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PALABRAS CLAVE Resumen

SARS-CoV-2: Antecedentes: A pesar del gran nimero de articulos publicados sobre las lesiones cutaneas
COVID-19: ’ relacionadas con la COVID-19, no se ha realizado una correlacion clinico-patologica de manera
Correlacién consistente, y no ha sido validado el estudio de inmunohistoquimica para demostrar la expresion

de la proteina spike 3 mediante RT-PCR.

Material y métodos: Recopilamos 69 casos de pacientes con COVID-19 confirmada, en los que
se estudiaron las lesiones cutaneas a nivel clinico e histopatolodgico, habiéndose realizado la
prueba inmunohistoquimica (IHQ) y RT-PCR en las biopsias cutaneas.

Resultados: Tras una revision detallada de los casos, en 15 de ellos se encontro que la dermatosis
no guardaba relacion con la COVID-19, mientras que el resto de las lesiones podrian clasificarse
de acuerdo con sus caracteristicas clinicas como vesiculares (4), erupciones maculopapulares
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(41), urticariformes (9), livedo y necrosis (10) y de tipo perniosis (5). Aunque las caracteristicas
histopatologicas fueron similares a los resultados previamente reportados, encontramos dos
hallazgos no reportados previamente: erupciones maculopapulares con siringometaplasia ecrina
escamosa Yy epiteliotropismo neutrofilico.

La IHQ reflejo en ciertos casos tincion endotelial y epidérmica, pero la prueba RT-PCR fue
negativa en todos los casos probados. Por ello no pudo demostrarse el compromiso viral directo.
Conclusiones: A pesar de presentar la mayor serie de pacientes con COVID-19 confirmada y
manifestaciones cutaneas histopatolégicamente estudiadas, el compromiso viral directo fue
dificil de establecer. Las lesiones vasculopaticas e urticariformes parecen ser las mas claramente
relacionadas con la infeccion viral, a pesar de que los resultados negativos de la IHQ o RT-PCR no
pudieron demostrar la presencia viral. Dichos hallazgos, como en otras areas dermatologicas,
subrayan la necesidad de una correlacion clinico-patologica para incrementar el conocimiento
sobre la implicacion viral en las lesiones cutaneas relacionadas con la COVID-19.
© 2023 Publicado por Elsevier Espafna, S.L.U. en nombre de AEDV. Este es un articulo Open
Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Background: Despite the large number of articles published on skin lesions related to COVID-19,
clinicopathological correlation has not been performed consistently and immunohistochemistry
to demonstrate spike 3 protein expression has not been validated through RT-PCR.
Material and methods: We compiled 69 cases of patients with confirmed COVID-19, where skin
lesions were clinically and histopathologically studied. Immunohistochemistry (IHC) and RT-PCR
was performed in skin biopsies.
Results: After a careful review of the cases, 15 were found to be dermatosis not related to
COVID-19, while the rest of the lesions could be classified according to their clinical character-
istics as vesicular (4), maculopapular eruptions (41), urticariform (9), livedo and necrosis (10)
and pernio-like (5). Although histopathological features were similar to previously reported
results, we found two previously unreported findings, maculopapular eruptions with squamous
eccrine syringometaplasia and neutrophilic epitheliotropism.

IHC showed in some cases endothelial and epidermal staining but RT-PCR was negative in all
the tested cases. Thus, direct viral involvement could not be demonstrated.
Conclusions: Despite presenting the largest series of confirmed COVID-19 patients with
histopathologically studied skin manifestations, direct viral involvement was difficult to estab-
lish. Vasculopathic and urticariform lesions seem to be those more clearly related to the
viral infection, despite IHC or RT-PCR negative results failed to demonstrate viral presence.
These findings, as in other dermatological areas, highlight the need of a clinico-pathological
correlation to increase knowledge about viral involvement in COVID-19 skin-related lesions.
© 2023 Published by Elsevier Espana, S.L.U. on behalf of AEDV. This is an open access article
under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

ha realizado la correlacion clinico-patolégica de manera
consistente?>°. A modo de ejemplo, Freeman et al., en un

El coronavirus SARS-CoV-2 causa una enfermedad de amplio
espectro, la enfermedad por coronavirus de 2019 (COVID-
19), que afecta en primer lugar al tracto respiratorio,
aunque pueden producirse muchas manifestaciones extra-
pulmonares, causadas por la diseminacion directa o por
manifestaciones inmunopatologicas. El primer articulo que
destaca la afectacion cutanea de la COVID-19 fue publicado
a principios de la pandemia, siendo seguido por muchas otras
series de casos, en las que dicha afectacion oscilé de 0,2 a
20% de los casos'™.

