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Estudo quantitativo das células de Langerhans em carcinomas
basocelulares com maior e menor potencial
de agressividade local
Quantitative study of Langerhans cells in basal cell carcinoma with higher
or lower potential of local aggressiveness
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Resumo: FUNDAMENTOS - O carcinoma basocelular localiza-se principalmente em areas expostas ao sol, apresen-
tando formas clinicas e histolégicas diferentes, algumas com grande e outras com pequena agressividade local.
Células de Langerhans participam ativamente do sistema imune da pele.

OBJETIVO - Avaliar quantitativamente as células de Langerhans sobrepostas aos carcinomas basocelulares de maior
e menor potencial de agressividade local, assim como nas respectivas epidermes sis adjacentes.

METODOS - Dois grupos com 14 preparacgdes histologicas cada. No primeiro, carcinoma basocelular de menor poten-
cial de agressividade local e, no segundo, carcinoma basocelular de maior potencial. Empregou-se a imunoistoqui-
mica com proteina S100 para identificacao das células de Langerhans. Utilizando microscépio 6ptico em aumento
de 400 vezes e a grade morfométrica de Weibel, foram contadas as células de Langerhans presentes em sete cam-
pos, obtendo-se a média em cada lamina. Foi utilizado teste estatistico de Wilcoxon para analise estatistica.
Resurapos - No grupo de menor potencial de agressividade local, na epiderme sa adjacente houve aumento signifi-
cativo no nimero de células de Langerhans comparado ao da epiderme sobreposta ao carcinoma basocelular (p d
0,05). No grupo de maior potencial de agressividade local, nao houve diferenga com significado estatistico (p > 0,05).
CONCLUSAO - O maior numero de células de Langerhans na epiderme sa vizinha a lesao tumoral de menor poten-
cial de agressividade local poderia representar uma maior resisténcia imunolégica da epiderme, limitando a
agressividade da neoplasia.
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Abstract: BACKGROUNDS - Basal cell carcinoma affects areas of the body that have been exposed to the sun, and this disor-
der has different clinical and histopathologic presentations. Some of these forms have a higher potential of local aggres-
siveness, while others have a lower potential. Langerhans cells actively participate in the skin immune system.
OBJECTIVES - To quantitatively evaluate the number of Langerhans cells on the epidermis of basal cell carcinoma
with lower and higher potential of local aggressiveness and on adjacent normal epidermis.
METHODOLOGY - The authors divided the sample into two groups with 14 histological slides each: one with basal cell
carcinoma with lower potential of local aggressiveness and the other with basal cell carcinoma with higher potential
of local aggressiveness. Inmunohistochemistry with S-100 protein was used in the identification of Langerhans Cells.
Langerhans cells present in 7 microscopic fields were counted using optical microscopy (400X magnification) and
Weibel's morphometric grade. The mean for each lamina was obtained. Wilcoxon's statistical test was employed.
Resutrs - In the group with lower potential of local aggressiveness, there was a significant increase in the number
of Langerhans cells in the adjacent normal epidermis, as compared with the number of cells in the epidermis
superposed to the basal cell carcinoma (pd 0.05). There was no significant statistical difference in the group with
higher potential of local aggressiveness (p >0.05).
CoNcLUSION - The higher number of Langerhans cells in the normal epidermis adjacent to the tumoral lesion with
lower potential of local aggressiveness could indicate greater immunological resistance of the epidermis, thus
limiting the aggressiveness of the neoplasm.
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INTRODUCAO

O carcinoma basocelular (CBC) é a neoplasia
cutinea que mais frequentemente acomete O ser
humano, sendo mais comum em partes do corpo
expostas ao sol e em leucodérmicos. Sua incidéncia é
elevada: de 205.869 pacientes examinados entre 0s
anos de 1999 e 2005 em campanhas nacionais de pre-
vengao ao cancer de pele, 6,4% apresentavam o CBC.'
Segundo Bandeira e col.,” em regides tropicais a expo-
sicao solar continuada ¢ um dos fatores de maior
importincia na patogénese do carcinoma de pele.

As células de Langerhans (CL) epidérmicas sao
células apresentadoras de antigenos, portanto é sua
funcao identificar, processar e apresentar os antige-
nos neoformados das células tumorais ao sistema
imune. Uma vez ativado, o sistema imune trabalhara
para eliminacao das células tumorais.

