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CARACTERIZACION MORFOLOBICA DE_LAS CELULAS DE LANGERHANS
ERIDERMICAS _EN LAS AVES

ASPECTD I -

FPaul tLangarhans nacild en IB47 y vivid durante una época
en la que 81 interés por la biclogla y la madicina era muy
impartante. Su  padre ara doctor ¥y su madre e8ra prima del
emhridlogo ¢ histdlogoeo Franz iHetbwel. Es posible que estos
antecedentas hayan influido en @&l para dedicarse a la
medicina ¥y en particular a laa ciencias morfeologicas. Antes
de llegar a Berlin, Langerhans estudid en Jena teniendo come
maestra a Ernst Haeckel cuyas ideas determinaron el interés
de Faul por la zoplogia.

En 18548, a la edad de 2! afles, mientras estudiaba el
sistema nervioso de la pigl bajo la gula de Rudolt Virchow v
Julius Cphnheim, Langerhans evidencid las células gque hoy
llevan su nombre, describiéendolas como "cuerpos negros, los
Cuales son muy distintos de las células cgpiteliales’. A
pesar de las recurgos limitados de la época, identifice la
iocalizacidn suprabasal de estas células y sus dendritas,
cada una ton una dilatacidén en  forma de bDotén en su
extremn; ocbservs que algunfs dendritas alcanzaban la capa
cdrnea, mientras que otras se extendian a  través de las

capas inferiores de la epidermis.
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Unicamente dos caracteristicas que Langeaerbhans atribuyas
a estas células no han sido aceptadas: que forman parte del
sistema nervioso y que sus dendritas alcanzan la dermis para
conectarse con el sistena nervioso.

En 18&6%, Langerhans inforno de la presencia de un tipo
celular que forma cdmulos en el pancreas del conejo, ios
itslotes de Langerhans, hallazgo por el cual as ampliamente
conacido dentro de las ciencias médicas.

En 1B74, por razones de salud, Paul Langerhans se
trasladd a la isla portuguesa de Madeira, donde fallecid en
188 a logs 41 afios de edad. Durante ese periodo publice
varios articulaos acerca de la fauna marina de Madeira que
canstituyen una importante contribucidn a la zoologia. Por
ello, no debe sorprendernos el gran namero de especies que
llevan el nombre de Langerhans, el mismo de las celulas

dendriticas y de laos islotes pancre&ticos. -5



Desde usu primera descripcion, @1 origen y funcidan do
las celulas de Langerhans (CL.) han sido motivos de
controversia. Inicialmente fueron consideradas como celulas
nerviosas y  lueqo como un melanocito desgastado o inactivos
se pensd que eran artefactos de tinecidn, ya que las teécnicas
empleadas para 84 visualiracidnm aeran caprichogas y de
raevnl tados inclerton. A 4sto se agregd gue las  fecpicas de
tincien de rutina, coma la hematonrilind y eosina, no las
teffian y por eso muchos investigadores dudarocn que las CL
realmente existieran. Seguramente todp esto axplicaria sl
porque se haya escrito tan poco sobre las CL durante mas de
madio siglo después de su descubrimiento. Hasta 1948 des
corrientes tedricas pretendian explicar el arigen y funcion

tle law Gl la tearia naural y la teoria melanocitica.

TEORIA _ NEURAL.. Ademaw de hacer l1la descripcidn

morfoldgica de las células epidérmicas gque llevan su nembre,
Langerhans especuld acerca de su origen o naturaleza. Pensd
que se trataba de ceélulas nerviosas, sequramente tnfluida
por suw morfalogia dendritica ¥ por su afinidad a una
impregnacidn a base de cloruro de oro diseffada por J. F.
Cohnheim para evidenciar elementos del tejido nervioso. En
192B8% esta idea 3o enriquecid al ser consideradas las CL

como receptores al tacto y al dolor, como precursores de las
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células de Merkel, como células ganglionares autondmicas o
como células de Scehwann. Pasteriormante, otros
investigadores europeons siguieron sosteniendo gue las CL
eran elementos neurosensoriales intraepidermicos o c#lulas
con  funciones neurpvegetativas y neurahormonales-%«  En
1942, se {nfnrmd que las tcélulas dendriticas de la epidermis
de origen neural (CL y melanocitos? mostraban actividad de
ATPasa, al igual que algunas extensiones intraepidérmicas de
narvios localizades en la dermis, con las que establecian
contactns o conexiones.” En este estudio se especuls sabre
el posible significado funcional de la ATFasa en  las
celulas epidérmicas sugiriéndose qua, como 2n otros sitios,
la enzima f;voracia la caonduccidn de impulsos nerviosos al
acltuar como bomba de iones vy para‘ el almacemnamiento y
liberacidn de catecolaminas, posiblemente por los
melanncitos. S5in  embargo, hasta abora no se ha demostrado
satigfactoriamente una relacidn morfoldgica entre las CL y
terminaciones o fibras nerviosas.

Recientemente ha sido identificado, pat
inmunofluorescencia indirecta, un neuropéptido parecido a la
somatostatina en ceélulas dendriticas OKTS positivas en la
dermis vy epidermis de piel normal y de pacientes con
urticaria pigmentosa.®™ Egto llama poderosamente la atenciaon
- ya que sugiere que las CL. tienen alguna relacidn, maés que
Vantmgénica. funezional, ton el sistema nervioso.

En conclusién, no hay evidencias criticas gue prueben



]
gue las CL derivan o scon elementos del sistema nervioso. Por
ahora, su posible papal neurohormonal na =ata

wuticientemente fundamentade ol dirscartada, siondo muy

atractivo para futuras invegtigacionwns.

TEORIA MELAMOCITICA. La observacicdn de cortes de piel
procesagos para ver CL vy melanociteos da la impresidn de que
hay una correspondencia und a uno entre los melanocitos
basales y las CL. suprabasales. Debido a ésto se pensd gque
ambas tipos celulares pertenecian a la misma genealogia. Se
postulaba que las CL eran malanocitos degsgastado=m,¥-3+e@
melanocitos inmaduros o postdivigionales,.**-*2 Aungue &
identificaron ultraestructuralmente caracteristicas comunes
entre los melanocitos y las CL, cada tipo celular presenta
un organelo dnico, el melanosoma ¥y el grdnulo de las CL o
granule de Birbeck, respectivamente. ** La degscripcidn de
células epidérmicas con ambhos organelos hizo suponer que
antre las CL y los melanocitaos habia células intermedias que
indicaban la relacidn entre los doa tipos celulares.*?® Poco
despuéas surgieron evidencias que demostraban que la
densidad de la poblacicn de melanocitos tenfa variaciones
considerables mientras que la de las CL era muy constante en
rasi todas las reglones de la piel.** En este sentido, la
supuesta relacidn numérica entre melanociteos y CL ne podia
ser considerada come una evidencia contundente para sostener

la teoria del melanocito desgastado.
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De particular importancia para aclarar la hipdtesis del
origen de las CL a partir de melanocitos rasultarian los
experimentos do May Rawles,+™ quién demostro
concluyentamente el origen de 1oz melanociteos a parttr de
las cfﬂstas neurales, Simulténeamente, Masson®® postuld que
las CL eran melanocitos desgastados viajando a traves de
los estratos epidérmicos en vias de descamacidn; al parecer,
Merkel f(citadeo por Billinhamio) ya babla sugerido algo
semejante,. Duranmte muchos affos osta teorfa predoming en la
mente de varios investigadores., Umna década después de que
Masson la propusiera, las evidencias circunstanciales que la
apoyvaban recibirian un dasatftio verdaderamente critico.
Silvers'* aplicd las experiencias de Rawlesi™ y gncontrd
células dendriticas aurepfilicas en la piel de ratones
experimentalmente deprivadeos de crestas neurales y concluyd
que las Cl. no se originaban de éstas ni tenfan relacion con
los melanocitos. Posteriormente, astos resultados fueron
reproducidos en experimentos s#imilares, empladndosge la
microscopia electrédnica de transmisidn para identificar a
las CL en la piel de los primordios de la extremidades de
ratén deprivada de sus componentes originados en las
crestas neuraless las conclusiones de Silvers fueron
confirmadas rotundamente.*”
Los estudios enzimolédgicos o de histoquimica enzimitica
{ver capitulo correspondiente) también san gvidencias en

cantra da la teoria dal melanocito desgastado, ya gue
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demuestran gue la CL tigne una intensa actividad
hidrolitica, que estad viva v que no 2 una calula degenerada
o desgastadas; por airo lado, emparenta a las CL con otras
células con las que compartg eatas actividades enzimaticas.
La tincaorporacidén de timidina tritiadsa por las CL eo
indicativo de que sintetizan DNA, gue tienen capacidad de
autorreplicarse y por e2llo es portc probable que corresponda
a un melancclto "degsgastado". 1919 Casi simdltancamente «
las experimentos anteriores, se descubrid que los célulac
proliferantes en la histiocitosis X presentabam un arganelo
citoplasmico caracteristico,?® semejante al granulo de las
Cl..®* Esto resultaba sorprendente porgque era una evidencia
de la existencia de CL en sitios extragpidérmicos donde no
eHistian melanocitos, y porgue sugeria una relacion entre
las CL y laos histiocitos.

ABl puas, transcurrieron cien afos  para que laws CL
adruiriaran una identidad propia y para que &l contenido de
las investigaciones gobre asata célula tuviera wun giro

radical.

TEQRIA MESODERMICA. Entre 1265 vy 19753 se fueron
acumulande un mémero censiderable de evidencias acerca del
posible origen mesodérmico de las CL. Fueron consideradas
comn células inmunocompetentes o como c&lulas gue podian
capturar materiales antigénicos.22 Ultrasstructuralmente se

f

identificaron celulas similares a las de Langerhanas en
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tejido normal y patoldgico. Asi, las CL se ovidenciaron 2n
el timo,2™ an linfonodos®* y en células de 1la histicocitosis
x_no.:u.a::

Poco después del inicio de la décado de los 70, se
oheservd que en las reacciones de hipersensibilidad retardada
a alergenos aplicados eplcutaneamente, algunas célulaw
parecidas a lintocitos establecian contactos estrechos con
las CL, ademas d& que @l nlmero de ostas aumentaoban
gignificativamente eoen los wvados lintaticos ¥y gen los
linfonodos regiconales.2e«-38 . 1974, Shelley y Juhlin=*®
demostraren "in vitro" la afinidad de las CL por ciertas
sustancias potencialmente alergénicas como algunoas metales,
aminas y aldehidos. Lo anterior hiza suponer que si las CL
estaban involucradas en reacciones inmunoldgicas deberian
potecr algunos marcadores caracteristicos de las células con
funcionea inmunoldgicas conocidam. Entre 1977 y 1979, se
domostrd que las CL #n  humanos, cabayos y ratones,
espresaban en su superficie receptores para el %ragmento
cristalizable (Fc) de la IgB8 v para el componentse C3 del
complemento, y también antigenos H-2 (HLA-A, By, £ en
humanos, regidn B en cobayos) e Ia {(antigenos asociados a la
respuesta  inmune) codificados por el complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH).S<—-=¥ En canjunto, estos hallazgos
indicaron que lag ClL tenfan marcadores de superficie
caracteriéti:os. los cuales eran similares a los de las

células de la serie monocito-macrédfago, sugiriendo @l origen



mesodérmico de aquellas.

Un afo importante an la hiatoria de las Cl fue 1979,
cuando Katz, Tamak i vy Sachs demostraron definitivamente que
rutas células derivaban y e@ran continuamente suotltuidas
par células precursoras moviles provenientes de la médula
dsea. En sus experimentos se trasplants piel de un raton
A/J a ratones hibridos F1 (A/J x BALEB/cY vy, despueés de
periodos variables, se detaermind la especificidad de los
antigenos Ia y H-2 de las c¢ceélulas trasplantadas con el
objeato da definir si log qgueratinocitos y las Clb tentan
egspecificidad del donador o del receptaor. Para esto se
emplesd una técnica de inmunofluorescencia indirecta v
simul tdneamente se hicieron pruebas de formacidn de rosetas
para el Fc de la IgB. A los Il dias del tnjerto, se observd
un incremento gradual en @l porcentaje de CL  eon
caracteristicas del receptor (=21 antisuero empleado
reaccionaba sdlo contra el antigene la.8 de las CL de
rataones BALB/c y de los hibridos F1l, pero no con el antigeno
de las CL del donador A/J), mientras que los queratinocitos
;untinuarnn siendo del donadar. El porcentaje de celulas
formadoras de rosetas (Fe—Igli positivas, Ia.B positivas)
tambign se incrementd de un &61% a leog 11 dias hasta un 100%
4 los 4% dias despues del injerto. Esto sugerfia que las CL
Ia.0 pma{tivum y F IgB3 positivasa, presantes on la plel
traspléntadaa, s  oridginaban de ceélulas méviles del

receptor. S5in émbargn, na se_excluia la posibilidad de que
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las CL de la piel trasplantada se hubileran originado a
partir da las CL de la epidarnis que radeaba al ipjuarto.se
Farra aclarar auta duda e aestudicd la wespecificirdad de 1a
antinenoz la ¥ H-2 an law colulas epidernicas de ratones
irradiados a los que paosteriormnente se les inaertd madula
dsea. A ratones CS7B1/4 irradiados con 750 R se  laes
transfundieron células de la médula dsea de un  raton BALB/c
(sistema alogédnico) y a los &2 dias después de la
gquimerizacidn se encontré que mas del 457 de las CL tenlan
especificidad del donador (BRALB/C) . En un  segundo
experimento, ratonas Bl0.A 1rrudiadon con 200 K recibieron
intravenocsamente células de la medula dgea  de un ratdn F1
(B2 x B1O.A)Y (sistema semialogénico) y e determindg que a
los B dias da la quimerizacicn, el BOX de las CL eran del
donador de medula oseda. Ul traestructdralmente s oghsarve gue
las céalulas formadoras de rosetas  tenian  todas las
caracteristicas de las CL. En ambos sistemas experimentales,
los gqueratinocitos de los animales quiméricos tuvieran
especificidad del receptor. La conclusidn obvia fue que las
EL epidérmicas derivaban y eran continuamente repobladas por
precursores moviles presentes ‘&n la magula L 1-F-F1
" trasplantada.™® La naturaleza de dichos precursores no fue
determinada, eppecul Andeoss que la célula més probable fuera
@l promonocito, ya quea las CL  axpresan marcadores de
superficie similares o idénticos a los de las cé&lulas de la

serie monocito-macrédfaga, =9
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En 1984, Vole-FPlatzer y colaboradores abtuvieron
evidencias del origen de las CL humanas a partir de células
presantes en  la medula odsea. Una mujer de 19 afios de edad
con anemia aplastica, secundaria a tratamianto con
¢loramfenicol, recibid un aloinjerto de medala osea de gou
hermano. A los 180 dsas del procedimiento, la paciente
desarrolld un sindrome parecido al ligquen plano que progresa
hasta una forma esclerodermpide, afectando Anicamente la
piel. A 1lnas &l14 dias se tomaron biopsias de piel y sea
procesaron para estudios inmunohistoldgicos con OKTéE v
‘emplzande un anticuerpo marcada con rojo-Texas. Los cortes
de piel también fueron edpuestos a mostaza de quinacrina
para verlos al microscopio de fluorescencia. Se observd gque
varias ceé&lulas OKT4 positivas, del receptor femenino,
presentaban cuerpos Y Bn sus  nAcleos. El cuerpo Y e un
segmento distal del cromasoma Y que fluoresce
brillantemente y es visible despuds de la tinclidn de ndcleos
en interfase y metafase con mostaza de quinacrina. De esta
manera pudieron conclulr que las CL de la paciente se habian
originade de celulas presentes en la médula dsea que
recibid de su hermano, con lo gque s2 confirmaban los
primeros estudiogs en rataneé quiméricos sobre el origen de

lag CL.T%w.ao



HISTOQUIMIEA DE LAD GELULAS DE LANQERMANS

IMPREGNACIONES AURICAS, Las Cl.  fueron evidenciadas por

primera ve:x con una técnica a base de cloruro de oro
diseflada por Cohnheim para estudiar elementos nerviosos.
Desde un principico se notd que el procedimiente daba
resultados variables, siendo mas exltoso cuando se empleaba
piel de cadaver de 2 dias. Esto motivéd gque las CL fueran
cansideradas coma artefactos técnicos, provocados por los
procesos autoliticos de ta piel estudiada.=®

Quienes han empleado la técnica de Cohnhaim opinan que,
aungue nn'pﬂoduca maceracidn ni distorsidn celulares, no
revela con finmza low preocesos dendriticos de las Cl en
comparacidn a la wvariante de 1a técnica introducida por
Gairns. t9+4* Ambas técnicas comparten la variabilidad de sus
resul tados, para lo cual no hay explicacidn, ya que los
cortes de piel tratados de la misma manera pueden mostrar
marcadas diferencias locales en el grado de impregnacidn de
las CL.4%+4>

Ern 1948, Zalickwon y Mottmzee demastraron
ultr.nntvuctura]mantn; en la plel humana, que las células
fuertemante impregnadas con oro eran idénticas & laas CL ¥y
claramente diferenciables de los queratinacitns Y
melanocitos. El1 depédsito de las particulas de orae se
localizd alrededor de la cublerta nuclear y finamente en el

citoplasma, sin +¢ener una ubicacidn especifica en alguno de
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lus organelos., La introduccion del tiomalato de oro para
estudiar las CL en laminas epidérmicas de cobayo parece
ofrecer resultados mas consistentes y reproducibles,
caomparables a optras técnicas de mayor difusidn como la
demostracidn histogquimica de adenosintrifosfatasa.4®

l.a afinidad de laa CL por tinciones a base de metalas,
en egte casp por &1 oo, NO parece s una casualidad. E1
cloruro de oro es un sSensibilizador moderadamente potente
que puede inducir hipersansibilidad &a contacto, situacién
en que las CL. tienen una destacada participacidn come

ce&lulas presentadoras de antigenos.

IMPREGNACION ARGENTICA, ta utilizacidn de la plata para
estudiar a las ClL ha tenido poca difusidn porque impregna a
otros elementos cutaneos como melanocitos y terminaciones
nerviosas, Sin embargo, se ha informado que entre el estrato
basal ¥ el estrato granuloseo de la piel del cobayo, existe
una poblacidn de células dendriticas, visibles con el mé&todo
de impregnacidn con plata de Holmes, que morfoldgicamente

corrgsponden a las CL.3*9

TINCIONES BUPRAVITALES. lLas CL  tienen afinidad por
algunos colorantes qUinona-iminas como el azul de metileno y
el azul brillante de cresilo. Cuando se procesa epidermis
separada de la dermis con una solucidn diluida y débilmente

alcalina de estos cnlbrantes, pueden observarse células
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dendriticas altamente ramificadag en los estratos
superficiales de la epidermis, morfeldgicamente semejantes a
las CL impregnadas con clorura de oro. Estas técnicas no han
sido muy empleadas porgue tiflen melanpcitos y terminaclanes

nerviosas. @

METODOS DEL . JODURQ DE 0OSMID Y DEL ZINC-IODO-0SMID
L2103}, Las propiedades tintoriales de una mezcla de acido
dsmico y induro de potasio fusron estudiadas primeramente
poar Champy en 1913,%% utilizandaose par; el estudio de fibrag
nervinsas, En 1958, Niebauer y Welidmann wemplearon la
técnica y demostraron CL.*¥ Un afio después, en 1959, Maillet
modificd la técnica de Champy, proponiendo el uso de 1la
mezcla formada por teirdxido de osmic-iocduro de zinc,*®
siendo empleada nuevamente por Niebauer y colaboradaores en
1249, para demostrar que las CL de la piel humana normal vy
de pacientes ©on histioclitosis, presentan 2itios reactivos
al ZI0 en la cubierta nucleary, en &l complejo de Golgi vy,
particularmente, en &1 granuleo de las CLj con microscopia
foténica también demostraron el depdsito selectivo de la
mezcla ZIOD en células dendriticas epidérmicas, las Cl.,
facilmente distinguibles de los queratinocitos.#*?

