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Resumen. Introduccion. El carcinoma basocelular (CBC) es un tumor maligno frecuente y su incidencia ha
aumentado en las ultimas décadas. Investigaciones han demostrado la relacion entre radiacién ultravioleta
(RUV), sistema inmune cutineo y CBC. La funcién de las células de Langerhans (CL) en la respuesta inmune
antitumoral ha motivado la investigacién de su densidad y morfologia frente a la RUV y al CBC. Sin embargo,
los resultados publicados presentan discordancias debido a diferencias en la metodologia cientifica.

Objetivo. Estudiar la densidad y morfologia de las CL en la epidermis peritumoral comparada con la epidermis
supratumoral mediante inmunohistoquimica y un programa computacional de imagenes digitales.

Material y métodos. Doce casos de CBC fueron tefiidos con CD1a. Se utilizé microscopia éptica y el programa
computacional Image ] para calcular las dreas epidérmicas sobre el tumor y adyacente a €. Se contabilizaron el
numero de CL de cada drea y se determinaron y compararon las densidades celulares. Finalmente, se analizé la
morfologia de las CL en ambas dreas epidérmicas.

Resultados. Los resultados mostraron una menor densidad celular en la epidermis supratumoral respecto a la
peritumoral (p < 0,05). Las CL entre ambas dreas presentaron diferencias en el tamafio, forma celular y patrén
dendritico.

Discusion. La menor densidad y alteraciones estructurales de las CL supratumorales podrian dar lugar a varia-
ciones de la respuesta inmune en el CBC. El uso de tecnologia de andlisis de imagenes digitales seria un méto-

do fiable en el

estudio morfométrico de las CL.
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CD1a+ LANGERHANS CELLS IN THE PERITUMORAL EPIDERMIS OF BASAL CELL

CARCINOMA

Abstract. Background. Basal cell carcinoma (BCC) is a common malignant tumor and its incidence has risen

in recent decades. Research has shown the relationship between ultraviolet (UV) radiation, the skin immune

system, and BCC. The role of Langerhans cells (LC) in the immune response to tumors has prompted research

into LC density and morphology in response to UV radiation and BCC. However, the data are inconsistent

due to differences in research methodology.

Objective. To study the density and morphology of LCs in the peritumoral epidermis of BCC using

immunohistochemistry and image processing software and compare the results with those from the epidermis

overlying the tumor.

Material and methods. Twelve samples from patients with BCC were prepared with a CD1a stain. Areas of

epidermis overlying and adjacent to the tumor were defined using light microscopy and the Image ] image

processing software. The LCs in each area were counted and the cell densities were calculated and compared.

Morphological features of LCs were also evaluated in each epidermal areas.

Results. The results showed a lower density of LCs in the epidermis overlying the tumor than in the peritumoral

epidermis (p < 0.05). There were also differences in the size, shape, and dendritic pattern of the LCs between
the epidermal areas.
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Introduccion

El carcinoma basocelular (CBC) es el tumor maligno més
frecuente que afecta al ser humano?; comprende entre el
70-80% de los tumores cutdneos en América del Norte?3.
Estudios epidemiolégicos han demostrado la relacién exis-
tente entre la exposicién a la radiacién ultravioleta (RUV)
y la posterior aparicién del CBC#®. La RUV es el factor
inductor de CBC mads importante y estudiado y puede
producir una serie de efectos, como dafio directo al ADN
celular, alteracion de la inmunovigilancia cutinea e infla-
macion celular.

Las células de Langerhans (CL) son un constituyente
clave en el funcionamiento del sistema inmune cutdneo,
dada su capacidad de procesamiento de antigenos de dis-
tinta naturaleza, migracién hacia tejidos linfoides y pre-
sentacién antigénica a linfocitos T (LT'). Las alteraciones
funcionales y estructurales en las CL producidas por la
RUYV determinan su disfuncionalidad, afectando las dife-
rentes fases de la respuesta inmune celular epidérmica.

Respecto al CBC, existen trabajos que analizaron las CL
en la epidermis de estos tumores utilizando diversos marca-
dores inmunohistoquimicos como el anticuerpo monoclonal
anti-T6, 5100, Langerin y CD1a’%. Este tltimo tendria la
ventaja de que, ademds de ser un marcador de superficie es-
pecifico de CL, también tendria un rol en la presentacién
antigénica a los LT". Los resultados de las publicaciones de
CL en el CBC son discrepantes. Las diferencias observadas
se deberian a la distinta metodologfa usada en los trabajos.