Por ter sua origem em células germinativas de
anexos epidérmicos, varios fatores influenciam no
polimorfismo das apresentacoes clinica e histologica
do CBC. Ackermam e Wade’ destacam dentre estes o
potencial de proliferacao e diferenciacao da célula,
além do envolvimento do estroma na resposta celular.
O estroma do tecido conjuntivo prolifera com o
tumor e esta disposto em feixes paralelos em torno da
massa tumoral, evidenciando-se um discreto infiltra-
do linfocitario nas proximidades. A disposicio, a
forma e a relagio dessa massa tumoral com a derme
circunvizinha dio margem a diversas classificacoes
histolégicas do CBC.

Kopf e col.,’ em 1978, analisaram 3.531 CBCs e
os classificaram histologicamente em: sélido, cistico,
adenoide, pigmentado, morfeiforme e basoescamoso,
sendo os dois ultimos com caracteristicas mais agres-
sivas. Sexton e cols.,” em estudo histolégico com
1.039 CBCs, criaram cinco grupos maiores envolven-
do os tipos: nodular, superficial, micronodular, infil-
trativo e morfeiforme. Nesse estudo, cujo objetivo foi
estudar as margens cirargicas dos CBCs, chegaram a
conclusiao de que os tipos nodular e superficial, por
terem arquitetura mais compactada, obtém maior
sucesso durante a excisao cirurgica.

O aspecto histologico tem papel fundamental
no prognostico da doenga, principalmente no que diz
respeito ao potencial de agressividade local, a recor-
réncia e A possibilidade de metistase. Jacobs e Rippey®
consideraram que o tipo infiltrativo teria um poten-
cial de invasao a tecidos vizinhos em 86% dos casos,
contra 14% do nodular. Hendrix e Harry’ compararam
o potencial destrutivo do CBC tipo nodular com o do
micronodular, tendo o segundo um maior potencial.
Rippey,” em 1998, fez uma andlise de virias classifica-
coes histologicas do CBC e considerou a proposta por
Sexton e cols.’ a mais pritica e didatica, como se
segue:
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- Nodular > tem estrutura bem definida, com
contornos precisos e massa neopldsica compacta,
limitada por células dispostas em palicadas. Em torno
da lesao observa-se uma retracio da mucina, e o estro-
ma tende a ser fino ao redor do tumor. Equivale a 39%
dos casos e foi considerado um CBC com baixo poten-
cial de agressividade local,

- Superficial > foco tumoral que se estende da
epiderme a derme papilar, limitado por células em
palicadas bem definidas. Apresenta areas de retracio
periférica ao redor do tumor. Equivale a 17% dos
casos. Tem potencial de agressividade local elevado;

- Micronodular > definido como pequenos
nodulos tumorais, geralmente arredondados, com
células em palicadas na periferia, nao bem definidas.
Ao seu redor apresenta tecido rico em coldgeno, com
pouca substincia mucinosa. Representa 14% dos
casos. Foi considerado um CBC com grande potencial
de agressividade local;

- Infiltrativo > tumor de tamanho e forma varia-
dos, poucas células em palicada, nicleo dismorfico.
Nao ha presenca de retragao do tecido circunvizinho.
Equivale a 8% dos casos, sendo o que apresentou o
maior potencial de agressividade local,

- Morfeiforme > as ilhas tumorais sio peque-
nas, alongadas, com contornos angulares. Nao ha
retracao mucinosa, € o colageno da periferia apresen-
ta-se esclerético. Representa 2% dos casos. Seu poten-
cial de invasiao e agressividade local foi considerado
muito alto.

O sistema imunoldgico da pele é composto por
substiancias quimicas, como imunoglobulinas, citoci-
nas, imunocomplexos, e por células. As células que
participam desse sistema sao os queratindcitos, os lin-
focitos e as células apresentadoras de antigenos
(CAA), representadas pelas células de Langerhans na
epiderme e pelos macréfagos na derme.” Para obter a
resposta imune, o organismo necessita ser estimulado
por um antigeno, que ativa as CAA, as quais estimulam
os linfécitos T (células CD4+) e os linfocitos B (célu-
las CD8+), que por sua vez liberam citocinas, interfe-
ron, fator de necrose tumoral, entre outros."

