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Resumen

Las células de Langerhans generalmente se localizan en el es-
trato espinoso y rara vez en lamina propia, se pueden dife-
renciar por su morfologia y localizacion. El objetivo de este
estudio fue evaluar su inmunoexpresion y distribucion por
medio de S-100 en liquen plano y pénfigo vulgar. Veinte casos
de liquen plano y 10 de pénfigo vulgar fueron tefiidos con S-
100 (Protein monoclonal, mouse IgG). El promedio total de
células S-100 positivas en liquen plano fue de 5.15 *+ 1.79
células en epitelio y 2.82 # 6.05 en lamina propia. Se aplicé la
correlacion de Spearman y se obtuvo rho = 1.02 (p < 0.05).
El promedio de células en epitelio del pénfigo vulgar fue de
1.76 +£1.43y de 1.78 & 2.41 en lamina propia, rho = 0.8636
(p = 0.025). El liguen plano tuvo mayor nimero de células S-
100 positivas que el pénfigo. Las lesiones se comportaron de
manera inversa; en el liquen plano la expresion fue severa en
epitelio y en el pénfigo en lamina propia, lo cual puede deber-
se a la acantdlisis del epitelio en el pénfigo.

Summary

Langerhans cells are generally located in squamous layer and
seldom in lamina propia; they can be distinguished by their
morphology and location. The aim of the present study was
to assess their immunoexpression and distribution using S-
100 protein in lichen planus and in pemphigus vulgaris. Twenty
cases of lichen planus and 10 cases of pemphigus vulgaris were
stained with S-100 (Protein Monoclonal, mouse IgG). The total
average of S-100 positive cells in lichen planus was 5.15 =+
1.79 cells in epithelium and 2.82 =+ 6.05 in lamina propia.
Spearman correlation was applied obtaining rho =1.02 (p <
0.05). The average of cells in epithelium in pemphigus was
1.76 = 1.43 and 1.78 % 2.41 in lamina propia, rho = 0.8636
(p = 0.025). Lichen planus showed a greater number of S-100
positive cells than pemphigus, lesions behaved in an inverse
way, the expression in lichen planus was severe in epithelium
and in pemphigus the expression was severe in lamina propia;
this can be due to epithelium acantholysis in pemphigus.
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Introduccioén

Las células de Langerhans son células inmuno-
competentes localizadas en el estrato espinoso
de piel y mucosas en un nimero aproximado de 14
a 30 por mm2en mucosa?y de 618 a 738 por mm?
en piel.® Actiian como células presentadoras de an-
tigenos, su accion la ejercen al captar un antigeno o
hapteno por medio del CMH tipo 1. Las técnicas
inmunohistoquimicas utilizadas para la deteccion de
ellas son: impregnacion adrica, L-dihidroxifenilalani-
na, OKT-6, HLA-DR y S-100, entre otras.*>”’

La S-100 es una proteina de doble cadena que
pertenece a las proteinas de bajo peso molecu-
lar. Existen 13 tipos diferentes; humanas son S-
1002, calciclina y S-100°, que son similares en su
secuencia de aminoacidos, pero difieren en su
respuesta al calcio, magnesio, potasio e hidrége-
no.” Se encuentra presente en las células de teji-
dos provenientes de la cresta neural, principal-
mente en estructuras de cabeza y cuello como:
epitelio bucal, piel, tejido linfoide, nervioso y glan-
dulas salivales.”® La funcién de la proteina S-100
aln no es bien comprendida, pero se considera
que interviene en la regulacion del mecanismo del
calcio, donde regula enzimas gque requieren cal-
cio para su activacién, como la adenilato ciclasa
en el musculo estriado. La observacion de S-100
en el nucleoplasma hace pensar que esta involu-
crada en el control del ciclo celular. La subunidad
beta de la proteina S-100 se encuentra codificada
en el cromosoma 21, lo que explica por qué esta
presente en la respuesta inmune, en la regulacion
del pH y el balance de electrdlitos.”®

S-100 es positiva en las células presentadoras
de antigenos.” Se expresa en las células de Lan-
gerhans y melanocitos de piel y mucosa. Las cé-
lulas de Langerhans generalmente se localizan
en el estrato espinoso y rara vez en lamina pro-
pia; se pueden diferenciar por su morfologia y
localizacion.®

