluir glébulos rojos superpuestos con células mono y polimorfonucleares.
Se realiz6é el conteo clasico de eosindfilos en las secciones de estroma de las
muestras de MON, DEO y COCE observando 3 campos consecutivos y sacando un

promedio entre ellos. @Y

) Calibracién

La calibracién y entrenamiento del examinador estuvo a cargo de un experimentado
patélogo oral y abarcé tanto un area teérica (revision bibliografica) como practica.
Esta Ultima consistia en observar y analizar microfotografias de MON, DEO y COCE

teflidos con Hematoxilina Eosina y Giemsa de publicaciones referentes al tema.

El grado de acuerdo o concordancia entre el examinador y un “gold standard”
(acuerdo interobservador) se determin6 en dos ocasiones utilizando el estadistico

kappa. En cada oportunidad se mostraron mdultiples microfotografias y el



examinador debia detectar la presencia 0 ausencia de eosindfilos con cada tincion.
En la primera sesion, de las 30 microfotografias mostradas se obtuvieron 22
aciertos, por lo que el acuerdo entre el observador y el gold standard fue moderado
(coeficiente kappa 0,45). En la segunda sesion, se obtuvieron 28 aciertos de un total
de 30 microfotografias, por lo que el acuerdo interobservador fue considerado bueno
(coeficiente kappa 0,75).

J) Andlisis estadistico

En relacion con el andlisis estadistico, la variable edad se representé mediante
mediana y rango intercuartilico. Las variables cualitativas (género, diagndstico y

localizacion) se representaron mediante frecuencia absoluta y relativa.

La comparacion del promedio de niumero de eosindfilos segun diagnostico se realizo
mediante el test Kruskal Wallis, con test post hoc de Conover-lman. Se utilizé un
nivel de significancia de un 0,05 y se realizo el andlisis estadistico con el programa
STATA 12® (StataCorpLP, Texas, USA).



RESULTADOS

I. Descripciéon de la muestra:
La muestra de estudio consistié en un total de 44 tacos embebidos en parafina. La
informacion relativa al diagnostico, nUmero de casos, edad promedio, rango etario
y desviacion estandar de la totalidad de la muestra y segun diagnéstico se muestra

en la tabla VI.

Tabla VI. Diagnosticos incluidos en el estudio.

Numero de Edad promedio Rango Desviacion
casos (anos) etario estandar (D.E.)

MON 16 38,07 8-68 21,22

DEO (n:13) 55,61 37-86 12,64

Leve 10

Moderada 3

Severa

COCE (n:15) 74,4 61-84 7,51

Bien

diferenciado 6

Mod.

diferenciado

Mal diferenciado

Totalidad de la 44 56.47 8-86 21.03

muestra

Para comparar el promedio de las edades de los tres grupos se utilizé el test de
Kruskal Wallis, p= 0,001, es decir al menos un grupo presento diferente mediana de
edad. Los 3 grupos presentaron edades que difieren entre si (p<0,03) test de

comparacion multiple (post hoc) de Conover-Iman (anexo 1).



En el grafico 1 se observa la distribucién por sexo en relacion con la totalidad de la

muestra.

Grafico 1.
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II. Asociacion entre el sexo y diagndstico: (Test exacto de Fisher).

El grafico 2 muestra la distribucion del sexo segun diagnéstico, en donde no existe
asociacion entre ambas variables, obteniéndose un valor p=0,434.

Gréfico 2.
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1.  Localizacién

El grafico 3 muestra la localizacion de la muestra total.

Gréfico 3.

% de muestras

80,00%

60,00%

40,00%

20,00%

0,00%

Distribucién de la muestra por localizacién

59,09%

40,91%

Bajo Riesgo Alto Riesgo

Localizacidn

IV. Asociacion entre localizacion y diagndstico: (Test exacto de Fisher)

La asociacion entre la localizacion y el diagnéstico de DEO y COCE se muestra

en el gréafico 4, en donde no existid asociacion estadisticamente significativa entre

ambas variables, obteniéndose un valor p de 0,445.

Grafico 4.
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V. Hematoxilina eosina

1. Distribucion de la densidad celular promedio de eosinofilos con HE en la
totalidad de la muestra.

Respecto a la distribucion de la densidad celular promedio de eosindfilos con
HE en la totalidad de la muestra, se observaron 5,53 células en promedio por campo

(40x), con una desviacion estandar de 9,00.

