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RESUMEN

Las células de Langerhans (CL) son células presentadoras de antigenos residentes de la epidermis,
las cudles realizan una funcidén de inmunovigilancia, capturando antigenos para posteriormente
presentarlos a linfocitos en los tejidos linfoides para que se inicie una respuesta inmunolégica
(inmunogénica o tolerogénica) hacia dicho anfigeno. Recientemente se ha demostrado que las
variaciones en la densidad de CL localizadas en regiones donde se ha o esta desarrollando un lesion
tumoral afectan notoriamente el pronostico de dicha lesiéon. El presente estudio, tuvo como finalidad
el evaluar si en lesiones de queratosis seborreica existen una disminucidon en la densidad de la
poblacién de CL, para lo que se realizd una cuantificacién de las CL presentes en la epidermis en

lesiones de queratosis seborreica, mediante su identificacion con la técnica de inmunohistogquimica.
ABSTRACT

The Langerhans cells (LC) are cells that present antigens residents in the epidermis, CL performed a
funtion of inmunosurveillance capturing anfigens and after that presnting them fo the lymphocytes in
the lymphoid tisues to start the inmunological reply (immunogenic or tolerogenic) to that specific
antigen. Recently have been demostrated that the varations in the density of CL localized in parts
where have been or is developing an tumor lesion strongly affect the prognosis of that lesion. The
present study have the purpose the evaluate if in the lesions of seborrheric keratoses exits a decrease
of the density population of LC, to this was performed a quetificaton of the LC presents in the
epeidermis in the lesion of seborrheic keratoses, through identification with immunohistochemical

technique.

Palabras clave: Células de Langerhans, inmunovigilancia, queratosis seborreica, densidad de

poblacién de CL, cuantificacidn, inmunohistoquimica.
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INTRODUCCION
LA PIEL

La piel es el érgano que cubre la totalidad de la superficie corporal externa y se continua con las
mucosas que revisten a los ojos y oidos, las cavidades nasal y oral, asi como al ano y los genitales por
su naturaleza histolégica y localizacién no solo funciona como una simple barrera mecdnica que
delimita y protege al organismo de agresiones fisicas, quimicas y bioldgicas del medio ambiente, sino
que es una estructura altamente dindmica en términos de su fisiologia, jugando un importante papel
en distintas funciones como la regulacién de la temperatura corporal y balance hidroelectrolitico,
secrecién, absorcién de radiacién UV e inmunidad. La piel, al ser un érgano superficial, refleja nuestro

estado general de salud asi como las emociones.'

Estructura de la piel

Desde el punto de vista histolégico, la piel consta de dos capas principales. La capa superficial
corresponde a una ldmina fina compuesta por tejido epitelial plano estratificado con estrato cédrneo,
a la que se le conoce como epidermis, la cual se divide en cinco estratos celulares: basal, espinoso,
granuloso, lucido y cérneo, debido a los cambios morfoldgicos que sufren las células epiteliales desde
su origen en el estrato basal hasta que son descamadas en el estrato corneo. La capa profunda vy
mds gruesa de la piel corresponde a la dermis, que estd conformada por tejido conjuntivo laxo en la
superficie y denso en la profundidad, esta capa se caracteriza por contar con NnuMerosos anexos

cutdneos, como gldndulas y foliculos pilosos.2

En la epidermis residen cuatro tipos celulares distintos, 1) Queratinocitos que corresponden a
aproximadamente el 90% del total de las células, las cudles se originan y proliferan en el estrato basal
y a partir de él inician su proceso de diferenciacién diferencian hacia el estrato corneo. 2) los

Melanocitos que son células que residen en el estrato basal y estdn encargadas de la sintesis y

! Amado,S..(2011).LESIONES DE DERMATOLOGIA. Mendez Editores. México D.F..4-34pp..
% Tortora, Derrickson..(2006). PRINCIPIOS DE ANATOMIA Y FISIOLOGIA. Madrid,Espafia, Panamericana.147-
170pp..
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distribucién de un pigmento parduzco conocido como melanina que caracteristicamente absorbe la
radiacién UV y protege a los queratinocitos basales de sufrir dano en el ADN correspondiendo solo
aproximadamente al 5% de las células epidérmicas. 3) Células de Merkel, que también se localizan en
el estrato basal, y tiene como funcién la percepcion de estimulos mecdnicos, son unicamente
abundantes en aquellas regiones corporales con alta sensibilidad, como lo son labios y pezones y
dedos. 4) Células de Langerhans (CL) son el Ultimo tipo celular, éstas se localizan en los estratos supra
basales de la epidermis, corresponden a células dendriticas presentadoras de antigenos de origen
mieloide, y realizan una funcién de inmunovigilancia, captando y presentando antigenos de diversos
origenes a las células del sistema inmunoldgico con la finalidad de inducir la generacion de
respuestas inmunes positivas o negativas dependiendo si el antigeno es inocuo o potencialmente

