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Estimado Dr. (a).

PRESENTE

Informo a usted que el protocole de investigacion en salud titulado:

Efecto de la exposicion habitual a humoe de tabaco (fumador activo) en la cantidad de
células de Langerhans en la mucosa nasal de sujetos sin enfermedad nasal

fue sometido a consideracion de este Comite Local de Investigacion en Salud por el Bertha
Beatriz Montano Velazquez.

De acuerdo con las recomendaciones emitidas per los revisores e integrantes del CLIS y tomando
en cuenta que el protocolo de investigacion cumple con la calidad metodologica y los
requerimientos de ética médica y de investigacién vigentes, el dictamen fue: AUTORIZADO.

Para dar cumplimiento a la normativa vigente, el protocolo de investigacion fue enviado para su
evaluacion y dictamen a los Comités Locales de Investigacién en Saiud, que a continuacion se
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3502 HOSPITAL GENERAL Dr. GAUDENCIO GONZALEZ GARZA, CENTRO
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RESUMEN

TITULO
Efecto de la exposicion habitual a humo de tabaco (fumador activo) en la cantidad de
células de Langerhans en la mucosa nasal de sujetos sin enfermedad nasal.

OBJETIVO

Se identificé y compar6 la cantidad de células de Langerhans CDla+ y Langerina+ en la
mucosa hasal de sujetos sin enfermedad nasal, expuestos (fumador activo) y no
expuestos de forma habitual a humo de tabaco.

MATERIALES Y METODOS

Se llevd a cabo la captacion de 29 sujetos por dos médicos residentes del Servicio de
Otorrinolaringologia, quienes invitaron a participar a médicos residentes voluntarios sin
enfermedad nasal previa firma de carta de consentimiento informado. A todos los
participantes se les identificd la exposicion habitual (fumador activo) o no a humo de
tabaco con el cuestionario de la Encuesta Nacional de Adicciones (ENA 2002), el cual es
auto administrado. También se efectud la determinacion de la concentracion de cotinina
en orina en ng/ml ajustado a la concentracion de creatinina. A todos los sujetos se les
solicit6 muestra de orina al ingreso del estudio y dentro de las 24 horas, para las
determinaciones de cotinina. Posteriormente se obtuvo una biopsia de la mucosa nasal
del cornete inferior la cual se colocé en formaldehido al 4% hasta su procesamiento con
la técnica de microscopia de luz. Una vez que se completo la captacidén de pacientes, las
muestras se enviaron para su procesamiento al laboratorio. Se identifico la presencia de
células de Langerhans CD1la+y Langerina+ en la mucosa nasal con inmunohistoquimica.
Antes de realizar el estudio se realiz6 el ajuste de los procedimientos y de las técnicas
de laboratorio.

RESULTADOS

En nuestro estudio se incluyeron 29 pacientes, de los cuales 14 (48.2%) fueron de sexo
masculino y 15 (51.7%) femenino. Se determind que 16 (55%) estuvieron expuestos a
humo de tabaco 11 (69%) hombres y 5 (31%) mujeres, de los cuales 15 (93.7%) fueron
fumadores activos y actualmente con exposicion al tabaco en los ultimos dos dias. En los
cortes de tejido de las biopsias de mucosa nasal de 2 mm identificamos integridad del
epitelio y la lamina propia, no se identifico la presencia de células de langerhans CD1la+
y Langerina+ en la mucosa nasal con inmunohistoquimica, tanto en el grupo de
fumadores como los no fumadores.

CONCLUSION

En este estudio no se identificaron células de Langerhans CDla+ y Langerina+ en la
mucosa nasal de sujetos sanos, de igual manera, no se demostré algun efecto ante la
exposicion al humo de tabaco en la cantidad de dichas células en la mucosa nasal en
sujetos sanos. La cantidad de células de Langerhans en la via superior es menor a lo
identificado en la via aérea inferior de sujetos sanos, aun no se ha documentado el efecto
del tabaco en las células de Langerhans en la via respiratoria superior. Es deseable
buscar en otras enfermedades nasosinusales como la rinitis alérgica si se estimula el
reclutamiento de estas células ante la exposicion al humo de tabaco.

Palabras clave: células de Langerhans, mucosa nasal, tabaco.

Key words: Langerhans cells, nose, tobacco smoke



ANTECEDENTES

Fisiopatologia de células de Langerhans

Las células dendriticas son células presentadoras de antigeno que presentan dos
origenes, uno de precursores hematopoyéticos y otro de monocitos periféricos. Se
encuentran como células inmaduras en los epitelios de mucosas y piel a la entrada de
los posibles antigenos (se conocen en estos sitios como células de Langerhans) y que
exhiben la caracteristica fagocitica de captura y procesamiento antigénico, con la
capacidad de iniciar una respuesta inmune a través de la activacion de los linfocitos T.
Estas células transitan y migran desde cualquier tejido no linfoide como piel y mucosas a
los tejidos linfoides como el bazo y los ganglios linfaticos a través de cambios fenotipicos
y funcionales como la expresion de diferentes moléculas de adhesion (proceso de

maduracién).!

La primera etapa constituye el procesamiento del antigeno por las células de Langerhans
0 células dendriticas inmaduras con la captacion del antigeno por endocitosis y su
degradacion hasta péptidos pequefios que se unen a las moléculas HLA clase | y clase
Il. Luego, estas células presentan cambios a través de sefiales inducidas por el antigeno
y la presencia de mediadores proinflamatorios (secrecion de citoquinas y quimiocinas)
para transformarse en una célula madura. Este proceso de maduracion involucra la
presencia de la expresion de CD40L, complejos péptido antigénico-HLA estables,
moléculas coestimuladoras (CD80 y CD86) y de adhesion. En esta etapa pierden su
capacidad de captura de antigenos. Luego, estas células migran a través de los linfaticos
en busca de los linfocitos T de los nédulos linfaticos y del bazo. La unién de CD40 de la
superficie de las células dendriticas maduras con el CD40L expresado por las células T,
promueve el incremento en la expresion de CD80, CD86 y la secreciéon de interleucina
12 por las células dendriticas. La interleucina 12 estimula el desarrollo de los linfocitos
Thl y la maduracion de los linfocitos T citotoxicos que se trasladan a los sitios de

inflamacioén o a la entrada de antigenos para realizar sus actividades propias.t?34