2. Asociacién entre la densidad celular promedio de Eosindéfilos con HE vy el
diagnostico: (Test de Kruskal Wallis)

El Diagrama 1 muestra el analisis de eosindfilos con HE segun diagndstico.
Para comparar la mediana de los eosindfilos de los tres grupos se utilizé el Test de
Kruskal Wallis, obteniéndose un p<0,001, es decir al menos un grupo presenta
diferente mediana. Para saber cuél de ellas eran, se aplicé test de comparacion
multiple (post hoc) de Conover-Iman indicando que los 3 grupos presentaron
densidades celulares promedio que difieren entre si p<0,001, por lo que existe una
asociacion estadisticamente significativa entre la densidad celular promedio de

eosinofilos y el diagnadstico.

Diagrama 1. Andlisis de eosindfilos con HE segun diagnéstico.
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Las ilustraciones 4, 5y 6 muestran la densidad celular promedio en muestras

de MON, DEO y COCE con técnica de tincibn hematoxilina-eosina.

llustracion 4. Muestra de MON

con Hematoxilina Eosina. 40x

llustracion 5. Muestra de DEO
con Hematoxilina Eosina. 40x

llustracion 6. Muestra de COCE

con Hematoxilina Eosina. 40x




V.  GIEMSA

1. Distribucion de la densidad celular promedio de eosinofilos con Giemsa en
la totalidad de la muestra.

Respecto a la distribucion de la densidad celular promedio de eosindfilos con
Giemsa en la totalidad de la muestra, se observaron 10,45 células en promedio por

campo (40x), con una desviacion estandar de 12,31.

2. Asociacion entre la densidad celular promedio de Eosinéfilos con Giemsa
y el diagnéstico: (Test de Kruskal Wallis)

En el Diagrama 2 se observa el analisis de eosindfilos con Giemsa segun
diagnéstico. Para comparar la mediana de los eosindéfilos de los tres grupos se
utilizé el Test de Kruskal Wallis, p<0,001, es decir al menos un grupo presenta
diferente mediana. Para saber cuél de ellas eran, se aplicé test de comparacion
multiple (post hoc) de Conover-Iman, indicando que el grupo MON difiri6 de DEO
(p<0,001) y de COCE (p<0,001). Y el grupo DEO no difiri6 de COCE (p=0,213).

Diagrama 2. Analisis de Eosindfilos con Giemsa segun diagnéstico.
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Las ilustraciones 7, 8 y 9 muestran la densidad celular promedio en muestras de
MON, DEO y COCE con técnica de tincion Giemsa.

-

llustraciéon 7. Muestra de MON
Con Giemsa. 40x

* llustracion 8. Muestra de DEO
3

*;’;i Con Giemsa. 40x

llustracion 9. Muestra de COCE

Con Giemsa. 40x




VIl. Correlacién entre los valores de densidad celular promedio de

eosinoéfilos con HE y Giemsa. (coeficiente de correlacién de Spearman)

La correlacion entre la evaluaciéon de los eosinéfilos entre ambas técnicas

histoquimicas fue moderada con un coeficiente rho de 0,612 (p<0,001).



DISCUSION

Con el propésito de comparar la densidad celular promedio de eosinofilos en el
estroma de muestras de Mucosa Oral Normal (MON), Displasia Epitelial Oral (DEO)
y Carcinoma oral de células escamosas (COCE), realizamos 2 técnicas
histoquimicas, la convencional técnica corriente con Hematoxilina- Eosina vy

Giemsa.

Descripcion de la muestra

Nuestros resultados evidencian que no existe asociacion entre el sexo y el
diagnostico de MON, DEO y COCE, obteniéndose un valor p=0,434. Tal como lo
sefialan autores como Warnakulasuriya®) y Dost.®) No obstante, nuestros
resultados demuestran que el sexo mas afectado en el grupo DEO fue el masculino
y no el femenino como lo sefiala Martinez et al. 2016, % quien argumenta una
mayor frecuencia de DEO en muestras obtenidas de mucosa oral y faringea en
mujeres, ya que éstas consultarian con mayor anticipacion que hombres. Pensamos
gue el hecho de que encontramos mas casos de DEO en hombres se deba a que
actualmente las camparias informativas han sido efectivas y los hombres consultan

con mayor frecuencia.