Algunos trabajos indican una disminucién de la densi-
dad de las CL en la epidermis sobre la masa tumoral al
compararla con la epidermis perilesional o piel sana”1012:14,
Otras publicaciones no han encontrado diferencias cuanti-
tativas en la medicién de CL epidérmicas entre lesiones
cutdneas benignas y malignas!>1®, o bien han descrito un
aumento de la densidad de CL en la epidermis supratu-
moral en el CBC1718, Finalmente, la disfuncién del sistema
inmune cutdneo en relacién a la RUV y CBC también ha
sido inferida mediante el estudio morfolégico de CL, des-
cribiéndose cambios en el tamafio celular y en el patrén
dendritico que reflejan su incapacidad como células pre-
sentadoras de antigenos®!01215,

El objetivo de este trabajo fue estudiar la densidad y
morfologia de CL en epidermis supratumoral del CBC
y comparar dichos resultados con la epidermis peritumoral
del mismo paciente.

Material y métodos
Casos seleccionados

Se solicitaron al Instituto de Anatomia Patolégica del
Hospital Clinico de la Universidad de Chile muestras de

CBC para evaluar la factibilidad de estudiar las CL me-
diante la tincién inmunohistoquimica con CD1a. De
acuerdo al protocolo del Instituto de Anatomia Patolégica,
los tumores extirpados son fijados en formalina tampona-
da al 10% y luego cortados perpendicularmente al eje ma-
yor de la muestra cada 1 mm, obteniendo un nimero de
placas histolégicas que abarca la totalidad de la muestra
enviada.

Se solicitaron todos los casos informados como CBC de
tipo histolégico nodular entre los afios 2000-2005.

Se seleccionaron los tumores de acuerdo a una serie de
criterios de inclusién y exclusién. Los criterios de inclusién
tueron:

—_

. Tumores 100% de tipo histolégico nodular.

2. El corte seleccionado contenia la mayor extensién del
tumor.

3. La muestra debia presentar una epidermis intacta tanto
sobre la masa tumoral como la adyacente a ella.

4. Los tumores seleccionados debian haber sido extirpados
totalmente mediante cirugia de losanjo.

5. Los tumores debian haber estado localizados en la cara.

6. Los tumores debian ser de pacientes con similar activi-

dad laboral y que habian vivido en la misma zona geo-

grifica a lo largo de su vida.

Los criterios de exclusién fueron:

1. Tumores que presentaron mezclas de tipos histols-
gicos.

2. Sujetos con una condicién inmunosupresora tal como
fototerapia, radioterapia, trasplante de 6rganos o terapia
corticoidea crénica.

Doce casos fueron finalmente seleccionados para este
estudio. Estos correspondieron a 7 varones y 5 mujeres, con
una edad promedio de 63 afios (desviacion estandar [DE]
+11,15), con rangos entre 42 y 82 afios de edad.

Técnica de inmunohistoquimica

Las muestras fueron fijadas en formalina por 24 horas an-
tes de ser incluidas en parafina. Cortes de 3 wm de espesor
de cada tumor fueron realizados y tefiidos mediante la téc-
nica inmunohistoquimica de estreptoavidina-biotina en
tres pasos. La recuperacién antigénica se realizé en una
Digital Decloaking Chamber (Biocare Medical 2940 Ca-
mino Diablo, Suite 110, Walnut Creek, CA 94596) utili-
zando Reveal (Biocare Medical). Luego, la recuperacion
enzimatica se realizé con pepsina (Carezyme 1I) (Biocare
Medical) a temperatura ambiente.

Los cortes fueron incubados con el anticuerpo mono-

clonal CD1a, CLONE MTB1 (Novocastra monoclonal
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Area epidérmica

~ Supratumoral
_— '

Figura 1. Determinacion de células de Langerhans en la
epidermis supra y peritumoral (hematoxilina-eosina, x40).

Figura 2. Células de Langerhans CD1a+ en la epidermis
supratumoral (CD1a, x1.000).

mouse) diluido en Revival Series Van Gogh Yellow Di-
luent (Biocare Medical) en una dilucién 1:80 durante
2 horas. Como anticuerpo secundario se us6 4 plus Uni-
versal Immuneperoxidase Detection System, Biotinylated
Secondary Antibodies (Biocare Medical) durante 20 mi-
nutos. Los preparados fueron finalmente incubados en
4 plus Universal Immuneperoxidase Detection System,
Streptavin-Enzyme Conjugates (Biocare Medical) duran-
te 20 minutos. Como cromégeno se utilizé NOVARED
incubado durante 10 minutos.