patogénico. 3

Inmunovigilancia cutdnea

La piel, que es el érgano mds grande del organismo, no sélo es un interfaz entre los medios interno y
externo proporcionando una defensa mecdnica elemental, sino también ha desarrollado un sistema
inmune cutdneo que es capaz de responder de una manera enérgica y especifica. La funciéon de
este sistema de inmunovigilancia cutdneo queda de manifiesto cuando en condiciones de anergia o
de debilitamiento del mismo se incrementa la severidad y frecuencia de patologias como infecciones
y tumores cutdneos. La regulacion del sistema inmunoldgico de la piel también es crucial, ya que la
mala funcidén del mismo estd implicada en la patdégena de enfermedad autoinmunes o de

hipersensibilidad de contacto.4

De esta manera, las investigaciones en inmunobiologia cutdnea han revelado que la piel constituye
un sistema muy complejo, el cual fiene un papel muy importante en el desarrollo de respuestas

inmunoldégicas a diversos antigenos. En ese sentido, las células de Langerhans (CL) han sido el eje

% Ibid, p.147-170 ]
N Herrera, E., Hernandez, T., et. al..(2005).INMUNOVIGILANCIA CUTANEA: IMPLICACIONES
CLINICAS.UNAM. México D.F.. Laborat-acta.41-51pp..
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para el establecimiento de los conceptos de tejido linfoide asociado a la piel (SALT) y del sistema

inmunoldgico de la piel (SIS).4

En el SALT, las CL estdn consideradas como el componente mds periférico de la rama aferente de al
respuesta inmune, ya que cuando un antigeno (Ag) se intfroduce en la epidermis, las CL lo captan,
endocitan y procesan, y finalmente junto con las citocinas derivadas de células epidérmicas, activan
a los linfocitos intraepiteliales. Por otfro lado, las CL pueden migrar por los vasos linfaticos aferentes
hacia la zona paracortical de los glanglios linfaticos regionales donde presentan el Ag a los linfocitos
T, resultando en una expansion clonal de linfocitos T especificos. Una vez que se ha formado una linea
celular de linfocitos que respondan a ese Ag, éstos alcanzan la circulacién general y pueden llegar

nuevamente a la piel.®

Células de Langerhans

Morfolégicamente las CL se pueden identificar facilmente ya que tienen citoplasma claro debido a
gue cuentan con un cito esqueleto con escasos flamentos intermedios, lo que les permite generar
numerosas y delgadas proyecciones citopldsmicas, conocidas como dendritas, su nucleo es
lobulado, su citoplasma claro, presentan un reticulo endopldsmico y un aparato de Golgi bien
desarrollados, pero lo caracteristico de estas células es la presencia en el citoplasma de unos
organelos en forma de raqueta conocidos como grdnulos de Birbeck.! Se evidencian facilmente con
tinciones histoldgicas basadas en la impregnacién con sales argénticas y alricas, de igual manera es
facil evidenciarlas mediante la utilizacidn de tinciones del tipo histoguimica enzimdtica, para
evidenciar la actividad de enzimas presentes en la membrana de estas células y que estdn

involucradas en los procesos de reconocimiento y captura de antigenos. Otra manera de

® Ibid, p.41-51.
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evidenciarlas en cortes histoldgicos es la utilizacién de tinciones inmunohistoquimicas dirigidas contra

los distintos marcadores de superficie de esta variedad celular.¢

Las CL son una variedad de células dendriticas presentadoras de antigenos localizadas en la
epidermis y en otros epitelios y expresan grandes cantidades de molécula clase Il del MHC, antigenos
CD1a, la proteina S100 y las enzimas ATPasa y esterasa inespecifica. Ademds, estas células poseen
una morfologia caracteristica que incluye, ademds de largas prolongaciones citopldsmicas, un
citoplasma claro sin monofilamentos y desmosomas, con citoplasma claro, nicleo indentado y un
organelo particular en forma de raqueta de tenis llamado grdnulo de Birbeck(GCL). En este organelo
se localiza una molécula especifca para CL llamada Langerina(CD207), que es una lectinas tipo C
especifica para manosa, involucrada en la captacién de antigenos y patdgenos ya que se ha
observado que esta molécula es internalizada en las CL junto con las moléculas que han sido ligadas
a ella. Una vez que las CL han captado y procesado Ag enddgenos o exdgenos en el interior del
GCL, los reexpresan en la membrana plasmdtica junto con moléculas clase | o I, respectivamente; es
entonces que se induce en la membrana la presencia de moléculas coestimulatorias como B7-
1(CD80) y B7-2(CD86). A continuacion, las CL migran y transportan el Ag desde la piel hasta los
ganglios linfaticos donde lo presentan de manera muy efectiva, con un cardcter MHC-restringido, a
linfocitos T en reposo CD4*y6 o CD8*ap. Lo anterior estd bien establecido, sin embargo, no se sabe si

las CL pueden ejercer esta presentacion de antigenos con la misma capacidad en la epidermis.”