Las células de Langerhans se caracterizan por la presencia de granulos de Birbeck en su

interior, ademas de la expresion de moléculas como CDla y langerina.>®’ Por
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microscopia fotdnica, con la coloracién de rutina de eosina y hematoxilina, las células de
Langerhans presentan un aspecto dendritico y un nucleo irregular usualmente ovoide, sin
embargo, para su caracterizacion se requiere de estudios de inmunohistoquimica como
la identificacion de la adenosintrifosfatasa (ATPasa), la actividad de alfa naftil acetato
esterasa o esterasa inespecifica, CD1a (moléculas presentadoras de antigeno lipidicos
y glucolipidicos), la proteina S100 y los antigenos HLA-DR del complejo mayor de
histocompatibilidad clase 1.8 Casi todas las células de Langerhans que son CD1la
positivas son HLA-DR positivas y ATPasa positivas,® también expresan CD1c, pero
débilmente.%11 Expresan receptores Unicos para la porcion Fc de la IgG del tipo |
(CD32)'? 3 y para la porcion Fc de la IgE (Fce-Rl y Fce-RII (CD23), implicados en la

captacion de alergenos.*41°

En los granulos de Birbeck, se identifica la presencia de una glucoproteina de 40 kDa que
es reconocida por el anticuerpo monoclonal Lag'® y por otro anticuerpo monoclonal
llamado DCGM4, que al parecer identifican la misma molécula, que ha sido renombrada
como Langerina, la cual es una lectina tipo Il dependiente de Ca++, con especificidad
para manosa que captura antigenos y los canaliza hacia los granulos de las células de
Langerhans y asi crear una via no clasica de procesamiento de antigeno no dependiente
de moléculas clase Il &7, Por microscopia electronica se identifican los granulos de
Birbeck de las células de Langerhans (una estructura dinamica que participa al parecer
en la transferencia de moléculas hacia el interior de la célula via endocitosis mediada por
receptor)!’ que tienen la forma de una barra con una estructura central en forma de
cremallera o de raqueta de tenis con una dilatacién en uno de sus extremos. Las células

de langerhans no presentan desmosomas, melanosomas ni tonofilamentos.>*® Figura 1.
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Figura 1. Langerina se asocia constitutivamente con CMS y BG. Las células de Langerhans
derivadas de TGFp se fijaron y posteriormente se tifieron y procesaron para microscopia laser
confocal (A y B) o microscopia electronica (C — E). (A) Langerina (verde) se detecta en la
superficie de las células de langerhans, mientras que los epitopos anti-Langerina y anti-Lag (rojo)
se localizan intracelularmente (amarillo) en células permeabilizadas (B). La langerina (oro de 10
nm) se asocia con estructuras intercaladas de citomembranas (CMS) y con granulos de Birbeck
intracelulares (BG) (C — D). Por el contrario, el doble inmunomarcado con DCGM4 (oro de 15 nm)

y anti-MHC de clase Il (oro de 10 nm) revela que Langerin esta ausente en MIIC (flecha) (E).’
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Langerhans y mucosa nasal

Las células de langerhans se localizan en el epitelio de piel y mucosas. En la epidermis
se localizan en el estrato basal y espinoso®® y representan el 1 al 8% de la poblacién total

de células. En la mucosa bucal se han encontrado aproximadamente 890 células/mm?.2°

En la mucosa nasal, las células de Langerhans CDla positivas, en el epitelio se
encuentran en las capas suprabasal y espinosa y en la ldmina propia se encuentran en
la capa subepitelial y alrededor del epitelio glandular.?°?* En biopsias con cortes de
0.4mm? y 2.2mm? de mucosa nasal (epitelio y lamina propia) de 15 sujetos sin
enfermedad nasal, de 1 a 12 afios de edad y con pruebas de alergia negativa, se encontré
en el epitelio una mediana de células CD1a+ (Okt 6) de 293 (rango de 32 a 683) y en la
lamina propia de 25 (0-90).22

En otro estudio realizado en 12 sujetos con promedio de edad de 28 afios, con
enfermedad del oido y faringe, no relacionada con enfermedad de la nariz o senos
paranasales (pacientes sanos) y con pruebas de alergia negativa, el promedio de células
CD1a positivas por milimetro cuadrado en el epitelio fue de 20 (D.E. 14.1) y en la ldmina
propia de 4 (4).2>26

Exposicién a humo de tabaco

Se ha sugerido que factores ambientales como la contaminacion ambiental y la
exposicion a humo de tabaco tienen influencia en la cantidad de células de Langerhans
en el epitelio de las vias respiratorias bajas.?’?® En seres humanos se ha identificado que
la exposicién a humo de tabaco modifica la cantidad de estas células en el epitelio de las

vias respiratorias bajas.?®-3!

La exposicién a humo de tabaco puede ser activa o pasiva. Segln la OMS y la ENA,32:33
se considera exposicion activa al fumar mas de 5 cigarrillos diarios o haber fumado mas
de 100 cigarrillos en la vida, mientras que la exposicién pasiva se da al haber humo de

tabaco en el ambiente sin que la persona este fumando, especialmente en ambiente
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cerrado. Un fumador actual es el que ha fumado cigarros al menos un dia en los ultimos
30 dias previos a ser interrogado.3* En México, la Encuesta Nacional de Adicciones en el
2002, mostré que el 26.4% de la poblacién entre 12 y 65 afios del area urbana son
fumadores activos (14 millones de personas) y de los fumadores el 58.2% (8,126,614)
comenzd a fumar antes de los 18 afios.3® En el humo de tabaco se han identificado mas
de 4,700 compuestos, entre ellos la nicotina. Esta se absorbe por el tracto respiratorio,
por la mucosa bucal y por la piel; el 80 a 90% de la nicotina se metaboliza en el higado y
el resto en pulmon y rifiones.3® Los principales metabolitos de la nicotina son la cotinina
y el N-6xido de nicotina, por lo que la medicidén de estos permite evaluar la exposicion a
humo de tabaco, ademas de otros marcadores en sangre 0 en orina como
carboxihemoglobina y tiocianato.®® Estudios en adultos sin enfermedad muestran que la
concentracion media de cotinina en la orina en no fumadores es de 6.1 ng/ml, y en los

fumadores activos es de 1 623 ng/ml.3’