En 1978, Rodriquez y Caorsi, realizan cuatro
modificaciones a la técnica convencional del ZI0 y lograron
la tincidn selectiva de las CL  en humanaos, demostrando la

afinidad por eatos metales de algunos arganelos,
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especlalmente del gridnulo de las CL del que propercionarcon
una detallada descripcidn ultraesstructural P2

l.a mezcla ZIO ha aido aplicada a laminas epiteliales
del! exocérvik humano, chteniéndose una tincion excelente de
las Ct. cuyas caracteristicas ultrasstructurales son

idénticas a las Cl. epidérmicas.=*

HISTOFLUQRESCENGIA ~ PARA . L-DOPA,  DOPAMINA ¥
NORADRENAL.INA, Las CL de humanpos y cobayos albinos tienen la
capacidad de acumular Yy retener aminbacidos como la L-
hidroxifenilalanina (L-dopa)®2 y algunas catecolaminas como
la dopamina vy la noradrenalina®= reveladas por el método de
Falck, Hillarp, Thieme y Torp.®+ Las CL aparecen an una
posicidn suprabasal, con sus procesos dendriticos dirigidos
hacia la superficie terminando en una peguefia dilatécién en
forma de botén. Algunas células dendriticas de la dermis,
indistingulbles de las CL, tambien ée ponen &n evidencia can
esta técnica.

tLos melanocitos pueden mostrar fluorescencia debido a
su contenide natural de cisteinildopay sin embargo, pierden
la fluorescencia al! lavarse con el amaortiguador hicarbonato
Ringer—-Krebs después de la incubacicdn en L-dopa. Ademis, el
fluardforo de ciateinildopa, inducido por 21 formaldehido,
tiene su maximo de excltacidn/emision de 430/490 nm, lo que
permite distinguirlo del fluordfore de L-dopa gque e35 de

410/480, por lo que =l métodpn puede considerarse sensible y
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selectivo para la visualizacidn de las CL.®S

El método de L—dopa ha sido empleado en 21 estudio de
la piel oo paciontes con dermatitis de contacto alédrgica,
ravelandose microlesiones foarmatias poer acdmulos de cédlul awe
dendriticas  fluorescentes en la epidermis y en la parte
superior de la dermis gue rodean a otras células redondas,
con menor fluorescencia, pargcidas a células mononucleares
probablemente linfocitos.so®

La captacion de aminas biogenicas, dopamina vy
noradrenalina, parece tenar ciartas particularidades.
Mientras que la fluorescancia de lL-~dopa se observa a iraves
de toda la CL, hasta la mas fina dendrita, la fluorescencia
drz las aminas estd confinada a peguefioe granulos on el
citoplasma, particularmente en la region perinuclear. Cuando
se incuban cortes de piel en un medio gue contiene L-dopa v
las aminas, las CL muestran ambos patrones de fluorescencia,
caracteristicos para cada sustancia, lgo que hace suponer que
los mecanismas de captaecidn operan independientemente v no
interfieren uno con el otro.==

El melanocito también capta dopamina, pero nao el
derivadao fA~hidroxilado de ésta, la noradrsnalina, asf que la
naradrenalina seria la amina de eleccidn para la
visuallzacion do las CL. Bin ambargQo, ccon tiampos de
incubaciedn menares de 30 minutos ge evita que el melanccito
capte la dopamina 1o que debe considerarse cuando se utilice

esta para producir histofluorescencia de las CL.5%
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El mecanis=mo de la captacidn de L—-dopa y de las aminas

afin no estd completamente aclafado. Se sabe que las CL
acumulan y retiemnen L—dopa, adn a concentraciones muy bajas
del aminoacidm en el moadio de itncubacion, por medio de un
transporlie sutereoespaciftico, ya que las Cl. no captan oiros
aminpacidos de estructura parecida com D--dopa,
dihidronifenilserina, m-metildopa, metatirosina y =~ O-
hidroxitriptofano. E1 fransporte puede ser bloqueado o
inhibida por otros aminoacidos como metionina, alanina,
serina vy norvalina. Algunas proteasas comeo papaina vy
tripsina deterioran la captacidn de L-dapa, guircas poarqgue
datian a la proteina acarreadora de é&sta, unida a la membrana
de lag Cl. La inhibicién de sulfhidrilos por N-etilmalimida
y p-cloromaccurifenileulfonato tanbilian afentas la capbtacidn

de L-dopa.®®

IST IMIC I Ca

ADENOBINTRIFQEFATADA, tn 1742, Muatakallio” informd gue
los nervieos papilares, sus extensiones intraepidermicas,
las CL vy probablemente los melanccitos, podian evidenciarse,
en la piel bumana, empleando una reacecidn histoquimica para
qdenusintrifnsfatasa {ATPasa), con 81 medit de Padykula vy
Hermann®* o con el de Wachstein y Meisel.®” Ege mismo afo,

en un trabajo semejante, Jarret y Riley75 informaron gque las
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celulas dendriticas de la piel humana eran ATPasa positivas
y esterasa inespecifica negativas. En 1763, Bradshaw y
colaboradores,os al a@studiar la actividad de ATFPasa
mitocondrial ¥y no mitocondrial en cortes de piel hyumana,
concluyeran, entre otras COSas, que las celulas
dendriticas, "melanocitps activos vy melanocitos desgastados
o CL", presentaban actividad de ATPasa no mitgconderial
resistente a periodos prolongados de fijacidn en farmalina.
En 19864, MUWalft®* demostrd gque en la epidermis del cobayao
existen células dendriticas con actividad de nuclodside
trifosfatasa v de aminopeptidasa, conaiderdndolas come Cl..
Hasta egate wmomento no se habia determinado el sitio
celular de actividad de ATPasa ni s1i1 ésta era Bruclusiva de
las CL o =i los melanccitos u otras células epidermicas
también la exhibian. Para mediados de la década de los 60 ya
se conecian los criterios ultraestructurales para
identificar a las CL {(ver tapitulo correspondiente). Tomando
an cuenta lo anterior, Wolff y Winkelmann, en 1947,1+
combinaron la histoguimica enctimadtica y la microscopia
oluctrdnica de tranemision y daemowstraron qué 1a actividad de
NTrasa epidarmica se locallza enclusivamente en la menbrana
plaamatica de las Cl. A partir de entonces, la hiﬁtnquimicg
para ATPasa es considerada altamente especifica para
identificar a las CL epidérmicas, comparahle a las técnicas
inmunahistnquimicas para Té®2 y para la.%t

lL.a ocbtencidn de laminaz epidérmicas fue empleada por
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Billingham v Medawar?®? para estudiar las diferentes células
dendriticas de la epidermis, aungue nunca realizaron
histoguimica para ATPaga. Fataa easte fin, las laminas
epidérmicas si obtuvierpon con una soluclian dea  bromueo de
sadlo en plel do cebayo normal  y tratado con radiacién
tiliravioleta~2—+4 asi{ como de pacignte con vitiligo.+«= El
metodao de separacidn parecia alterar la actavidad
enzimatica, dafMaba a la epidermis y requerfa tiempos de
incubacidn de hasta 1.5 horas.

En 1975, Mackenzie y Squier®2 introdujeroh como medio
de separacidn e laminas epidaérmicas una solucidn
balanceada de EDTA, idaada originalmente por Goaletta y
MacLallum.~” Esta tue wna contribucien importente a la
técnica para ATPasa ya qua las laminas epildeérmicas da
ratones Balh/C se obhtenian mas répido y requerian menas
tiempo de incubacidn en el sustrato que las obtenidas con
bromureo de sodin, lo que permitia preservar la morfologia
epidérmica ¥y obtener una localizacidn mas precisa del
producto de la reaccion histoguimica. Algunas de las laminas
sometidas a la téenica fueron procesadas para microscopia
electrdnica de transmigidn observandose que el praoducto de
la reaccidn histoquimica watabg localizado an &l eapacio
eutraﬁelular que rodeaba a ctalulas dendriticas ton
caracteristicas ultraestructurales de CL. Los resultados de
este trabajo son, ademas, otra evidencia de la especifictdad

de la técnica para ATPasa en sl estudio de las CL.
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En 1977, Shalley y Juhlin=®® y Juhlin y Shelley+=
demostraron que la morfologia y la afinidad "tintorial" de
las CL puede ser modificadas por el método de separacidén de
laminas epidérmicas. Esto debe tftomarse en cuenta porgue
puede ser un factor de errar muy importante en la
interpretacidn de resultados al emplear laminas epidérmicas
para estudiar a las Cl.

Al inicio de la década de los B0, ol madtodo de ATPasa
estaba plenamente difundido y aceptado., Sin embargo, se
seguilan hacliendo modificaciones como las de Robing v
Brandon®=® qguienas utilizaron el formol-cacodilato  como
fijador y aumentaron la concentracicdn del sustrato en el
medio de incubacidn. Compararon sus resultadoas con los de
otras metogonsgts. 08, de Y concluyeron gue con susS
modificacianes se lograba una excelente definicidn del
cuerpa celular y de los procesos dendriticos de las CL
epidérmicas de cobayo.

Recientemento se ha informado que laws CL epidérmicas de
rogsdores pueden  ser demestradas con mayor especificidad y
mejor definicidn al utilazar como sustrato el
adenosindifosfato (ADP) en lugar del adenosinstrifosfato
(ATP) . &®.79 £n realidad, algo semejante habia aidao
observado, aunque no intencionalmente, por Farghuar vy
FPalade”* en 1966, al estudiar la actividad de ATFasa en
células epidermicas de anfibios.

En la sctualidad ase acepta gque la histoquimica
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enzimatica para ATPasa évidencia especificamente a las CL
epidérmicas. La enzima es resistente a 1la fijacidn con
formaldehido, est4d unida a la membrana celular de las CL y
cataliza 1la hidrdalisis de ATP y ADFP (adenosinpolifosfatasa)
en pragencia de iones de plomo y magneslio para formar
faosfato de plamo, el cual es visualirado al tratar las
preparaciones con sulfuro de amonio para producir sultato de
plomo, de colar negro, sobre la superficie de las CL. El
método es particularmente Gatil cuando se aplica a laminas
epidérmicas porgue é&stas permiten observar la distribucicn

numérica y espacial de las CL.

ESTERABA _ND EGPECIFICA. La primera demostracidn

histoquimica de 1la actividad de esterasa no especifica en
las CL corrasponde a Jarret y Riley,”? quienes smplearon una
modificacion a la teéecnica con pararosanilina hexazotizada,
introducida par Davie y Orpetain en 195%.73 En la pial de la
tola de ratones, demostraron céelulas dendriticas epidérmicas
y dérmicas esterasga inespecifica positivas, pesro ATPasa
negativas. En la piel Hhumana sélo encontraron una banda de
actividad de esterasa a nivel del estrato granuloso.
En.1966. Riley”4 estudio las propiedades hilgtoquimicas
de la esterasa inespécifica de las células dendriticas
epicddrmicas de la cola del ratdn, demostrando que la enzima
e Una acetllesterasa dependlenle doe  sulfThidrilou, gque

hldroliza Gnicamente npaftil #otaered y que ow inhibida por
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fluorures Yy organcotfosfatos. Ese mismo afo, Campou-—-Aagen y
Fearaes?™ realizaron una amplia investigacicon en tornag a la
actividad enzimatica de las CL en cortes de piel y laminas
epidérmicas de ratones albinos. No lograron demostrar
actividad de 1las enzimas Tosfatasa alcalina, fosfatasa
adcida, aril sultatasa, ubiquinanas y esterasa especifica.
Unicamente revelaron actividad de ATPasa y de esterasa
inespacifica; para &sta Oltima, las mejorss reuultadas
fueron obtenidos con &l m&todo inDavis y Oenstein,”™ usando
la pararosanilina como agente acoplador y &l naftol AS
nonoato como sustrato. Dtros sustratos que dieron buenos
resultados fueron el a-nafttil acetato ¥ el o-naftil
butirato. FPor la actividad enzimatica demostrada, los
autores consideraron gue las CL eran macrdfagos epidérmicos.

En 1979, Sterry y Steigleder” demostraron actividad de
n—-naftil acetato esterasa dcida en los macrdfagos dérmicos vy
en las CL epidégrmicas gdee la piel de pacientes afectados de
micosis fungroidea, empleando 1la técnica de Mliller y
colaboradores.”” Consideraron qus sus hallazgos eran
avidancias citoquimicas de la relacidn entre las CL y el
sistema maonocito-macrdfago.

En los ratones C57BL se demostr®d ultragstructuralmente
que la actividad de esterasa no especifica se localizaba en
la membrara plasmatica de las ClL,”™ como ocurre en los
macrofagos pulmonares humanos>® vy en las células de

histiocitosis X, cuyos grénulos X, similares a los grénulos



di: laa UL, eswhiben actividad estersasics identica @ la de la
membrana plasmatica.=®

Llama la atencidn gque hasta ahora no se haya i1nformado
ai las ClL epidérmicas humanas normales presentan actividad

de esterasa inespecifica.

EQRFATASA_ALCALINA, En la piel de tres primates menores
del Africa continental de la especie lorisidae: Pgrodicticus

potto, Balago senegalensis ¥y Galago crassicavdatus, e han
identificado ceélulas dendriticas que contienan fosfatasa
alcalina®™*—®3 que por s8uUs caracteristicas morfoldgicas
corresponden a las CL.== La impreqgnacidn con ioduro de zina
denuestra celulas denderiticas situadas entre la unidn
dermoepidérmica y el a@strato granuwloso de la piel de
Perodicticus potto, cuya estructura y distribucidn son
gsimilares a las células Tosfatasa alcalina positivas del
mismo animal.«*

En 1945, Kechijian®™® demostrd que lag Cl. epidérmicas de
Perodicticus peotto, especlalmente® reactivas a la fosfatasa
alcalipa, disminuyeron de 450 ceélulas/mm2, en condiciaones
narmales, a 273 células/mm2 después de § exposiciones a
radiacidn ultravioleta, recuperandose el namero luego de 28
exposiciones.

A principio de la atcada de los 70 se pensaba que la
actividad de fosfatass alcalina estaba restringida & las CL

epidé#rmicas de laos primates prosimios africanos. Sin
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embargo, en 1973, Schleger y Bean®+ informaron que en la
epidermis del ganadeo vacuno existen celulas dendriticas
fostatasa alcalina positivas, aungque ATPasa negativas, que
identificaron coma Cl. Con el +fin de determinar si la
avtividad de Tfowfatasa salcalina era una caructeristica
confiablie para ser agmpleada on la ldentificacidn de law CL
e la piel de bovinog, KKhalil, Nitiuthal ¥ Allan®
cuantifticaron estas células en cortes de piel y laminas
epidérmicas obtenidas con EDTA e incubadas en un medio de
Bomori y Takamatsu.®® Ademis, incubarpn en el medio de Hugen
y Eorgers®® para la demostracion ultraestructural de esta
actividad enzimidtica. Encontraron gue las ceélulas positivas
a la fosfatasa alcalina, en nimero de 1600 mm?, eran de
aspecto dendri{tico, de silituacidan basal y suprabasal,
alcanzado sus dendritas la parte superior del estrata
espinoso. Ultrarstructuralmente, el producto de la actividad
enzimdtica se localizd en la membrana plasmatica de células
dendriticas can citoplasma claro ¥y nflcleo lobulado, sin
desmosomas, libres de tonofilamentas, de melanosomas v
premelanosomas y, de manera sobresaliente, con una inclusidn
citoplasmica estructuralmente similar al grénulo de las CL,
el cual tambien mostrdé el producto de la reaccitn
hiatuquiﬁica. Los melanccitos vy las gqueratinocitos no
tuvieron actividad enzimatica.

El significado funcional de la fosfatasa alcalina en

las (1. @e deaconocido. Eata eenzima sae encuentra en
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granulaocitos*®.** y Jjunto con la ATPasa Yy la esterasa
inespecifica, relacinna a las CL con las cflulas del sistema

fagocitico-mononuclear. 3

AMINOPEPTIDASA. En la picl del cobayo albino normal vy
tratada con dinitroclorobhencano vy "stripping", s@ ha

danostrado la actividad de leuvcipaminopeptidasa en lag CL
epidérmicas, ¥? E]l nGmero, disteibucitn y moerfolopia  de las
CL evidenciadas can easta técnica corresponden a las
demostradas con ATPasa,*= Sin embargo, no es  un
procedimiento comunmente empleado para el estudio de las CL.
Tiene la ventaja de que el ptroducto de 1la reaccidn es5 de
color rojo brillante ¥y na negro como el de la ATFasa. Esto
ha sido aprovechadao cuando sa hacen marcales
autorradiograficos ya que permi te la visualilzaclén
simulté&nea de los granulos de plata sobre las CL reveladas

caon la histogquimica de leucinaminopeptidasa.®™*

a—~D-MANDSIDASA, En 1la piel de pacientes con alguna de
las siguientes enfermedades: Hurler, Hunter, Niemann-Fick

tipo £ y alopecia mucinosay pueden demostrarse células
epidérmicas con actividad de «-D-mancosidasa, enzima capaz de
actuar subre l1-naftil~a~-D-manopirandsido. Por su
distribucidn en las capas medias de los estratos espinosos y
en la wvaina epitelial 'cxferha de los folliculos pilosos,

seme jante a lo demostrado con ATPRasa, representan a las
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CL.®%E]l aspecto de las células manosidasa positivas llama la
atencidn paorque no muestran el patron dendritico de las Cl.
Hasta el momento no se sabe sl ésto es una consecuencia de
la técnica o 2s una caracteristica de las Cl. de los tejidos
patoldgicus estudiados. Por ello, se requiere estudiar la
piel normal para compararr los resul tados.

El significado funcicnal o bioldgico de la elevada
actividad de a—-D—-mancosidasa de las Cl. en las enfermedades
referidas no se ha aclaradoj probablemente refleje £l alto
nivel de recambio de compuestos que contienen manosa, come

es el caso de las glucoproteinas.®=

A-BlLUCURONIRABAL. Fun  un métodu modificado dew Hayashi,

Nallajima y fFlahman®™®, Mackenzia, Blckenback y KibLtnanv~
demostraron una poblacicon de células dendriticas reactivas a
la pB-glucuronidasa, cuya distribucidn espa:ial Yy numérica
corresponde a la de las €L evidenciadas con ATPasa y con
inmunofluorescencia patra el antigeno [a. Las ecélulas
positivas mostraron un Area de reaccidn intensa perinuclear,
gspeculandosae que la lgcalizacidn de la enzima estaria en el
complejo de Gelgi o en lgs lisosomas, mientras gque en 21
raatd  del cuwrpo celular y las  dendritas  poderia estar
asociada al reticulo endopldsmico, De las egpecles
estudiadas: ratones BALB/c, C3H, hibridos de C3ZH y BALB/c,
ratas Sprague Dawley, coubayos Hartly, conejos blancos, monos

rhesus y humanos, sdlo las dos Gltimas no tuvieron el patron
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celular antes mencionado ya que toda la epidermis fue
positiva a la enzima, sitenda difici]l distinguir algunag
células mas rRactivas. Esta falta de reactividad especifica
de las CL a pf-glucuronidasa &n humanos ya habia sidu
observada en condiciones patoldgicas.®=+

Ademids de la epidermis, el epltelio del paladar y de
las papilas filiformes de la lengua del raton tambien
cantienen CL fA-glucuronidasa positivas.®*”™

El sgignificado bioldgico de la attividad der A~
ylucuranidosa en las Cl. em ipcierto. Puade eatar relacionada
al procesamiento de glucuproteinas de membrana, andalogo a la

que se especula para la actividad de o~D-manosidasa.*+

ISOZ1 a—3—ANTITRIFPSI a-1-ANTI INA. EN
la epidermis de pacientes con micosis fungoides se ha
descrito un lncremento en el ndmero de células positivas a
lisozima, oa-l-antitripsina y a~i-antiguimotripsina®® quse
poaodrian sar CL.*%.29> 8in gmbargqo, en la piel humana normal
no sa han identificado esetas enzimas intracelulares, aan con
al emplen de técnicas inmunohistogquimicas, @12 L.a
interpretacidn de este hecho es gque las células observadas
en la  micosis fungoides mo son CL o que éstas han adquirido
caracteristicas histiociticas.*?* For otro lado, la ausencia
de las tres enzimas puede reflejar la falta de funciocnes

fagociticas en las CL epidérmicag normales, 2932
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COLINEBTERABA, En 19462, Bourlond, Wolff y Winkelmapniv=
informaron de la presencia de colinesterasa aspacifica on el
"sistema melanocito-~Langerhans” del murcieélago. Algunas
mupstras de piel, de mucosas oral y nasal fueron incubadas
en acetiltiocolina, observandose el producto de la reacsidn
en diverasos elementos nerviosos de la dermis y 2n glandulas
sehaceas. Sin  embargo, la reaccidn més pronunciada la
manifestaron célulae dondriticas localizadazs en todogs los
niveles de la epidermia, en la vaina externa del foliculo
pilose, en 1la capa germinal y conducto de las glandulas
sehaceas y ©en la porcidn distal del conducte de las
glaéndulas sudoriparas. En el egpitelio de las mucosas
estudiadas tambi&n se identificaron células dendriticas
positivas a colinesterasa. Esta actividad enzimatica era
inhibida =i los tejidos e preincubaban en fisostigamina vy
diisopropilfluprofosfato. For wtra  lado, &1 emplen de
butiriltiocelina camo suetrato no evidenciaba lag celulas lo
que sugirid 1la especificidad de la colinesterasa de las
células dendriticas. o=
Ya que muchas de las células colinesterasa positivas
mastraban una fuerte reaccidén a DOPA y contenian melanina,
se pensd que eran melanccitos, a diferencia de las células
encontradas en las mucosas y en las glandulas sudcripafas
que no  presentaban  e@sas caracteristicas y que por ello
fueron identificadas como CL, o=

lLa presencia de acetilcolinestaerasa especifica también
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ha sido demostrada en células dendriticas epidérmicas de
ove jas. Al igual que en el murciélago, ?2] emplen de
butiriltiocolina como sustrata no permite revelar dichas
cirlulas que, Adamas, tampreco  son  evidenciadas con  las
técnicas de ioduro de zingc, cloruro do ora, DOFA v fosfatasa
alcalina.*o® Es interesante sefMalar que no en todas las
sgpeties de ovejas estudiadas, asl comp en conejos, ratas vy
bueyes, ha sido peosible iddentificatr células paositivas a la
colinesterasa. Esta wvariabilidad histoquimica intraespecie
también ha sido obgervada para la fosfatasa alcalina an
ciprtas primates africanos.®™i—us

A pesar de no taner todas las caracter{sticas
histoguimicas gque 8¢ han identificado en las ClL de otras
aspecies, la morfologia y digtribucliaon de las células
dendriticas acetilcolinesterasa especificas positivas de la
epidermis de ovejas, en piel con y sin melanocitos, permitild
concluir que eran equivalentes a las CL, 1o

En los ratones albinos no ha sido posible demostrar la
presencia de acetilcolinesterasa en las £L epidérmicas,
quizas por haberse empleado como sustrato el Acido tiol-—
acetico”® y no la acetiltiocolina como en los estudios en

murciélagosl®x. 1ox v vn gvejas, 19%

PEROXIDASA ENDUDENA, Algunas poblaciones celulares

consideradas dentro del sistema fagocitico-mononuclear

presantan  actividad de peroxidasa enddgena &n la cﬁbierta
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nuciear yv en el reticulo endoplasmico, cono fs el caso de
las celulas de Kilpffer en el higado de la rata normal*=4 y
de los macrdfagas peritoneales de algunos murinos, +o9

Los primgros intentos para demostrar actividad de
peroridasa enddgena en las (L de cobayos y de humanos fueron
infructuosos, quizas por emplear tiempeos de fijacidn muy
prolongados o por utilizar el fijador no apropiado para la
enzima.t9%. 197 Maruyama, Udse y Yokayama, en 1980, informaron
que Algunas células epidérmicas del raton con gréanulos de
Birbeck presentaban el producto de la reaccidn histoquimica
patra peroxidasa enddgena en la cubierta nuclear y en el
reticulo endoplasmico, concluyendo que se trataba de CL. A
la microscopia fotdnica la reaccidn fué muy débil y sdlo se
pudo ahservar en las cortes semifings, Loas autores
emplearon laminas epideéermicas separadaé con EDTA, prefijiadas
en glutaraldehido & imncubadas en 3-3 +{etrahidroclordro de
diaminohenzidina y perdsxido de hidrdgenn.” s

Posteriormente, en 1981 y 1982, Dubertret, Bretan-—
Borius, Fosse Yy Touraine observaron actividad peroxidasica
en la cubierta nuclear y en el reticulo endopldsmico de las
CL. humanas normales, determinandose que la enzima era
inhibida por el fijador de Karnoveky, por la mezcla
aldehido—-actdo tanico y por Z-amino-—-1,2,4,triazol. 198,109

La actividad peroxidasica de las GCL humanas vy de
murinos se debe probablemente a una enzima similar a la de

monacitos adherentes y de macrdfagos humanos®*©ri3t va que
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la localizacion intracelular es idéntica y la enzima es
inhibida por las mismas sustancias.