En los tumores cutdneos las CL participan en la iniciacién de respuestas inmunoldgicas contra tumores
epidérmicos, mientras que las CD dérmicas y macréfagos lo hacen en la dermis. En los distintos tipos
de cdncer la instalacion de una respuesta inmunoldgica contra las células cancerosas es un punto

crucial para el progreso de la enfermedad. Diversos autores han analizado el nUmero y funcién de las

® Tortora, Derrickson, Op. Cit. p. 147-170.
! Herrera,Miguel. Op. cit. p.41-51.
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CD en diferentes cdnceres, encontrando una disminucion en la densidad de CD en el tumor o la

presencia de CD inmaduras para montar respuestas inmunoldgicas.8

Cuantificacion de células de Langerhans en Queratosis Actinica y carcinoma epidermoide

En un estudio realizado previamente, se compard el nUmero de CL presentes en la epidermis de dos
tipos de lesiones: una premaligna, la queratosis actinica, y otra maligna, el carcinoma epidermoide.
Con la finalidad de demostrar que la variacién existente en el nUmero de CL permite el desarrollo de
la lesion de queratosis a carcinoma, epidermoide las CL en ambas lesiones fueron comparadas con
piel normal fotoexpuesta y no fotoexpuesta de los mismos pacientes. Los resultados de dicho estudio
mostraron una disminucion significativa en el nimero de CL en la lesibn premaligna asi como un
aumento en las lesiones malignas, en comparacién con el nimero de CL observadas en piel normal
fotoexpuesta y no fotoexpuesta, donde la densidad de CL caracteristicamente es ligeramente mayor
en la piel no fotoexpuesta. Esto sugiere que la ausencia de CL durante el desarrollo de una lesion
premaligna puede estar brindando un microambiente permisivo para la transformacién maligna; sin
embargo, cuando se desarrolla la lesién maligna el numero de CL vuelven a elevarse probablemente

en respuesta a la alta expresion de neoantigenos.?

Queratosis seborreica

Las queratosis seborreicas comprenden un grupo de lesiones tumorales benignas de la piel, las cudles
se presentan con mayor frecuencia en personas mayores de 30 anos, estas lesiones pueden aparecer
en cualquier parte de la superficie corporal, a excepcidén de las mucosas. Las queratosis seborreicas
comienzan tipicamente como pequenas mdculas marrones, cuando progresan las lesiones se tornan

polipoides, con una superficie irregular. En general muestran un aspecto “verrugoso” con multiples

8 .

Ibid. p. 41-51p.
° Herrera,E., Hernandez, T., et. al..(2005).CUANTIFICACION DE CELULAS DE LANGERHANS EN
PACIENTES CON CARCINOMA EPIDERMOIDE Y QUERATOSIS ACTINICA.UNAM.México D.F..Laborat-acta.
77-81pp..
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foliculos obturados y arborescencias, habitualmente son de color apagado o sin brillo. La prominencia
de los foliculos es uno de los rasgos distintivos de la queratosis seborreica, que puede deberse tanto a
tapones foliculares pdlidos dentro de una lesidén oscura como a tapones pardos o negros dentro de
una lesibn mds clara. Las lesiones de las queratosis seborreicas tienen en general un aspecto
“tachonado” secundario a su morfologia de alguna manera polipoidea. El color de estas lesiones es
alfamente variable, pudiendo ser de color pardo claro con tfonos rosados, a pardo oscuro, negro,
incluso algunas lesiones de queratosis seborreica pueden ser casi blancas.!9En nuestro pais, la

incidencia y prevalencia de distintos tipos de queratosis es considerablemente alta.

Durante el desarrollo y progresion de distintos tipos de neoplasias se ha observado que las
poblaciones de células dendriticas residentes de los tejidos involucrados se ven disminuidas,
permitiendo posiblemente un ambiente inmuno privilegiado para el crecimiento tumoral, sin embargo
también existen escasos reportes de que en algunas lesiones neoplasicas las poblaciones de células
dendriticas se ven incrementadas, posiblemente como un respuesta hiper reactiva, lo que ha
permitido generar la idea de poder utilizar a la densidad de las poblaciones de CL infra y peri

tumorales, como factor prondstico del desarrollo y progresidon de distintas lesiones tumorales. !