Langerhans y tabaquismo

Hay evidencia que algunos componentes del humo del tabaco pueden actuar como
antigenos que inducen la formacién de anticuerpos en humanos y en animales, ademas
de que se asocia a aumento de marcadores de alergia, sin embargo, estos hallazgos no

son contundentes.38:3°

En el epitelio de la mucosa del borde lateral de la lengua de cadaveres de sujetos con
antecedente de consumo de tabaco y alcohol, se ha identificado aumento del nimero de
células de Langerhans. Lo anterior se ha explicado como resultado de un aumento en su
proliferacion local y a un aumento de la inmigracion de los precursores de estas células
debido a la influencia del tabaco.*° Sin embargo, en otro estudio efectuado en biopsias
de la mucosa oral de sujetos consumidores de tabaco masticado se identificé disminucién
del numero de células de Langerhans en el sitio de contacto del tabaco en la mucosa
oral.** En mujeres adultas fumadoras, también se ha identificado una disminucién en la
densidad de células de Langerhans en el epitelio cervical normal comparadas con
mujeres no fumadoras, dicha disminucién se relacion6 con el nimero de cigarros

fumados.*?
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En otro estudio en el que se expuso a un carcindgeno producto del tabaco, el
benzopireno, las células de Langerhans epidérmicas disminuyeron en nimero y alteraron
su funcién presentadora de antigeno con alteracién de la respuesta inmune local.*3
Estudios realizados en piel de ratones, en los que se aplicé dimetilbenzantraceno
(DMBA), una sustancia quimica carcinégena derivada del tabaco, se observd una
disminucion en el nimero y de la funcion de las células de Langerhans sin identificar el
mecanismo de accién.** También en otro estudio en ratones, a los cuales se les aplico
sobre la piel humo de tabaco condensado, se observd un aumento en la cantidad de

células de Langerhans y cambios en su morfologia.*®

La evaluacion cuantitativa y morfofuncional de las células dendriticas y las células de
Langerhans en bronquiolos y parénquima pulmonar en fumadores de cigarrillos, se
observo un incremento hasta del 140% en el namero de células de Langerhans CDla
positivas, en este grupo.’° En otro estudio realizado en sujetos voluntarios sanos
fumadores y no fumadores a quienes se les realiz6 lavado bronquioalveolar para
identificar la presencia de células de Langerhans (identificadas con histoquimica CD1a
positivas y con microscopia electrénica de transmision), se observé que el consumo de
cigarrillos se asoci6 con un incremento de la poblacion de células de Langerhans CDla

en el lavado bronquioalveolar, sin mencionar el mecanismo por el cual ocurri6.3!

En un estudio realizado en nifios no alérgicos candidatos a adenoamigdalectomia
expuestos a humo de tabaco de forma pasiva y un grupo no expuesto, corroborado
anicamente por cuestionario, se obtuvieron muestras de mucosa nasal mediante biopsia
del cornete inferior. No existié diferencia entre los grupos en términos de nameros de
células de Langerhans en el epitelio (127, 39-329 vs 127, 61-585) o lamina propia (12, O-
36 vs 10, 3-80) y tampoco hubo diferencias en el sitio de localizacién entre los dos grupos

estudiados.?3
Finalmente, se ha reportado evidencia in vitro de que la nicotina es capaz de activar a las

células dendriticas de humanos y murinos dosis dependiente, aumentando la capacidad

de estas células para estimular la proliferacion de células T y la secrecién de citocinas.*®
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JUSTIFICACION

Las células de Langerhans son células presentadoras de antigenos que participan como
la primera linea de defensa de la respuesta inmune local.4” No esta documentada la
participacion de las células de Langerhans en la via aérea superior ante la participacion
del humo de tabaco y siendo controversial en otras regiones del cuerpo entre ellas
mucosa hasal. La busqueda intencionada de la literatura nacional e internacional no
permite identificar estudios sobre el efecto del humo de tabaco en las células de
Langerhans de la mucosa nasal de sujetos sin enfermedad nasal, Unicamente en

pulmén?.

La evidencia sugiere que el humo de tabaco tiene un efecto en la cantidad de las células
de Langerhans (CD1la+) del epitelio de bronquiolos y parénquima pulmonar.? Cabe
mencionar que la via respiratoria alta y baja, anatémica y fisiologicamente responde de

manera diferente a los estimulos externos.3!

Es importante identificar de primera intencién si el humo de tabaco tiene efecto en la
respuesta inmune local a través de conocer si se modifica la cantidad de células de
Langerhans en la mucosa nasal de sujetos “sanos” y que nos permita tener como
referencia a este grupo para estudiar el efecto del humo de tabaco en otro grupo de
enfermedades como la rinitis alérgica, considerada una de las enfermedades mas

frecuentes a nivel mundial,*® donde el humo de tabaco influye en la severidad nasal.*

Por lo tanto, este estudio se planed para identificar el posible efecto de la exposicion del
humo de tabaco de forma activa en la cantidad de las células de Langerhans CDla +y
Langerina + de la mucosa nasal de sujetos sin enfermedad nasal. Los resultados en este
estudio podrian sugerir los mecanismos y repercusiones de efecto del humo de tabaco

en la mucosa nasal.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢,Cudl es la diferencia en la cantidad de las células de Langerhans CDl1a+ y Langerina+

en la mucosa nasal de sujetos sin enfermedad nasal, expuestos (fumador activo) y no

expuestos de forma habitual a humo de tabaco?

OBJETIVO

Identificar y comparar la cantidad de células de Langerhans CD1a+ y Langerina + en la
mucosa hasal de sujetos sin enfermedad nasal, expuestos (fumador activo) y no
expuestos de forma habitual a humo de tabaco.

HIPOTESIS

La cantidad de las células de Langerhans CD1a+ y Langerina + en la mucosa nasal de
sujetos sin enfermedad nasal, es mayor al 70%* en expuestos (fumador activo) que en
los no expuestos de forma habitual a humo de tabaco.

*En el Unico estudio similar,?® se identific6 una diferencia de 140% en parénquima
pulmonar en los expuestos a tabaco. Por no existir un antecedente adecuado para
mucosa nasal de sujetos sin enfermedad nasal, los investigadores proponen un
compromiso mas conservador del 70%.

TIPO Y DISENO DE ESTUDIO

- Basico, transversal analitico.
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VARIABLES

VARIABLE INDEPENDIENTE

- Exposicion habitual a humo de tabaco (fumador activo).