Estos resultados han sido considerados como evidencias

adicionales del linaje monocitico de las CL, ro=

LIPASAB, Cuando se incuban laminas epidérmicas y cortes
de piel de ratdn en una solucldédn de tween 6¢, siguiendo =1
metaodo de Gomopri, 11® g8 observan ceélulas dendriticas
castafas en la epidermis y en la dermis, identificadas como
CL.”™ Riley, en 1944, no logrd demastrar CL en la cola de

ratdédn siguiendo unpa técnica semejante.”™

EQBFATASA _ACIDA, Esta enzima no ha padida wer

demostrada en estudios do microscopia fotdnica de las Ll de
murinos, empledndose come sustratos p-glicerofosfato de
sodio @ naftol-AS-Bl-fosfato.”™ 5in embargo, con citogquimica
ultraestructural se han encontrado pequeMas cantidades de la

enzima en las ClL,*3i>

DTIRAE_ENZIMAS. En las CL de ratdn albino se ha buscado

infructuosamente la actividad de arilsul fatasas,

ubiquinonas y esterasa especifica.”™
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HISTOQAUIMICA DE LA CAPTACION DE _HAPTENOS.

Con el fin de investigar algunos aspectos de la posible
funcidn inmunoldgica de las CL, como sugirieron los trabajos
sobre dermatitis de contacto, Shelley ¥ Juhlin, en 1976,
oxpusieron laminas epidérmicas de cobayos y de humanos,
separadas con EDTA y bromurc de sodio, a spluciones de
algunas metales {(claruro de mercurio, cloruro do niguel,
claruro de cobalto v cloruro da cramo)l , aminas
(etilendiamina Y parafenilendiamina)l Yy aldehidos
{(formaldehido vy glutaraldehida), todes ellos conocidos
perque pueden actuar como sensibilizadores de contacto.
Siguiendo procedimientos histoguimicos, se demostrd gque
estos antigenos fueron captados selectivamente por células
de aspectoc dendritico, morfoldgicamente ‘eguivalentes a las
CL. Con base &n lo anterior, los autores prnpugfavun que lao
ClL captadoras de haptensos 1fTorman un reticulo protector que
llamaron “sistema reticuloepitelial” para indicar su
estrecha relaciédn con el sistema reticuloendotelial, t34

Al afic siguiente, Shelley y Juhlin investigaron la
captacidn de dos haptenos mas: la toluendiamina y el clorurc
de oro ademas de probar siete diferentes métodos de
sgeparacidn epidéarmica, *+s pbteniande resultados similares a
los de su primer $rabajo. Ese mismo aflo, Juhlin y Shellay
publicaron una modificacidn a la tdécnica para ATPasa e

introdujeraon 21 tiomalato sddica de oro en las técnicas de
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impregnacién durica, comparando 1os resultados con los de
sus trabajos previocs y recomendando el emplies de sus nuevas

técnicas histoquimicas en el estudio de las QL normales y

patoldgicas del cobayo ¥ de humanos. 2o
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Fara 1 1inicia de Jla década de los &0, la teoria
melanocitica del origen de las COL seguia ejerciendo una
influencia importante en el estudio de estas ceélulas. Faoe
otrg lado, la ultraestructura de las células apidérmicas, en
particular la del melanocito, ya habia empe-ado a ser
conoclda.

Las caracteristicas ultraestructurales del melanocito
fueron establecidags por Odland,?®**4 Clark y Hibbhatt? y por
Charles ¢ Ingram.''® Egta célula presenta un citoplasma
claro dabido a la. ausencia de gqueratina, con grénulos de
malanina an diferentes estados de maduracion, una ragiodn de
Golgi blen desarrollada vy mitocondrias escasas y pequeflass
@1 ndcleo y la cubierta nuclear tienen. un perfil liso
exhibiendo ocasionalmente algunas muUescas. La membrana
plasmatica carece de especial irtaciones que unan al
melanocito caon las células vecinas.

Dentra de egte marco de conccimientos se origindg la
primera descripcidn ultraestructural de las CL epidérmicas
humanas realizada por Michael 8. Birbeck, Aodan §S.
Breathnach y John D. Everall en 1%41,'*% Estos autnreé sabifan
que en lesiones cuténoas dm vitiligo absoluto era imposible
identificar histoguimicamente células con actividad de dopa
o tirosinasa que correspaondieran a melanocitos. Sin embargo,

con tinciones supravitales con colorantes quinona«-imidas,
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cone el azul de metileno, se demostraba la presaencia de
células dendriticas en 1a capa basal de la epidermis,
supuniendo que se trataba de "“melanocitos inactivos". Asi,
emprendisaron suw investigacidén péra ochaervat con &l
micrascopio electrédnico a estos melanocitos inactivos y
compararlos con los melanocitos basales normales.

Birbeclk, Breathnach y Everall encontraron células con
todas las caracteristicas de los melesnocitos en las capas
basales de las muestras de piel normal de pacientes con
vitiligo ¥y en la piel de sujetos sanos pers no en larpiEI
con vitiligoa. Agqui, un hallazgo interesante fué la
identiticacidn de células Ffacilmente distinguibles de los
gqueratinocitos, leocalizadas sobre la membrana basal, an una
pasicidn similar a la que ocupan los melanocitos en la piel
narmal, por lo gue fueron consideradas 21 equivalente da los
"melangcitos inactivos" observados con microgscopia de luz.,
Algo mas signifTicativo a lo anterior Tue que &u
ultraestructura era similar en todos los aspectos a la de
las células claras suprabasales (las CLY de la epidermis
notmal y vitiliginosas

-La cubierta nuclear era marcadamente anfractuosa
debido a la presencia de surcos profundos gue ‘:orrian sobre
ella, llegando a dividir al nGcleo celular en lobulos. El
resto de las estructuras nucleares eran similares a las de
los queratinpeitos y melanocitos basales.

~La regidn del Golgl sstaba bien dossrrol lada, formando



36
racimos de vesiculas y membranas a un lado del nGcleo, donde
también se observaban estructuras centriolares.

~Las mitocondrias @ran cortas, peguefias y poco
numerosas.

-El citoplasma era claro en  comparacion con los
queratinocitos vecinos, aungque a veces aera paosible observar
algunos haces de un material fibrilar adyvacente a nu;armﬁaﬁ
vesiculas pegueflas.

—la membrana plasmatica ne s unia ni se insertaba en
las células vecinas porque carecla de desmosomas. For el
contrario, se encontraba separada de éstas por un espacio ©
hendidura, como ocurria con los melanocitos normales.

-No contenfan grénulos de melanina o premelanina, pepo
se distinguia otro tipe de granuloe que no se encantraba en
los gueratinocitos ni en los melanocitos normales. Estons
granulos aparecian como estructuras lineales con extramos
redondeados y atravesados a todo lo largo y por 2l centro,
por  una linea estriada. De acuarde a las imagenes
ohservadas, més que parecidos a bastones, los gréanulos
semejaban estructuras laminadas o discoides de 0.3 pgm de
diametro, con un arreglo bidimensional de particulas
rasponsable de la sstriacidn de la linea central. El
 espaciamiento de las estriaciones en ambas direccionass era
de 90 A, aprodximadamente. Estos granulos caracteriasticos de
las C& no s2 observaban en todaos los cortes, puaiblémente

debido al plano de seccidn de una célula en particular.
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En el mismo estudio no se demoatraron melanocitos dopa
positivos en las muestras de piel ccon vitilige. Unicamente
s encontraron células dendriticas aureofilicas y teffidas
supravitalmente con azul der meztd leno, cliyo namaeo Yy
distribucion intraepidermica Mo pareclia ser diferente al de
la piel normal.

A pesar de haber establecido los criterios
ultraestructurales para identificar a ciertas ceélulas come
de Langerhans, independientemente de su localizacidn,
Birbeclk y colaboradores no consideraron a 2las CL cono una
poblacidn caelular epidérmica independiente, sino coma un
melanocito desgastado que sintetizaba un granulo
citoplasmico caracteristico, llamadeo granulo de Birbeck o de
las CL (GCLY, en lugar de los granulos de melanina
caracteristicos de los melanocitos activos. La forma
anfractucsa o indentada del nAcleo de las CL la explicaron
caomo el reflejo de una funcildn desordenada, expresicon da la
vejez celular coma en el caso de los leucocitos seniles.

Basados en lo anterior, fueron los primeros en proponer
la existencia de celulas que tenian caracteristicas
intermedias entre 1los melanccitos y las CL. Dos afios
despues, en 19463, decidieron aclarar esta incoghita al
incrementar experimentalmente el recambio o tasa de
eliminacidn de los melanocitos aplicando una solucidn de
torrio X en la piel  de voluntarios sanos, siguiendo un

procadimisnto ideade por Staricco en 19957.:13% Al swéptimo dia
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de ﬁniciadn al experimento, wbservaron un inctremento en la
actividad da las melanccitos basalesy evidenciada paor la
presencia  de células dendriticas suprabasales positivas a
dopa y a la impraegnacitn con plata. Sin  embargo, la
impregnacidn con  org rara ves puso tle manifiesto alguna CL
tipica. Esto constituia una discrepancia con la idea do que
las CL eran melanocitos desgastadaos o inactivos ya que en
estas condiciones experimentales su nomero deberia estar
incrementado. ¢ Por qué nho se observaban las CL si la
impregnacidn aurica en los controles demcstraba un namero y
uwna impregnacidn adecuados 7. Se pensd gue el torio X tenia
un efecto letal egpecifico @Sobre las €L o que las células
intermedias, posiblemente incrementadas en namera por el
expaerimento, no sSe 1mpregnaban con  arao ni eran dopa
positivas. §in embargo, con micrascopia electronica no
encontraron un tipo celular que pudiera ser identificado
como un estado intermedic o transicional entre los
melamocitos y las Cl. 239
En 1964, Breathnach retaoms la cuestion de la
ultraestructura de las CL al describir otros organelos
citoplismicos vy otras caracteristicas del GCL, ademas de
estudiar las wvariaclones en las CL a diferentes niveles de
la epidermis. i1 {n hallazgo constante fue la presencia de
numerosas vesiculas en todo =] citoplasma, partiéularmente
en las cercaﬁias de la regidn del Golgi, cuya membrana de

i%0 A do grosor se evagina hasta una eventual transtormacidn
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discoide por el colapso de sus paredes, produclendose asi la
forma de bastdn del GCL. observada en los cortes.
Ouasionaloente’ ae ohaervd una continuidad eAtee  las
membranas del GEL vy la plasmitica, estableciendosa una
comunicacidn entre &l mepacio extracelular y el interior del
grdnulo. Esto fue interpretado como una forma alternativa de
formacicén del BCL a partir de wuna invaginacidn de la
membrana celular.

En @l mismo estudia, Breathnach determind gue las CL
rara vez se encuentran en las capas basales de la epidermis,
@n cuyo caso se caracterizan por la escasez de BCL. Las CL
de las capas profundas o intermedias del estrato espinoso
son  las que reunan tpdas las caracteristicas descritas
mientras gue en las capas superficiales las celulas muestran
muy pocos organelos citoplasmicos. ademas, los estratos
granulose ¥ c&rnec no contlenen CL., las cuales nunca
presentan signos de queratinizacion o de exnfoliacion.

Este trabaljo confirmd que la caracteristica mas
conspicua de las CL es la presencia de cuerpos en Torma de
bastén gue representan la imagen al corte de organelos en
forma de disco originadeos, posiblemante, de dos sitioas: la
membrana plasmatica y las vesiculas del complejo de Golgi.
Aunque ésto pudo haber sugerido alguna funcicdn particular de
las ClLy Breathnach siguic¢ pensando que estas células eran un
derivado del melanocito que rmunca se compromete en la

melanogénesis. 122
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Zelickson, en 19245, luegao de un estudio que le llevo 4
affosy, agregd que las CL no sdlo s encontraban en la
epidermis sino también &n la dermis @ incluso podian
uhsiervarse atravesando la membrana basal. Las CL descritas
par  Zelickson possf{an nNumerosas mitocondrias, reticilo
endnplasmico muy desarrollado, centriolos en la regidn del
Golgi y una cubierta nuclear con poros. Las CL localizadas
en las capas superficiales de la epidermis se caracterizaban
por la abundancia de lisosomas y por numerosas gotas de
lipidos. Los GCL fueron descritos como organelos en forma de
raqueta de tenis cuyn mango tenia una porcidn media lineal
estriada con una periodicidad de %0 A situada entre dos
membranas limitantes. La porcidn dilatada del granulo estaba
limitada por una membrana que rodeaba uha zona central
clara, aocasionalmente también con estriacicnes. Estos
organelos eran particularmente numercosos en la regidn del
Bolgi, en la periferia de las células y en las dendritas.
Algunas CL presentsaban, concomiftantemente, B6LCL, melanosomas
tipicos y/o granulons de melanina, sugiriendo que se trataba
de células transicionales o intermedias entre CL ¥
melanocitos, como - habian propuesto Birbeck y
colabotradores. 133122

A diferencia de} enfogque melanocitico en ias estudios
ultraestructurales de las CL, otras avidencias histoguimicas
y de microucapia electranica acumuladas desde 1945

enfatizaban la similitud entre las CL ¥ las
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histiocitos,®®.13x.3434 proponiéendose la hipdtesis de que
1ar .CL epldérmicas eran macratagoy wntraepidérmicos.™™ Lo
este sentido, Hashimopto ¥ Tarnowski'2® aportaron elementos
gue sustentaban la hipdtesis de que las CL formaban un
"sistema fagocitico intraepitelial” gue se avtoperpetuaba y
rernovaba por mitosis o a partir de histiocitos gue se
agregaban a la epidermis provenientes de la dermis,
atravegsando la membrana basal.*3" Para apoyar esta idea se

estudiaron muestras obtenidas de varios tumores de piel:

siringama, cilindroma, siringocigstadenama papilifero,
epiteliopma superficial de células hasales, pitiriasis
rosada, enfermedad de Letterer-Siwe, un casoc de sarcaema de

células del reticulo, dos casos de leucaplaquia oral y, como
testiqo, piel humara normal. En todas las condicliones s
encontrd un ndmerc vatriable de histiocitos dérmicos con GCOL.
En la enfermedad de Letterer-Siwe y en la piel normal el
granule parecia formarse por invaginacion de la membtana
plasmatica, endocitando material extracelular o glucidlix del
propio histiocito, el rcual! se condensaba entre las dos
membranas limitantes para formar una linea central estriada
andloga 8 la descrita en cigrtus tipos de unicn intercelular
pere  con una  periecdicidad de 90 A, Comanmente, sn uno o
ambos extremos del organelo se formaba una dilatacidn, dando
al granulo la forma de una campana. En la enfersedad de
Letterer~S5iwe, los histiocitos con GCL eran los que

atravesaban la membrana basal con mayor Ffrecuencia en los
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siitios donde e#sta parecia ausente debido a la migracidn
celular masiva. Un hallazgo muy interesante era que an asta
entfermedad y en el epitelioma superficlal de células
basales, las cL frecuentemente se acompaflaban de
linfocitos. Asfi pues, éate parece ser el primer informe de
la aspciacidn entre estos dos tipos celularns, obsarvada
también en hipersensibilidad cutanea ¥y con menor frecuencia
en  la epidermis normal. =« Finalmente, en todos los
egpecimenes, las CL ceontenian centriolos ¥ en un corte de
egpitelioma de cé&lulas basales fue posible abservar una
mitosis de umna CL basal.

Quince afios dempu#s de que Breathnach participara en la
descripeion ariginal de 1la ultraestructura de las ClL,
reconsidard algunoe aspectos de las caracteriwsticas de estas
cétlulas. Para entances, 1977, ya se aceptaba que las CL eran
una poblacion celular epidérmica independiente, sin relacidn
ontogénica con células del gistema nervioso nMi  con
melanocitos. Breathnach mismo habi{a reproducido los trabajos
de Silversi* comprobando que las CL no se ariginaban de las
crestas neurales.*” For otro lado, ya se tenian evidencias
acerrca de la posible participacidn de las CL en algunas
reaccionas inmunolagicas tde la piel. Coan estos
antecedentes, DBreathnach dié & coneocer nuevos aspectos
dltrasgstructurales da las CL que pudieran ser importantes en
las nuevas funciones atribuidas a estas células

dendriticas. s34+ psi, infarmé que gxistian dos tipos



1%
celulares epldérmicos que presentaban el OCL. El 1lamndado
tipo [ era una célula tipicamente dendri{tica, con citoplasma
moderadamente electronlicidoa, con numerosas GCL y un nGmero
regular de mitocondrias y lisosomas. Tales wcelulas se
lpcalizaban preferentemente por debajo del estrato granuloso
Yy significativamente, podian estar an aposicidan & células
mornonuc lgares pequefas. El1 tipo Il era menos dendritica, con
citoplasma mas electrondensy vy muy pocos GCL  pero con
numarosas mitpcondrias, muchas de las cuales aparecian
rdematizadas y sin crestas. Su  localizacidn mas frecuente
era en la capa basal de la epidermis y eran muy semejantes a
histiocitos que atraviesan la membrana basal de la piel
humana naormal, asi como a las CL de la dermis y de los vasos
linfaticos de cobayos sensibhilizados pasivamente a un

antigeno, 124+

0 _ c] ULo D 8 _CELULAS

PE_LANGERHANS,

El interés por conocer la morfologia, formacion y
funcidn del GOl comenzd desde 21 momento en gque fue descrito
Yy rgcnnncidn como el organelo distintive de 1las CL. La
metodologia de estudio de este organelo ha sido muy diversa
e incluye microscopia electrdnica de rutina y con cartes

seriados, impregnacidn metalica ul traestructural,
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criafractura, microdensitpmetria, difractometria Optica de
micrografias electronicas, microandlisis con rayas X @
inmunohistoquimica ultraestructural. A pesar de todo adn
gqueda mucha por resolver. Ee'cunace muy bien su morfologia,
peroc su modo de formacion, su funcidn y sus caractericsticas
bioquimicas apenas han empezado a ser conocidas.

En 19467, Klaus Wolff21=27 informd gque &1 BCL tenia una
membrana limitante de SE-460 A da qgrosor, tuya cara interna
estaba tachonada por pegueflfas particulas espaciadas a
intervalos de 50-60 A. Entre las memhranas limitantes se
ubicaba una lamina central farmada paor particulas
@lectrondensas separadas potr espacios de S0-40 A y ordenadas
en dos laminas paralelas. Este patron regular de particulas
conferia al GCL un aspecto de estriaciones transversales. La
carda interna de la porcidn vesicular estaba revestida por un
material finamente granular que permitia diferenciarla de
las vesiculas del Golgi, de paredes lisas. N1 corte
Ltangencial (face on), la porcidn en forma de baston del GOL
aparecia como cuerpos discouides o redondeados con una red
cuadriculada bidimensicnal de particulas pegueffas; la
poarcidn vesicular parecia empotrarse a la estructura
discoide. El andlisis de los cortes permitid suponer que la
porcidn discoide era plana o curva, con un grosoe de 50 nm ¥y
1 um de didmetro, formada por un enrejado tridimensional de
particulas agrupadas en cuatro laminas bidimensionales

sgparadas. La porcion vesicular sgria tridimensionalmente



una ampolla hemisférica o glaboaa.

