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INTRODUCCION

Las células de Langerhans (CL) deben su
nombre a Paul Langerhans, un estudiante ale-
man de medicina, quien las descubrié en 1868
en secciones del epitelio de piel humana im-
pregnada con cloruro de oro. Estas células, es-
tan presentes en el epitelio de piel y mucosas
de roedores y mamiferos y Langerhans sospe-
cho que tenian un origen nervioso.

Las CLa diferencia de las células epiteliales
tienen un contorno celular dendritico, citoplas-
ma palido (con la tincién de hematoxilina y
eosina), carente de desmosomas, tonofilamen-
tos, y nucleo lobulado (5).

En 1961 Birbeck y col. describieron en las
CL, un granulo citoplasmatico en forma de
raqueta de tenis (granulo de Birbeck) con una
parte globular electron-lucida y una parte tu-
bular con estriaciones cruzadas periodicas,
también llamada ‘‘zipper granule’’.
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Mas tarde, con la llegada de técnicas inmu-
nohistoquimicas y nuevos métodos para la ob-
tencion y purificacion de anticuerpos, se des-
cubren nuevos marcadores para las CL.

Muchas de estas técnicas pueden ser aplica-
das en secciones de parafina; otras en cambio,
requieren cortes por congelacion. Ademas de
identificar a las CL por el granulo de Birbeck,
se las puede caracterizar por la expresion feno-
tipica de ciertos antigenos (no precisamente
exclusivos de las CL) intracitoplasmaticos y de
membrana: proteina S-100 y sub fracciones,
enzima ATP-asa, antigenos de membrana Leu-
6(T6) o OKT-6, Leu-M3 y Leu3-T4 (1, 13).

Con el advenimiento de estos métodos diag-
nosticos y la microscopia electrénica, se pudo
comprobar que las células precursoras de las
CL se encuentran en la médula osea (8, 14)
y que otras poblaciones celulares con las mis-
mas caracteristicas ultraestructurales descriptas
por Birbeck se localizan también en los nodu-
los linfaticos (células dendriticas reticulares).
Los trabajos de Silberberg-Sinakin y col. (12)
demostraron con prolina radioactiva, que las
CL no forman una poblacion estatica, sino
que migran desde el epitelio hacia los ganglios
linfaticos regionales en las reacciones de hiper-
sensibilidad de contacto.

También dedujeron que células dendriticas
reticulares de los ganglios linfaticos y las CL
formaban un mismo grupo con origen y fun-
cion muy diferentes a las propuestas por Paul
Langerhans en 1868.



ODONTOLOGIA URUGUAYA

19

Es asi que se ha incrementado el interés
por las CL y se ha probado que ejercen la
funcion de presentar antigenos provenientes
del exterior a una poblacion especializada de
macrofagos v promover la proliferacion de lin-
focitos T.

Se ha demostrado que el numero de CL ade-
mas de aumentar en las reacciones de hiper-
sensibilidad de contacto, también aumenta en
procesos infecciosos tales como gingivitis (2),
candidiasis (7); liquen plano y otras enferme-
dades de origen autoinmune de piel y mucosas
(13), v en el cancer oral (carcinoma espinoce-
lular) (9). -

Otro interesante descubrimiento es que las
CL de piel humana transplantada a animales
de laboratorio y expuesta a unidades de luz pa-
ra resinas fotocurables, decrecen en numero v
pierden la actividad de la enzima ATP-asa, pu-
diendo perder también su funciéon inmunolo6-
gica (4).

Mas alla de esta funcién de detectar y pre-
sentar antigenos, se propuso que las CL juegan
un rol importante en las lesiones que se agru-
pan bajo el nombre de Histiocitosis X (H-X)
(granuloma eosinofilo, enfermedad de Letterer-
Siwe y enfermedad de Hand-Schiiller-Christian)
(3). Mas del 20% al 30% de las células his-
tiociticas de estas lesiones muestran granulos

de Birbeck y similitudes en los patrones de
tincion anteriormente descriptos (10).

Actualmente, se piensa que estos tipos de
H-X son desordenes proliferativos de las CL,
en los cuales hay un disturbio de la regulacion
de su actividad (una respuesta desmedida ante
una noxa en una etapa proliferativa o la au-
sencia de ‘‘feedback’ en una etapa regresiva).
Algunos autores se refieren a estas lesiones
como ‘‘Langerhans Cell Histiocytosis’’.

En 1986, Ree y Kadin proponen como mar-
cador para las CL, la aglutinina de mani (PNA),
usando un método inmunohistoquimico (11).

En este articulo describimos una transforma-
cion del método de Ree y Kadin, a método
histoquimico puro, lo que permite distinguir
las CL de macr6fagos e histiocitos en lesiones
de H-X con igual seguridad, menor tiempo y
menor posibilidad de error técnico.