Definicién conceptual. Individuo que se encuentra en un ambiente con productos de la
combustion del tabaco. En forma activa, cuando fuma mas de 5 cigarrillos diarios o ha
fumado mas de 100 cigarros en la vida.3%33

Definicion operacional. Para este estudio, se aplicara el cuestionario de la Encuesta
Nacional de Adicciones®® para identificar las caracteristicas de la exposicién a humo de
tabaco (activa) (anexo 1). También se efectuara la determinacién de la concentracion de
cotinina en orina en ng/ml ajustado a la concentracién de creatinina (anexo 2 y 3). A todos
los sujetos se les solicitara muestra de orina al ingreso del estudio y dentro de las 24
horas (ver procedimientos).

Indicadores. Respuestas al cuestionario sobre consumo de tabaco® y medicion de la
concentracion de cotinina en orina por cromatografia liquida de alta presién y la
concentracion de creatinina por cromatografia de gases (anexo 2 y 3). Los sujetos se
consideraran como expuestos activos cuando refieran por cuestionario un consumo de
mas de 5 cigarrillos diarios y cuando la concentracion de cotinina en orina sea > 6 ng/ml.
Escala de medicion. Dicotdmica, expuesto (activo) o no expuesto.

Unidad de Mediciéon. Presencia o ausencia.

VARIABLE DEPENDIENTE

- Cantidad de células de Langerhans CD1a+ y langerina+.

Definicién conceptual. Cantidad, cierto niimero de unidades;*° las células de Langerhans
son células dendriticas inmaduras que se encuentran en piel y mucosas y que
caracteristicamente presentan granulos de Birbeck y por inmunohistoquimica CDla+ y
Langerina+.%!

Definicién operacional. Se identificara la presencia de las células de Langerhans por
inmunohistoquimica en cortes histologicos de biopsia de la mucosa nasal. Dos
observadores contaran las células CDla+ por inmunohistoquimica (MCA 1657T, anti-

human CDla, Serotec Immunological Excellence, Oxford UK) y langerina +/CD207
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(AF2088, anti-human Langerin/CD207, R&D Systems, Minneapolis, USA), que se
identifiquen en cada mm2 de muestra del epitelio y lamina propia de la mucosa del
cornete inferior, y se observen con el objetivo de 40x con microscopio de luz (Olympus,
CX21FS1, Tokio).

Indicadores: Conteo de células CDla y langerina-positivas y lugar en donde se
encuentran: epitelio y/o lamina propia.

Escala de medicién: Cantidad (cuantitativa discreta) y Localizacion (nominal)

Unidad de medicion. Cantidad de células por mm2 y epitelio y/o lamina propia.

VARIABLE DE CONFUSION

- Contaminacion ambiental.

Definicion conceptual. Se llama contaminacion ambiental a la transmision y difusion de
humos o gases téxicos a la atmosfera y el agua, asi como también la presencia de polvos
y gérmenes microbianos provenientes de los desechos de la actividad del ser humano.>*
53

Definicion operacional. La presencia de gases y particulas suspendidas que
correspondan a la zona donde habitan los sujetos en estudio, de acuerdo con las
determinaciones regionales del monitoreo del Indice Metropolitano de la Calidad del Aire
(IMECA), a través del Sistema de Monitoreo Atmosférico de la Ciudad de México
(SIMAT); para ozono (0O3), 6xidos de nitrdgeno (NO2, NOx y NO), diéxido de azufre
(502), monoxido de carbono (CO), particulas menores a 10 micrometros (PM10) y
particulas menores a 2.5 micrémetros (PM2.5).

Escala de medicion. Cuantitativa continua con fin descriptivo y dicotomica para identificar
su relacion con la norma de calidad de aire para cada uno de los contaminantes.

Unidad de medicién. Cantidad para ozono (O3) en particulas por millon (ppm), éxidos de
nitrogeno (NO2, NOx y NO) (ppm), diéxido de azufre (SO2) (ppm), monéxido de carbono
(CO) (ppm), particulas menores a 10 micrometros (PM10)(Eg/m3) y particulas menores a
2.5 micrémetros (PM2.5)(Ag/m3). La informacion se utilizara para describir la exposicion

como apoyo a la interpretacion de los resultados del estudio.
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VARIABLES DEMOGRAFICAS

Edad

Definiciéon Conceptual. Tiempo que ha vivido una persona.®°

Definicién operacional. Se tomara en cuenta de acuerdo con la fecha de nacimiento.
Indicadores. Se expresara en afios.

Escala de medicion: Cuantitativa continua.

Sexo

Definicién Conceptual. Condicién organica, masculina o femenina.>°

Definicion operacional. La que se observe segun las caracteristicas fenotipicas del
paciente.

Indicadores. Se expresara con la letra "M" masculino, "F" femenino.

Escala de medicion: Cualitativa dicotémica.

MATERIAL Y METODOS

Por muestreo consecutivo se captaron 29 sujetos sin enfermedad nasal, médicos
residentes voluntarios de la Unidad Médica de Alta Especialidad “Gaudencio Gonzalez
Garza” del Centro Médico La Raza que reunieron los siguientes criterios de seleccion: Se
incluyeron sujetos mayores de 18 afios, médicos residentes, de sexo masculino o
femenino, que fueran habitantes de la Zona metropolitana del Valle de México y que
aceptaron participar en el estudio con firma de carta de consentimiento informado. No se
incluyeron pacientes con poliposls nasal coexistente, con evidencia de otras
enfermedades congénitas o adquiridas que afecten la nariz 0o senos paranasales
(deformidad rinoseptal, rinitis vasomotora, etc.), con enfermedad rinosinusal
concomitante, quienes padecian rinitis alérgica, asma, diabetes, alteraciones sanguineas
o renales, pacientes que ya habian recibido tratamiento médico durante las 4 semanas
previas al estudio como esteroides, antihistaminicos, antiinflamatorios, antileucotrienos,
cromoglicato o inmunoterapia, pacientes con embarazo o su diagndéstico durante el

estudio. Durante el estudio se eliminaron pacientes que por cualquier motivo no
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completaron el protocolo propuesto, o cuando la muestra fue insuficiente o inadecuado

procesamiento de la muestra con la técnica de microscopio de luz.