Wolff también conslderd que el BCL «o oritginaba de las
cisternas del GBolgi, bassdndose en la estrecha relacirdn
topografica observada entre ambas estructuras.ri-t=: (]
movimiento posterior del qgranulo hacia la membrana celular,
para abrirse al espacic extracelular, sugeria cierta
actividad secretoria de las CL.

Un afo daspuds, en 1968, Sagebiel y Raegdi=o
recenstruyeron  tridimensionealmentas losm GCOL en plastilina,
appyandose en cortes seriados de grdnulos individuales vy
domostrando que el BCL es una red paracristalina limitada
externamente por una membrana, que asume  una gran variedad
de formas qué van degde la discoide, la mas frecuente, hasta
la caliciforme o cembinacidn de ambas. Invariablemente la
astructura paracristalina estaba presente y su membrana
limitante frecuentemente formaba una porcidn vesicular en

~upe  de los extremos. En  los cortes tangenciales, las
parti:ulas de la lamina paracr;stalina aparecian como una
red ortogonal, separadas unas de olras por espacios de 20 A.
Dicha periodicidad coincidia con la observada en los caortes
trangversales de la lamina paracristalina. En su trabaljo,.
Sagebiel y Reed no discutieron acerca del origen vy funcidn
drl GCL. Fropusieron que la diversidad de formas dael
organalo podia ser el resultado de fuer:zas citopliasmicas que
actuaban sobre el géanulo. sin descartarse los pusibles

artefactos creados por el procesamiento del +tejido, sobre
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todo para los GCL en torma de copa.

Eem misno afio, Cancilla*=2* Jllavd a cabo un estudioc

ultraestructural de tejido obtenide de un granul oma
ensinnfitlica _anlitariu, posfijando el material con una
mezcls  de tetrdrido de csmio—colidina-lantanu con  la
intencicdn de que éurte Gltimo, un  trazadar dJdel espacio
extracelular, penetrara y evidenciara a los GCL cercanos a

la membrana celular. El1 lantano estuvo presente en las
partes superficiales de los granules Yy Onicamente fue
localizado en este organeloc. Aunque Cancilla no opind acerca
de la formacion y funcidn del GCL, cus resultados pusden ser
considerados comn evidencila en favor de la teoria endocitica
de la formacidn del granulo (vide infra).

En 1267, Niehauer y colaboradoras*® confirmaron muchos
de los aspectos ultraestructurales del GCL, aungue hicietron
notar gque las membranas limitantes tenilan un  aspecto
trilaminar y un grosor de 120 A aproximadamernte. Para su
wstudio wutilizaron como fTijador una& mezcla de ZIOD,
obgervando que los GCL eran mejor y mis frecuentemente
visualizados en comparacidn a los de la piel fijada
rutinariamente. Al confrontar los hallazgos en epidermis
normnal y con enfermedad de LettereF—Siwe, notaron que las CL
patolagicas presentaban una mayor cantidad de granulos en la
periferia celular, fusionados a la membrana plasmatica y
carentes de inpregnacison metdlica. For el contrario, los GCOL .

normalas se impregnaban fuartemenfe y 2 localizaban en la
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regittn  del Golgl. En ambas situaclones la uwltrarstructura
del grdnulo era idéntica, aungue en la enfermedad la
variedad de formas y tamaffos era mayor.

Ademas del granulo, la impreghnacidn metdlica tambien o
localizdg fn la cublerta nuc lear, lisosomas ¥,
llamativamente, en el complejo de Golgi. En los GCL el
depdsito mas intemnso se observe 2n la lamina estriada
ubicada centralmente, guedando sin impregnar el resto del
organelo.

Dos hechos fueron signiticativos para la interpretacion
de los resul tados aml trabajo de Niebauer y colabhoradobes.
En.primer lugar, los BCL normales y patologicos situados en
la periferia celular o fusiomados a la membrana plasmatica
no mostraron impregnacidn metdlicay; en segundo lugar, se
evidencid una estrecha relacion entre las impreghaciones de
los GCL y‘del complejo de Golgi. Los autores propusieron que
esto sarfa una evidencia mas de que el GCL se originaba a
partir del complejo de QGolgi y gue las difersncias en la
impregnacion podfan ser 21 resultado de cambios metabdlicos
y/11 estructuralons de los granulos.

En 1974, Caputo, Peluchetti y Montit®° hicieron un
estudio comparativo de réplicas de criofracturas y cortes
finos del GCL con el objeto de aportar conocimientos sobre
la organizacidn interna del granuleo y probar la validez de
los modelos morfoldgicos propuestos hasta entonces. For

atro lado, al comparar las caras de fractura de la membrana
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plasmatica, del complejo de Golgi y del! GCL, pretendian
buscar el origen de este organelos El trabajo fue apoyado
con &€! analisis de difraccion optica de micrografias
electrénicas aobtepidas de piel normal y de legiones de un
caso tipico de enfermedad de Letterer—Siwe. Low resul tados
comprobaron que las réplicas de griofractura el GCL eran
identicas a las imagenes observadas en los cortes finos y
gue los modelos tridimensionales propuestos eran exactos. La
distribucidn periddica de particulas en el centro de la
potcidgn discoide fue semejante con los  tres méetodos de
andlisis. La red de particulas presentd una separacicon de
las subunidades de 134 A en un mismo plano y de 78 A en un
misma eje. Esta organizacidcn de particulas cCan una
disposicitn paracristalina sugiric gque la sustancia
contenida entre las membranas limitantes de la parcion
discoide del GCL era una protefna. For otro lado, 2] aspecto
particulado de las caras de fractura de la membrana
plasmati:é, del complejo de Golgi y de las GCOL mostraron un
patrdn muy similar lo gue no ayudd a esclarecer el origen
del grdanulo.

. En 1978, Rodriguez y Caorsi®® realizaron un trabajo
detallado de la ultraestructura del GCL empleando cuatro
esquanas de fijacidn a base de 2ZI10, ampliando lo aportado
por Nisbauer y colaboradores 10 afios atras.*? Con
micraoscopia electrénica convencional encontraraon que la

membrana limitante del segmento discoide del GCL, ademas de
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continuarse ocasionalmente Con la membrana plasmatica,
también se unia a la membrana de est;ucturas tubulares que
muy probablemente pertenecian al reticulo endoplasmico liso.
Todos los esquemas de fijacian—-impregnacidn "tifMeran”
selectivamente al GCL, aungque con afinidad diferente, a las
distintas porciones del granulo yv a ofres organelos. A9i, 2]
210 preparado en acido citrico impregnd intensamente la cara
citoplasmica de ias membranas limitantes del componento en
forma de bastdn del GCL. La fijacldn con la mazcla de
Karnovsky, scguida de impregnacion con Z2I10-Acido citrico,
evidencid selectivamente al granulo y algunas vesiculas del
complajo de Golgi. El componante vesicular del grénuloe
presentd un  anillao paritérico muy impregnado, rodeando una
zona central de haja densidad electrdnica. Dependiendo del
corte, la porcion en bastdn se observd come algo semejante
a un disgay, que en los cortes tranesversales mostraba tres
regiones diferentes de tmpregnacidn. La primera fue la cara
interna de la unidad de membrana trilaminar. La segunda fue
una  zona cedhtral formada por particulas de 4 a 5 nm de
diametrno con una peariodicidad de 4 nm. La tercera
localizacién de la impregnacicn fue wuna zona de 8 nm de
nrosor, subyacente a la hoja interna de ia unidad de
membrana. La vision frontal de la porcidn discoide permitio
var una malla de particulas ordenadas en Angulos rectos.
Cada particula tenfa un diametroe de 7 nm, separadas una de

otra par un espacio de 7 nm. Entre las particulas se
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extendian filamentos de 3 nm de grosor. Esta disposicidn
fin'maba cuadriculas, con las particulas en los angulos vy los
filamentos formande los ladas de los cuadros, en cuyo
éentrn, ademas, se localizaba otra particula de 4 nm de
di ametro. Dependiendo del plana de visian, la sumacian de
imagenes de las particulas y filamentos conferia al granulo
una apariencia estriada.

Con el 210 preparado en amortiguadar de veronal, la
porcién vesicular se impregnd totalmente, al igual que todas
las vesiculas del Golgil, cugrpos densos vy estpucturas
tubulares, La cubiarta nuclear y las cisternas del Golgi
swlo fueran reveladas cuando se empled ZI0-veronal en
tejidos fijados con la mezecla de Karnovsky.®=<

Enrn su estudio, Rodriguez y Caorsi también realizaron un
andlisis microdensitométrico vy encontraron que la membrana
limitante del GCL. era una estructura trilaminar de 9 nm de
grasor, siendo 177 mas gruesa que la membrana ploasmdtica vy
J0% mias gruesa gue las membranas del GBolgi. La unidad
trilaminar era claramente asimétricay con diferencias
histoquimicas entre las capas interna y eiterna. Por los
resul tados cbtenidos con las mezclas acidas y alcalinas del
210, parecid evidente que en la porcion vesicular del GCL
existian por 1o menos dos tipous de sumtancias: una en la
membrana y otra que llenaba la luz. En conclusion, los
resultados sugirieron que el GEL parecia originarse de

estructuras tubulares pareeidas al reticulo endoplasmico
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livn /0 de vesiculas del aparato de Golgi.

En 1981, Runge, Younger Yy Zelickson,*>=! en un estudio
que investigd la porcidn no vesicular o discoide del GCL par
medio de difractometria dgptica en tres planos de
micrografias electrdnicas, inTormaron que no encontraron una
membrana limitante homogénea vy lineal ni wun arreglo
cristaline o paracristalino de pawﬁiculas come  habila sido
sugerido por Caputo, Peluchetti y Monti, en su estudio del
GCL con criofractura.*>® En lugar de ésto, la "membrana
limitante" exhibid una discontinuidad lineal con WunNa
periodicidad aprozimada de 11 nm. E1 grosor promedio de la
parcidn en forma de bastén era de 55.7 nm, cuya porcidn
lipeal central, de 13.2 mrnm, s& fTormaba por el contacto
artogonal de dos laminas de particulas superpusstas. A ambos
lados de éstas se identifico uwn espacio de 2.7 nm limitado
externamente por uwna lamina simple de particulas ordenadas
de manera lineal o con wun perfil "como haciendo eses" por la
superposicidn de medias particulas, De acuerdo con las
atlares, las i Ferencias sorTologicas de los modelos del BCL
podian deberse a la metodologia emplegada v al proceso de
preparacidn del tejldo en estudio.=* En este sentido, lo
mas razonable seria integrar todos los modelos en un sdlo
caoncepto ante la posibilidad de que el granulo presente
cambiocog metabdlicos o de maduraciodn estructural asociados al

estado morfofuncional de las CL.



EORMACIDN DEL GRANULO DE 1.AS CELULAS DE LANGERHANS

En 19464, Braathnach*=2: hahia propuesto que e1 GCL se
formaba a partir de vesiculas originadas en el compleja de
Golgl y/0 por plegamientos de la membrana plasmatica de las
CL. GCon el tiempo esta opinion derivaria en dos teorias para
explicar el origen y funcidn del GCL. Una de ellas, llamada
teoria secretoria, establece que 21 granule se origina en el
compleio do Golgi comg vesiculas que maduratran vy
eventualmente se fusionaran con la membrana plasmatica para
abrirse al espacio extracelular vy vertir algan producto de
secrecion. Esta idea, apoyada principalmente par
Zelickson, ** Wolffi27 vy Niebaver,*® estd sustentada en
gvidencias gque tienen asucho de clrcunstancial, tomadas de
las imagenes estaticas de las micrografias electrénicas
convencionales:

=La mayor tantidad de GCOL se encuentra en la parte
central del citoplasma, particularmente en la tegion del
complejo de Golgt.

—Algunas imdgenes sugieren una relacion intima entre la
parcidn vaesicular del GEL v las vesiculas del Golgi.

" =La estructura altamente arganizada del interior del
granulo as indicativa de una actividad sintética
especializada.

En opesicidn a lo anterior, la segunda teoria, conocida

coma endocitica, postula que e1 GCL se forma a partir de



O3
plugamientos de la membrana celular. Las primeras evidenocias
qgue sugirieron la naturaleza endocitica fuesron aobtenidas por
Hashimoto y Tarnowskyt!>2 en 1767, siendo apoyada por
Cancilla al afio siguientet®® y por otras publicaciones de
aguellos, 107,138,133 EFgtas {ncluyen lo siguiente:

~En histincitosis X, la mavar cantidad de GCOL 5o
ercuentram  en la perlferia celular, observandoue una
continuidad entre la membrana del granula y la membrana
plasmatica.

—La incubacidn prolongada en nitrato de lantano o en
peroxidasa evidencla con mayor frecuencia a los GCL, cuyo
agpecto interior es semejante a la superficie externa de la
membirana plasmatica.

Hasta la fecha no oo han emitido concluasiones
definitivas en relaciodn al tema gue nos ocupa. 5in eabargo,
la teoria endocitica de Hashimoto corrasponde
satisfactoriamgnte con las funciones de las Ol reconocidas
en la actualidad. Las evidencias reclentes que la apoyan han
surgido de trabajos més criticos, cuya interpretacidn parece
no dejar duda de gque e! GCOL es un organelo endocitico
adsortivo.

En 1983, Takahashi ¥ Hashimotos > emplearan una técnica
de inmunuhistuqﬁimica ultraestructural en CL en cultivo, con
el anticuerpo mcnaclunél DKTS dirigido contra la
gluénprnteina Té presente en la membrana plasmatica de las

Cl. y de los timocitos. Encontraron gue muchas vesiculas
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cubrertas mostraban reactividad, es  decis, contenian a la
glucoproteina T6 y eventualmente formaban al GCL, apoyando
fuertemente que este organela se origina a partir de
invaginaciones de la mambrana celular. Al afio siguiente, en
1984, Ishii y colaboradores:=>4 tomnaron bilopsias del borde
eritematopso de lesiones cutaneas con vitiligo para sstudiar
las CL con micgrascopia electrdnica convencional. Ubservaron
que en la pravimidad de la  membrana plasmatica de las CL
tistian vesiculas cublertes que frecuentemente se unian a
las numerosas invaginaciones tubulares con el tipico patron
estiriado o de bandas del GOL. La secuencla de eventas
sugerida en el proceso de formacidn  del granulo fue la
siguiente:

1) Presencia de vesiculas cubiertas cercanas a la
membrana celular.

2) Invaginacidn de la membrana celular para formar un
plegamiento tubular al cual se une la vesicula
cubierta.

Z) Elongacidn de la invaginacidon y formacion del patron
de bandas caracteristico de los GCL, antes de
separarse de la membrana celular.

4) Alteracitn o saparacion de la vesicula cubierta del

, oranuln., Esto hace dificil explicar vl origen de la
porcidn vesiculosa del GCL.

Ademas de apoyar la teoria del origen endocitico del

GCL., estos resultados asaciaron la  farmacien de este
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organelo con el fendmeno de endocitosis adsortiva llevado a
cabo por Qesiculas cubiertas desde la membrarna celular- 139

Giguiendn la idea anterior, Takigawa y colaboradoresiSs
abhtuvieron celulas epldermicas par tripsinizacican gdoe la piel
detl ecobayo y las  incubaron  en faerritina conjugada can
concanavalina A (ConA) o en ferritina conjugada con un
suero anticélulas epidérmicas, seguido de otra incubacion en
ferritina con un anticuerpo anti IgB. Esto se lleved a cabo a
diferentes tiempos, hasta 3I0 minutos, para posteriormente
centrifugar las suspensiones celulares y los “"hotones®
celulares resultantes pracesarlos para microscopia
electronica de transmisién., Los resultados obtenidos fueron
los siguientes:

=8 minutos de incubacicn: se abservaron num@rosas
particulas de ferritina en el interior de hovos o fosos
cubiertos ubicados en la base de proyecciones citoplasmicas
de las CL.

—-15 minutos de incubacidn: algunos organelos sugestivos
de GCL inmaduros presentaron una porcidn en forma de baston
con  una lamina central formada incompletamente y una
aertensidn bulbosa con particulas de ferritina en su interior
Y un material wvelloso o "peludo" sobre su superficig
citoplasmica.

~15 a 30 miﬁutns de incubacidn: las particulas de
ferritina se abservaron en vacuolas cuyas caracteristicas

sugirieron que se trataban de lisosomas y/o preliscsomas a
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las cuales se tusionaba oOcasionalmente la parcién 2n forma
de baston.

Los resultados anteriores demostraron gque la presencia
de ferritina en la porcian vesicular del GCL es dependiente
del tiempo de incubacidn, alcancandose 2l maximo porcentaje,
41 a S7% de granulos con ferritina, a los J0 minutos. Por
otro lado, con tiempos de incubacidn breves los granulos
observados estaban en la vecindad de la membrana plasmatica
mientras gque a log 30 minutos su posicidn  fue yuxtanuclear,
De manera significativa, los GCL o la membrana de las CL no
presentaron particulas cuando las incubaciones se hicieron
cton ferritina nativa en presencia o ausencia de ConfA no
cnnduga&a o con suero normal de cenejo. Esto sugeria gque 21
conjugadao de ferritina era incorporado selectivamente en el
GCL, posiblemente por medio de un mecanismo de endocitosis
mediado por  lectinas ya gue la interpalizacion del caomplejo
ferritina~CanA era inhibide par o—-metil-D-manosidasa,
mientras que N-acetil-D-gluceosamina carecid de ese efecto.

Los hallazgos fueron interpretados, una vez mas, comp
indicativos de que el GCL era un organelo endocitico
adsortivo, formado en respuesta 3 la unidn de un ligando a
un receptor de membrana de las CL. Una vez internalizado el
material adsorbido, Y vya presente en un GCL maduro, seria
cmnducidﬁ a organelos semejantes a lisosomas. Esta via
padria tener importancia para la funcidn presentadora de

antigenos de las CL, la cual requiere gue la molécula
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endocitada sca procesada intracalularmenfe an un
compartimenta  acldico para adguirir inmonogenicidad, »37
Fosteriormente seria reciclada Hacxa la suprerficie celular
para asociarse a determinantes [a'™® vy  ser recanocida por
los linfocitos.

Hasta la fecha, no hemos encontrado opiniones en contra
de la teoria endocitica. Por el contrarioc, en 1981, Elofsson
y colaboradorest™® ademas de aportar evidencias de éska,
raefutaron directamente los postulados de la teoria
secretoria o exocitica. Estos autores estudliaron piel humana
narmal y con dermatitis de contacto alérgica, wparimentando
con diferentes osmolaridades del fijador primario. En
tesunen, sus resul tados fueron los siguientes:

-En dermatitis de contacto aldérgica hay uwn incremento
en 2l namero de GCL,y particularmente aen la vecindad de areas
discretas de la membrana plasmatica con numerosas artrugas ©
microvellosidades.

-La porcidn vesicular de GCL es observada casi
exclusivamente cuando la osmelaridad del wvehiculop del
fijador primario es de 200 mlsml © menos. Lo anterior
sugiere que la porcidn vesicular del granule es un artefacto
y na una vesicdla producida en el complejo de Golgl, gue se
colapsa para formar la porcidn discoide del GCL que aparece
en forma de bastén al ser cortada transversalmente.

~El interior del grénulo no estid tan organizado como se

ha pensado. La opinidn cldsica es que dos de las cuatro
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laminas de particulas densas de la linea central dey granulo
estan en contigiidad con la cara interna de las membranas
limitantes no trilaminares. Cuando la osmolaridad del
vehiculo del fijador fue de 200 mbsml, la porcidn en Torma
de bastdn del granulo presentd wuna membrana  limitante
trilaminar, similar a la membrana plasmatica, <on un grosor
de 70-35 nm. En estas condiciones no fue posible observar la
porcidn vesicular vy, potr o tanto, tampoco la farma de
ragueta de tenis descrita para @] GCL. La organizacidn
interna del granulo aparecid como un patreén de puntos con
centro menos electrondenso, regularmente distribuidos en el
plano medioc del discte y separados de la membrana limitante
por un espacic ldcido. A veces, el aspecto internc del
granulo semejaba una escalera cuyos peldafios llegaban a
alcanzar las membranas limitantes. La apariencia del GCL era
mas homogenea cuando las preparaciones eran  ipclinadas en
el plano del disco. La interpretacicon tentativa de estas
ocbservaciones fug que entre los planos del disco =e
localizan estructuras tubulares espaciadas regularmente. Las
laminas eiternas de particulas unidqg a las membranas
limitantes, observadas en los BCL de muestras procesadas con
un fijador con osmolaridad de 100 mDéml, representan los
fragmentos de una wnidad de membrana o de la capa interna de
ésta.
Recientemente se ha descrito otra relacion directa

entre el GCL y la membrana plaumatica de las CL. En un
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vubudio in viteo, e obscryvo que  la egxposicion de c@lelas
epidermicas a3 digitonina dispersaba .las membranas do fodas
las células, excepto la de las CL, que =& organizaba en
laminas o dJdiscos de doble membrana (Sandwiching effect) con
la misma estructura de un GBCL  ordinario. *?** Esta capacidad
inherente de la membirana plasmatica de las EL de
superponerse  sobre si misma deja poca duda de  que el
granulo 8an las celulas normales depriva de la ¢citomombrana.
Algunos  arganelos parecidos a low GCL han sido
deseritos eon las LCL de ciertas esprciceas de  ratones.
Kobayashi y Hoshino!®1.1242 encontraron que las CL de la
dermis y linfonodos de ratones presentaban una estetustuara
tubular anica, semejante a un bastdn com una linea central
interna abservada en los cortes longitudinales, ques
recordaba a la imagen tipica de un  GLL cartado
longitudinalmente. Sin embargo, diferia en gque los tdabulos
tenian un diametra de 320 nm, mientras que la porcidn
discoide del GCL tiene 42 mm de grosor. Frecuentuemente tos
tabulos s& anastomosaban o se ramificaban, formando una red
Aue a  veizes rodeaba a  cuerpos electrondensos, llamados
tentativamente cuerpos esferaoideos, de 300 nm de disdmetro, ¥
que  podrian  corresponder a lisosomas o microcusrpos
(peroxisomas). La red de tabulos ocupaba una gran superficie
del citoplasma vy frecuentemente se conectaban con
estructuras semejantes a vesiculas de reticulu‘andaplégmicn

rUgoOso.
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Aungue mste sistema de tubulos  eca cimilar al 6oL,
sobre todo en las imigenes abtenidas al corte, ambas
estructruras e localizaban separadamente e@n el citoplasma
s1n establecer alguna relacidn estructural..tstsis=
Finalmente, Nt quisieramos dejar de mncionar un punto
de vista totalmente distinto acerca de la naturalecsa del
GCL.. Hoefsmit, en 1982, menciond an su articulo sohre las
relatlones entre las CL y  otras celulas  acoesorias del
sistema inmune'*= que &! Dr. Kamperdijk ha demostrado que la
presencia del GCL en las CL no tiene importancia

inmunoldgica, siendo solamente una "marca" del microambiente

donde eatas células han estadeo presentes, Los GCL
representarian desmosomas que han sido endocitados,
sugiriendo que su presencia dependeria del grado da

gqueratinizacidn del epitelio plano estratificado donde se
encuentren las CL y no de la funcion presentadora de

antigenps da estas células.