A pesar del gran nimero de articulos publicados rela-
cionados con la afectacion cutanea en la COVID-19, no se

estudio que incluy6 716 pacientes de 31 paises, mostro solo
14 casos con biopsias®.

También cabe resaltar la falta de un estudio amplio
sobre la presencia del virus en biopsias cutaneas, bien con
inmunohistoquimica (IHQ) u otras técnicas tales como hib-
ridacion in situ (ISH) o RNAscope® Probe-V-nCoV2019-S, Cat
No. 848561, Manual Assay 2.5'.

Como Espana se vio gravemente afectada por la COVID-
19, que se cobré las vidas de mas de 5,3 millones de
personas a nivel mundial, establecimos un grupo de trabajo
nacional para compilar la experiencia de los diferentes hos-
pitales. Con esta informacion publicamos, a finales de abril
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Necropsia pulmonar de un paciente con COVID-19.
Vision hematoxilina-eosina (HE) izquierda. Inmunohistoquimica
derecha con anticuerpo anti-spike 3.

de 2020, un articulo que proponia cinco tipos diferentes
de lesiones cutaneas relacionadas con la COVID-19: erup-
ciones vesiculares (9%), erupciones maculopapulares (47%),
lesiones urticariformes (19%), livedo y necrosis (6%) lesiones
de tipo perniosis (19%)"".

Reportamos aqui un estudio histopatoldgico adicional con
el objetivo de ganar conocimiento sobre la patogenia de
las diferentes dermatosis relacionadas con la COVID-19, y
establecer si puede demostrarse la implicacion viral directa
en algunas de ellas, validando IHC con RT-PCR.

Recopilamos 69 casos de lesiones cutaneas con histo-
ria clinica completa y biopsia cutanea de seis hospitales
espanoles diferentes. Revisamos el cuadro clinico y cada
biopsia, para encontrar un diagndstico adecuado. Todas
las biopsias fueron fijadas en formaldehido tamponado al
10% y parafinado, de acuerdo con las guias. Se utilizaron
cuatro tiras de cuatro micras de tejido parafinado para
tincién hematoxilina/eosina rutinaria. Se realizo el estu-
dio inmunohistoquimico con anticuerpos de la proteina
spike anti-SARS-CoV-2 en el Hospital Universitario de La
Princesa y en la Clinica Dermatologica Universitaria de Miin-
ster. Se realizaron reaccion en cadena de la polimerasa
con transcriptasa inversa (RT-PCR) y RNAscope, segln la
recomendacion para corroborar la deteccion in situ'?.

En todas nuestras biopsias cutaneas se realizo estudio
inmunohistoquimico con anticuerpos de la proteina spike
anti-SARS-CoV-2 (clones 1A9 y GTX135335, GeneTex, Cali-
fornia, EE. UU.).

Utilizamos tejido pulmonar de pacientes fallecidos con
COVID-19 como control positivo de nuestro anticuerpo anti-
spike 3 (fig. 1). Ademas, probamos el anticuerpo mediante
tincion de cinco casos de perniosis convencional tomados de
nuestros archivos de un periodo prepandémico, como casos
control negativos.

Se realizo RT-PCR para las cuatro biopsias cutaneas, y
también se realizo ISH con RNAscope® Probe-V-nCoV2019-S,
Cat. No. 848561, Manual Assay 2.5.

Las lesiones de los casos se clasificaron de acuerdo con su
caracteristica clinica como vesiculares (4), erupciones mac-
ulopapulares (41) (figs. 2 y 3), lesiones urticariformes (9)
(fig. 4) livedo y necrosis (10) (fig. 5) y tipo perniosis (5)
(fig. 6).

Se confirmo6 COVID-19 en todos los casos con PCR o prueba
de antigenos en muestras de hisopos de la zona nasal o
faringea. Todas las biopsias fueron evaluadas en cuanto
a patron histopatoldgico, paraqueratosis, espongiosis, dis-
queratosis, necrosis epidérmica, pustulas subcorneales,
lesion vacuolar, infiltrado liquenoide y presencia de edema,
trombos u otros compromisos vasculares.

Se observaron los siguientes patrones histopatologi-
cos: neutrofilos dentro de la dermis papilar o subcorneal
(en 14 casos); patron intersticial (3), eccematoso (7) o
urticariforme (6), vasculitis (8), dermatosis neutrofilica (3),
dermatitis de tipo perniosis (5) y dermatosis superficial lin-
focitica (8).