Descripcion General del Estudio

Se realiz6 la captacion de sujetos por dos médicos residentes del Servicio de
Otorrinolaringologia (UMAE GGG CMN La Raza), quienes invitaron a participar a
médicos residentes voluntarios sin enfermedad nasal y que aceptaron participar con firma
de carta de consentimiento informado. Las actividades que se desarrollaron en el estudio
se describen a continuacion y los procedimientos en el apartado correspondiente. Se les
realizd una historia clinica a todos los participantes por los médicos colaboradores. Se
identifico la exposicion habitual o no a humo de tabaco, a través de la Encuesta Nacional
de Adicciones®? y con la cuantificacién de cotinina en orina ajustada a la concentraciéon
de creatinina en el laboratorio clinico (UMAE GGG CMN La Raza). Se obtuvo una
muestra de orina al inicio del estudio y a las 24 hrs. para la determinacion de cotinina.
Posteriormente se realizd biopsia de la mucosa nasal del cornete inferior realizada por
dos médicos del Servicio de Otorrinolaringologia, la muestra se coloco en formaldehido
al 4% hasta su procesamiento para la técnica de microscopia de luz. Una vez que se
completd la captacion de pacientes, las muestras se almacenaron en la Unidad de
Investigacion (UMAE GGG CMN La Raza) y se procesaron por la quimica que participo
en el estudio. Las mediciones y/o lectura de las laminillas con inmunohistoquimica para
identificar la presencia de células de Langerhans CDla+ y Langerina+ en la mucosa
nasal, se realizaron por el experto colaborador. Antes de realizar el estudio se procedio
al ajuste de los procedimientos y de las técnicas de laboratorio. Durante el desarrollo de
este estudio, se realizé el monitoreo del registro del indice Metropolitano de la Calidad
del Aire (IMECA) que se reporta por la Secretaria del Medio Ambiente
(www.sma.df.gob.mx) para ozono (O3), 6xidos de nitrégeno (NO2, NOx y NO), dioxido
de azufre (SO2), monodxido de carbono (CO), particulas menores a 10 micrometros
(PM10) y particulas menores a 2.5 micrémetros (PM2.5) a través del Sistema de
Monitoreo Atmosférico de la Ciudad de México (SIMAT) de las estaciones de la Red
Automatica de Monitoreo Atmosférico (RAMA) que correspondan a la Zona Metropolitana

del Valle de México, no se reportaron contingencias durante el afio en curso.
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Ajuste de procedimientos y técnicas de laboratorio
Las técnicas de laboratorio se estandarizaron con muestras obtenidas de sujetos

voluntarios ajenos al estudio (grupo de investigadores) que participan en el estudio.

Procedimientos

Administracion de cuestionario

El cuestionario de Tabaco de la Encuesta Nacional de Adicciones.® Para este estudio se
aplicaron las 15 preguntas que identifican el consumo de tabaco, mediante
autoadministracion. En México, incluyendo el Instituto Mexicano del Seguro Social, ya se

ha administrado.>*-56

Determinacion de Cotinina en orina

La muestra de orina se obtuvo instruyendo al paciente que coloque en el frasco esteéril
que se le proporcione al menos 20 ml. Las muestras congeladas, se descongelaron para
la determinacion de cotinina en orina ajustada a la concentracion de creatinina en 10 a
15 ml de la misma. Se procesaron en bloques con técnica de HPLC, previa calibracion,
en el cromatégrafo liquido de alta presion (9050, Varian, Texas) y la creatinina con el
cromatégrafo de gases (ILab 600, Instrumentation Laboratory, UK) (Anexo 2 y 3). Los

resultados se registraron en ng/ml.

Biopsia nasal

Después de anestesia local colocando un algodén con xilocaina a 1% con epinefrina
(1:2000) debajo del extremo caudal del cornete inferior, sin tocar el sitio de toma de la
muestra, se obtuvo la biopsia de la mucosa del borde caudal del cornete inferior a 2 cm
posterior a la cabeza del cornete, con una pinza de Gerritsma cuyo diametro de copa es

de 2.5 mm.>%’
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Inmunohistoquimica CD1a y Langerina.

Después de obtener la biopsia, se coloco en formaldehido al 4% con PBS (buffer salino
de fosfatos) por un minimo por 12 h, luego se realizé la inclusion y corte en parafina. Los
cortes, de 3 micrometros de grosor, se colocaron en portaobjetos cargados positivamente
(superfrost plus). Se desparafinaron en horno seco a 55 C durante 30 min y luego 60 min
en xilol absoluto. Posteriormente se rehidrataron por pasos secuenciales de etanol al
90%, 60%, 50% y agua destilada. Se bloqueé la peroxidasa enddgena con peréxido de
hidrégeno al 1% en metanol durante 10 minutos en camara humeda a temperatura
ambiente. Luego de lavar las preparaciones tres veces con PBS 0.1M (pH 7.2) durante 5
minutos, se realiz6 la recuperacion del antigeno incubando los cortes en un amortiguador
de citrato de sodio (pH 9) en vaso de Coplin y sometiéndolos a 90 °C dentro de una olla
de presion. Después de que se dejaron enfriar, se lavaron 3 veces en PBS y se bloquean
sitios de union inespecifica de los anticuerpos, incubando en una solucion de PBS-
Albumina sérica bovina (ASB) al 2%-Triton X-100 al 0.01%, durante 1 h a TA. Sin lavar,
los cortes fueron incubados en algunos de los siguientes anticuerpos primarios: anti CD1a
(MCA 1657T, anti-human CD1a, Serotec Immunological Excellence) y anti langerina
/CD207 (AF2088, anti-human Langerin/CD207, R&D Systems, Minneapolis, USA) en
camara humeda durante la noche a 4 °C, sin diluir (de acuerdo al instructivo). Después
se lavaron 3 veces de 5 min cada una en PBS con ASB al 0.1% para incubar en el
anticuerpo secundario biotinilado (gota anti-mouse IgG), durante 1 h a TA, en camara
hameda, de acuerdo con las instrucciones del kit (Zymed Laboratories, Inc). Finalmente,
la inmunohistoquimica fue revelada al incubar con el complejo estreptavidina-peroxidasa-
cromogeno, preparado de acuerdo con instructivo de proveedor (Dako, Inc) y después de
lavar las preparaciones tres veces con PBS 0.1M (pH 7.2) durante 5 minutos y luego con
agua de grifo, fueron deshidratadas con etanol 95% - xilol con tres cambios de 5 minutos

cada uno, y contrastadas con hematoxilina de Harris y se montaron con resina permount.