Et. SISTEMA DE LAS CELULAS DE LANGERHANS

[l Lropismo ponitiva que presentan las  CL pae lan
epiltelios planos eatratificados, sobre todo por los gue
poseen capacidad de queratinizacidn, puede orillarnas a
pensar que su localizacion o identificacion en gotrps sitios

seria poco probable o inusitada. 8in embarga, exisbten

algunas poblacianes celulares situadas ean tegidos
gxtragpidérmicos o extraepiteliales fue poseen
caracterlisticas morfoldédglcas, inmunohistoquimicas y

funcionales andlogas a las CL. En conjunto, estos elementos
celulares forman el sistema de las CL (SCL), distinguiendose
de las celulas del sistema tfagocitico-mononuclear,
fundamentalmente de los macrdfagos comunes (Mih, porgug su
capacidad e adherencia v de fagocitosis son poe
importantes v  por  la particularidad de slipresar 1o
glucoproteina de superficie Té y la proteina cirtoplasmuica S5
100. Al final del presente capitulo aparecen las tablas I y

Il gue resumen el concepto del SCL.
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CELULAS __ DE.__ LANGERHANS, ___ CELULAS . VELARAS Y __ CRLW.AS
INTERDIGITANTES,

Enh 194%, Kondo®* pbservo, en un grupo de linTonodos
astilares de conejo, un tipo celular con caracteristicas
similares a las CL. epidérmicas, que depoming MY Hipo Hj
estas células mostraban un nicles palide profundamente
indentado y numerosas proyecociones citoplasmicas y @
encantraban dispersas en el parénquima y en el seno
subcapsular de los linfonodos. Con microscopia electrdnica
los M@ tipo A presentaban una membramna celular plegada y sin
diesmosaomas, con vacuolas pinociticas y un  coamplejo de Golgi
wiezn desarrollada al igual gque el reticulo endoplasmico
rugaso ¥ liso. Las mitocondrias estaban en grupos y s
obsorvaban nunerosos filamentos finos grganirsados en haces.

De particular interes fue 21 hallazgo de GCL en algunos
dee los MA@ tipo A. Este no era =1 primer informe de la
pregencia de laos granulos en células extraepidéraicas, sin
embargo, Kendo abrrid la posibilidad de relacionar a las CL
can ptras células ubicadas mas alla de la dermis.

Ese mismo aflo, Jimbow, Sato y Hukita,ts=< obtuv1ércn
resultados similares a los de Kendo, pero en 1los linfonados
femorales - da pacientes con dermatitis eccematosa
generalizada, auwngue la distribucidn de las celulas con GCL

fue diferente ya&a gque algunas se encohtraron en la_regién
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perifolicular del linfonodo.

Segdan Silberberg-Sinakin Y colaboradorest 4 Y
Hoefsmitise fue Veldman, €mn 1970, quien descritio las
células interdigitantes (CID), dandoles ese naomhre por el
entrelazamiento de su citoplasma con la membrana celular y
las protrusiones en forma de dedos de los linfocitos que la
rodean ¥y que a su vez son atrapados entre las estensiones
citoplasmicas de aquellas,!*” Hasta ese mpamento no parecia
eiistir una relacidn entre las células con GCOL de los
linfonodas de  cone jo, de pacientes con linfadenopatia
dermatopatica, de pacientes con panencefalitis esclerosante
subaguda, descritas en estos Gltimos en 1973, par Verman y
colaboradores,*®™ las CID descritas por Veldman. 5in
embarga, los trabajeo de hipersensibilidad de contacto no
501lo dieron a las CL una identidad funcional sipo tambian
ayudaron a entender las relaciones con las CID.

En 1974, Silberberg, Baer vy Rosenthal®+s apartaren la
primera evidencia de la presencia de CL en el interior de
los vasos linfAticos dérmicos subyacentes al sitio de
desafio con dinitrocloreobenceno, en cobayons sansibilizados
pasivamente & la misma sustancia. Ei arigen dee estas CL
linfaticas permanecico en duda, incluso en un trabkajo
posterior de los mismos autores.®” A pesar de ello, se
empezd a especular acerca de 1la funcidn de las CL en la
alergia de contacto y en otras reacciones alérgicas,

particularmente en las mediadas paor células, que involucran
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o la piel, l.La wola presencia de las Gl &0 los vasos
linfakicns vy 21 los linfongdos paodria tenetr i gran
gignificada inmunologico. Inzluso, los mismo Aautoress

identificaron CL en los linfonodos que drenan la linfa de
los sitios cutaneos con  reaccidn  alérgica de contacto
positiva.=7

Estos hallazgos permitieron al grupo de Silberberg-
Sinalkin postular gue las CL captan antigenos en  la piel y
Las Ulmvan e s menbrana Para eulimular una respudsta por
linfaocitos inmunoldgicamente cumpetentaes, W N LEE
periféricamente en la piel o centralmente en los linfonodos.
Fara demastrar su hipdtesis, estudiaron biopsias d& piel
retada con una solucidn de ferritina aplicada
intradérmicamente, asi como a los linfonodos gue recibian el
correspondiente  drenaje linfatica, en este caso, los
linfonodos poplitecs de cobayos normales y de cobayos gue
habian sido sengibilicados pasivamente a ferritina o
peroididasa por transferencia de celulas linfoides obtenidas
de linfonodos de cobayos sensibilizados previamente a las
mismas sustancias. Tres haoras despues del reto antigenico
intradérmico con ferritina, se observaron algunas Cl en el
interior de los vasos linfaticos locales y o las cuairo
horag, algunas CL. que habilan captado el antigeno se
encontraron en 21 sena marginal v la ceorteza de linfonodos
que drenaban al sitio de 1la inyeccidn. Estos resultados

indicaron gque las CL eran capaces de captar un antigeno en
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la piel y circular por los linfdticos hacia los linfonodos
de drenaje, desempeflfando una funcidn como la de las M@, al
exhibir posteriarmente el antigeno a los linfocitos de la
pirel y de los linfonodos.=27

En 1978, otros investigadores informdaron de resultados
similares a los anteriores. kKelly, Balfour, Armstrong ¥y
Griffiths**® opbtuvieron la linfa de los linfaticos aferentes
que drenan hacia les linfonodos popliteos, desde la piel y
tejidos superficialaes de los miembros posteriores de conejos
normales, la cual procesaron para observar sus c&lulas con
mictroscopia fotdnica y electrdnica. La capacidad fagocitica
de algunas células linfoides fue estudiada al incubarlas en
wna suspensidn de particulas de carbdn y en una solucion de

comple jos inmunes marcados con fluorgsceina. Como controles

en aste estudio sa utilizaron M peritoneales.
Fosteriormente, las c&lulas  fueron examinadas con un
hemocitdmetro y se hicieron prepataciones teflidas con
Giemsa o azul de toluidina para obsetrvarlas con el

micrapscopio de luz., En ptros animales se tomaron muestras de
linfa a diferentes intervales después de la inyeccidn
regional de touoide diftérico. Las células fueron marcadas
con adenosina tritiada y luego regresadas a los mismas
linfaticnos aferentes. Algunas células marcadas fueraon
procesadas para realizar avtorradiografia. A las 2Z4 horas de
la infusidn de éstas, los conejos fusron sacrificadps y los

linfonodos popliteos se procesaron para hacer cortes en
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parafina v obtener las autorradiografias. For otro 1adn; los
cortes también permitieron hacer un estudio marfométrico v
conocer la distribucisdn de las células marcadas en las
linfonodos.

Las muegstras de linfa obtenidas de con@jos no
estimulados con el toxoide diftérico contenian alrededor de
I00, 000-500,000 celulas/ml, con una composicidn diferencial
de ST £ 3.8 % de celulas mononucleares grandes, 45 & 4.1 %

‘de linfocitos y 1.8 * 0.B % de polimorfonuclearss. L.as
primetras fueron considerablemente mas grandes  gue los
linfocitos y cerca del 63 % se caractericd par posaesgr
irregularidades y praoyecciones en su superficie gue faormaban
un fleco o velo gperiférico. 5u nAcleo era grande y aval o
reniforme, con uno o dos nucleolos prominentes. EI
citoplasma era debilmente basdfilo con muy escasas vacuolas
claras, Entas caracteristicas tueran conftirmadas
wltraestructuralmente. Ademas, se observe gue dentrao de las
grandes celulas monanucleares podian distinguirse por lo
menos dos subpoblaciones. Asi, cerca del B8 % de las ceélulas
contenian fagolizosomas prominentes coan material
parcialmente digerido y un complejo de Golgi y treticulo
endoplasmico altamente desarrollados, lo qgue indicaba una
actividad fagocitica activa reciente. Otra subpoblacidn,
aproximadamente el 3 % de las celulas maononucleares,
contenfan organelos similares al GCL, dispuestos en grupos o

en pllas, intimamente asociados a haces de microafilamentos y
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a veslculas o cisternas del complejo de Galgi.

En las prughas de fagocitosis se abservd gque las
celulas mononucleares no tenfian actividad fTageocitica, en
compatacicon a las M# contreles, a excepcion de un B-10 %L que
captaraon pequeaflas cantidades de carbon. La captacion
isotépica también fue minima en las células mononucleares,
pero con estimulacicdn antigénica, mas del 95 Y% de éstas
estuvieron marcadas.

Al primer dia después de la estimulacion antigenica,
las wélulas mononucleares se encontraron predominantemnente
an las zonas paracarticales, yuxtapuestas a células
reticuloendoteliales que formaban el borde entre leos
cordanegs paracorticales y los senas intermedies. En la
regidn subfolicular, en la corteza interfolicular y en
todos les senos de los linfonodos, también se observaron
calulas monanucleares marcadas. Entre el segqundo y cuarto
dias, hubo an taponamiento de los senos intermediarios poe
linfocitos desarrollandose una distension paracortical,
durante la «cual pocas células mononucleares penetraron en
las Areas paracorticales timodependientes del linfonodo. En
contraste, la mayoria de estas células se encontraron en el
seno marginal, en la corteza interfolicular y en las
ragiones subfoliculares. Con la reduccidn de la distensidn
paracortical, entre 1 cuarto y sexto dias, retorndg la
predominancia de las ceélulas mononucleares de localizacion

paracortical.
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La retencidn de las células mononucleares por los
linfonodos parecid ser muy efectiva, estimada en un 94 %4, ya
que no st observaran  células semejantes en los linfaticos
efoerentes.

Egte estudio Y sus resultados nas pacecan may
importantes y por 2llo ha sido extensa su  descripcion, va
que demusstra que una poblacion de grandes células
mononucleares, de las cuales cerca del 3 % contienen GOL,
sin actividad fagocitica en su mayoria, emigran desde 1la
piel Y tejidos auperficiales hacia los linfonodos
tregionales, via los linfaticos aferentes. Este trafico
celular es incrementado por 1la estimulacidn antigénica, lo
que podria tener implicaciones i1nmunolagicas ya que las
células mononucleares interaccionarian con  linfocitaos
perifeéricos o de los linfonodos regionales. Ademas, la
retencion y distribucion de estas células  “"veladas" (CV) no
parecen ser azarpsa, la gue es indicativo de que realizan
una funcion especifica en las regiones paracorticales de los
linfonadaos.

VKelly y - tolaboradaoress4® gon partidarios do gue las CV
transparten antigenos, estando de acuerdo con Silberberg-
Sinakin vy, sobre todo, con los trabajos de S@eberg vy
colaboradores, quienes detectaron pequeflas cantidades de
radipactividad en algunas celulas de los linfaticos
aferentes que dranan la piel tratada con

dinitrofluorebenceno tritiade aplicade topicamente. Estas
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celnlas  tueron capaces de  inducir hipersensibilidad de
conbacto cuandno fucron transferidas o reaceptoras
it ma lee, 199

Kamperdi jk y Hoefsmit tambi#&n describieron CL  en las
sEnos marginales y &areas paracorticales de los linfonodos,
estableciendo que el BCL caracteristico es un fendmeno
transitorio gque no dura mas de 24 horas despuas de la
estimulacion antigenica.*®* En el mismo trabajo, sugirieron
que las CID llegan a las Areas paracorticales a traves de
los linfaticos aferentes regionales, yva gue desaparecen de
los linfonodos en un lapso de 6 semanas después de ligar
estos vasos.

Resumiendo, las CL epidérmicas, en condicienes normales
y después de estimulacion antigénica, emigrarian hacia la
dermis ¥ los linfaticos aferentes dentro de les cuales
aparecerian como CV y posteriovmente como EID en las areas
paracorticales de los linfonodos regionales. Estudios
inmunohistogquimiceos poasteriores permitirian asegurar que los
tres tipos celulares mencionados pertenecen a wn mismo
linaje.

Simultaneamente a los resul tados de Kelly Yy
colaboradores, *4* ptros investigadores habian descrito lo
mismno, pero en la linfa obtenida de humanos. En este caso,
s5in embargo, las grandes células mononucleares CDH GCOL v
nidclea caracteristico constituian el 1.5 % del total de

-

células presentes en la linfa,*™® a diferencia del 3 %
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encontrado en conejos. Teniendo en mente la anterior, Spry,
Flufg, Janossy vy Humphrey?*®3* estudiaron las muestras de
linta obtenida de pacientes con edema de miembros
inferiores, para determinar si las CV eitpresaban antigenos
Ia v receptores para el Fc de la IgG.

Ellos encontraron que las CV formaban hasta el 15 %4 del
total de las células nucleadas proesentes en la linfa. En
preparaciones fijadas parecia q;Je las CV estaban en
yvuxtapasicion a células seme jantes a linfocitose T.
Caracteristicamente no se adherian al vidrio y presentaban
proyecciones citopladsmicas ondulantes. Las preparacionaes
celulares por citocentrifuga también evidenciaron los largos
procesos citoplasmicos. Menos del 10 %4 de las CV forinaron
rosetas con los eritrocitos de buey cubiertos con IgG de
conejo. Los estudios con inmunofluorescencia demastraron una
rreactividad muy  fuerte de estag células con los antisueros
anti—Ia, 1o que resultaba muy alentader yva que recirentemente
s2 habia demostrado que las CL expresaban 1a%*:.32 o formaban
rosetas con eritrocitos cubiertos con I1gG.3® Ademas, sa
acababa de conocer que las CID paracorticales de linfonaodaos
también expresaban el antigenc la.*5s

En 1985, Rawden, Boudreau vy Higley:®® y Goordyal e
Isaacson?®* aportaron evidencias que acercaban a las CL y a
las CID ¥y que aumnentaban las diferericias con las células de
la serie fagocito-macrdfago. Este nuevo panorama habia sido

iniciado por Takahashi y colaboradores en 1981, ™Y guienes
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demustraron que las CID contenitan la proteina $-100 al igual
que las CL, o=

Rowden v colaboradoresi=s demostraron
inmunohistoguimicamente la presancia de la proteina
citoplasmica S5-100 en las CL epidérmicas de rataz, cobayos y
humanos v en las CID localizadas en la paracorteza de los
linfonodos, en la zona 1linfatica periarterial de la bulpa
blanca esplénica Yy &n la médula timica. Ademids, la piel y
los linfonodos de pacientes con linfadenopatia
dermatopatica e histiocitosis X, enfermedades caracterizadas
por la proliferacidn de las CL y las CID, presentaron un
gran pamero de celulas §-100 positivas en los infiltrados
dermicos y en el parenquima de los linfonpdos. Los
experimentos con fraccienes celularegs obtenidas del bazo vy
de linfondos de ratdn vy del timo de rata, demostraron que el
S-10 % de las celulas colectadas en la interfase eran $—-100
pogsitivas y con morfologia dendritica al dia siguiente de
ser cultivadas, a diferencia de ptras células que carecian
de procesns dendriticos v que fuercn ‘identificadas como M@
por aer S5-100Q negativas y lisozima positivas. Con
microscopia electrdnica, las ceélulas S-100 positivas tenian
forma irregular per la presencia de procesos dendriticos,
can nicleo multilobulado eucromatico y organelos organizados
en un citacentro. Las CID de 1a médula timica de rata
acasionalmente prasentaron GCL.. En las suspensiones

celulares epidérmicas, 1las CL S-100 positivas representaban
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al 3-S5 % y todas las células formadoras de rosetas mostratron

reactividad para 5-100.

8in duda, la demaostiracitin del marcador citoplasmico 85—
100 en las CL ¥y en lgu CID del timo, bazo ¥ linfonwudas, &4
atra evidencia de que pertenecen a un linaje celular
independiente a las del sistema fagocitico-mononuclear.

A principios de 1984, Kraal, Breel, Janse y Bruin®*®
prudujehun un  anticuerpo monoclonal comdn para las CL y las
€ID: el! NLDC—-145, que probharon en diferentes drganos
linfoides periféricos de rata y ratones. El anticueirpo
reacciond con células no linfoides de aspecto dendritico,
localizadas en la paracorteza de linfonodos, en la vaina
periarterialar interna de la arteriola central del bazo ¥y en
las Areas interfoliculares de células T de las placas de
Payar. En el timao, ademas doe las CID medulares vy
corticomedul ares, s tifferon algunos slemrntos corticales.
En la médula dsea y en  la sangre periférica no se
demastraran céalulas positivas. Los M peritoneales
gstimuladas con tioglicolato fueron reactives no s6lo al
NLDC—-145, sino también a un anti-Ia. En la piel, la
inmunofluorescencia doble con estos anticuerpos demostrd una
correlacion completa entre ambos, evidenciando
especificanente a las CL.

Tadas las celulas NLDC-14S poasitivas fueron debilmente

fos fatasa acida pamitivas.
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LAS _CELULAS DE LANGERHANG ¥ LA CELULAS DENDRITICAS DE
STEIX N ca

En 1973, Steinman y Cohn*#4® identificaran uwn tipo
celular especial, diferente de los granulocitos, linfocitaos
y fagocitaos mononucleares, durante sus estudios sobre las
c@lulas del bazo del raton que se adhieren a superficies de
vidrio o de plasticeo. Esta cuarta variedad celular adherente
presentaba un citoplasma con pseuddpodos de forma, longitud,
anchura ¥ nOimero variables, confiriendo a la c&lulsa un
aspecto que iba desde el1 bipolar bhasta el dendritico o
estrellado. E1 interiocr del ciltoplasma contenia granulos
circulares densos, sin evidencia de endocitoesis a posar de
ser cultivadas en concentraciones elevadas de suetro,
condicidn gue 58 wabe estimula la endocitosis en las Mit. El
nicleno mostraba wn  perfil contorneado, con masas de
cromatina adheridas a la cubierta nuclear, gue era gruesa y
densa. A diferencia de 1los M#, la superficie celular no
tenia plieqgues.