Determinacion de la densidad de las células
de Langerhans

Determinacion del drea epidérmica

Se definieron dos dreas epidérmicas a estudiar (fig. 1):

1. Area supratumoral: drea de la epidermis suprayacente a
la masa tumoral.

2. Area peritumoral: drea de la epidermis hasta aproxi-
madamente 2.500 pm desde un extremo de la masa
tumoral.

Cada caso fue fotografiado utilizando una cdmara digi-
tal acoplada a un microscopio de luz, con un aumento de
100x.

Mediante el programa de andlisis de imdgenes digitales
Image J se determinaron las dreas de estudio marcando la
totalidad de ambas superficies epidérmicas, obteniéndose
las medidas en unidad de pixeles.

Para poder expresar el drea epidérmica en pm? se esta-
blecié una relacién entre las unidades de pixeles y um?.
Para esto se usé una cimara de Neubauer, a la cual se le
fotografié (usando el mismo aumento) un drea previamen-
te determinada. Esta drea fue luego analizada mediante el
programa Image J, pudiéndose obtener de esta forma una
relacién pixeles?/pm?.

Cuantificacion celular

En cada drea epidérmica, utilizando un mayor aumento
(400x) se contabilizaron como CL sélo aquellas en que se
pudo identificar un nicleo tefiido con dos o més dendritas
en la totalidad de las dreas de estudio. Los tumores fueron
codificados y el conteo se realizé de forma enmascarada
por un solo observador (FM).

Cada conteo fue repetido 5 veces, determinando el pro-
medio de células para cada caso en particular.

Analisis estadistico de los resultados

Para la comparacién de la densidad de CL en las dos reas
a estudiar de cada caso, se utilizé la prueba «t» de Student
para muestras pareadas, con un nivel de significacién con

valores de p < 0,05.

Resultados

Como se observa en las figuras 2 y 3, las CL en la epider-
mis supratumoral presentaban un aspecto morfolégico
distinto a las CL peritumorales. El cuerpo celular era gran-
de, de forma redondeada o irregular y con dendritas menos
numerosas, menos elongadas y con menor nimero de ra-
mificaciones. En relacién a la densidad, como se observa
en la tabla 1, en cada tumor la densidad de CL fue me-
nor en la epidermis supratumoral respecto a la epidermis
peritumoral (p < 0,001).
También se observaron CL intratumorales (fig. 4).
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Figura 3. Células de Langerhans CD1a+ en la epidermis
peritumoral (CD1a, x1.000).

Discusion

Las CL cumplen un papel central en la inmunovigilancia
cutdnea al participar en la respuesta inmunoldgica celular.
La densidad epidérmica de CL se ha relacionado con reac-
ciones inmunoldgicas epidérmicas como los fenémenos de
sensibilizacién e inmunosupresién'®. Este dltimo se ha
asociado también a un mayor riesgo de desarrollar cincer
cutineo®?. Uno de los factores mds estudiados en la pato-
genia del CBC es la inmunosupresion cutdnea local indu-
cida por RUV; diferentes publicaciones han asociado este
fenémeno con cambios cuantitativos, morfolégicos y fun-
cionales de las CL8516,

La mayor parte de las investigaciones de densidad de
CL en CBC corresponden a estudios prospectivos en
muestras obtenidas de secciones verticales congeladas!®-16
o bien de ldminas epidérmicas®’. Ambos tipos de muestras
serfan utiles para realizar estudios cuantitativos y estruc-
turales de CL?!. Las diferencias de densidad de CL epi-
dérmicas en el CBC han sido estudiadas previamente. En
los trabajos de Schreiner et al, Azizi et al, De Melo et al,
Bergfelt et al y McArdle et al se compararon densidades de
CL en dreas epidérmicas sobre el tumor y perilesional o
piel sana contralateral'>!*17. Sin embargo, no se especifica
la extensién de drea epidérmica adyacente al tumor o de
piel sana que es analizada. Por otra parte, existen otros fac-
tores que es importante considerar al realizar estudios de
densidad de LC (sobre todo en estudios comparativos),
como son la edad cronolégica, el grado y tipo de exposi-
cién de RUV?22 1a ubicacién topografica?* y la metodolo-
gia utilizada®.

En nuestro estudio utilizamos muestras de CBC fijadas
en formalina e incluidas en parafina, lo que nos permitié
hacer un estudio retrospectivo, disminuyendo la dificultad
de obtencién y los costes del procesamiento de la muestra.