Tras una correlacion clinico-patoldgica detenida reclasifi-
camos 15 de las biopsias como eritema multiforme exudativo
(EEM) (1), enfermedad de Grover (1), infecciones por herpes
simple y zoster (3), micosis (1), perifoliculitis (1), enfer-
medad micobacteriana atipica (1) y zoster diseminado (1).
En seis de los casos, la pustulosis exantematica generalizada
aguda (PEAG) se correlacion6 aun mejor que las erupciones
maculopapulares, encontrandose un farmaco como desen-
cadenante plausible. En el resto de biopsias cutaneas, la
correlacion clinico-patolégica nos condujo a un diagnostico
final de lesiones cutaneas asociadas a la COVID-19.

No se encontraron diferencias de inmunotincion entre los
casos de perniosis convencional y relacionados con la COVID-
19, Gnicamente la tincion granular en cantidad diferente,
que estuvo a veces ausente en ambos grupos, aunque tendioé
a ser mas llamativa en la epidermis y dentro de los infil-
trados inflamatorios, principalmente cuando los endotelios
se hallaban inflamados. No encontramos una tincion cito-
plasmatica clara, ya que todas las tinciones parecian ser
artefactos.

La tabla 1 muestra los principales hallazgos clinicos e
histopatoldgicos de la serie.

Todas las biopsias probadas con RT-PCR y RNAscope®
fueron negativas para COVID-19. Los resultados del estu-
dio inmunohisquimico para la proteina spike viral difirieron
con los diferentes anticuerpos. Con el clon 1A9 no fuimos
capaces de encontrar ninguna tinciéon vascular, observan-
dose solo la tincion granular dentro de los infiltrados
inflamatorios. Por otro lado, con el clon GTX135335 algunos
casos reflejaron una tincion difusa de pequenas particulas,
que se interpreté como trasfondo, mientras que el princi-
pal hallazgo fue la presencia de un depdsito granular mas
intenso en una estructura no particular de la epidermis y los
endotelios, esto Ultimo principalmente en los casos con infil-
trados neutrofilicos y en aquellos con vasculopatia. Como el
patrén no fue concluyente, encontramos dificil realizar una
interpretacion clara de positividad en dichos casos.
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Figura 2 Reaccion maculopapular en una mujer de 53 afios afectando el tronco y las extremidades. La imagen histopatoldgica
muestra una epidermis aplanada normal, asi como infiltrado perivascular linfocitico escaso. La inmunohistoquimica de anti-spike
3 muestra tincion granular principalmente localizada en la epidermis y los endotelios, pero también entremezclada dentro del
infiltrado inflamatorio.

Figura3  Reaccion maculopapular en un paciente en la Unidad de Cuidados Intensivos, que refleja papulas eritematosas y parpuras
confluentes afectando principalmente costados y espalda, con vesiculas escasas. A nivel histopatoldgico muestra una coleccion
intraepidérmica de neutrofilos y células de Langerhans. Aparece una interfase vacuolar ligera, asi como un infiltrado linfocitico
perivascular ligero. El panel derecho muestra epiteliotropismo neutrofilico (imagen superior) y siringometaplasia ecrina en casos
clinicamente similares, donde pueden observarse pocos neutrofilos en la epidermis superior, sin conformar pustula.

Figura 4 Reaccion urticariforme en una mujer de 62 afos, que refleja infiltrado inflamatorio perivascular escaso con células
polimorfonucleares (PMN) y pocos eosindfilos, degeneracion vacuolar, PMN epiteliotropicas y pocos queratinocitos apoptoticos. Las
lesiones aparecieron en el domicilio, tras el alta hospitalaria del paciente con neumonia con COVID-19.

Discusion casos. Ellos encontraron una tincion endotelial con IHQ para

la proteina spike en cada tipo de lesion cutanea, aunque
La serie de mayor tamafio que estudio las biopsias cutaneas incluyeron principalmente pitiriasis liquenoide cr()nical (PLC)
en los pacientes con COVID-19 fue recientemente publi- y pitiriasis liquenoide y varioliforme aguda (PLEVA), asi como
cada por Quintero-Bustos et al., quienes recopilaron 41 lesiones vesiculares. Sin embargo, queremos destacar que
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Figura 5

Placas purpuricas en los pies de un varon de 42 afos. La histopatologia muestra infiltrados inflamatorios linfociticos

densos, adyacentes a vasos y estructuras anexiales. Se observa extravasacion de globulos rojos en la papila dérmica, asi como

signos claros de endotelitis.