Cuantificacién de células de Langerhans CD1a+ y langerina+.

Las células CDla+ y langerina+ fueron aquellas que tuvieron citoplasma de color café
intenso y nucleo contratefiido claramente visible. EI nimero de células positivas fue
determinado en forma separada por dos evaluadores independientes. Las células CDla+
y langerina+ intraepiteliales y de la lamina propia fueron contadas con el objetivo 40X y

camara lacida. EI nimero de campos a evaluar para cada sujeto fueron de 10 a 12 de
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acuerdo a la calibraciéon que se haga en el microscopio y el numero de CL CDla+ y
Langerina + fueron expresado como células de Langerhans por mm? de superficie de

corte del epitelio y/o de la lamina propia.

Procesamiento de datos
Los resultados de cada una de las determinaciones se registraron en la hoja de
recoleccion de datos (anexo 6) y luego se concentraron en una hoja de calculo (Excel

2000, Microsoft, Palo Alto) para efectuar su analisis estadistico (CSS, Statsof, Tulsa).

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se compararon con la prueba de Kolmogorov Smirnov y de acuerdo a los
resultados se utilizo estadistica descriptiva con medidas de tendencia central y de
dispersion paramétrica o no paramétrica. El analisis inferencial se realiz6 de acuerdo a la
distribucién de los datos para comparar la cantidad de células de Langerhans en los dos
grupos con t de student para muestras independientes, U de Mann Whitney, y en su caso
regresion logistica, se consider6 como significativa una p < 0.05. Tamafio de muestra. El
célculo del tamafio de la muestra para iniciar el estudio, se efectu6é con la formula para
calcular el tamafo de la muestra para estimar la diferencia entre dos medias, con un alfa
de 0.05, una potencia del 80% y una diferencia del 70%2° para la cantidad de células de
Langerhans por mmz2. Total 34 sujetos, 17 expuestos y 17 no expuestos a humo de

tabaco.

CONSIDERACIONES ETICAS

El proyecto de investigacion con numero de registro: R- 2006-3502-62, se sometié para
ser evaluado por el Comité Local de Investigacion en Salud del IMSS, UMAE “GGG”
Centro Médico Nacional La Raza. La propuesta y la ejecucion del estudio se efectud
respetando los articulos 96 al 103, capitulo Unico del Titulo Quinto de la Ley General de
Salud de los Estados Unidos Mexicanos en materia de Investigacion para la Salud y las
Normas del Instituto Mexicano del Seguro Social. No viola ninguno de los principios
basicos para la investigacion en seres humanos, establecidos por la declaracion de la
Asamblea Mundial del Tratado de Helsinki, Finlandia, ni sus revisiones de Tokio, Hong-

Kong, Venecia y Edimburgo.
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Se obtuvo la autorizacion de los participantes para ser incluidos en el estudio por escrito
y con lenguaje entendible por los médicos residentes colaboradores de este estudio. El
estudio se realizé por personal capacitado y con la participacion de médicos. La obtencion
de una muestra de la mucosa nasal con biopsia, no ha mostrado la presencia de
sangrado. En un estudio realizado con biopsias obtenidas de la mucosa nasal con la
misma técnica que realizamos en este estudio,®’ en 63 sujetos a los que se les realiz6 en
una sola ocasién una biopsia, no se observ6 sangrado. Cuando se realizé a 29 sujetos
de dos hasta cinco biopsias al mismo sujeto, Unicamente un sujeto presentd epistaxis
(3%), que fue controlado con medidas convencionales. Cabe mencionar que en este
estudio Unicamente se obtuvo una biopsia de la mucosa nasal en cada sujeto, sin
embargo, aunque la posibilidad de sangrado es nula, se consideré el riesgo de sangrado
y se realizaron las medidas necesarias para evitar su presencia y en su caso el control
de la misma. Los riesgos, molestias e inconvenientes se mencionan en la carta de
consentimiento informado. De acuerdo con la Ley General de Salud de los Estados
Unidos Mexicanos en materia de Investigacion para la Salud, Articulo 17, este estudio

representa un riesgo mayor al minimo para el sujeto.
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RESULTADOS

En nuestro estudio se incluyeron 29 sujetos, la mayoria médicos residentes de la

especialidad de otorrinolaringologia, de los cuales 14 (48.2%) fueron de sexo masculino

y 15 (51.8%) femenino. Con respecto al resto de las caracteristicas basales no hubo

diferencias estadisticamente significativas.

Entre los sujetos con exposicién a humo de tabaco 20 fueron fumadores activos y uno

pasivo en los ultimos dos dias, 13 no fueron expuestos a humo de tabaco.

Con respecto a la frecuencia y severidad de los sintomas no hubo diferencias entre los

dos grupos. En el grupo de fumadores el sintomas mas frecuente fue la rinorrea.

TABLA 1

Expuestos a tabaco No expuestos a Total
Categoria Promedio (DE) tabaco

n=16 n=13 n= 29

Edad (DS) 27 (3.75) 27.56 (7.24) 27.68 (3.74)
Genero
Masculino (%) 11(69%) 3 (23%) 14 (48.2%)
Femenino (%) 5 (31%) 10 (77%) 15 (51.8%)
Talla (DE) 1.71 (0.08) 1.54 (0.39) 1.67(0.098)
Peso (DE) 76.21(11.15) 60.39 (16.72) 69.87(12.88)
IMC (DE) 25.78 (2.60) 22.29 (5.92) 24.72 (2.98)
ALERGIAS 3 (19%) 1 (8%) 4 (13.7)
(polvo, gatos, capriola,
heno)
Alcoholismo 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Cotinina (DE) 1349.92 (1702.5) 199.75 (521.8)

Rel cot/creat

1071.75 (1481.8)

169.87(438.5)

596.3 (1210)
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Resultados de las células de langerhans

En los cortes de tejido de las biopsias de mucosa nasal de 2 mm identificamos integridad
del epitelio y la Idmina propia, no se identifico la presencia de células de langerhans
CDla+ y Langerina+ en la mucosa nasal con inmunohistoquimica, tanto en el grupo de

fumadores con los no fumadores.

DISCUSION

El objetivo del estudio fue Identificar y comparar la cantidad de células de Langerhans
CD1la+ y Langerina+ en la mucosa nasal de sujetos sin enfermedad nasal, expuestos

(fumador activo) y no expuestos de forma habitual a humo de tabaco.