La tincidn vital de estas células dendriticas (G con
verde Janus demastrd un  gran ndamera de mitocondrias en el
interior de los pseuddpodos, mientras gque el rojo neutro
evidencid pocos lisnsnmas.‘*a

En las preparaciones de células adherentes fijadas, las

Ch fueron FPAS negativas, tifAéndose débilmente con azul de
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toluidina, hematosilina y Giemsa. Histoguimicamente, las CD
y los M# Ffueron claramente diferenciables. Estos Gltimos
presentaran grandes granulos perinucleares fosfatasa acida
positivos Y otros teflidos can azul de Frusia,
presumiblemente granuios de hemosiderina. La actividad de
ATFasa y peroxidasa también fue demostrada dnicamente en los
Mif, L4

En los estudios microcinematogiraficos, con contraste de
fases, se observd que log M8  eran m&s zedentarios que las
CDh, cuyo citoplasma se mavia de una manera pulsatil,
emitiendo y retrayendo contirivamente los psewddpaodos y
pequefias dendritas. 1+°

En las diferentes especies de ratones estudiadas, las
CD esplénicas congtituyeron del 1.0 al 1.6 % del total de
células nucleadas. l.a separacidn de la pulpa blanca y la
pulpa roja, evidecid que las CD estaban resti-ingidas a la
primera. En lo% linfonodops mesentéricos el porcentaje de CD
oscild entre 0.2 a .5 4, en los linfonodos arilares y
cervicales entre el 0.1 a 0.3 %, v en las placas de FPeyer
entre 0.1 a 0.2 %. El1 timo, 2l intestine, la medula dsea, el
higado y la cavidad peritoneal casi no presentaron CD, t%2

Otros mamiferos estudiados como el ratdn deanﬁda, la
rata, el conejo ¥y la vaca también tuvieron CL en el bazo y
los linfonodos. %@

Steimnman y Cohn pensaron inicialmente que las CD que

habian descrito eran equivalentes a los Ml dendriticos que
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retienen antigenos &n su superficie a travaes de anticuerpos
egpecificos. Estos ME habian sido deseritos en los foliculos
linfoides secundaricos a centires germinales por  Nossal y
coalaboradiiesn, 1em gin embarg, allon  misnos, al adia
siguiente, aportaron pruebas sugestivas de que las CD de
ratones no representaban wpa variante morfoldgica de los Mo
o de leos linfocitos, ya que careclan de inmunoglobulinas con
cadenas ligeras kappa y lambda, expresando anicamente
aloantigenos H-2. Ademas, no exhibian la capacidad
fagocitica del M® hacia 1la perodidasa de raiz fuertie
soluble, hacia particulas de poliestirena, hacia eritrocitos
dr oveja opsonizadaos y hacia agregados inmunes de
peraxidasa—antiperoixidasa. Por otero lado, nunca ohservaron
que las CD en cultivo se diferenciaraon hacia M, 1432

A diferencia de las células reticulares dendriticas,
las CD no sintetizaban macromoleéculas semejantes a la
colagena, comb se demastrd cuando fueron pulsadas  con
praltina  tritiada. Por otro lado, no formaban colonias
mieloides =] eritroides ya que la transferencia de
suspensiones celulares esplénicas depletadas de CD  por
adherencia al vidrio, producia un namerc normnal de unidades
formadoras de colonias g2n la superficie del baco receptor de
los ratones irradiados subletalmente. 1=

En una serie de trabajos posteriores, Steinman vy
toulaboradores encontraron gue las radiaciones ionizantes y

los esteroides reducian impartantemente 1la pablacidn de CD
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gsplénicas da ratdn, siendo remtituidas por la Gransferancia
pasiva de médula csaa pera ne de células timicas do ratones
singénicos, 14>

Aungque la tasa de recambio de las CD era considerable,
no coincidia con el indice tan bajo de marcaje can timidina
tritiada. Esto sugirié que las D derivaban de celulas
presentes en otro compartimento proliferativo, gque podria
ser la médula dsea, sin embargo, el mecanismo de poblacicon y
recambio no ha side plenamente descifrado. Los dorgancos
linfaAticos de los ratones recién nacidos no contenian CD. La
concentracion de estas células en el bazo y linfonodos
mesentéricos alcanza los niveles de adulto hasta las 3 a 4
semanas de edad, para mantenerse casi constante, tanto en la
respugsta inmune primaria, como en la administracion
experimental de eritrocitos de oveja.is+>

En 197%, Steinman, Adams y Cohn*#*< identificaron, in
situ, télulas esplénicas de ratdn estructuralmente idénticas
a las CD caracterizadas in vitro. Se localizaban anicamente
en la pulpa blanca, cercanas a los vasos sanguinens de los
nédulos de eésta. Su nacleo de forma irregular con una banda
periferica de heterocromatina y el citoplasma electronldcido
fusron  low criterios de identificacion, ya que eran
similares a los de las CD in vitro. En ratones no axénicos
los hallazgos fueron muy semejantes, destacandose el mayaor
ndmero y la forma itregular de las CD in situ, cuya membrana

no cantenian especialiraciones de unién vy formaba profundos
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plivgues o invaginaciones hacia =31 cugrpo celular,
interdigitandose con las prolongaciones de las colulas
adyacentes. Steinman y colaboradores concluyeron qua las CD
caracterizadas in wvitro e identificadas in situ en este
estudio, eran similares a lase CID descritas por WVeldman, en
1970, 147

Para conocer el papel funcional de las CD, Steinman ¥y
Witmer compararon la eficacia de las diferentes poblacionas
celulares contenidas an el baco, time vy linfonodos
mesentéricos, en la induccion de una respuesta proaliferativa
de células T alogénicas, camc  representacidn  de una
reaccion leuwcocitica minta primaria (RILM) 345 Los
cubreobjetos con una mezcla de 100,000 C0 vy 130,000 Mo
indujeron una respuesta proliferativa fuerte y prolongada en
células emplénicas alogéanicas, de 30 a 75 veces mayor a la
actividad proliferativa de otras células no estimuladas.

Cuando su probd un purificado de células peritonpales
adherentes, con mas del 90 %L de ME y muy pocas 2D, la
captacidn de timidina tritiada gque se produjo fue casi nula,
lo que sugeria gque la estimulacidén de una RLUM no parecia
estar relacionada con el pnamereo de M@. Por el contrario, las
CD recientemente purificadas y las de 4 dias de cultive, en
namerg de 100,000, mantuvieron la RLM observada, apenas
modificada por la adicién de mitomicina al sistema. Lag
ceélulas resultantes, marcadas con timidina tritiada, fueron

identificadas camo linfoblastos en fase S5, mediante
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autorradiografias de 1los frotis celulares. Ademas, 1a
potencia estimulgdara de las CD quedo manifestada yva gque con
sdlo 300 & 1000 CD, =1=] podia detectar actividad
proliferativa en 1lps co-cultivas con S5 9000,000 de céelulas
esplénicas. Para gbtener una respuesta similar con células
esplénicas totales, se requertian de 3IQ,000 a 300,000 de
estas celulas. Estos resul tados son partigularmente
significativos ya que las CD representan tan sédlo el 1 4 o
menps de las c&lulas nucleadas de les  drganos linfaticos
pertféricos. +4e

En las Afracciones celulares enxentas de linfocitos T vy
B por pruebas citotdxicas, la RLM fue similar a las
anteriores, concluyéndose que la principal capacidad de los
grganns  linfoides del ratédn para estimular uwuna RLM no
residia en las subclases de células principales como los
linfocitos T v B v 1los M#, sino en upn pequefio namero de CO,
sobre todo las esplénicas, que demostraron mayor potencia
preliferativa que las CD de linfonodos, timo Yy medula
tsea. tes

< Codmo explicar e#sta capacidad de las CD como potentes
estimuladores de la RLM 7 Steiman vy witmarihﬁ‘ refiaren que
esta propiedad ha sido atribulda a células gue expresan
determinantes antigénicos la, codificados por 1la subregidn
1 del Complejo Principal de Histocompatibilidad.t#&.34> Ta)
es el caso de las CD , cuya edpresidn del antigeno Ia

persiste adn en cultivos de 4 dias**® y gue podria explicar,
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en parte, su potencia estimuladora de RLM.

En 1980, Steinman y colaboradores:®=*® hicieron una
revision muy concreta de sus trabajos y comentaron que las
CDh v las CL padian ser miembros de wn mismeo linaje celular,
aungque todavia no se identificara el GCL ni se demoastrara
actividad de ATPasa en las primeras. Sin embargo, ambas son
celulas que sintetizan Ia y participan en fendmanos
inmunoldgicos semejantes, ubicdndose como celulas accesorias
del sistema inmune.

Cinco afios después, en 1985, Steinman participd en un
trabajo cuyos resultados sugirieron gque las Cl podian ser
precursares o elementos inmaduros del sistema de células
dendriticas. *¥° En  lazs suspensiiones te células epidérmicas
frescas, obtenidas de diferentes cepas de ratones, alrededor
del! I 4 de las ceélulas eran la positivas, (alrededor de B00
cé&élulas la positivas /7 mm2 de piel). A las 72 horas de
:Qltivo, el nameroc de estas ceélulas, no adherentes al
plastico, disminuia progresivamente a uwun 30 % del nivel
inicial. Con la microscopia electrdnica, presentaban todas
las caracteristicas de las cL, incluyendo al GEL,
observandose una notable similitud con las CD esplenicas.

La falta de darcaje con bromodeoxiuridina demostire gue
las CL no proliferaban in vitro.:7e

Al cabo de 3 dias de cultivo, las células la positivas
presantaban un aspecto muy irregular por la presencia de

largos procesos o velos citoplasmicos delgados, en los gue

ESTA TESIS M3 DEBE
St DE (A gMEUTECA



80
tambien se observo el inmunomarcaje con anti-Ia. La
comparacion de las CL y las CD esplénicas cul tivadas, revels
que ambos tipos celulares compartian caracteristicas
similares con la microscopia electrdnica, con contraste de
fases y con inmunofluorescencia. En experimentos de doble
marcaje, las células epideéermicas Ia positivas, exhibieron
tna debil pero clara reactividad con los anticuerpos F4./00
anti-M@, M1/70 vy 1.211 antiMac-1 o antivrreceptor C3b y 2.4G62
antirrecaeptor Fo. Ng hubo marcaje con anticuepos anticélulas
T (Lyt—-1, Lyt—=2) ni con anticélulas B (TIR 145 y 144) o con
anti-CD esplénicas. La intensidad de la ¢tincidn anti-Ia se
incrementd con el tiempo de cultivoy MI/70 permanecid
constante y el resto cast ] no fure detectable.
Histoquimicamente, las ClL ¥y las CD en cultivp NG MEstEab A
dactividad de ATFasa ni esterdasa no especi{itica, mientras que
lgs ™M@ peritoneales eran fuesrtemente positivos., For otro
ladoy, ni las CL ni las CD acumulaban peroxidasa de rafz
fuerte. Funcionalmente, las suspensiones frescas de células
epidérmicas tenian una capacidad muy deébilY para induciir
respuestas proliferativas de células 7. $in embargo, al cabo
de tres dias de cultiveo, desarrollaban wna proagresiva
actividad estimulatoria. los purificados de GCL presentaban
un compertamiento similar, induciendo la formacidn de
aclmulos de células proliferativas, como lo hacian las CD.
De manera significativa, la deplecidn de CL por citdlisis

con anti—-Ia y complemento o por "panning" scbere cajitas
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cubigrtas con  anti-ta, abolia 1a funcién estimulatoria.
Analaogas a las cn, law Cl-  tuvieron una potencia
estimulatoria muy notable ya que can tan s8lo 30 CL
cultivadas por 3z dias, se inducia una respuesta
significativa en cultivos esténdares de 300,000 linfocitos.
Asi pues, el cultivo por mas de tres dias hacia que las CL,
que en estas condiciones perdian trapidamente w1 GBCL, y las
CD fueran marcadamente similares en ultraestructura,
fenotipo y funcidn. Sin embargo, dos diferencias eran
detectables: las CL na poseian el antigemno Lripeina-
resistente I3D1 de lay, CD vy la edposicidn o radiactdn
ultravioleta no afectaba a las CL in vitro, mientras que las
CD no sobrevivian mas allda de un dia despues del
tratamientao.*”®

Schuller ¥ Steinman postularon que las CL epidérmicas
empiezan a madurar en la piel para luego dejarla wvia la
linfa y convertirse en CV de los linfaticos aferentes, que
podrian ser las representantes in gitu de las CL en
cultiva.t?o

Finalmente, las CD también tenfan su representante in
situ en las CID de los linfonodog.!™: La relacion entre CD vy
CID ya habifa sido sugerida por Steinmamn y colaboradores, en
1975,.3%% | a CD que Kamperdljik y colaboradorest?® aiglaran de
los linfonodos normales y estimuladas por la aplicacion, en
el cojinete plantar de la rata, de la vacuna paratifoidea

con altas concentracionss del antigeno flagelar H, eran
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celulas de bajs densidad, resistentes a la radiacidn, sin
receptores para Fc y no formadoras de rosetas. El citocentro
tenian actividad de fomfatasma dcida mientras que la membrana
celular ara 1a positiva.Sus caracteristicas
ultraestructurales eran similares a las Cl., sSobre todo al
dfa siguiente de la estimulacion antigénica, observandase
frecuentemente el GCL. Algunas celulasg presentaban
pseuddpados y otras eran parecidas a las CV de la linfa
proveniente de la piliel; descritas previamentetr4?.17= ¥
consideradas las precursoras de las CID. 7=
las CD no s6lo se han identificado en los arganos
linfaticos. Su distribucién abarca varios drganos como el
corazdn, higado, pancreas, miasculp esquelético, riffan,
uréter y vejiga. Estas loecalizaciones pueden tenear enorme
trascendencia puesto qué laz CD son potentes estimuladores
de los linfrncitos T, tanto en cultivos alpgénicos*+™ como
S1NGENnicng. * 79
En 1981, Hart vy Fabre!?”= publicaron un articulo muy
interesante gque abrid nuevas perspectivas en la biologia de
las CD. Ellus.demastrarmn la presencia de CD la positivas
orientadas paralelamente a las fibras musculares :afdiacas
de la rata RTL1.P. Emplearon técnicas de inmunofluorescencia
2 inmunoperoxidasa con el anticuerpo monoclonal F17-23-2
dirigide contra moléculas ia. Histoquimicamente, las CD
mostraron actividad de esterasa inespecifica, siendo

negativas para ATPasa, H—glucuranidasa y fosfatasa &cida. En
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lds cortes por congelacidn de tiroides, higado, pancreas y
piel, tambien demostraron CD  reactivas al  anticuerpo,
dispersas en el tejido Emnectivo intersticial. En el higado,
-las CD se encantraban alrededor de la triada porial,
distinguiéndose de los hepatocitos y dea las ceélulas de
Kilpffer, 17=

La inyeccion intravenasa de carbdn coloidal demostre
que las CD Ia posiltivas de los diferentes tejidas
estudiadps, tenian poca o nula actividad fagocitica. En el
higado, las células de Kiupffer captaron 21 carbdn pero no
mostraron positividad al Ia,+™=

Las CD Ia positivas intersticiales podian ser
depletadas con radiaciones ionizantes y con ciclofpsfamida.
En ol corazdn, la disminucidn del namero de CD ocurria al
quinte dia postirradiacidn, habiendao wuna recuperacidn al
trasplantar médula odsea singénica. Em 1los animales no
trasplantados este fendmeno no se observd, lo que hizo
suponer que ne solp las CD son radigsensibles, sino tambien
sus precursares presentes en la médula dsea,1”=

Una aplicacidn interesante de estos hallazgos la
hicieran Faustman y colaboradoresi7« al demostrar gue el
tratamiento de icslotes pancreaticos (iglotes de Langerhans)
de ratones con LN aloantisuero dirigido contra
determinantaes I (algantisuero anti-CD) mas complemento,
previamente al trasplante de aquelios. permitia gue los

islotes sobrevivieran més de 200 dias en un receptor
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histoincompatible.

Lo anterior nos hace pensar que el coneocimiento de

petns eventos ¥y su estudio abrirdn nuesvas posibilidades en

2l campo de los trasplantes.

LAS___CELULAS DE L ANBERHANG Y LAS  CELULAS DENDRITICAS

1CL S..

t.os centeos germinales de los foliculos linfoides estan

formados por dos tipas celulares principales: las

linfablastes o linfooitos proliferatives ¥y los macrofagos

{Tingible Beody Macrophages o TBMY, gue son de gran tamafio.

Ltos linfoblastos tienen caracteristicas de océlulas B,

formadoras de anticuerpos,*?7:3:¥% gue pueden desarrollarse

fracia células pegueflas de memoria  para las respuestas
subsiguientes.* ¥
Coma resultado de los estudios acetca de 1a

distribucicdn de antigenos dentro de los drganes linfoides,

Nogssal y colaboradores sugirieron, en 1245, gque las centros

germinales (CH) contenian otro tipo celulary diferente a las

ceélulas Tfagoaciticas tipicas v cuya fTuncidn seria la

retener antigenns en forma de complejos inmunes sobre la

suparficie celular e B5US abundantes prolongacianes

citoplasmicas o “"dendritas®,*=1v3200, 40818 Eotas celulas fumron
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l1lamadas células reticulares dendriticas*®?! v son conocidas
actualmente como celulas dendriticas folicwlares (CDF).

Con la micrescopia de luz, cuando se han inducidao CG
por estimulacidn antigénica, las €DF pueden ser reconocidas
por su  gran nficleo laobulado, exento de heterocromatina,
cuyo nucleoplasma ESuﬁéS denso o mas basdfilo gque el resto
de las células. El citoplasma es escaso y Unicamente se
distingue cuando hay grandes espacios intercelulares, dando
a la célula un aspecto estrellado. Las CDF  se encuenttan
principalmente en la regidn del manto y andyacentes al CG
praopiamente dicho. Nunca han sido cgbservadas alrededor de la
arteria central del CG.1w=

Ultraestructuralmente, las CDF localizadas en la
periferia de la pulpa blanca y hacia la profundidad del CG,
se distinguen por la forma de su nGcleo y la estructura y
distribucidn del citoplasma. El cuerpo celular es muy
pequefio, ramificandose el citoplasma en prolongaciones muy
delgadas dirigidas en diferentes direcciones, aungue
permanecientdo cercanas al nacleo. Asi, el citoplasma estd
organizado en laminas mas que en  verdaderas dendritas.
Ocasionalmente pueden observarse uniones tipo desmosomas
entre dos prolongaciones, prasumiblemente pertenecientes a
dos CDF diferentes. Los prolongaciones intercelulares estan
particularmente desarrolladas en las CDF de la regldn del
manto ¥y de la periferia del CG. En la vaina linfaftica

periarteriolar, lags CDF no existen y las que llegan a
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encontrarse sobre la arteria central del C6 casi no tiensn

prolongaciones citeplasmicas, confundiédndose ceon las calulas

reticwlaraes fibroplasticas. ==

El citoplasma de las CDF posee sscases arganelos vy los

quss tiene estan pocos gesarrol lados, Ne manera

caracteristica, la superficie celular est4d cubierta por un

material electrondenso, de grosar variable, farmado por

delgadas proveccliones sensjantes a peles gue llenan gl

espacio extracelular Yy gue pueden contener glementos

particulados. Esto ha sido inteepretado come un atributo por

metiio del cual las GDF funcionan como celuwlas retenedoras de

antigenas, t9* como lo sugiere la retencidén de carbdn

caloidal vy de diduido de toric coloidal. Las prolongaciones

citopldsmicas llegartr a captar la petrouidasa de raiz fuerte

dentro de un peguefa rnamero de vesiculas, Las

caracteristicas ultrasstructurales y funcionales, ademés de

54 nula actividad endocitica, han servido para diferenclar a

las COF de otras pobhlaciones celulares, sobre todo de las

Ma.

£l arigen de las CDF no ha sidoe aclaradao del  tada. En

los bazos no estimuladozs estas células son raras e incluso

la retencién de coloides no se lleva a cabo si la inyeccidn

de las particulas se realize antes de la farmacian de los

CH. Esto ha hechao pensar que las CDF se desarrollan despues

de que se ha iniciada la formacion del £6, posiblemente a

partir, segdan Chen y eolaboradares,*®2 de la activacion de
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las CD va :Dnn:idas. upnr ‘ nosotros, E=ta idea.'
indirectamente, propone que las CDF se originarian en'ia
miédula dsea. Dijkstra, HKamperdijlk y DEpp,* = en 1?34;
propusieron que 21 origen de estas era a partir de células
del reticulo. Ellos encontraron gue los feoliculos primarios
esplenicos de ratas de 21 dias de edad no mostraban,
ultraestructuralmente, CDF caracteristicas perc si celulas
reticulares fibrobldsticas en estrecha relacidn con fibras
de coldgena y con numerosos pliegues de membrana incluidos
en un material electrondensc que correspondia al compleic
perodidasa—antiperoxidasa inyectado 24 haoras antes de ser
observadas. En los foliculos secundarios, ya presshntes en
ratas de 48 dias de edad, las células cuyas membranas
formaban un intrincado sistema de invaginaciones, eran las
que  retenian exstracelularmente aguel complejo antigenos-
anticuerpo. Asi, las c¢élulas reticulares fibroblasticas
madurarian ontogénicamente hacia CDF, lo que por 51 mismo
seria una diferencia importante con las CD y CID.