En cuanto a COCE también diferimos de lo propuesto actualmente en la literatura,
en donde se indica que el sexo masculino se ve mas afectado, ya que los hombres
estan mas expuestos que las mujeres a factores carcinogénicos. De acuerdo con
nuestros resultados, el sexo femenino ha aumentado el consumo de alcohol, tabaco

y estilos de vida poco saludables. G637

Con respecto a la variable edad, en las muestras de MON la edad promedio fue de
38,07 afos, lo que se puede explicar ya que el sitio de donde se extrajeron las

muestras (mucosa que recubria molares incluidos, durante el momento de la



exodoncia), pertenece mayoritariamente a un rango etario menor. En DEO la edad
promedio fue 55,61 afios y en COCE fue 74,4 afios, ambas en adultos mayores de
40-45 afios, edades similares a las sefialadas por RA Khammissa et al. (2015) @8y
Udeabor et al. (2012).49 Con estos resultados podemos confirmar que la edad de
presentacion de lesiones potencialmente malignas que al examen histoldgico
presenten distintos grados de DEO es menor que la edad promedio de diagndstico
de COCE, lo que sugiere que a medida que pasa el tiempo, existe mayor

probabilidad de que una DEO pueda sufrir transformacién maligna.

La acumulacion de mutaciones en el tiempo aumenta el riesgo para generar una
lesion displasica la que finalmente se transformara en cancer. Algunos autores (3540
sefialan que una lesién displasica antecederia en 10-15 afos la aparicién de un
COCE. Liviu Feller et al. 2013, “V sefiala que en aquellos campos del epitelio oral
en que los queratinocitos estan comprometidos con la via del cancer, la progresion
de éste puede variar de 6 meses a 8 afos, sin embargo, los factores que determinan

la velocidad de la transformacién maligna ain son desconocidos.

Respecto a la variable localizacion, nuestros resultados no reflejan una asociacion
estadisticamente significativa entre zonas de alto y bajo riesgo en DEO y COCE. Al
considerar de forma aislada las muestras de COCE en que un 66,67% se
encontraron en un sitio de alto riesgo, es decir, piso de boca, cara ventral y lateral
de lengua, existe similitud con lo propuesto en la literatura. 83942 Por otro lado, un
53,85% de las muestras de DEO se encontraron en un sitio de bajo riesgo,
implicando el resto de la mucosa oral. Estos resultados, podrian deberse a que, tal
como lo proponen diversos autores, un COCE puede ubicarse en cualquier zona de
la mucosa oral, sin embargo, el prondstico que tendria éste en un sitio de alto riesgo,

seria peor a uno ubicado en un sitio de bajo riesgo. ©: 33,34, 35,43, 44)

Lo anteriormente dicho, guarda relacién con el concepto de “cancerizacion de
campo”, en la génesis y progresion del cancer oral ya que ésta explicaria varios
aspectos del comportamiento patobiolégico de COCE, “9 |a que sefala que la

induccion de carcinégenos sobre un area de la mucosa oral, mas la presencia de


http://www.cancerjournal.net/searchresult.asp?search=&author=RA+Khammissa&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Udeabor%20SE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22647235

aberraciones genéticas y gendmicas, sin alteraciones histologicas, aumentaria el
riesgo de desarrollar cancer. “>46) Esto toma relevancia, ya que un paciente al
presentar una LPM en un sitio de la cavidad oral, presenta un riesgo aumentado de
padecer cancer en cualquier sitio de ésta. Esta teoria explicaria en primer lugar, por
qué muchos canceres surgen o estan estrechamente contiguos a una LPM; y en
segundo lugar, puede explicar por qué el epitelio de apariencia aparentemente
normal que rodea a un COCE alberga células con alteraciones genéticas y/o
displasicas. 4V

Por lo que reiteramos, de acuerdo con nuestros resultados y a lo publicado en la
literatura que todos los sitios de la cavidad oral estan en igualdad de condiciones

para generar una DEO y/o COCE. “D

Anélisis de HE

El analisis cuantitativo de la densidad promedio de eosinéfilos con la tincion de
Hematoxilina Eosina reflej6 un promedio de 5,53 células por campo (40x) en la
totalidad de la muestra. La densidad celular promedio difiere entre los diferentes
diagnésticos (p<0,001). Lo que quiere decir que la mediana en los 3 diagndsticos
es distinta, indicando que el valor de MON fue menor al de DEO y al de COCE, y el
valor de DEO fue menor al de COCE, reflejando que a medida que aumenta el grado
de malignidad de la lesion existe una mayor presencia de eosindfilos en el estroma.
Hallazgos similares observé Kargahi et al. (2015) GV quien contabilizé la presencia
de eosindfilos en muestras de MON, DEO y COCE, comparando la efectividad de
distintas tinciones. G Como resultado obtuvo un alto nimero de eosindfilos en

COCE en todas las técnicas empleadas.