En este estudio no se identifico o fue casi nula la presencia de células de Langerhans en
la mucosa nasal de sujetos sanos, nosotros esperabamos identificar una mayor cantidad
de células de Langerhans, ya que estudios realizados en la mucosa bronquial han
encontrado la presencia de estas células.?®*1 Como lo comentado por Tazi, A J Hance,
et al., donde demostraron que las células de langerhans CDla-/CDIc+ estan presentes
tanto en la submucosa bronquiolar como en el parénquima alveolar del pulmén sano,
mientras que las células CDla+ se encuentran preferentemente dentro del epitelio

bronquiolar. 2°

En algunos estudios revisados en la literatura se encontré que existen pocas células de
Langerhans en biopsias tomadas de mucosa nasal en pacientes sanos comparados con
pacientes con algun tipo de alergia.?>2® Tal es el caso del estudio realizado Fokkens W,
Vroom T, Rijntjes E, et al., donde analizaron 12 sujetos con promedio de edad de 28 afios
sanosy con pruebas de alergia negativa, encontrando que el promedio de células CDl1a+
por milimetro cuadrado en el epitelio fue de 20 (D.E. 14.1) y en la lamina propia de 4 (4),
comparado con 11 pacientes con algun grado de atopia donde en el epitelio fueron 55
(49.5) y en la lamina propia 12 (de 22).?5 En la rinitis alérgica las células CDla+
presumiblemente células de Langerhans, han demostrado que desempefian un papel en
la presentacién de los alérgenos, debido a esto sigue siendo una cuestion interesante si
estas células son constitutivamente mas numerosas en la mucosa nasal de los pacientes

con rinitis alérgica o si migran al epitelio durante la exposicién.?
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En base a estos resultados nos planteamos el motivo por el cual no identificamos un
aumento en el numero de éstas células de Langerhans en la mucosa nasal, ya que la
mayoria no presentaba ninguna patologia de tipo alérgica y por lo tanto, no se logro
identificar si la exposicion al humo de tabaco disminuia o aumentaba aun mas la

expresion de este tipo de células.

La deteccibn de ceélulas de Langerhans CDla+ y Langerina+ al realizar
inmunohistoquimica de las biopsias realizadas en mucosa nasal fue negativa tanto para
el grupo de fumadores como los no fumadores, sin embargo, en la revision de la literatura
no esta documentado aun el efecto que tiene el tabaco en la presencia de células de
Langerhans en la via aérea superior, en comparacion con la presencia de dichas células
en el tracto respiratorio inferior de pacientes fumadores, donde es cierto, que existe
evidencia que el humo de tabaco ejerce un efecto en la cantidad de células de
Langerhans del epitelio pulmonar y bronquial. En un estudio publicado por Soler P,
Moreau A, et al., hicieron una evaluacion cuantitativa y morfofuncional de las células
dendriticas y las células de Langerhans en bronquiolos y parénquima pulmonar en
fumadores, donde observaron un incremento del 140% en el numero de células de

Langerhans CD1a+, en este grupo.*°

Este estudio nos cuestiona sobre si la cantidad de células de Langerhans se modificaria
en pacientes con alguna patologia nasal, poniendo como principal referencia a la rinitis
alérgica, comparado con pacientes sanos e investigar los efectos del tabaquismo, el cual
agravaria la sintomatologia nasosinusal y por lo consiguiente el reclutamiento de células

de Langerhans en la mucosa nasal.

Con base a lo antes mencionado surgiria una nueva hipotesis sobre la participacion de
las células de Langerhans en la fisiopatologia de la rinitis alérgica al comparar sujetos
sanos y pacientes con rinitis alérgica para identificar la disminucion de estas células en

la via aérea superior y como el tabaco podria agfectar su expresion.
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CONCLUSION

En este estudio no se identificaron células de Langerhans CDla+ y Langerina+ en la
mucosa nasal de sujetos sanos, de igual manera, no se demostré algun efecto ante la
exposicién al humo de tabaco en la cantidad de dichas células en la mucosa nasal en
sujetos sanos. La cantidad de células de Langerhans en la via superior es menor a lo
identificado en la via aérea inferior de sujetos sanos, aun no se ha documentado el efecto
del tabaco en las células de Langerhans en la via respiratoria superior. Es deseable
buscar en otras enfermedades nasosinusales como la rinitis alérgica si se estimula el

reclutamiento de estas células ante la exposicion al humo de tabaco.
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ANEXOS.

CUESTIONARIO SOBRE CONSUMO DE TABACO

TABACO

=

. ¢Ha fumado rabaco alguna vez en su vida?

@ Si —% Passapreg 2
(DINe __ , cobeapreg 15

2. ;Cuantos afios tenia cuando fumé tabaco o
cigarrillos por primera vez?

Edad

9. ;Fuma usted mas durante las primeras
horas del dia que durante el resto del dia?

1) Si
% No :| Pase a preg. 10

@ Ya no fuma ——» Sale apreg. 14

3. En toda su vida ;Ha fumado mas de 100
cigarros, es decir, 5 cajetillas?

(1) si
(Z) No

10. ; Seria dificil para usted abstenerse de
fumar en lugares donde esta prohibido?
(lglesias, bibliotecas, cines, secciones de
no fumar en restaurantes u oficinas)

@ si
@) No

4. Enlos altimos 12 meses, ; Ha fumado
tabaco?

@ 51 ———» Paseapreg 5
(2) No—— Sateapreg 14

5. Enlos altimos 30 dias, ;Ha fumado tabaco?

@ S5) ——— Paseapreg &
@ No —— Saleapreg &

6. Aproximadamente, ; Cuantos cigarmrillos ha
fumado diariamente en los Gltimos 30
dias?

@ Mo fuma diario
(Z) De1as

(3) Deda10

(4) De11az20
(5) Mas de 20

11. De los cigarros que fuma durante el dia ¢ Cudl
seria el mas dificil de dejar para usted?
(Marque una sola opcion)

(1) El primero de la mafiana

(2) El de después de comer

(3) Cuando estd bajo tensién
(4) El del bafio

(5) El de antes de dormir

(8) Algin otro

@ Todos

12. Cuando se enferma y tiene que permanecer en
cama ;Usted fuma?

1) si

@) No

7. ¢ Cuanto tiempo después de despertarse fuma
su primer cigarro?
(Margue una sola opcion)

(1) Los primeros 5 minutos
(Z) Entre 5y 30 minutos
(3) Entre 31 y 60 minutos
(4) Mas de 1 hora

13. ; Alguna vez ha intentado dejar de fumar?