CASO CLINICO

El material patologico para este estudio,
granuloma eosinofilo del maxilar inferior, pro-
viene de las fichas del Departamento de Pato-
logia Oral de la Facultad de Odontologia, Uni-
versidad de Kagoshima, Japon.

El paciente, de 11 anos de edad, presentaba

(H.E.; magnificacién original x 370).




20

ODONTOLOGIA URUGUAYA

FIG. 2. Gradnulos de Birbeck {GB) en una célula de Langerhans, con la tipica estructura es.triada._ (‘MI)
mitocondria; (MC) membrana celular. [Citrato de plomo y acetato de uranio; magnificacién original
x 100.000).

una tumefaccion dolorosa de la zona preauri-
cular izquierda. En el estudio radiografico, se
descubrié un area radiolicida en el borde de
la escotadura sigmoidea de la rama montante
del maxilar inferior. La lesion se extendia hacia
la apodfisis coronoides y el condilo articular.
Se efectud una biopsia por via intraoral que
reveld una lesion granulomatosa destructiva,
rica en histiocitos, células espumosas, células
gigantes multinucleares a cuerpos extrafios y
una intensa infiltracién inflamatoria principal-
mente de eosindfilos (Fig. 1). El diagnodstico
anatomo-patolégico fue ‘“‘granuloma eosiné-
filo del maxilar inferior’.

A pesar de la relativa benignidad del granu-
loma eosinofilo, se efectud una reseccion de la
parte superior de la rama montante, por la ex-
tensa destruccion Osea. Para devolver en lo
posible la funcion articular, se realizd un au-
toinjerto de cresta iliaca. A un afio de la inter-
vencion, no han aparecido focos secundarios
ni recidiva de la lesion.

MATERIALES Y METODO

Para corroborar la presencia de CL en el
material bidopsico y operatorio en secciones de
parafina, utilizamos el método inmunochisto-

quimico indirecto Avidin-Biotin Complex (ABC)
(VECTOR, Burlingame, CA) con anticuerpos
polyclonales anti-proteina S-100 bovina (DA-
KO, Copenhagen, DENMARK) dilucién 1/500
y 1/1000 en una camara humeda a 4 grados
Celsius por 12 hs. El cromogeno para visuali-
zar los productos de la reaccion fue 3.3° te-
trahidrocloruro de diaminobenzidina (DAB).

También utilizamos un método modificado
del de Ree y Kadin para CL con aglutinina de
mani (PNA, Arachis Hypogaea).

Otra parte del material fue procesado para
el microscopio electréonico, con las técnicas de
rutina, seccionado en el ultramicrotomo y te-
fiido con citrato de plomo y acetato de uranio.

Método de tincién con PNA

1) Montar cortes de parafina de 5 micré-
metros de espesor en portaobjetos tratados con
solucion al 0.2% de neopreno en toluol para
facilitar la fijacion al vidrio.

2) Deparafinar las secciones en xilol y rehi-
dratar en alcoholes.

3) Incubar a 37 grados Celsius por 30 minu-
tos en buffer de fosfato salino (PBS), pH 7.2
con 0.1% tripsina y 0.1% cloruro de calcio.
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4) Lavar en PBS, 2 veces.

5) Sumergir las secciones en perdxido de hi-
drogeno al 3% en agua destilada por 10 minu-
tos, para bloquear la actividad de la enzima
peroxidasa enddgena presente en el tejido.

6) Lavar en PBS, 2 veces.

7) Cubrir las secciones con PNA biotinizada
(VECTOR) (dilucién 1/200 en PBS) por 30 mi-
nutos. Luego espolvorear polvo de higado de
raton (VECTOR) sobre las secciones para evi-
tar reacciones no especificas, e incubar por 30
minutos.

8) Lavar en PBS, 2 veces.

9) Incubar en Avidin-Biotin Complex (ABCO)
por 20 minutos (dilucién 1/100 in PBS).

10) Lavar en PBS, 2 veces.

11) Sumergir las secciones en solucion de 3.3’
tetrahidrocloruro de diaminobenzidina (DAB)
en tris buffer (0.025%) pH 7.0 hasta que los
productos de la reaccion sean visualizados en
el microscopio. Lavar en agua corriente y teflir
los nucleos con verde de metilo.

RESULTADOS

A pesar del cuadro histologico tipico de
granuloma eosinoéfilo, un escaso namero de cé-

lulas histiociticas resultaron positivas a la reac-
cion con anticuerpos anti-proteina S-100.

En cambio, en el microscopio electronico fue
posible comprobar en muchas células (CL),
la existencia de granulos de Birbeck (Fig. 2),
ausencia de tonofilamentos y clivamientos de
los nucleos.