Si bien es cierto que la queratosis seborreica rara y excepcionalmente se tfransforma en una lesién
maligna también es cierto que en un rdpido crecimiento puede ser signo de un carcinoma
epidermoide en desarrollo, por lo que resulta necesario evaluar en este grupo de lesiones el

comportamiento de la poblacién de las células de Langerhans. 12

En la actualidad, se acepta ampliamente que las neoplasias con buen prondstico tienen
mayores cantidades de CD o CL que las contrapartes con mal prondstico. sPorqué se da este

fendbmeno? Una de las primeras explicaciones sugeria un efecto de lisis tumoral directa mediado por las

1% Wolf Goldsmith,Katz, et. al..(2008).FITZPATRICK, DERMATOLOGIA EN MEDICINA GENERAL.Madrid,
Espafia. Mc Graw Hill.917-920pp..

" Herrera, Miguel. Op. Cit. p.41-51.

12 |bid. p. 41-51.
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CD, lo que parecia poco probable en un principio. Sin embargo, en la actualidad hay datos de modelos
experimentales en ratén que sugieren que las CD tienen la capacidad de inducir apoptosis limitada en
algunas neoplasias mediante la participacion del éxido nitrico. Por otro lado, también es probable que el
gran numero de CL favorezca la presentacion de antigenos tumorales a linfocitos CD4+ Th1 o a linfocitos

CD8+, generando asi respuestas inmunoldgicas activadoras anti-neopldsicas.!3

Planteamiento del Problema: En la actualidad existen numerosos estudios en los que se ha
determinado el nUmero de CL por unidad de drea que se encuentran presenten en piel bajo
condiciones normales, asi como bajo condiciones de foto exposicién, lo que ha permitido comparar
los cambios que sufre dicha poblacién celular en condiciones patoldgicas como lo son las lesiones

fumorales.

Como ya hemos mencionado la densidad de CL en lesiones tumorales puede ser utilizada como
factor pronostico en el desarrollo y progresidn de las lesiones tumorales, por lo que en el presente
estudio tiene como finalidad establecer si en queratosis seborreica la densidad de CL presentes en la
piel de lesiones tumorales obtenidas de muestras de pacientes que con queratosis seborreica se

modifica de acuerdo al tamano y tiempo de desarrollo de la lesidn.
HIPOTESIS
Si en queratosis seborreica el crecimiento y la progresidén tumoral es dependiente de una disminucién

en el numero de células de Langerhans intratumorales, entonces al estudiar lesiones con mayor

crecimiento se observard una disminucién en el nUmero de células de Langerhans.

3 Herrera, Miguel. Op. Cit. p. 77-81.
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OBJETIVO GENERAL

Demostrar que existe una relacion inversa entre el niUmero de células de Langerhans y el tamano o la

progresién tumoral de la queratosis seborreica.
OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar mediante inmunohistoquimicas:
° La poblacion de células de Langerhans en lesiones de Queratosis Seborreica.

° La expresidon de queratinocitos en lesiones de Queratosis Seborreica.

METODOLOGIA DE INVESTIGACION
MATERIAL BIOLOGICO

Del servicio de patologia de distintos hospitales se obtendrdn los expedientes y bloques en parafina
de 10 casos de pacientes con lesiones de queratosis seborreica. Alternativamente del Servicio de
Cirugia Dermatolégica del Departamento de Dermatologia del Hospital Gea Gonzdlez , SSA, se
colectardn 10 lesiones tumorales diagnosticadas como queratosis seborreica, mismas que serdn
enviadas al Departamento de Biologia Celular y Tisular de la Facultad de Medicina de la UNAM,

donde serdn procesadas mediante técnica histoldgica en parafina y/o congelacion.
METODOLOGIA

De cada blogue histoldgico, se obtendrdn varios laminillas con cortes histolégicos de 5 a 7

micrometros de grosor, que serdn tenidos de la siguiente manera:

1) Un grupo de laminillas serdn tenidas con la tincidn de Hematoxilina-Eosina para el andlisis

histopatoldgico y

10
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2) Otfro grupo de laminillas serdn procesados mediante la técnica de inmnuohistoquimica para
detectar la presencia de la proteina CD1a vy la proteina Langerina (CD207), para evidenciar a las

células de Langerhans.