Esse conjunto de células e substancias que par-
ticipam no complexo processo de resposta organica a
um antigeno foi denominado por Streilein," em 1983,
de Salt (skin associated lymphoid tissue — tecido lin-
foide associado a pele). Posteriormente, Bos e
Kapsemberg"” propuseram que todas as células imu-
nologicamente competentes da pele, como 0os masto-
citos, macrofagos teciduais, granuldcitos, associadas
ao Salt, formariam o SIS (skin immune system — siste-
ma imunitario da pele).

Paul Langerhans descreveu a presenga de célu-
las dendriticas na epiderme humana utilizando pro-
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cesso de imunoistoquimica. Posteriormente foi desco-
berto que essas células tinham origem na medula
Ossea, e foram denominadas de CL em sua homena-
gem. Sao caracterizadas pela presenca de granulos no
citoplasma denominados de granulos de Birbeck."*"
Silberg” demonstrou que as CL participavam da rea-
cao de dermatite de contato alérgica e a reconheceu
como célula apresentadora de antigenos. Potapova e
col.” estudaram as CL na atopia envolvendo aspectos
imunomorfolégicos da mesma forma que Prignano e
col.,"” na psoriase.

O processo de oncogénese cutianea, principal-
mente do CBC, tem sido relacionado com a densida-
de, morfologia e resposta fisiol6gica das CL. Trabalhos
como os de Gatter e cols.,” Chen e cols.”” e McArdle e
cols.” nao observaram diferenca estatistica do ntiime-
ro de CL na epiderme do CBC, contudo observaram
que havia um nimero maior dessas células na epider-
me adjacente ao tumor. Uma densidade das CL signi-
ficativamente diminuida no CBC e carcinoma espino-
celular (CEC) foi encontrada em relacio a ceratose
actinica (CA) e pele normal.** Vallcuende e cols.”
observaram aumento do namero de CL na superficie
do CBC e na pele sa adjacente.

Pereira e cols.,” comparando o ndmero de CL
em nevus melanocitico, MM e pele sa, nio encontra-
ram diferenca diretamente proporcional entre o
numero das CL e a malignidade da lesio melanocitica.

Alguns preparos histologicos tém sido feitos
para detectar as CL, porém ¢ nas preparagcoes de imu-
noistoquimica que se obtiveram os melhores resulta-
dos. Chu e cols.” utilizaram marcadores anti-CD1
(BD, CA) para detectar CL em microscopia eletrOnica,
com resultados superiores aos encontrados com a
proteina S100 e o anti-HLA-DR. Um marcador para CL
detectado em microscopia Optica, que é de uso
comum e custo acessivel, é a proteina S100. Apesar de
nao ser especifica para CL, visto que pode marcar
outras células dendriticas, tem sido utilizada em diver-
sos trabalhos envolvendo CL.**%*%%%

MATERIAL E METODOS

Pesquisaram-se os livros de registro das prepa-
ragoes histologicas do Centro de Estudos
Dermatolégicos do Recife (Ceder) e do Departamento
de Patologia do Hospital do Cincer de Pernambuco
(HCP) entre os anos 1995 e 1999.

Foram selecionados 120 casos diagnosticados
como carcinoma basocelular, sendo 45 dos tipos
micronodular, morfeiforme e infiltrativo (considera-
dos CBCs com grande potencial de agressividade
local) e 75 do tipo nodular (considerado com baixo
potencial de agressividade local). Em todos os casos
os pacientes eram portadores de lesao unica na face,
com faixa etiria entre 55 e 65 anos e leucodérmicos.

Buscaram-se as liminas preparadas pela colora-
¢io hematoxilina e eosina dos casos selecionados,
revisou-se o diagnostico e excluiram-se os casos que:
nao apresentavam base nem margens histolégicas
livres; nao apresentavam epiderme integra na area da
lesao; e nio apresentavam epiderme integra na area
adjacente a lesao. Baseados nesses critérios de exclu-
sa0, limitamo-nos a 28 casos, que foram divididos em
dois grupos com 14 laminas cada:

Grupo 1 > denominado de CBC com menor
potencial de agressividade local, contendo os quadros
de CBC do tipo nodular (Figura 1);

Grupo 2 > denominado de CBC com maior
potencial de agressividade local, contendo os quadros
de CBC do tipo micronodular (Figura 2), infiltrativo e
morfeiforme.