La patogénesis del liquen plano se ha compa-
rado con reacciones de hipersensibilidad en piel

debido a que las reacciones inmunes son simila-
res.1%12 Se caracteriza por un infiltrado linfocita-
rio en el tejido conectivo, predominando las cé-
lulas T y ejerciendo accion citotdxica para los
queratinocitos.’*!* La liberacién de antigenos en
el estrato y la membrana basal puede estimular la
respuesta inmune celular. A favor de esta teoria
hay una serie de datos que indican la presencia
de linfocitos T y células de Langerhans, fundamen-
tales para el desarrollo y evolucion de esta le-
sién. 201 El patrén histoldgico consiste en hiper-
queratosis 0 hiperortoqueratosis focal, acantosis
de la capa espinosa, licuefaccion o degeneracién
de los gueratinocitos basales por destruccion in-
tensa de la lamina densa entre el epitelio y tejido
conectivo por degeneracion de los hemidesmo-
somas y desmosomas causado por la infiltracién
severa de linfocitos T, que provoca la formacion
de los cuerpos coloides de Civatte.’**s

El pénfigo vulgar se caracteriza histolégica-
mente por la separacién entre la capa basal ad-
herida a la [amina propia y el epitelio suprabasal,
acantolisis de células espinosas que adquieren
forma esférica por la ruptura de desmosomas y
retraccion de los tonofilamentos, éstas son de
nucleo grande e hipercromético denominadas
células de Tzanck; hiperplasia epitelial y absce-
sos intraepiteliales. El infiltrado inflamatorio esta
formado por neutrofilos y a veces eosindfilos;
los capilares tienen una apariencia tortuosa.*?81

El objetivo de este estudio fue evaluar la inmu-
noexpresion y distribucién de las células de Lan-
gerhans por medio de S-100 en el liquen plano y
pénfigo vulgar.

Material y métodos

Técnica histoldgica. Fueron seleccionados 30 ca-
s0s: 20 diagnosticados histolégicamente como li-
quen plano y 10 como pénfigo vulgar del archivo
del laboratorio de patologia clinica y experimental
de la Divisién de Estudios de Postgrado e Investi-
gacion de la Facultad de Odontologia de la Univer-
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sidad Nacional Autonoma de México (UNAM) y
del Departamento de Dermatologia del Hospital
Dr. Manuel Gea Gonzalez de la Secretaria de Sa-
lud. Los tejidos se revisaron al microscopio para
confirmar el diagnostico histopatolégico, se utili-
zaron Unicamente los bloques de tejido incluidos
en parafina que presentaron lesion.

Técnica inmunohistoquimica. Se utilizaron dos
cortes histoldgicos; se desparafinaron en xilol y se
pasaron por alcoholes de diferentes concentracio-
nes para hidratar. Se lavaron con agua destilada
desionizada. Posteriormente, se colocaron en bu-
ffer de citrato pH = 6 a una molaridad de 0.1y se
llevaron a un horno de microondas de alto poder
durante 10 minutos para recuperacion antigénica.
Se lavaron con PBS por cinco minutos y se proce-
di6 al bloqueo con peroxidasa enddgena con pe-
roxido de hidrégeno al 3%; se incubaron de tres a
cinco minutos a temperatura ambiente. Nueva-
mente se lavaron y colocaron en PBS. Se bloquea-
ron sitios inespecificos o cargados con suero nor-
mal durante 20 minutos, el cual se prepar6 usando
10 mL de PBS por tres gotas de suero normal de
caballo; se agitd y se usé. Se incubaron los tejidos
con el anticuerpo primario (s-100 protein mono-
clonal, mouse 1gG) durante 40 minutos en cdmara
himeda; se decanté y coloco el anticuerpo prima-
rio, asi como el control negativo. Se preparo el
anticuerpo secundario (ABC Elite,PK-6102 Mouse
IlgG VECTOR) con 10 mL de PBS, tres gotas de
suero bloqueador y una gota del anticuerpo bioti-
linado (para preparar el ABC se colocaron 5 mL
de PBS agregando dos gotas del reactivo A y dos
gotas del reactivo B, mezclando vigorosamente).
Una vez concluidos los 40 minutos de incubacion
con el anticuerpo primario, se lavaron las lamini-
llas con PBS y se montaron en coverplates con PBS.
Se colocaron en Racks y se les agregaron dos a
tres gotas del anticuerpo secundario, dejando in-
cubar durante 30 minutos a temperatura ambien-
te. Se enjuagaron con PBS, dejandolas cinco minu-
tos. Se colocaron dos a tres gotas del ABC y se
incubaron durante 15 minutos a temperatura am-

biente. Se lavaron nuevamente con PBS y se pre-
par6 el cromdégeno Peroxidase Substrate Kit Dab,
SK 4100 VECTOR). Se agitd el cromdgeno y se
agregaron dos gotas a cada coverplate, incuban-
dolos durante cinco minutos. Se lavaron, se con-
tratifieron con hematoxilina, se deshidratarony se
montaron.