Inmunohistoquimica

La creciente popularidad y demanda de identificaciones de sustancias especificas por medio de
inmunohistoquimicas ha abierto una nueva era de histopatologia e histotecnologia. Las
inmunohistoquimicas son el uso de anticuerpos especificos para identificar (marcar) antigenos
especificos. Las pruebas pueden ser extremadamente sensitivas y usualmente pueden detectar

substancias muy pequenas. 4

Anticuerpos y antigenos

Un antigeno es una substancia que cuando es introducida en el cuerpo va a estimular una respuesta
inmunolégica (produccidn de anticuerpos). En una inmunohistoquimica, un antigeno es la substancia

que se infenta demostrar.

Los anticuerpos son diferentes proteinas (inmunoglobinas) que son producidas en respuesta a una
sustancia especifica(antigenos). En el cuerpo su propdsito es el contrarrestar o neutralizar el efecto
provocado por un antigeno. En el laboratorio histoldgico unimos el anticuerpo al antigeno junto con

un marcador visual.'4

“ Prophet, E., Mills, B., et. al..(1992).LABORATORY METHODS IN HISTOTECHNOLOGY.Armed Forces
Institute of Pathology. Washington, D.C., 247-255pp.
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Métodos

° Método directo: un marcador visual, ya sea fluorescente o enzimdtica, es quimicamente
adherida al anficuerpo primario. El anticuerpo primario es el anticuerpo que esta
directamente relacionado con el antigeno que queremos demostrar.'s

° Método indirecto: el marcador visual es adherido al anticuerpo secundario. Primero el
tejido es expuesto al anticuerpo primario y después al secundario, el cual estd

directamente relacionado con el anticuerpo primario y se unird a él.1s

En cada uno de los cortes procesados por inmunohistoquimica se realizard una cuantificacion de las

CL por milimetro lineal de epidermis, contando 10 campos de cada uno de los casos.

Se evaluara si existe una relacién entre el niUmero de células de Langerhans y el crecimiento de la

lesién, asi como su tiempo de desarrollo y se compara contra lo observado en piel normal.

RESULTADOS Y DISCUSION

Cuando evaluamos la cantidad de CL presentes en la piel de las lesiones de queratosis seborreica,
encontramos que en promedio la poblacién de CL no se modifica significativamente con respecto a
la canfidad de CL observadas en piel normal, lo cual es coincidente con los resultados reportados
previamente por Melo y cols., 2006, quien comparo la cantidad de CL en distintas lesiones malignas y
benignas, y reportd que en el caso particular de algunas lesiones benignas como queratosis actinica,
queratosis seborreica, queratoacantoma y tricoepitelioma, el nimero de CL se encuentra

aumentado significativamente con respecto a lo observado en lesiones malignas como carcinoma

' |bid.p. 247-255pp..
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epidermoide y carcinoma baso celular, pero cuando se compard a las lesiones benignas con la piel

normal la diferencia no fue significativa.¢

Por otra parte en el presente estudio encontramos que en aquellas zonas de la lesidn en donde se
observa un mayor grado de hipertrofia del estrato espinoso la cantidad de CL también se vio
incrementada, lo cudl puede relacionarse con procesos inflamatorios dentro de las lesiones.
Nagayama y cols, en 2011 demostraron que en pacientes con VIH en las lesiones cutdneas verrugosas
no inflamatorias, la densidad de CL disminuye significativamente, mientras que en aquellas verrugas
con caracteristicas de inflamacion el nUmero de CL no disminuye, de manera similar se comportd la

expresion de la citocina MIP-3 producida por lo queratinocitos de las lesiones.!?

La observacién de zonas con mayor densidad de CL dentro de las lesiones de queratosis seborreica,
nos permite dirigir nuestra investigaciénhacia la demostracion de citocinas proinflamatorias, con la

finalidad de correlacionar la presencia de estas Ultimas en los queratinocitos con la cantidad de CL.

® pe Melo, M.J., Aradjo, F. JIL. Patu,V.J., Machado, M.C., Mello, L.A.(2006).LANGERHANS CELLS IN
CUTANEOUS TUMORS: IMMNOHISTOCHEMISTRY STUDY USING A COMPUTER IMAGE ANALYSIS
SYSTEM. J. Mol. Histol. 2006 Nov; 37(8-9): Epud 2006 Nov 2.

1 Nakatama, Y., Asagoe, K., et. al..(2011). DENDRITIC CELL SUBSETS AND IMMUNOLOGICAL MILIEY IN
INFLAMATORY HUMAN PAPILLOMA VIRUS-RELATED SKIN LESIONS. J.Dermatol Sci.2011, Sep;63(3);173-
83pp..
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