@ si

Sale apreg. 15
@) No

14. ;Hace cuanto tiempo dejé de fumar?

I Meses afios

8. ¢Cuantos afios tenia cuando comenzd a fumar
rabaco diariamente ?

(@ Edad
(Z) Nunca ha fumade a diario

15. De las personas que viven con usted, ; Cuantos
de ellos fuman? (Dé su mejor aproximacion)

NiOm. de personas
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CREATININA EN ORINA

Se obtendréa orina una muestra de orina de 15 ml que se recolectara en un recipiente de
boca anchay estéril de 150 ml (Corning). Durante la recoleccion de la muestra se debera
desechar el primer chorro de la miccién e inmediatamente se depositara el resto en el
contenedor proporcionado. Luego se colocaran 10 ml de esta muestra en un tubo de
ensayo de vidrio y se centrifugard a 2000 rpm durante 15 minutos, alicuotar el
sobrenadante en tubos de Ependorf de 2 ml (Axygen Quality). Las muestras se
almacenaran a -20 ° C y se procesaran en bloque para su analisis. Para la determinacién
de creatinina en orina, las muestras se descongelaran a temperatura ambiente y
homogeneizadas antes de si analisis. La determinacion cuantitativa de creatinina en orina
se realizar4 mediante la técnica de colorimetria con el analizador (ILab 600, Instrumentation
Laboratory, UK) con el Kit Clinical Chemistry IL Test tm Creatinine, las mediciones se

realizaran a una absorbancia de 510 nm. Los resultados se registraran en mg/dl.

DETERMINACION DE COTININA EN ORINA.

La muestra de orina se obtendréa instruyendo al paciente que coloque en el frasco estéril
gue se le proporcione al menos 20 ml. Las muestras congeladas, se descongelaran para
la determinacién de cotinina en orina en 10 a 15 ml de la misma. Se procesaran en
blogues por técnica de HPLC, previa calibracion, en el cromatégrafo liquido de alta

presiéon (9050, Varian, Texas). Los resultados se registraran en ng/ml.

La determinacidn de creatinina en orina se realizara con la técnica de cromatografia de

gases.
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CARTA DE CONSENTIMIENTO.

"EFECTO DE LA EXPOSICION HABITUAL A HUMO DE TABACO (FUMADOR ACTIVO) EN LA
CANTIDAD DE CELULAS DE LANGERHANS EN LA MUCOSA NASAL DE SUJETOS SIN
ENFERMEDAD NASAL” HOSPITAL CENTRO MEDICO "LA RAZA".

Lugar y fecha .

Nombre: , por medio de la presente acepto participar, en el proyecto de

investigacion titulado "Efecto de la exposicion habitual a humo de tabaco (fumador activo) en la cantidad

de células de Langerhans en la mucosa nasal de sujetos sin enfermedad nasal” con nimero de registro

ante el Comité Local de Investigacion en Salud, que tiene como objetivo identificar la

cantidad de células llamadas Langerhans, que forman parte de los mecanismos de defensa en contra de
sustancias que pueden ser dafiinas y que se encuentran en el ambiente, como el tabaco.

Se me ha explicado que mi participacién consistira en contestar las preguntas de un cuestionario y que
revisen mi nariz, asi como proporcionar dos muestras de mi orina y permitir que me efectien una toma de
muestra del recubrimiento interno de mi nariz de aproximadamente 2 x 2 mm, por un procedimiento de
biopsia que se efectlia en el consultorio, después de la aplicacion local de un anestésico (mediante un
algodon y sin agujas), con una pinza especial con la que se toma la muestra mediante un “pellizco” en la
mucosa de la nariz. Se me ha explicado que en un estudio en el que se obtuvieron muestras de la nariz
con esta técnica, se observé que ninguno de 63 voluntarios tuvo sangrado cuando solo se tomo la muestra
una vez, pero cuando se les tomaron mas de dos muestras el sangrado se presento en cerca del 3%. Sin
embargo, se ha considerado la posibilidad de que pueda ocurrir sangrado, por lo que se realizaran las
medidas necesarias para evitarlo, como son el aplicar lubricar la nariz, asi como en su caso cerrar los vasos
con una sustancia (cauterizar) o colocar un tapon de gasa; también podria ocurrir dolor, para lo cual podra
administrarse un analgésico en caso necesario. Con respecto a los efectos de la anestesia local aunque
son extremadamente raros pudiera ocurrir una reaccién de su organismo a la anestesia que puede ser
desde una reaccion alérgica y reflejo vagal.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos como el sangrado de la nariz,
molestias como el contestar un cuestionario y proporcionar dos muestras de orina y que no hay un beneficio
derivado de mi participacion en éste estudio, estaré pendiente y en contacto con el investigador Dra. B.
Montafio V. (52784848 clave 5591159248) ante la presencia de cualquier molestia.

El investigador principal se ha comprometido a darme la informacién oportuna sobre cualquier
procedimiento, para responder cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le plantee acerca de los
procedimientos que se llevaran a cabo, los riesgos, beneficios o cualquier otro asunto relacionado con la
investigacion.

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que lo considere
conveniente, sin que ello afecte mi desempefio, actividad o evaluacion académica por parte del personal
del Instituto.

El investigador principal me ha dado seguridad de que no se me identificara en las presentaciones o
publicaciones de este estudio y que los datos relacionados con mi privacidad serdn manejados en forma
confidencial. También se ha comprometido proporcionarme la informacién actualizada que se obtenga
durante el estudio, aunque ésta pudiera hacerme cambiar de parecer respecto a mi permanencia en el
mismo.

Nombre y firma Dra. B. Beatriz Montafio Velazquez.
del paciente Investigador principal
Testigo Testigo
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HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

Cddigo:

Nombre:

No. Afiliacion:

Edad: (afos)

Género: (M=Masculino, F=Femenino)

Resultados del cuestionario ENA: exposicion activa a humo de tabaco: Si_~ No___

Cotinina en orina > 6.0 ng/ml: Si__ No

Cantidad de células de Langerhans por mm2;

Cantidad de células de Langerhans por mm2 por localizacion: epitelio y lamina

propia:
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