Las células gigantes a cuerpos extrafios mos-
traron gran cantidad de particulas fagocitadas.
Con la tincién de Berlin blue se evidencié un
alto contenido en hierro, posiblemente hemosi-
derina de focos de micro hemorragias.

La tincién con PNA revelé 2 patrones de
tincion, correspondientes a los descriptos por
Ree y Kadin (Figs. 2 y 3): a) muchas células
con depositos de reaccion en la superficie ce-
lular y en el area paranuclear, permaneciendo
el resto del citoplasma sin tefiir; b) las células -
espumosas y gigantes (histiocitos-macrofagos),
mostraron una tincion difusa de todo el cito-
plasma.

DISCUSION

Hemos podido comprobar la presencia de
CL en una lesion de H-X, con PNA y corro-
borar con el microscopio electronico, a pesar
de que las mismas no mostraron gran reactivi-
dad con anticuerpos anti-proteina S-100. En

FIG. 3. Tincién con aglutinina de mani biotinizada. Note los depésitos de reaccién en las células de
Langerhans (CL) en la superficie celular y drea para-nuclear. Células gigantes y macréfagos (M), se
tinen difusamente (PNA 1/200 ABC-DAB y verde de metilo; magnificacién original x 370).
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magnificacién original x 740).

FIG. 4. Tipico patrén de tincidon de las células de Langerhans. (PNA 1/200 ABC-DAB y verde de metilo;

realidad, esta proteina es uno de los pocos
marcadores posibles de usar en secciones de
parafina y su presencia en las CL es todavia
inexplicable. La proteina S-100 (llamada asi
por su solubilidad en sulfato de amonio al
100%) es un grupo de 3 proteinas similares,
cuyo peso molecular es de aproximadamente
2 Kd con origen y funcion desconocidas. Fue-
detectada por primera vez en células nervio-
sas, y actualmente, se la ha encontrado en mu-
chos otros tejidos normales (cartilago, melano-
citos, adipocitos, mioepitelio) (6) y patologicos
(melanoma, tumor a células granulosas, ade-
noma pleomoérfico) por lo cual, su importancia
en el diagnostico debe ser considerada deteni-0
damente.

Las técnicas inmunohistoquimicas con lecti-
nas (aglutininas vegetales) han sido usadas exi-
tosamente en la tipificacion de células en pato-
logia tumoral. Estas técnicas requieren una ca-
dena de reacciones entre: a) tejido y aglutini-
na, b) aglutinina y anticuerpo primario anti-
aglutinina y ¢) dependiendo del método, entre
anticuerpo y complejo-cromogeno (Avidin
Biotin Complex, ABC) o, anticuerpo primario
y anticuerpo secundario y posteriormente com-
plejo cromégeno (Peroxidasa Anti-Peroxidasa,
PAP).

Nuestra modificion a la técnica de Ree y Ka-
din, consiste en utilizar PNA conjugada con

biotina, lo que permite eliminar los pasos in-
termedios de reacciones antigeno-anticuerpo,
reduciendo el tiempo de la técnica en 2 horas.
Es ademas mas econémica por no usar anti-
cuerpos primario ni secundario y las reacciones
no especificas (‘‘background staining’’) se re-
ducen a un minimo.

El mecanismo de tincién con PNA no es cla-
ro aun. La PNA tiene gran avidez por los re-
siduos uni-terminales de galactosa y por el di-
sacarido D-galactosa beta 1-3 D-N acetil galac-
tosamina, que forman parte del grupo de oli-»
gosacaridos que se encuentran en la superficie
de las membranas celulares (11).

Se especula que las CL de las mucosas, las
células dendriticas reticulares de los ganglios
linfaticos y las CL en H-X, comparten estos si-
tios de union con la PNA en la superficie ce-
lular y en el area paranuclear.

Lamentablemente, existe una reaccion cruza-
da con la PNA y los queratinocitos del epite-
lio, lo que no permite descubrir a las CL de
la piel y mucosas, pero consideramos que este
método es de gran utilidad en los casos de H-X.

RESUMEN

Describimos un nuevo método histoquimico
con aglutinina de mani biotinizada y complejo
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cromoégeno Avidina-Biotina-DAB para células
de Langerhans en un caso de Histiocitosis X.
Esta técnica demuestra un patréon de tincion
exclusivo para las células de Langerhans, co-
rroborado por medio de microscopia electro-
nica.

ABSTRACT

We describe a new histochemical method
with biotinilated peanut agglutinin and Avidin-
Biotin-DAB chromogen complex for Langer-
hans cells in a case of Histiocytosis X. This
method shows an exclusive staining pattern
for the Langerhans cells, corroborated by
means of electron microscopy.
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