Cuantificacién de células de Langerhans. Los
tejidos fueron revisados en microscopio de cam-
po claro. La inmunoexpresion de S-100 fue eva-
luada de acuerdo al nimero de células contadas
en 20 campos x 400 aumentos. La observacion y
cuantificacion de células de Langerhans se realizo
a doble ciego, previa estandarizacién de criterios,
con base en los siguientes puntos: células dendriti-
cas con nuacleo marrén oscuro, localizadas en el
estrato espinoso y en lamina propia, las células de
forma cuboidal tefiidas en el estrato basal fueron
consideradas como melanocitos.

Analisis estadistico. De los datos obtenidos se
obtuvo: promedio, desviacidn estandar, coeficien-
te de correlacion de Spearman.

Resultados

El total de los casos fueron 30, 20 con liquen pla-
noy 10 con pénfigos vulgares. Entre los pacien-
tes con liquen plano las edades oscilaron de 28 a
75 afios (promedio de 52.10 afios + 14.45),
84.21% de los casos correspondieron a mujeres
y 15.79% a hombres. En los sujetos con pénfigo
vulgar el rango de edad fue de 25 a 74 afios (pro-
medio de 45.7 afios = 14.99), 70% fueron muje-
resy 30% hombres.

Hematoxilina y eosina. De los 20 casos diag-
nosticados como liquen plano encontramos que el
patron histologico que predomind fue: epitelio es-
camoso estratificado hiperparaqueratinizado, y es-
pongiosis del estrato espinoso, capas celulares poco
definidas, licuefaccion de la capa basal con zonas
en las que fue dificil diferenciar entre el epitelio y
el tejido conectivo (figura 1A), clavos epiteliales pro-
fundos, infiltrado linfocitario en banda, zonas de
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separacion entre el epitelio y la Iamina propia (dos
casos presentaron vesicula subepitelial).

De los casos revisados de pénfigo vulgar, ocho
pertenecieron a piel y dos a mucosa bucal. En piel,
encontramos epitelio escamoso estratificado que-
ratinizado, se observé separacion del estrato es-
pinoso de la capa basal; vesiculas intraepiteliales,
acantolisis, linfocitos y neutrdfilos; la lamina pro-
pia estaba ocupada por infiltrado inflamatorio. En
mucosa bucal, observamos epitelio escamoso es-
tratificado paraqueratinizado, capa basal adherida
a la l[Amina propia, los demas estratos estaban se-
parados de esta capa, presencia de vesicula con
células acantoliticas e infiltrado inflamatorio seve-
ro (figura 2A).

S-100. En mucosa bucal normal, obtuvimos un
promedio de 1.7 células positivas en epitelioy 1.5
en lamina propia; y en piel, 8.33 en epitelioy 1.78
en ldmina propia. En liquen plano, las células de
Langerhans fueron identificadas facilmente en el
estrato espinoso, siendo observadas también en
lamina propia; estas células variaron en cuanto a
su forma, intensidad de la inmunoexpresion y nd-
mero. En la figura 1B mostramos la disposicion y
forma de ellas.

En los casos de pénfigo vulgar identificamos cé-
lulas positivas, pero fue menor la cantidad de ellas
en el estrato espinoso y mayor en nimero en la
ldmina propia. Las células de Langerhans, como se
puede apreciar, no son tan abundantes como en
liquen plano. En la figura 2B se observan escasas
células positivas.

El promedio de la cuantificacion de las células
positivas en el epitelio y [amina propia de ambas
lesiones se muestran en los cuadros 1 y Il. El pro-
medio total de células S-100 positivas en liguen
plano fue de 5.15 *+ 1.79 células en epitelio y
2.82 + 6.05 en lamina propia. Se aplico la co-
rrelacién de Spearman y se obtuvo una rho =
1.02 (p < 0.05). El promedio de células en epi-
telio del pénfigo vulgar fue de 1.76 = 1.43 y de
1.78 &+ 2.41 en lamina propia, rho = 0.8636 (p
< 0.025).