Tabla 1. Densidad de células de Langerhans
en la epidermis supratumoral y peritumoral

Tumor Densidad de células
de Langerhans (x10-%) células/um?
Epidermis Epidermis
Supratumoral peritumoral
1 11,26 12,99
2 6,8 28,45
3 23,94 32,44
4 3,91 12,16
5 9,81 20,89
6 18,71 26,42
7 11,61 13,21
8 8,61 20,45
) 12,52 24,30
10 18,32 33,86
11 15,09 16,50
12 15,33 37,52
Promedio (+ DE) 12,99 (+5,61) 23,27 (+ 8,67)

DE: desviacion estandar.

Figura 4. Tincién de células de Langerhans en carcinoma
basocelular (CD1a, x40).

Asimismo, al comparar la densidad celular y la morfologia
de las CL de dos 4reas epidérmicas adyacentes, se minimi-
zaron factores de sesgo como la edad cronolégica, la ubica-
cién topogrifica, el grado de fotoexposicién y otros factores
inmunosupresores.

Diferentes trabajos han cuantificado las CL en el CBC
comparando densidades celulares epidérmicas®11-141617 E]
drea epidérmica en estas publicaciones se determing eli-
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giendo campos de estudio al azar, lo que a nuestro parecer
conlleva cierta inexactitud en las mediciones debido a fac-
tores como la variacién del grosor epidérmico de cada drea
y la disminucién de CL de la epidermis peritumoral res-
pecto a la supratumoral. En nuestro trabajo, utilizando tec-
nologia digital, la determinacién de las dreas supratumoral
y peritumoral, asi como también la cuantificacién celular,
fue realizada en la totalidad de la superficie epidérmica
analizada, obteniendo una densidad de CL por drea epi-
dérmica mis exacta. Observamos una disminucién del ni-
mero de CL de la epidermis peritumoral comparado con la
epidermis supratumoral, lo que concuerda con los resulta-
dos de publicaciones previas®®113. La disminucién de la
densidad de CL CD1a+ en el drea supratumoral podria ser
un indicador de la pérdida de la capacidad de presentacién
antigénica o de la migracién celular a los ganglios regiona-
les. Estos podrian ser consecuencia de la capacidad de mi-
gracién de las CL sometidas a RUV, apoptosis inducida
por la RUV o las células tumorales, o bien por la pérdida
de CD1a de las CL. Ademis, el menor grosor epidérmico
en la epidermis supratumoral respecto a la peritumoral po-
dria condicionar un mayor efecto de la irradiacién UV so-
bre las CL. En las publicaciones en que no se encontré una
disminucién de la densidad de CL en la epidermis supra-
tumoral del CBC, podria deberse a diferencias en la técni-
ca histolégica, los marcadores celulares y el tiempo de
evolucion del tumor!#1617, Es interesante destacar este dl-
timo punto, ya que no existen trabajos que analicen la rela-
cién entre la densidad de CL en la epidermis supratumoral
del CBCy el tiempo aproximado de evolucién o el tamafio
del tumor.

Utilizando microscopia éptica observamos que las CL
CD1a+ presentaron diferencias morfolégicas evidentes al
comparar las dreas epidérmicas supratumoral y peritu-
moral. De forma similar a lo descrito por Bergfelt et al
y Azizi et al, los cuerpos celulares de las CL en el drea
supratumoral adquirieron una forma redondeada o irregu-
lar, con dendritas cortas y poco ramificadas!»!. Estos ha-
llazgos podrian ser indicadores de la disfuncionalidad de
las CL por el efecto supresor de las células tumorales. Va-
rios aspectos interesantes de evaluar serian: si estos cam-
bios morfolégicos son progresivos en la evolucién tumoral,
relacionarlos con el tipo histolégico y la agresividad del tu-
mor y la potencial reversibilidad con el uso de imiquimod.

En conclusién, la alta prevalencia e incremento de la in-
cidencia del CBC ha motivado el estudio de los mecanis-
mos de desarrollo y comportamiento biolégico del tumor.
Se han logrado importantes avances en el conocimiento de
la relacién existente entre RUV, sistema inmunolégico cu-
tineo y CBC. En este trabajo hemos pretendido contribuir
al estudio de las CL en el CBC, identificando CL median-
te una técnica inmunohistoquimica de menor coste, versi-
til y fiable. Mediante microscopia éptica y el uso de la
tecnologia digital hemos corroborado también la utilidad

de estas técnicas en el estudio cientifico. A partir de esta
experiencia se pueden proyectar estudios que aporten co-
nocimientos del papel patogénico y potencial terapéutico
de las CL en la patologia cutdnea.
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