Figura 6

Varon de 60, en la Unidad de Cuidados Intensivos debido a neumonia bilateral por COVID-19, con lesiones reticuladas en

ambas piernas. Histopatologicamente muestra necrosis de glandulas ecrinas, asi como presencia de trombos de color rojo dentro
de los vasos de la dermis reticular. El lado derecho muestra anti-spike 3, donde puede observarse tincion granular en una zona en
la que un vaso dermohipodérmico esta ocluido por un trombo rico en neutrofilos.

la principal limitacién de este estudio fue la ausencia de
imagenes clinicas y de RT-PCR para confirmar la presencia
viral',

Nuestros resultados sobre las erupciones cutaneas mac-
ulopapulares concuerdan con los previamente reportados
por nuestro grupo'® en nuestro estudio previo, ya que
estaban caracterizadas principalmente por un infiltrado lin-
focitico perivascular superficial de leve a denso, a veces
con degeneracion vacuolar focal'?, y raramente se observo
siringometaplasia escamosa, de tipo epiteliotropico en un
caso en cada una de estas series, sin hallazgos previa-
mente reportados. En cuanto a los casos que remedan PEAG,
hidroxicloroquina y otros farmacos estuvieron normalmente
implicados en estos tipos de casos'?. Encontramos dificil
excluir una erupcion farmacoldgica, ya que el grupo espanol
(COVID-PIEL) reporto la ingesta de farmacos en hasta 84% de
los pacientes afectados’®, y estas lesiones predominaron en
las areas de decubito®.

Nuestros resultados negativos de IHQ e ISH para la
proteina spike concuerdan con los hallazgos negativos pre-
viamente reportados por Fattori et al."® Solo se observd un
patron granular sutil en la epidermis y en los vasos.

Las lesiones urticariales se consideran reacciones tem-
pranas y no especificas, en las que los farmacos u
otras reactivaciones virales pueden estar implicados'’.
Histopatoldgicamente son reportadas como una urticaria
convencional, con diferentes grados de edema, asi como
linfocitos y eosinofilos escasos, si bien un caso presento
epiteliotropismo de neutrofilos, un hallazgo no previamente
reportado. Algunos autores reportaron degeneracion vacuo-
lar consistente en sus casos, como pista para COVID-19°.
En nuestra serie, aunque las lesiones urticariales parecieron
estar temporalmente relacionadas con la infeccion viral,
nuestros estudios de IHQ y RT-PCR no fueron capaces de
demostrar un compromiso viral directo.

Todos los casos incluidos como lesiones vesiculares rela-
cionados con la COVID-19 fueron reclasificados como otros
diagnosticos en nuestra serie, principalmente como lesiones
relacionadas con diferentes herpes (3/4). Coincidimos con
Mahé et al., quienes consideraron dichas lesiones histologi-
camente diferentes de la varicela'®. En nuestra serie, y en
articulos previamente publicados, algunos casos se correla-
cionaron con los denominados Grover vesiculares o Grover
pseudoherpéticos'®.
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Patron clinico e histopatoldgico, asi como porcentaje de casos directamente relacionado con la infeccion por COVID-19

Aspecto clinico Patron histopatologico

Vesicular Acantolisis y disqueratosis (1)

n=4 Vesicula intraepidérmica con
inclusiones virales (3)
Dermatitis superficial linfocitica
superficial (4)
Dermatitis linfocitica superficial y
profunda (9)
Patron intersticial (3)
Dermatosis neutrofilica (2)
Neutrofilos dentro de la dermis
papilar (2) neutrofilos subcorneales
(12)
Patron eccematoso (7)
Perifoliculitis (1)
Degeneracion vacuolar +
queratinocitos apoptoticos (1)
Urticariforme Dermatosis urticariforme (6)

n=9 Dermatosis neutrofilica (1)

Dermatitis superficial linfocitica (2)

Maculopapular
n=41

Livedo y Vasculitis (8)
necrosis (10) Dermatitis linfocitica (2)
de tipo Perniosis (5)

perniosis (5)

% relacionado con Hallazgos peculiares

la COVID-19

0% IHQ para HZV/HSV realizada
en todos los casos, positiva
en 3 de ellos

75% La escasez de neutrofilos es
frecuente en la dermatitis
linfocitica superficial y
profunda

89% No se observan mastocitos
en ningln caso

100% La endotelitis es evidente
en 2 casos

100% Edema, aunque deposito no

claro de mucina

HSV: virus herpes simple; HZV: virus herpes zoster; IHQ: inmunohistoquimica.