Separados os blocos de parafina contendo o
material histolégico dos CBCs selecionados para o
estudo, e utilizando-se o micré6tomo manual, foram
feitos cortes com espessura de cinco microns e mon-
tados em laminas previamente imersas em uma solu-
¢ao de 3-aminopropyl-trietoxy-silane (APES) a 2% em
acetona. Essas liminas foram desparafinizadas e pre-
paradas para passar pelo processo de imunoistoquimi-
ca com a proteina S100 (Z 311, Dako Company;
Califérnia; EEUU), utilizando-se o método da peroxi-
dase-antiperoxidase (PAP) de Stemerger, no
Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (Lika) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

Para fazer a contagem das CL, utilizou-se um
microscopio 6ptico binocular da marca Olympus, com
ocular de 10x e objetiva de 40x, obtendo-se, assim, um
aumento de 400x. Na ocular foi colocada a grade mor-

FiGURA 1: Carcinoma basocelular nodular por coloracao HE (10x)
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FiGURA 2: Carcinoma basocelular micronodular por
coloragiao HE (10x)

fométrica de Weibel de 20 x 20 mm, que totaliza 400
pontos de 1 mm’. Cada ponto é denominado de uni-
dade fundamental de contagem (UFC). Usando
aumento de 400x, fez-se a contagem das CL em 20
UFC de cada um dos sete campos selecionados por
lamina, fazendo-se depois a média aritmética. SO
foram consideradas CL quando se visualizava o seu
nucleo, evitando, assim, duplicidade de contagem pela
semelhanca entre CL e seus dendritos (Figuras 3 e 4).

Foi denominada de epiderme adjacente sa ao
CBC com pouco potencial de agressividade local
(EASPA) a epiderme sa que fica adjacente a lesio
tumoral do CBC com menor potencial de agressivi-
dade local; e de epiderme adjacente sa ao CBC com
maior potencial de agressividade local (EAMA) a area

FiGura 3: Coloragao proteina S100 para células de Langerhans de
carcinoma basocelular. Pele adjacente a lesao tumoral de carcino-
ma basocelular nodular. Grande quantidade de células de
Langerhans
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FiGURA 4: Coloragao proteina S100 para células de Langerhans em
carcinoma basocelular micronodular. Maior nimero de células de
Langerhans na epiderme sa adjacente ao tumor

de epiderme sa que se localiza adjacente ao CBC
com maior potencial de agressividade local. Em rela-
cao a area da epiderme que cobre a lesio tumoral,
ficou denominada de epiderme tumoral de pouca
agressividade local (ETPA) quando se tratava de epi-
derme sobreposta ao CBC do tipo nodular, e de epi-
derme tumoral de maior potencial de agressividade
local (ETMA) quando se tratava de epiderme sobre-
posta ao CBC dos tipos infiltrativo, micronodular e
morfeiforme.

Utilizou-se o teste da soma de pontos de
Wilcoxon para a andlise estatistica da contagem das CL
presentes na epiderme sa adjacente e sobreposta a
lesao de CBC nos dois grupos estudados.

RESULTADOS

Apds o exame quantitativo da microscopia opti-
ca das CL encontradas na epiderme sobreposta e na
epiderme adjacente a lesao tumoral de CBC com
menor e maior potencial de agressividade local, foram
obtidos os seguintes resultados (Tabelas 1 e 2).

Do total de laminas com diagnéstico de CBC
com menor potencial de agressividade local, foi
encontrada uma média (X) de aproximadamente 5,0
com desvio padrao (9) de 2,44 de CL por campo Opti-
co na epiderme sobreposta a lesao tumoral. Esses
dados nos remetem a um coeficiente de variacao (Cv)
de aproximadamente 53%. Aparentemente, esse valor
é um indicativo de auséncia de simetria, dai a escolha
da mediana (Md) como medida de tendéncia central
para a representacio dos dados em questao, pois ela
nao ¢é afetada por valores extremos, fato que nao ocor-
re com a média aritmética, que por sua vez ¢é forte-
mente afetada por tais valores. Com base nesse crité-
rio, essa estimativa pontual forneceu um valor de
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TABELA 1: Numero relativo de CL na epiderme
sobreposta ao CBC com baixo potencial de
agressividade local (A) e nimero relativo de CL na
epiderme sa adjacente (B)