El liquen plano tuvo mayor numero de células
positivas que el pénfigo vulgar, las lesiones se com-
portaron de manera inversa a S-100; liquen plano
se expreso intensamente en epitelio y pénfigo vul-
gar en ldmina propia.

Discusioén

Manara y colaboradores? describen a las células de
Langerhans como reguladoras de reacciones inmu-
nesy de la respuesta inflamatoria en piel y mucosas.
Di Franco y su grupo® observaron que, en reaccio-
nes de hipersensibilidad, existe un decremento leve
del nimero de células de Langerhans; el liquen pla-

- . v "
- - = amTe Ay
-'" - " i - A
[ . e - = -4
iy~ BT =
iy e " w =
@ . W
st i ¥ .
. ®
rl o * -
'l' L] -. &
. - » -
L] .
'] ]
S & o s .
= e . &
'-"-.',“1"' 3 b o
g g = - " .
. - -
~ LY .‘-
" & % & - . & E -
a . ; : ¥ ‘
3 g !trl: —-.- - Iu-,.., B,
[l
APy Sl o LT
n - " Y & .
Tl s T L S L B
- B ™ -*“I‘-ﬂp *
- et ! .
-, L A o — !""_1"‘4' |
b o ::"--’f‘. I-; o 3 ‘r;i 1714 ™
¥ = [ . & -
s lf.‘ o 'i._.:.‘n s t‘
- = - B
LR Y g ':".1#-
a = . P ®
- ..
= » R TR
7 % F " o | [
» i r
..li" i L. S r T ., A
- ‘._- " '.“f e ®
. - 4 ' ‘; - =
‘_-!‘- i ol ‘l: "‘.__ "ol :'i
- —— L]
- g = - '.-"h "'i.n-” . [T
= e fom B o
e Ve - %
. - o mnrt =0 .t' L.' l‘ -

Figura 1. Liquen plano. A: Infiltrado inflamatorio linfocitario
abundante y licuefaccion (H y E, x400). B: Células de
Langerhans caracteristicas con sus prolongaciones dendriticas
en el estrato espinoso (S-100, x400).
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Figura 2. Pénfigo vulgar. A: Vesicula caracteristica, el estrato
basal adherido a la lamina propia y el suprabasal desprendido.
Células acantoliticas resultado del desprendimiento del epite-
lio (Hy E x 400). B: Células positivas en lamina propia y en
epitelio (S-100, x400).

no ha sido considerado por algunos autores como
una reaccién de hipersensibilidad tipo IV. Barret y
asociados’ estudiaron diferentes lesiones, entre ellas
liquen plano; encontraron en éste un ndmero in-
crementado de células de Langerhans comparado
con el del tejido normal a excepcion de las areas de
licuefaccion basal severa. Hietanen®® sugiere que la
hiperplasia de las células de Langerhans es funda-
mental para la formacion y evolucion del liquen pla-
no. Daniels y colaboradores®® estudiaron la relacion
del tabaco y lesiones en boca; encontraron de 14 a
30 células de Langerhans por mm? en epitelio bucal
normal y de seis a 10 células por mm? en lesiones

producidas por tabaco; respecto a liquen plano men-
cionan que se encuentran incrementadas, pero no
proporcionan datos numéricos. En mucosa normal,
nosotros encontramos un promedio de 1.7 células
en epitelio y 1.5 en ldmina propia; y en piel, 8.33 en
epitelio y 1.78 en lamina propia. En liquen plano,
5.15 ceélulas en epitelio y 2.82 células en Idmina pro-
pia, con una correlacion de Spearman entre ambas
de 1.02, siendo ésta inversa porque al aumentar las
células en epitelio disminuyeron en lamina propia;
en los casos de pénfigo vulgar encontramos un pro-
medio de 1.76 células en epitelio y 1.78 en lamina
propia.

Taweechaisupapong y colaboradores® realizaron
un estudio comparativo entre piel normal y piel con
alguna alteracion; encontraron que el nimero de
células disminuia en 40% en estado de enferme-
dad. Mencionan que se han encontrado cifras bajas
de células de Langerhans en pacientes con altera-
ciones inmunolégicas como el SIDA y en casos de
sarcoidosis; es probable que, por ser el pénfigo vul-
gar una lesion de tipo autoinmune, el nimero de
células encontradas por nosotros haya sido bajo.