Nuestros casos de lesiones tipo perniosis encajaron con
los denominados «dedos COVID-19», que aparecen principal-
mente en los pies de los pacientes jovenes, aunque pueden
presentarse también en adultos. En nuestra serie, esta lesion
fue infrecuente como en otras series en las que predom-
inaron los pacientes hospitalizados por COVID-19°. Todos
nuestros casos exhibieron infiltrados linfociticos superfi-
ciales y profundos densos, algunos de ellos con afectacion
vascular, como en la serie de 24 casos de Kolivras et al.?°
Sin embargo, ninguno de nuestros casos exhibi6é depésito de
mucina llamativo, segun lo descrito por Giavedoni et al.’ No
encontramos ningln caso semejante a EEM como reportaron
Torrelo et al.?', y no pudimos encontrar ninguna positividad
anti-spike 3 en las glandulas ecrinas, como hizo otro grupo
espanol??. Nuestros resultados concuerdan con los hallazgos
negativos de IHQ con anticuerpos antinucleocapside anti-
SARS-CoV-2 en seis casos publicados por Ko et al., aunque
en nuestra serie utilizamos un anticuerpo diferente?:.

Por Gltimo, al igual que otros autores, los resultados mas
consistentes en las lesiones livedoides y necréticas, que
se produjeron principalmente en los pacientes de cuidados
intensivos, en los que se encontraron hallazgos entremez-
clados de trombosis y vasculitis neutrofilica. No hemos
realizado un seguimiento a los pacientes para establecer
la mortalidad, que se ha observado hasta en 18,2% de
estos casos en algunas revisiones®. Nosotros publicamos un
caso de vasculopatia, con necrosis de los ovillos ecrinos,
como en los casos reportados por Magro et al.?*, en el que
destacaba que la trombosis afectaba también a los vasos
dermohipodérmicos?.

Los resultados de la IHQ, asi como de otras técnicas
para detectar el virus, tales como la reaccion en cadena de
la polimerasa con transcriptasa inversa cuantitativa (qRT-
PCR), ISH o RNAscope® fueron frustrantes en nuestra serie
cutanea. A pesar de encontrar resultados claramente posi-
tivos en los pulmones con COVID-19 con ambos anticuerpos,
todos los casos cutaneos probados fueron negativos, segln
lo reportado por otros grupos'®? y contrariamente a lo
reportado por otros?'. Se han reportado resultados discor-
dantes con diferentes anticuerpos?’, e incluso con diferentes
viales del mismo anticuerpo. Por tanto, es dificil descartar
que algunas positividades no se debieran, o a reacciones
cruzadas aln no reconocidas, o bien, al propio deposito de
fragmentos de proteina spike. Liu et al. reportaron una tin-
cion positiva incluso en piel aparentemente no afectada de
pacientes con infeccion por SARS-CoV-2, lo cual hizo que el
compromiso viral directo fuera mas dificil de probar?.

La RT-PCR en nuestra serie de muestras cutaneas fue neg-
ativa, segln lo reportado también en otros articulos de la
literatura?®“, si bien se encontraron 17 casos positivos por
RT-PCR en otra serie®.

Muchos pacientes afectados fueron evaluados solo clinica-
mente, sin tomar una biopsia. Ademas, nos enfrentamos
a ciertos problemas logisticos, ya que el transporte del
material bioldgico entre hospitales estaba restringido, impi-
diendo asi la recopilacion de una serie de mayor tamaiio.
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No pudimos estudiar nuestras biopsias con microscopio elec-
trénico, como hicieron Garrido Ruiz et al.?’

Conclusiones

Hemos presentado la serie de mayor tamano de pacientes
de COVID-19 confirmado, con manifestaciones cutaneas
histopatolégicamente estudiadas. La causalidad de la
infeccion viral fue dificil de establecer, ya que la inmuno-
histoquimica y demas técnicas para demostrar la presencia
viral en la piel reflejo diferentes resultados en nuestra serie,
en comparacion con otros articulos publicados. Aunque
la presencia viral directa no se encontré en las biopsias
cutaneas, las lesiones vasculopaticas y urticariformes fueron
las mas epidemioldogicamente relacionadas con la infeccion
viral.

En cualquier caso, como con todas las enfermedades
dermatologicas emergentes, queremos destacar que la cor-
relacion clinico-patologica es basica, ya que el SARS-CoV-2
parece actuar como desencadenante para muchas dermato-
sis con base inmunolodgica, y la biopsia cutanea es esencial
para excluir manifestaciones cutaneas independientes de la
COVID-19.
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