TABELA 2: Numero relativo de CL na epiderme
sobreposta ao CBC com maior potencial de
agressividade local (A) e nimero relativo de CL na
epiderme sa adjacente (B)

Caso A B Caso A B

01 4,03 10,61 01 02,40 04,04
02 3,60 5,40 02 07,12 06,60
03 1,44 1,20 03 02,17 03,26
04 1,80 6,00 04 02,40 02,76
05 11,35 11,42 05 01,99 01,99
06 4,02 3,99 06 08,40 09,60
07 2,40 7,12 07 05,40 01,80
08 3,99 6,42 08 08,47 07,06
09 7,12 6,39 09 01,81 02,17
10 4,16 5,21 10 09,00 07,92
11 7,12 10,80 11 08,49 07,50
12 4,94 6,36 12 05,06 05,34
13 3,67 7,74 13 07,33 04,08
14 4,89 5,22 14 02,91 06,58
0 4,61 * 2,44 6,70 = 2,68 0 5,21 + 2,74 5,05 = 2,38

p < 0,05 p < 0,05

4,02, enquanto o intervalo interqualitico, como medi-
da de dispersio ou de variabilidade, forneceu 1,29.
Comparativamente, vé-se que a média aritmética de
CL na epiderme sobreposta ao CBC com baixo poten-
cial de agressividade local é maior do que a mediana.
Essa afirmativa ratifica a auséncia de simetria, indican-
do uma curva levemente desviada para a esquerda
(assimetria negativa), em que média < mediana <
moda.

Em contrapartida, na epiderme sa adjacente a
lesao tumoral, obteve-se uma média de 6,70 com des-
vio padrao de cerca de 2,7; fornecendo, por sua vez,
um coeficiente de variacio em torno de 40%, ou seja,
quando se trata da medi¢ao do nimero médio de CL
na epiderme sa adjacente a lesao tumoral, tais células
se encontram mais concentradas do que quando
medidas na epiderme sobreposta com baixo potencial
de agressividade (Tabela 3).

Sob o mesmo aspecto, quando tratamos oOs
resultados obtidos pelo exame quantitativo da micros-
copia optica das CL encontradas na epiderme sobre-
posta e na epiderme adjacente a lesao tumoral de
CBC com maior potencial de agressividade local,
foram obtidas as seguintes estimativas pontuais
(Tabela 4).

Comparativamente, tanto a média aritmética
quanto a mediana apresentaram estimativas pratica-
mente iguais, em cerca de 5,0, tanto para o caso do
nimero médio de CL na epiderme sobreposta ao
CBC com alto potencial de agressividade, quanto
para o nimero médio de CL na epiderme sa adjacen-

te a lesio tumoral. JA quando se trata do desvio
padrio, este chega a atingir quase a metade quando
comparado ao intervalo interqualitico, ou seja, apro-
ximadamente 2,7 contra cerca de 5,0. Via de regra,
isoladamente, nem a média aritmética nem tampou-
co o desvio padrao por si sOs se prestam para alguma
tomada de decisao ou afirmativas a respeito de um
conjunto de dados. Dai se lancar mao do coeficiente
de variagio, que por sua vez ¢ uma medida mais
completa, por tratar-se justamente de uma medida
de dispersao relativa. Tanto para um quanto para o
outro caso, eles forneceram 52,6% contra 47,1%, o
que nos remete a uma alta dispersao, mostrando
mais uma vez auséncia de simetria e consequente-
mente dados nao provenientes de uma distribui¢ao
de probabilidade normal.

DISCUSSAO

O CBC ¢ considerado como um tumor de baixa
malignidade no que toca o potencial de disseminacao,
porém com capacidade destrutiva local e tendéncia a
recidivas. Ainda nao se tem uma classificagao histopa-
tologica de consenso, porém alguns autores™*”® consi-
deram objetivo o conceito de agressividade local do
tumor para caracterizar o grau de invasao a tecidos
adjacentes, separando um grupo de CBC com baixa
agressividade local, caso do nodular, de um grupo
mais agressivo e destrutivo, caso do micronodular, do
infiltrativo e do morfeiforme. Essa classificacao foi
proposta por Sexton e cols.” apds estudarem detalha-
damente 1.039 CBCs.