Porter y su grupo'® mencionan que, en liguen
plano, el nimero de células de Langerhans es nor-
mal o incrementado, que su forma es mas dendri-
tica y se observan ubicadas cerca de la capa basal
del epitelio. Con base en nuestros resultados, no-
sotros consideramos que las células de Langerhans
eran notoriamente mas dendriticas en el liquen
plano que en pénfigo vulgar y los grupos control.

En el pénfigo vulgar, el namero de células de
Langerhans esta disminuido; la razén puede ser la
lesién histoldgica de desprendimiento del epitelio
suprabasal por la pérdida desmosomal. Eversole!*
describe que la E-caderina y la desmogleina I,
ambas componentes de los hemidesmosomas, ac-
tdan como epitope de los anticuerpos presentes
en el pénfigo vulgar, por lo que consideramos que
la consecuente separacion del epitelio provoca la
migracion de las células de Langerhans hacia la 1a-
mina propia, zona en la cual se encontraron ma-
yor nimero de células de este tipo.
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Cuadro 1. Promedio de células positivas en liquen plano.

Epitelio Lamina propia
Caso Rango Promedio DE Rango Promedio DE
1 1 -8 1.95 =+ 0.46 1 -5 1.0 +0.32
2 1 - 17 8.55 +1.04 0 -1 0.3 +1.27
3 1 -7 3.25 +0.45 1 -6 0.875 +4.19
4 3 - 16 10.25 +3.70 3 - 25 9.55 +7.54
5 1 -6 2.7 =+ 0.96 2 -6 0.72 =+ 0.65
6 1 -9 4.75 +2.02 1 -5 2.25 +0.81
7 0 -1 0.1 + 0.50 1 -4 19 +0.31
8 1 -3 1.15 =+ 0.46 2 -6 2.6 +0.42
9 1 -9 4.25 +0.51 1 -4 0.55 +0.26
10 1 - 14 4.9 +1.77 3 - 20 8.4 +4.8
11 1 - 19 5.3 +1.02 1 -9 5.3 =+ 0.60
12 1 - 17 7.0 +1.73 0 -1 0.05 +0.25
13 1 -5 2.2 +4.17 1 -7 51 + 0.69
14 1 - 16 8.15 +0.91 9 -1 3.25 + 0.65
15 5 - 23 14.0 + 5.58 1 - 13 2.85 +441
16 1 - 13 3.6 + 3.16 17 -1 2.35 +0.85
17 2 - 16 6.65 +0.95 9 -1 2.35 +4.44
18 1 -5 1.35 +0.35 9 -1 25 =+ 0.50
19 1 -9 4.05 +0.76 9 -1 3.55 =+ 0.68
20 1 - 14 4.05 +0.83 7 -1 2.85 +0.31

DE = Desviacién estandar.

Cuadro 2. Promedio de células positivas en pénfigo vulgar.

Epitelio Lamina propia
Caso Rango Promedio DE Rango Promedio DE
1 6 - 1 1.2 +0.43 8 -1 3.95 +0.77
2 4 -1 0.6 +0.25 6 -1 2.25 =+ 0.40
3 9 -1 2.2 +0.63 6 -1 1.45 =+ 0.46
4 4 -1 24 +0.54 12 - 2 5.2 +0.84
5 8 -1 1.25 +0.48 1 -0 0.1 +0.07
6 2 -1 0.47 +0.19 3 -1 0.73 +0.28
7 6 - 1 1.75 =+ 0.45 0 0.0 +0.0
8 15 - 2 4.7 +0.70 5 -1 1.8 +0.33
9 6 - 2 2.65 =+ 0.55 3 -1 0.9 +0.22
10 3 -1 0.45 +0.18 6 -1 1.45 +0.38

DE = Desviacién estandar.

Conclusiones

El liquen plano present6 mayor nimero de células
de Langerhans en epitelio y ldmina propia que el

epitelio normal y el pénfigo vulgar. Es probable
que al encontrarse incrementadas las células de
Langerhans en el liquen plano, tanto en epitelio
como en lamina propia, donde no es comun ob-
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servarlas, tengan un papel importante en la pato-
génesis del mismo. La causa por la cual el nimero
de células de Langerhans estaba disminuido en
pénfigo vulgar puede deberse a la acantdlisis del
epitelio, a que se trata de una lesién autoinmune o
a un estado de migracion, dado que el nimero de
células encontradas en la Idmina propia fue leve-
mente mayor que en el epitelio de esta lesion.
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