Otros investigadores han demostrado que las CDF
definitivamente no tienen una relacidn oantogénica con las GO
esplénicas., En ratones quimerizados por radiacion vy
transfusion de médula dsea se demostrd gue, por mas de un
afio, las CDF expresaron los antigenos H-~2 del receptor, a
diferencia de 1los linfocitos y M@ esplénicos que edxpresaron
los antigenos H-2 del donador durante 3 meses, 184

Los estudios histoquimicos también han aportado
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evidencias que separan a las CDF del resto de las CD,
incluidas las CID y 1las GCL. En 19274, Miller-Hermelink,
Heusatrmann vy Stuttle*®® demostraron que aguellas sonas de
pulpa blanca (regidn de células §) del ba=g hunang qua
retenian los complejos formados por eritrocitos-anticuerpo-
complemento, contenfian celulas con un patrdn histoquimico
enzimatico claramente diferente de las ceéelulas situadas en
dreas esplénicas que no retenian los complejos mencionados,
es decir, las Areas de las vainas linfaticas
periarteriolares. For su localizacidny las celulas de las
regiones de ceélulas B serian las CDF o células dendriticas
reticulares, como las llaman Milller y colaboradorea, 1@
carentes de actividad de ATPasa y de fosfatasa alcalina pero
con actividad de esterasa inespecifita, de fosfatasa acida
y, sochre todo, de S-nuclectidasa. Por su parte, las CD de
las regiones de células T se caracterizaron parr su
actividad de fosfatasa alcalina, de fosfatasa acida, de
esterasa inespecifica vy, con menor  intensidad, de ATPasa.
Ademas de distinguirse eptre si, las CDF y las CD se
diferenciaron de los M@ porque éstos mostraban una actividad
mas intensa de esterasa no especifica y de fosfatasa &cida,
siendo negativos para el resto de las enczimas.*==
Considerando en conjunto las evidencias, las células
ATFasa positivas de la porcidn central de la pulpa blanca
que no retienen complejos antigenoc—anticuerpo corresponden a

las CID/CD Qque Soh garacteristicas de las regiones de
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células T de los tejidos linfaticos, difiriendao
cualitativamente de las CDF, presentes en las regiones de
cé@lulas B, an ol resto de la actividad encimatica.

Otrom hallangos relacionadas con @1 tema son los de

Gerdes, Stein, Mason y Ziegler,*** guienes encontraraon que

las CDF de las tonsilas palatinas humanas se pueden
evidenciar in situ con inmunoperoxidasa, empleando
anticuerpos dirigidos contra IgM, IgG, cadenas kappa ¥y

lambda y C3b, pero noc con anti-HLA-DR. Estas dos daltimas
caracteristicas establecen una diferencia m&s con las CD
esplénicas, que si expresan HLA-DR perno no Can.ie9: 143

La identificacidn de inmunurraactividad de un marcador
citoplasmico, 1la prntaiﬁa S~-100, ha sido de granm utilidad
para conformar el sistema de las L, distinguiéndolas de los
M y de otras células de tipo linfoide. Lo mismo se ha
conseguido con el empleo de anticuerpos monoclonales como el
OKT-46 y OKT-3. En este sentido, se ha pedido determinar gque
en cultivos de 8 a 9 dias de ¢timo humano, pueden
distinguirse 4 tipos celulares: las CD, los M@, las ceélulas
epiteliales v los timocitos, Qque s& adhieren al cuerpo o a
las prolongaciones citoplasmicas de las primeras. Con
inmunohistoquimica ultraestructural, estas poblaciones
celulares muestran reactividad para ODKIa (CD vy M@, para
OET-&6 (CD y timacitos) y OKT-3 (dnicamente timocitos), 1a7

En r;tas s& ha determinado que las CD timicas Ia

positivas derivan de la médula dsea, *™% de manera que las CD
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timicas positivas a OKT-4 & Ila y derivadas de medula osea
pueden pertenecer al mismo linaije celular de las CL.

El sistema de las CL se caracterica poargque sus celulas,
ademas de ser OKT-6 positivas, expresan inmunorreactividad a
la proteina citoplasmica S-100. Las CL,*®9 lag CID y las
Chies, ta¥%,.1%0 e ratones y de humanos presentan esta
ptroteina, adem&s de ser DR/la positivas y de no reaccionar
con anticuerpeos monoclonales contra antigenos de las ceélulas
del sistema monocito~macrdfago (OKM-1, Leu M3, PAML) ni con
antisueros anti—x—-l1-antitripsina Y anti—o—
antiquimotripsina. **?® Ademas, 1 sistema de las CL se
distingue de las CDF dg ratdn, de cobayo y de humano en que
estay nltimas son S-100 negativas., Una excepcion a lo
anterior son las ChF de la rata gque muestran
inmunorteactividad para este marcador citoplasmico,. *™®

Recientemente se ha corrcborado la utilidad de ia
identificacidn de varios marcadores para reconocer & las ClL
a@rtraepidérmicas. En el epitelio tonsilar Rumana se han
encontradn c2lulas dendriticas similares a las CL, con
inmunorreactividad para 8-100, Té4 e la, aungue carentes de
un organeleo equivalente al GClL. Significativamente, estas
células parecen interactuar con linfocitos T
cogperadores/inductores. ™

Es segurc que adn no se ha dicho la dltima palabra
acerca de las relaciones ontogénicas vy funcionales de las

L., v, CID y CD, como elementos formadores del sistema de
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lag celulas de Langerhans. En relacion a las CDF, éstas no
tienen caracteristicas para‘pertene:er a este sistema, pero
tampoco pueden incluirse en al sistema fagocitico-
monwunuclear porgue no son fagociticas ni tienen actividad de

esterasa inespecifica y son negativas a Mac-1 e Ia,3%=

S CELULAS LANGERHA TRAEPI .

Comoc se menciend al principio de este capitulo, las CL
tienen predileccidn o tropismo por laos epitelios, sobre todo
e aquellos que llevan a cabo procesos de quaratinizacidn.
Esta situacicn puede tener aiplicacidn en el hecho de que
las superficies epiteliales son la primera  batrera de
detensa del organismo y estdn en constante contacto con
sustanciazs antigénicas que demandan la participacion de
células qgue las captan, procesen Yy presenten a los
linfocitos para dar inicio a la respuesta inmune. En este
sentido, las CL representarian el componente mas periferico
d& la rama aforente, & incluso de la eferente, del sistema
inmune, =e

Los sitios u derganns cuyos epitelios presentan CL,
identificadas con unc o mas de los metodos ya mencionados,
son l0s siguientes: 7

En el globo ocular, la cdornear®3.1924 v conjuntiva



humanasi¥® y la cdrnea de cobayo®™® contienen CL.

En el sistema digestivo, las CL. pueden encontarse en
la mucosa de la mayoria de los drganos gue lo forman. En la
cavidad oral de ratas, cnbaybs, fionos Yy humanos, las CL han
sido identificadas en labios, encias, lengua, mejilla, pise
de la boca, paladar duro y paladar blando, t9®7—29% | a mucoua
esofTagica de cobayos, de ratones y de humanos, ademas de
contener Cly presenta algunas células parecidas a
linfocitos.*99—2¢2 En  pvejas ¥ @n el ganada bovino, las CL
haﬁ sido identificadas en 1los epitelios del rumen y del
estomago anterior, 29204

€En el sistema genital femenino de ratones hembra y de
humanos, los epitelios del cuello uterino y de }a vagina
presentan celulas con actividad histogquimica Y
caracteristicas ultraestructurales idénticas a las de las CL
epideérmicas.=eR—=2e0

El nimero de epitelios con CL podria extenderse mas si
tomaramos en cuenta algunas condiciones patologicas en las
que esbtas celulas estan presentes. Creemns que ésto escapa
al objetivo del presente trabajo y por ello no serdn

consideradasg.
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PRINCIPALES LOCALIZACIONES DEL SISTEMA DE_LAS_CL

PIEL: epidermis

anexos de la piel

EPITELIOSs cavidad oral

nasofaringe

linfaticos de la dermis essfago

dermis

caérvix uterino
vagina

cdrnea

con juntiva
uréter

vejiga

TEJIDO LINFATICO: =ona carticomedular del timo

paracorteza timodependiente de linfonodos

linfadticos aferentes

vaina

periarteriolar del ba=o

amigdalas

tejido linfatico asociado a intestina

IEJIDO INTERSTICIALE de corazdn

de

de

pancreas
higado
rifén

masculo esquelétich
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COMPARACION DE LDS MACROFAGBOS COMUNES Y DE tAS CL

Origen medular

Caracteristicas morfoldgicas
Lisosomas
GCL,
Nacleo indentado

Actividad fisiologica
Adherencia al vidrio
Supervivancia in vitro
Fagocitogis Fo dependiente

Metabolismo
Esterasa no especifica
¢g~-D-manosidasa
Fosfatasa Aacida
Faroxdidasa
ATPasa
a~antitripasina
g~antigquimotripsina
Lisazrima
Colagenasa
Froteina S—100

Receptores de membrana
Concanavalina A
Aglutinina de cacahuate
Fc
Cx

Marcadores inmunoldgilcos
Antigeno Ias/DR
aAntigeno lLag

Antigeno i

oKrML

OKT4

OKT4

M@ (%
+ +
+ +
- +
~ +
+ +
-+ -+
+ 2
- 4
+ “+
-+ -
+ +
+ -+
+ -
e -
-+ -
+ ?
- +
+ +
“+ +
+ +
+ +
+ +
- +
+ ?
-+ -
- +



LAS CELLLAS DE _LANGERHANS EN (0S5 VERTEBRADOS NO MAMIFEROS.

PECES, Mo existen informes de la presencia de CL en
estos vertebrados.
ANFIBRICE, En 19464, Fargquhar y Falade”* investigaron la

actividad de ATFPasa en la epidermls de Rana gioinsg, Rana

catesbeiana vy Bufo marinus. Con . microscopia Qe luc
observaron gque el producto de 1la reaccidn enzimatica

delineaba a toudas las células epidérmicas, en particular las
de los estratos germinativo, espinoso v granulosc. En les
dos primeros la reaccidn mas intensa se observd en células
dendriticas al uwsar como sustrato ADP en vesz de ATPR.
Ultrestructuralmente, al producto de la reaccion
histoquimica, a manera de un precipitado electrondenso, fus
méds intenso en las membranas celulares de los elementes
dendriticos epidé&rmicos, sobwre todp cuando se empled el ADF
como sustrato.

Farquhar y Palade cansideraron que las células
dendriticas ATPasa/ADPasa positivas de le epidermis de les
anfibios estudiados eran similares a las encontradas en la
epidarmis de bumanos. Sin embargo, nPno hicierpn una
caracterizacion més detallada de aquellas, ya gue fueron un
hallazgo fortuito al gue no dieron mayor importancia.

ttas recientemente, en 1984, Banerijee Yy Hoshino=o
estudiaron muestras de piel de Rana cateshbeiana con

histoquimica enzimatica para demostrar ATPasa, GTRasa y
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GMFasa; en algunas muestras realizaron impregnacion con ZI0
y otras fuetron procesadas para microgscopia glectrdnica. A
pesar de este abordaje, no lograron demostrar células
pasitivas a los diferentes sustratos ni a la impregnacion
metdlica. Ultraestructuralmente, sdlo encontrarorn sscasas
células parcecidas a linfecitos, dispersas entre las células
epiteliales de la epidermis, Ezstos resultados  fueron
interpretados como reflejo de la forma primitiva del sistema
inmunolégico de los anfibios, ya gue las CL pueden ser un
constituyente egspeci{ifico del sistema de linfonodos asociado
a la piel, el cual se desarroclla filogenéticamente hasta el
grupa de las aves. Alternativamente, sugirieron gue la
ausencia de CL podia estar relacionada a la pobre o escasa
queratinizacidn de la epidermias de las ranas.

Nosotros pensamos gque la explicacidn a estos hallazgos
es otra., Banerjee Yy Hoshino utilizaron cortes por
congelacion de piel no fijada o débilmente fijada, mientras
que Farguhar y Palade obtuvieron los mejores resultados en
cortes de piel fijada, realizados con un vibratomo gue no
requiere congelar los tejidos.*

En nuestre laboratorio, Castell, Fere:z, Rondan vy
Carrillo han demostrado la existencia de células dendriticas
en lq epidermis de diferentes especies de anfibios, gque
fuaeron positivas a la histoquimica enzimatica para ATPasa,
esterasa no eespecifice y a la impregnacisn con  ZIO.

Ultraestructuralmente, el préducto de la reaccidn
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histoquimica para ATPasa se loecalizd esclusivamente en

celulas de aspecto dendritico, sin desmosomas ni
tonofitamentos, con nGcleo indentado. Aunque no presentaban
el GCL, las caracteristicas morfoldgicas e histoquimicas de

estas células permitieron concluir gque se tratabas de celulas
homdlogas a las CL. La publicacidn de estos resultados
contituiria la primera camunicacidn formal de la euistencia

de las CL en las antibiog.=2**

REPTILEB, En 1944, Breathnach y Foyntz3t= pealizaron
una investigacidn para conocer la estructura basica, el
desarrollo yv los mecanismos de transterencia de los granulos
de melanina, desde los melanocitos hasta los queratinocitos
de la piel de 1la ecola cola de Lacerta vivipara, lagartija
comin europea. Para aese antonces. las CL seguian siendo
caonsideradas como el destino final de los melanccitos. En
este sentido, y de acuerdo con el objetivo primordial del
trabajo, las CL fuaron buscadas intensionalmente.

Ademas de conocer la egtructura de las células
pigmentarias, ocasiocnalmenté se observaron algunas céelulas
de citoplasma claro, ain desmosomas ¥ sin tonofilamentos,
con ndcleo  indentado, claramente distinguibles de los
melanocitos y de los queratinocitos. La aussncia del GCL en
agquel tipo celular hizo que Breathnach y Fayntz concluyeran

que la piel de los reptiles carecia de CL tipicas.=23i®



78
AVES. La enistencia de las CL en la ep:dermis de las
aves ha side negada por algunos Investigadores. En 197X,
Reams y Tomphins=** llevaron a cabo un estudio cuyo objetivo
era determinatr 81 las CL  epidérmicas  estaban relacionadas
con  las celulas pigmentarias. Fara ello, cultivaron, en
embriones de pollo, peguefinos fragmentos de piel de embriones
de ratdn obtenidos antes de la invasion por elementos
celulares derivados de las crestas neurales. Utilizaren los
embriones de pollo porgque este modelo ofrecia la ventaja de
la ausencia de las CLy segdn wna comunicacicon personal de
Jimbow, v de sus propios estudios previes., Esta idea se vio
reforzada porque Reams y Tompkins no encontraron articulos
al respecto.
En 1981, FRowden®!4 menciond en su revision que habia
observada células ATPasa positivas dispersas en la epidermis
del pollo, cuyas imaéenes no eran similares a las Cl, ademas

de faltarles el BGCL.

Como puede pbservarse, o8 poco lo que se sabe de la
existencia de células similares o equivalentes a las CL en
los vertebrados no mamiferos, los cuales poseen un sistema
inmunoldgito suficientemente desarrollade®!®= gque segurameate
requiaré de la participacidn de células morfofuncionalmente
hemdlogas a las [CL. Adn dentra de los mamiferos, la
situacidn de las CL no ests totalmente esclarecidé. Salo en

pocas especies e ha documentado la existemcia de las CL o
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es incompleta ia identificacion de sus  marcadores
histoquimicos, inmunahistuquihicma y uwultraestructurales,
ademas de qgue sus caracteristicas funcionales pocas veoes

han zido exploradas.

BISTEMA TEQUMENTARIQ DE LAJ AVER RUMESTICAR..

ESTRUCTURA OENERAL.

La piel de las aves domésticas as similar a 1a de
muchas egpeclies de mamiferos pera j=1=] caracteriza
fundamentalmente por ser una cubierta delgada y por carecer
de glandulas cutaneas. Algunas 4&reas no  protegidas por las
plumasm, como el picc y la cresta, presentan una epidetrmis
muy desarrollada y una estructura dérmica mas complaja.

La piel wstd dividida en dos capas: una superficial o
epidermis vy una profundsa o dermis. La primera es un gpitelia
planc gstratificado queratinizado organizadao en  dos
gstratas: el mas profundo o germipative colinda cen la
dermis mientras que al mnés superficial, formado par cilulas
muertas, se le conoce como estrato cdrnea. La epidermis es
avascular y se nutre por difusion de nutrientes desds la
dermis. En las sitios de piel delgada 1a unidn
dermaepidérmica es muy regular coh escasas .papilas. a
diferencia de las zonas de piel gruesa donde la unidon esta
intensamente plegada, con abundantes amges capilares en el
vértice de las papilas dérmicas.

En las partes corporales cubiertas pgor plumss, el
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estirato germinativo consta de dos laminas celulares: una
interna de células cuboidales y una externa de celulas
poliddricas. Supertficial a eutas daltimas, y colindando con
el estrato cérneo, existe una capa de celulas transicionales
con nAcleos en vias de degeneracidn, en las gque se llevan a
cabo los procesos finales de la queratinizacidn. Finalmente,
varias capas de células planas queratinizadas se organizan
en hojuelas secas para formar el estrato cédrneo propiamente
dichgo.ats

En 1967, Cane Yy Spearman='¥ propusieron que la
epidermis del gallo domestico estaba formada por cuatero
capas gue denominaron, de la profundidad a la superficie:
capa germinal basal, capa de células espinosas, capa de
células transicionales y capa o estrato cdrnec. Los estratos
granuleogso vy ldcido no han sido descritos satisfactoriamente.
Sin embargo, Matolsty en 176229 describid
ultraestructuralmente la presencia de granulos de
queratohialina en .las cé&lulas de las segunda y tercera
capas. A pesar de lo anterior, ni citoguimicamente ni can
microscopia de luz convencional parece evidente un estrato
granuloso. En la interfase entre el ast#atn germinative y el
gatrato cdrneo se han observado algupas células aplanadas
cton nacleo picnédtico, las células ¢transicionales, que
parecen tener granulos de gqueratohialina.2i*e En  lo gue
parece no haber controversia es en la ausencia de un

vaerdadero estrato ldacido, semejante al de la piel gruesa de
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los mamiferos.

Desde el punto de vista histoquimico, la piel del gallo
doméstico presenta las siguientes caracteristicas:®'7

~Esterasa no especifica: en la piel cubierta con plumas
hay una fuerte reaccidn en todo el "estrato granuloso". En
la piel tarsal ¥ en la de la articulacion tibiotarsal, la
reacsicon estd confipada a la capa transicional de las
escamas. Por debajo de esta capa, pero en la piel plantar,
enisten células esterasa positivas.

-ATPasa: ni la piel cubilierta con plumas ni la piel
tarsal presentan actividad de ATPasa. En la piel plantar se
encontrd una actividad deéebil en la capa transiciaonal.

~Fosfatasa Acida: la capa transicional de 1la piel
plantar v tarsal tiene wuna actividad enzimatica intensa,
mientras que en la piel cubierta coan plumas la reaccidn es
débil, aungue intensa en el estrato germinativo basal.

-Fosfatasa alcalina: 21 estrato germinativo basal de la
piel plantar vy de la articulacidn tibiotarsiana es muy
positivo, mientras que en la piel cubierta con plumas la
reaccidn es muy débil. En la piel tarsal tambien hay
positividad, pero Gnicamente en la zona transicional de las
esSCcamas.

En relacidn a la dermis, %también se han demostrado
variaciones estructurales de acuerdo al sitioc de piel de que
ge trate. En genaral, estad formada de tedido conectivo

fibroso, vasos sanguinecs vy nerviog. En la dermis estan
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inmerses los foliculos plumosos. En la union
dermospidérmicay, la lamina basal es una capa delgada de udna
sustancia filamentosa fina, en la cual se insertan o se
anclan numercsas fibrillas. Esta disposicidgn de fibrillas
est4 reforzada por un enrejado de fibras de colagena.=*e

Basalmente, la dermis se confunde can el tejido
conectivo laxo subcutaneo que cubre la fascia muscular del
cuerpo, par encima de la cual pueden indentificarse fibras
musculares lisas asocladas a los tractos de los foliculos
plumosos y fibras musculares estriadas gue mueven la piel en

respuesta a estimules irritativos.

ULTRAESTRUCTURA,

En 1969, Matolsty=®® describidg la ultraestructura de la
piel delgada del dorso de pollos recién salidos del
cascardn., Dividid a la epidermis en cuatro capas, de la
prnfuhdidad a la superficie:

~Capa de células basales.

~Capa de células en diferenciacidn.

~Capa de células en tranasformacidn.

—-Capa de células cornificadas.

lLas células basales presentaban mitocondrias, reticulo
endoplasmico rugaso y liso y manojos de tonofilamentos
asociados a desmosomas. Dcasionalmente se observareon gotas

de lipidos e inclusiones parecidas a glucageno.
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lLas células en diferenciacidn se caractericaron por la
arganizacidn del citoplasma en compartimentos y por el
aplanamiento celular. l.a parte central de las ceélulas podia
contener gotas de grasa asnciadas al reticulo endoplasmico
lisa ¥y al complejo de Golgi. A partir de vesiculas de
paredes lisas se formaban cuerpos multigranulares cuyo
:c&tanidu era vertido al citoplasma cuando se rompfan. En
una etapa posterior, los granules de queratohialina ge
acumulaban en la periferia de la célula donde va se habian
depositado filamentos finos. En conjunto, formaban uma banda
cortical densa. Este momento celular eas 1o que se ha
considerado como el egguivalente al estrato granulosec de la
piel de los mamiferos.

Las células en transformacion no formaban una capa
continua, pere era pasible observarlas entre el "estrato
granulose" vy el getrato cérneo. Se caracterizaron por
contaner ftilamentos finos, granulos de quaratohialina, gotas
de grasa y algunos cuerpos multigranulares. BSe podian
observar algunas organelos Yy el nGcleo pEro  ya en
degensracidn avanzada, lo que daba 1lugar posteriormente a
una célula muy aplanada con una sustancia densa acumulada en
su periferia y gotas de grasa llenando su parte central.