Said et al. (2005), @8 evalud la presencia de infiltrado eosinofilico en 87 muestras
de carcinoma de laringe invasor y no invasor, obteniendo como resultado un mayor
namero de eosinofilos en lesiones invasivas, preferentemente a nivel del frente de

invasion del tumor, lo que sugiere que una alta eosinofilia estaria relacionada con



tumores invasivos ademas de afectar en el prondstico de los pacientes. Hallazgos

similares propone. “7)

Analisis de Giemsa

El analisis cuantitativo de la densidad celular promedio de eosindfilos con la tincion
de Giemsa reflejé en promedio 10,45 células por campo (40x) en la totalidad de la
muestra. Al comparar las medianas de los grupos de MON, DEO y COCE, se
observa que éstas difieren entre si (p<0,001). En el grupo de MON se observo una
menor cantidad de eosinofilos en comparacion con los grupos DEO y COCE, sin
embargo, el grupo DEO y COCE no presento diferencias (p=0,213). Por ende, los
eosinofilos estan presentes en el infiltrado inflamatorio propio de estas lesiones tal
como lo sugieren Jain, Y ShwetaYellapurkar, ?? Lorena SC, ©8 Goldsmith MM, 0
sin embargo, se desconocen las interacciones que tendrian con los epitelios
displasicos y carcinomas. Sugerimos que el estroma enviaria sefiales que
promoverian la movilizacién y llegada de eosindfilos, los que aumentarian en
namero en este tipo de lesiones; es probable también, que el microambiente tumoral
moldee el fenotipo y los programas genéticos de los eosindéfilos y promueva sus
funciones antitumoral o protumoral. ®® Por lo tanto, diferentes microambientes
tumorales podrian polarizar eosinéfilos en distintas poblaciones con efectos

opuestos en los tumores. 19

Al realizar una busqueda exhaustiva de la literatura, solo fue posible hallar 2
estudios que avalan la eficacia de esta técnica en el conteo de eosinéfilos en el
estroma tumoral, de los autores Dessy et al. 1986 “®y Deron P et al. 1996. “9 Sin
embargo, no fue posible encontrar estudios actuales que utilicen la misma tincién
con fines similares, por lo que se sugiere replicar el método utilizado en el presente

estudio.



Andlisis de la densidad celular promedio de Eosinéfilos con HE y Giemsa

El andlisis cuantitativo de la densidad celular promedio de eosinoéfilos con la tincion
de Giemsa reflejé en promedio 10,45 células por campo (40x) en la totalidad de la
muestra, lo que duplica al promedio celular observado con la tincion corriente de
HE. Esto nos permite concluir que la tincion de Giemsa es mas efectiva para
visualizar Eosindfilos, tal como lo describe Juan José Barcia 2007 % donde explica
la alta calidad de la tincion en estructuras como membranas celulares y cromatina,
y la metacromasia de granulos e inclusiones citoplasmaticas, como los presentes

en eosindfilos. G

Esta diferencia de numeros se puede explicar por el hecho de que en el presente
estudio fue utilizada una tincion especifica para el conteo de eosindfilos. Los
eosinofilos pueden ser facilmente identificables en secciones de tejido tefiidas con
hematoxilina eosina, ?V) sin embargo, en ocasiones estos granulocitos presentan
una morfologia inusual dificultando su identificacién, para lo que se requieren

técnicas de tincion especiales como Giemsa. (48 49)

Por otra parte, podemos sefalar que, en cada estudio revisado, el conteo de la
TATE adquiere valores arbitrarios determinados por cada autor, lo que hace dificil
la comparacion de nuestros resultados con dichas investigaciones. 1 28 47) Sin
embargo, es evidente el aumento de la densidad celular promedio de eosindfilos en

muestras de cancer con ambas tinciones.

A pesar de que los eosindfilos se encuentran comunmente en el cancer humano, su
papel ain es ambiglio. @132 No hay suficientes estudios que indiquen la
participacion y contribucion en la patogenia del cancer oral, queda pendiente
investigar sobre sus interacciones celulares y moleculares para contribuir a un mejor

diagndstico y a establecer nuevas estrategias de tratamiento a nivel mundial. @9



CONCLUSION

Los eosinodfilos estan presentes en las muestras de MON, DEO y COCE de forma
creciente a medida que el diagnostico va aumentando su grado de malignidad. Por
otra parte, al comparar la técnica de tincion HE y Giemsa, se observo que, con la
segunda, el nimero de eosinofilos duplicd el promedio celular observado con la
tincion corriente de HE. Por lo tanto, la técnica de tincion Giemsa es mas efectiva

para la observacion de eosindfilos.
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