An Bras Dermatol. 2010;85(2):165-71.
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TABELA 3: Estimativas pontuais referentes a tabela 1
(ndmero relativo de CL na epiderme sobreposta ao
CBC com baixo potencial de agressividade local (A) e
numero relativo de CL na epiderme sa adjacente (B))

TABEILA 4: Estimativas pontuais referentes a tabela 2
(ntmero relativo de CL na epiderme sobreposta ao
carcinoma basocelular com alto potencial de
agressividade local (A) e nimero relativo de CL na
epiderme sa adjacente (B))

A B A B
X 4,61 6,7 X 5,21 5,05
) 2,44 2,68 ) 2,74 2,38
Cv 52,90% 40% Cv 52,60% 47,10%
Md 4,02 6,37 Md 5,23 4,71
Q1 3,60 5,22 Q1 2,40 2,76
Q2 4,02 6,37 Q2 5,23 4,71
Q3 4,89 7,12 Q3 7,33 6,60
Int. interqualitico 1,29 1,97 Int. interqualitico 4,93 3,84

Neste trabalho as CL foram observadas e conta-
das na epiderme superior ao CBC e na epiderme sa
adjacente a ele. As diferencas encontradas sao estatis-
ticamente significativas, sugerindo o déficit quantitati-
vo de CL como fator participante na agressividade
local do tumor.

Em melanoma maligno e carcinoma espinoce-
lular, observou-se que havia uma diminuicao significa-
tiva das CL quando comparados a processo benigno
do tipo ceratose actinica. Meissner e cols.,” fazendo
uma andlise quantitativa em 16 casos de CBC, CEC,
CA e pele normal, chegaram a resultados que confir-
mam uma diminuicio das CL em lesdes malignas.
Bergfelt e cols.”” compararam as doencas cutineas
malignas (CBC e CEC) com as nao malignas (CA) e a
pele normal de face e tronco. Nao houve uma altera-
cao significativa do namero de CL em lesoes malignas
em face e tronco, contudo na pele normal e lesao de
CA houve uma pequena diferenga entre o nimero de
CL das lesoes de face, considerada area de exposicao
solar, e do tronco. Quando comparadas as CL das CA
e da pele normal com as das patologias malignas, a
diferenca estatistica foi significativa. Pode-se observar
nesses trabalhos a preocupacio de diferenciar grupos
malignos de niao malignos. Estudos envolvendo ape-
nas CBC, como os de Gatter e cols.,”® Chen e cols.,"”
McArdle e cols.” e Melo e cols.,” chegaram a resulta-
dos bastante semelhantes: todos observaram diminui-
cao da quantidade de CL entre os CBC e a pele nor-
mal adjacente.
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Para evitar varidveis que pudessem interferir
nos resultados, participaram deste estudo apenas
paciente com faixa etaria limitada entre 55 e 65 anos,
leucodérmicos (fototipos I, II e III) e com lesao Gnica
localizada na face.

Apesar de ja se terem estudado quantitativa-
mente as CL em relagdo a varios tumores cutineos,
nao houve, até o momento, a preocupacao de relacio-
nar o numero de CL com o potencial de agressividade
local do CBC.

CONCLUSAO

Na analise comparativa dos resultados obtidos
pela contagem de CL presentes na epiderme super-
posta e na epiderme adjacente as lesoes de CBC, nao
foi observada diferenca estatistica significativa entre o
numero de CL presentes na epiderme sobreposta e na
epiderme adjacente a lesao de CBC com alto potencial
de agressividade local.

Foi encontrado um maior namero de CL na epi-
derme adjacente a lesao tumoral do CBC com baixa
agressividade local do que na epiderme sobreposta a
essa lesiao, com significancia estatistica.

Esses achados sugerem que o maior nimero de
CL encontrado na pele sa adjacente a lesio tumoral de
menor potencial de agressividade local pode repre-
sentar uma maior capacidade imunolégica dessa area
em limitar o crescimento do tumor, resultando numa
forma localizada, bem delimitada. a
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