Las células cornificadas estaban casi completamente
aplanadas vy su parte central habia perdido las gotas de
lipidos. La sustancls parifeérica densa de las células en

transformacicon parecia tformar unsa cubjiarta doble vy
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engrosada.
Todéa las cé@lulas, hasta las células en transformacicn,
presentaban uniones tipo desmosama.>3®
En reasuman, y de acuerdo con  la Nomina Anatdmica de
Faris (Comité Internacional de la Némina Anatdmica), la piel
de las aves presenta las siguientes capas:
EPIDERMIS
Estrato Cérnea
Estrato Germinativo
Capa transicional
Capa intermedia o estrate espinoso

Capa basal

DERMIS

Estrato Superficial de la Dermis

Estrato Profundo de la Dermis
Capa densa de tejido conectivo
Capa laxa de tejido conectivo (grasa, vasos,
misculo liso y foliculos plumosos)
Capa mascult-elastica (mdsculo y tendones
apteriales y de las plumas)

Lémina Eléstica de la Dermis

SUBRERMIS o SUBCUTIE o FARCIA_ SUPERFICIAL
Estrato Supnrficialrdnl.Subcutil

Estrato Profundo del Bubcutis
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ANEXOE EPIDERMICOS DE LAB AVES.

Las moditicaciones epidérmicas en las awves son
impartantes para la produccidn de estructuras gueratinicadas
y duras como el pico, las garras, las escamas y, Sobre todo,
lo gue las caracteriza exclusivamente : las plumas. En las
tres primeras, la intensa actividad proliferativa del
estrato germinativo origina capas de células gueratinizadas
empacadas estrechamente y cuya queratina e8s muy densa,
probablamente por la presencia de uniones disulfuro y de

calcio.ms?

For sger el elemento mas conspicuo de las aves,
describiremos, aunque brevemente, la estructura de las
plumas. Esto nos permitira abordar el tema de 1la

pigmentacidn y de las celulas responsables de ella.

Las plumas son, en realidad, escamas reptilianas
modificadas. El desarrollo de una plume recuerda mucho al de
una escama de saurios y ofidios pere la evolucidn exacta de
éque;la no se conace dgl todo.

Se describen tres tipos de plumas: las filoplumas o
plumas filamentosas, las pltmulas o plumas del plumén y las
penas o plumas del contorno.

Las filoplumas ge parecen a los pelos pero tiemen un
origen y estructura muy diferentes., Estan formadas de un
c&lamo o cafsn delgado enh cuyo extremo distal hay unas

barbas. El primero se ingerta en la piel y lo radea un
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foliculo plumoso. El pava real es un ejemplo en donde las
filoplumas estan muy especializadas.

Las plamulas constituyen el primer plumaje de las crias
y son sustituidas posteriormente por las plumas de contorno
del adulto. Su calamo es caorto y de su  extremo distal
emergan unas barbas provistas de barbulas o barbillas.

A las penas se les conoce comp plumas de contorne porgue
determinan la silueta deli animal. A las Areas donde se
insertan en la piel se les llama pterilios y a las areas
desprovistas de ellas apterips. Las plumas conocidas como
rémiges ©o remeras Yy las plumas de direccidn, rectrices o
timoneras son especializaciones para el vuelo dae este tipo
de plumas.

Las plumas de contorno son las plumas tipo donde se
describen las partes de una pluma. Una pena tipica consta de
un calamo layrgo y una porcidn ensanchada y aplanada que es
el vexilo o estandarte. La porcidn del calamo insertada en
la piel se conoce como cafén y la porcidn relacionada con el
vexrilo es el ragquis. El1 caflan es husceo, con un onmblige
inferior vy otro superior daonde se une al raguis, que es
matizo. El vexilo ezta formado por barbas que se insertan en
2l raquis vy cada una lleva bérbulas an au cara praximal_y
distal. Las barbulas proximales de una barba se articulan
con las barbula; distales de otra, por medic de ganchillos o
barbicelas presentes en la cara inferior de cada barbula.

El primer indicio de la formacidn de un plamula tipica
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foliculo plumoseo. El pavo real es un ejemplo en donde las
filoplumas estin muy especializadas.

Las plamulas constituyen el primer plumaje de las crias
y son sustituidas posteriormente por las plumas de contorno
del adulte., Bu cldlamo es corto y de su  extremo distal
gmergan umas barbas provistas de barbulas o barbillas.

A las penas se les conoce comp plumas de contorno porgue
determinan la silueta del animal. A 1las Areas donde se
insertan en la piel se les 1llama pterilios y a las areas
desprovistas de ellas apterios. Las plumas conocidas como
rémiges o remetras Yy las plumas de direccidn, rectrices o
timoneras son especializacionas para el vuelo da este tipo
de plumas.

Las plumas de contorno son las plumas tipo donde se
describen las partes de una pluma. Una pena tipica consta de
un cdlamo largo y una porcidn ensanchada y aplanada que es
el vexilo o estandarte. La porcitén del calamo insertada en
la piel se conoce como caffdn y la porcidn relacionada con el
vexrilo es el raquis. El1 cafidn es huweco, con un ombligo
inferior y otro superior donde se une al raguis, que es
macizeo. El' veuillo esta formado por barbas que se insertan en
el raguis vy cada una lleva barbulas en su cara prnximal_y
distal. Las barbulas proximales de una barba se articulan
con las bérbulaéldigtales de'otra. por medio de ganchillos o
barbicelas presentes en la cara inferior de cada béarbula.

El primer indicioc de la formacidn de un pldamula tipica
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es la formacidn de wna protuberancia o papila dérmica
elongada y redonda, cubierta dé epidermis. La base de la
papila esta rodeada por un surco anular que es el primordio
de un foliculo plumoso. La epidermis de la papila forma una
vaina llamada peridermo y la dermis subyacents se pliega
para penatrar en la pulpa deérmica. Este primordioco de las
plumas, con aristas que formaran las barbas, crece y hace
protuberancia hasta que el estrato germinativo se retrae y
se rompe el vértice del peridermo, Lag aristas se agrietan v
lass barbulas emergen en el vértice del calamo. Con e1
crecimienteo de la pluma, las aristas se cornifican y se

s@paran una de la otra.=2&%. 220

PIGMENTACION DE LAS AVES,

Los patrones de coloracidn de las aves son los mas
llamativos de todos los vertebrados. Esta caracteristica nao
sdlo eg un adnrno gino una adaptacidn ewvolutiva
trascendental que se cambina funcionalmente con &l pabre
desarrnllo de la olfacidn de las aves y con su excelente
santido de la visidn. Asi, mientras gue en numerosos
vertabrados el sentido del oplfatoc es importante para el
reconocimiento, la estimulacion wsexkwal y la vida social,
para las aves lo aon la vistona cublerta y BU muwy buena
vigidn.,

La pigmentacidn de muchos grupos de animales esti dada



pur ta pragsencia de pigmentos como

Liendgn un rango de color Que

amarillo, y parcialmente por los

difraccién. En la papila plumosa

pigmentarias, los melanocitos, que

las barbas y barbulas a traves de

Ademas de las melaninas, existen
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las melaninas, las cuales

va del negre &4t cafe vy

efectos de reflexidn y

s encuentran las células
vierten sus pigmentos a
sus procesos dendriticos.
como la

otros pigmentos

zootantina, de color amarilloy, y la astaxantina, de color

rojo, localizadas en el plumaje de los canarios, en al pico

Yy patas de los patos y en algunos faisanes, respectivamente.

l.a coloracidn blanca usualmente esta dada por la reflexion.

L.os colores azules se originan porque la luz incidente se

refleja en una capa de queratina esponjosa con orificios de

1 a 2 um de diametre que absorben el rojo vy reflejan el
E\ZUI -221

En las aves, como en el resto de los vertebrados, las
cilulas pigmentarias se originan de la cresta neural. Una

ver que los melanoblastos. han emigrado hacia la piel y hacia

los primordios de las plumas, se multiplican entre el cuarto

v septimo dia de incubaciédn, distribuyendose uniformemente
hasta que se incorporan a los primordins plumosos recién
formados, donde persisten y se multiplican , mientras van

desapareciendo de la epidermis.®22 Entre el séptimo y el

octavo dia de incubacisn las células empieran a sintetizar
melalina, El nacleoc celular se hace esférico y el citoplasma

emite algunos prolongaciones. Estos cambios morfofuncionales
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indican gue &1 melancblasto se ha transformado en un
melanncito.

Desde el décimo dia de incubacidn los melapgcitos
empiezan a agruparse en lineas paralelas al eje mayor de los
dos tercios distales del gérmen plumbnso, situdndose en la
capa 1ntermedia, éevca del borde interno de las barbas en
formacidn. La transtferencia de pigmentos a las células
vecinas parece estar mediada por dos mecanismos. En uno de
ellos, el melanccito "inyecta" el pigmentoy en el oftro se
requiere de la participacion activa de las células de las
barbula para "ingerir" el pigmento, sdlamente cuando ya han
adquiride una etapa definida de diferenciaciodn,
caracterizada por el inicio de la gueratinizacidn.,==2=

La melanina mo solo se deposita en las plumas sino
tambié&n en la piel y otros de los derivados. En los pollos,
lozs melanoccitog aparescen n la dermis entre los 16 y 21 dias
de desarrollo. Estas células son poco comunes o raras ©en la
piel corporal de la mayoria de los pollos pigmentados.
Algunas especies presentan una piel muy pigmentada debido a
los numerosos melanocitos dérmicos. Asi pues, tanta los
melarnoblastos como los melanocitos se  localizan en la
dermisy los Vprimerus constituyen un reservorio para la
pigmentacidn de las plumas &n regeneracidn, mientras gue los
melanocitos dérmicos influyen en la pigmentacidn de la piel.
Aunque los melanocitos pueden sar identicos

marfoldgicamente, los dérmicos sintetizan granulos de
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melanina diferentes a los de  los melanocitos de las
plumas. =+

Algunas &reas desprovistas de plumas, como la cubierta
cornea del pico o ramfoteca, presentan algunos melanacitos
en la dermis, mientras gque en la epidermis estas células son
mas abundantes pero de menor tamafin, locallzadas en la capa
basal del estrato germinativo. En la pilel escamosa de las
patas y piernas o podoteca, pueden identificarse granulos de
melanina en la epidermis a pesar de que el namero de
melanocitos s muy escaso o nulo. Posiblemente, los granulos
de pigmentos provienen de los melanocitos dérmicos, que son
mas numerosas gue en la ramfoteca.===

Finalmente, las aves, como los reptiles, casi no poseen
glandulas cutdneas. Es caracteristico de las primeras la
presencia  de una glandula localilzada sobre la base de la
cloaca, de secrecidn olensa gue ®s recogida por el pico del
ave Yy easgparcida sobre el plumaje. Esta estructura es
conocida como gldandula uropigial, es par, del tipo acinosa
ramificada ¥y bolocrina, particularmente desarrollada en las
aves acuaticas. Algunas especies de aves tienen wuna gléandula

de secrecion sebdacea cerca del orificio auditivo.

EUNCIONES DE LA PIE]L.

Coma en la mayoria de los mam{feros, la piel do las

aves presenta varias funciones que incluyen las de proteger
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al agrganismo contra las paerdidas de agua por ovaporac ldn
(drusecacidsn) y contra los rozamientos, lo que realiza par
medio de 1la capa cornea de la epidermis. Ademds, recibe
estimulos del! ambiente a traves de sus  terminaciones
netviosas. For medio de sus vasos, glandulas y tejido
adiposo, colabora en la termorregulacidn del cuerpo. Aunado
a lo anterior, la pigmentacion de las plumas protege contra
las radiaciones ultravioleta.=2:®

En algunas especies de mamiferoe se ha treconocido
recientemente la funcion inmunoldgica de la piel. Esto no se
ha hecho extensivo al resto de los vertebrados. Sin embargo,
en el grupo de las aves se han descrito algunas reacciaones
cutaneas cuya naturaleza es inmunologica. En 19735, Maguirre,
Rank y Weidanz=== produjeron, potr vez primera, dermatitis de
contacto aleérgica especifica en pollos, luego de la
sengibilizacidn vy reto epicutaneo con alergenos de bajo peso
molecular como el cloruro de picrilo y la onazolona. Eato
resultaba muy interesante porque permitia estudiar los
fendmenos de hipersensibilidad en las aves, que pueden ser
depletadas selectivamente de células B y T, y determinar la
participacién de estos elementos en la induccidon, expresidn
e inhibicidn de las dermatitis de contacto alérgica.

Al afo siguients, 1los autores antes mencionados
infaormaron de resul tados similares, agreaegando el
dinitrofluorobenceno como agente sensibiliczador. A las 24 a

48 horas después del reto antigénico, los cambios
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histoldgicos producidos en los sitios cutaneos de desafio se
caracterizaron par acantosis, acantolisis y abscesos
intraepidérmicos. En  la dermis se observd edema y exudados
linfocitico e histiocitico, eitendicndose hasta la
epidermis. 33«

En un trabajo posterior, Waeidanz, Weber y Maguirre
emplearon pollos bursectomizados quimicamente con
testosterona vy ciclofostfamida para definir la particilpacion
de células T vy B en 1la dermatitis alérgica de contacto.
Estos animales deficientes en células B y por lo tantoe
agammaglobulinémicos, fueran capaces de manifestar
hipersensibilidad a la oxazolona, por lo que se concluyd que

esta reaccidn cuténea era una respuesta de células T.=227
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BLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

lLas CL epidérmicas de los mamiferos son una poblacidn
celular necesaria para dar inicio a las raespuestaeg
inmunoldgicas normales y anormales asociadas a la piel, va
que realizan la captacidn, procesamiento y presentacidn de
antigenaos a los linfocitos. La existencia de células
homélogas a las CL en 1la epidermis del restao de los
vertebradoes no ha sido demostrada. En el caso particular de
las aves, la presencla de estas células es sugerida porque
tienen la capacidad de manifestar fendmenos de
hipersensibilidad de contacto alérgica muy similares a la de
aigunns mamiferaos, en los que las CL participan de manera
determinante. Ademas, las caracteristicas histoldgicas de la
piel de las aves reunen las condiciones microambientales por
las que las CL epidérmicas de los mamiferos manifiestan
tropismo vy en donde 1llevan a cabo su diferenciacidén

morfofuncional
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HIPQTESIS,
1) La epidermis de las aves contiene células

morfoldgicamente homdlogas a las CL de las mamiferocs, porque
o5 un epitelio plano estratificado donde se llevan a cabo

procesos de queratinizacidn.

2} La induccidn de dermatitis de contacto a alergenos
de bajo peso molecular 'en los pollos, macroscoplca e
histoldgicamente semejante a la de los mamiferocs, sugiere la
existencia de células epidérmicas quge son homdlaogas a las

CL..



ABJETIVD GENERAL .

Demostrar la presancia de celulas de Langerhans o su

equivalente en la epidermis de las aves.

ORJETIVD PARTILULAR,

Caracterizar morfoldgicamente a las celulas de

Langerhans o su equivalente en la epidermis de las aves.
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RISEAD EXPERIMENTAL.

1) Be estudiaron 20 peollos (Gallus gallus) mayores de
20 dias, fuercon sacrificados por decapitacion y se utilizd
la piel de ambas apterias pectorales para obtener fragmentaos
de 1 cm?, destinados a los estudios de microscaopia fotdnica,

y de 10 mm X 1mm X 1mm para microscopla electrdnica.

2} Con el fin de conocer la histologia general de la
piel del pollo, en especial para identificar el epitelio
plang estratificado de la epidermis, algunas muestras de
piel fueron fijadas y procesadas para hacer coertes en

parafina de & um teMidos con hematoxilina-easina.

) tino de los procedimientos mas importantes del
presents trabajo fue la separacian mecédnica de laminas
gpidérmicas. Para ello, se probaron &6 técnicas diferentes y
las laminas separadas fueron procesadas patra hacer cortes en
paraftina de 2 a 4 um tefidos con hematoxilina ¥ eosina. Con

ésto, corroboramos que se obtuvo exclusivamente epidermis.

4) La técnica o técnicas de separacidn que resultaron
mas eficlentes, es decir, que permitieron la obtencidn de
liminas sin dificultad y, sobre todo, que conservaron la
estructura de la epidermis, fueron utilizadas al realizar la

técnica histoquimica para ATPasa.



) FPara la demostracion histoquimica de ATPaza se
enpled una modificacidn a la técnica de Juhlin y Shelley®™
realizada por Robins y Brandon.*® Las etapas criticas fueron
el tiempn de fijacidn en formol—-cacodilato durante 20 a 40
minutos, a 4* C y el tiempo de incubacidn en una solucidn
fresca de ATP durante 40 a 2?0 minutos, a I7° C.

Aunque los resultados fueron variables, la intensidad
de 1la actividad enzimdtica localizada en algunas celulas y
la presencia de actividad tisular inespecifica o "fondo",
tfueron los indicadores para hacer moditficaclones en el
tiempn de fijacidn. En general, cuando se observd mucho
"fondo", se aumentd 21 tiempo de fijacidn. En trelacidn al
tiempo de incubacidn, las modificaciones fueron sugeridas,
principalmente, por la formacion de precipitados que no
fueron eliminados con los lavados de las laminas epidérmicas
en solucidn salina balanceada.

El considerar en primer lugar las anteriores
vatiaciones a la téecnica, se debe a que son los factores que
mas han influido en los estudios de histoquimica en:im?ti:a
de las CL en las diferentes especies de mamiferos.

Otras variaciones implemantadas fueron el +tipo de
fijador y la concentracidn del sustrato. en el medio de
incubacidn. Para esto, se considerd como guia lo consignado
por Robins y Brandon®® reproducido en 1la tabla III de

material y métodos.
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LLos controles, en cualguiera de los casos, fueron las
lamimas epidérmicas inmcubadas en un medio carente de ATPF.

La utilizacidn de laminas epidérmicas para estudiar a
las CL. con histnquimica para ATPasa, nos permnitid observar
plenamente la marfologia dendritica, la distribucion
espacial de las células qgque resultaron pasitivas y su

relacidn con los queratinocitos vecinos,

&) Algunas l1Aminas epidérmicas con reaccidn
histoquimica fueron procesadas para realizar cortes en
parafina que no se contratifieron con hematoxilina y eosina.
Esto nos permitid definir la ubicacidn intraepidérmica de

las células ATPasa positivas.

7) Para la demostracidn de ATFPasa ultrasstructural se
emplearon variaciones a la técnica diseflada por Farquhar vy
Palade para demostrar actividad de ATFPasa en la epidermis de
los anfibhios.”* Las modificaciones' incluyeron el empleo de
diferentes osmolaridades del fijador primario, preparada en
distintos amoartiguadores. Ademas, come en el caso de la
ATPasa en lamina epidérmica, se probaren varios medios de
incubacidn gue difirieron en la concentracion de ATP (ver

tabla III de material y métodos).

Los controlas fueron loe fragmentos de piel incubados

en el medio sin sustrato.
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TE: TODPOS

OBTENCION DE LAZ MUESTRAS:,

Los pollos fueron sacrificados por decapitacion y se
tond la piel de ambas apterias pectorales. Para los
estudios de microscopia fotédnica se cortaron fragmentos de
1 cm2 aproximadamente y para microscopia electrinica las

muestras fueron de 10 mm X 1 mm X 1 mm.

TECNICA DE HEWMATOXILINA—EQSINA,

Algunas muestras de piel de 1 em? fueron fijadas en
formol amortiguado al 10%4 durante 24 horas y procesadag para
realizar cortes ean paratfina de & pm  teffidos con la técnica

habitual de hematoxilina-eocsina.

METOROS DPE SEPARACIDON DE LAMINAS EPIDERMICAS.

Las muestras de piel de 1 cm? fueron incubadas en las

siguientes soluciones:

1. EDTA; NaCl - —3.415 g.
i B et 0.10 q.
NazHPO. 0.575 g
KHxuPDa— 0.10 =]
EDTA- -——3.8 Q.
Agua destllada———————=— 500 ml.
Rojo fenol al Ye——w———- 4—8 gotas

Ajustar pH a 7.2-7.4 can NaOH iN 6 HC1 1N.

Incubacidén de 20 a 90 minutos a 37° C.#2
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2, CLORURD DE CALCIO: las muestras de piel se incubaran en
una solucidn 2M de claruro de calcio durante Z0 a 40 miputos

a temperatura ambiente.”+

3.+ TIOCIANATO DE AMONIO: en una solucidn ©.5M de tiocianato
de amonio en amortiguador de fosfatos ©0.1M, pH 4.8, se

incubaron las muestras durante 20 minutos a 4° C.==

S. ALCALINA: incubacicn de las muestras de pilel en un
amortiguador de borato—-carbonato al 1%, pH 1.0 durante 30

minutos a 37" C.==

6. CALOR: se colocd el lado dérmico de las muestras de piel

sobre una plotina caliente a 49.2° C durante 2 minutos.=*sS

La agbtencidn de las laminas epidérmicas se realizd con
la ayuda de una pinza de diseccion fina sin dientes o con

dos agujas hipodérmicas.

TECNICA DE HEMATOXILINA-EOSINA EN LAMINAG EPIDERMICAS,
Una wvez obtenidas las laminas epidérmicas fueron

lavadas en solucidn salina balanceada (ESB) y filjadas en
formol amortiguado al 10%4. Las etapas de deshidratacidn,
aclaramiento e infiltracidon en parafina, s2 realizaron

manualmente con el objeto de no dafar y/o extraviar las
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laminas durante =31 procedimiento automatico en el

Histoguinatte. Postertormente se incluyeron en parafina y se

cortaren a 4-190 um para teffirlas con hematoxilina-ecsina.

c A 0 CTIVIDAD D Pas INAS

ERIDERMICAS,

Una vez establecido w1l método de separscidn apropiadoy

-las léminas apildéarmicas fTueran procesadas de la siguiente

manera:s

1. Lavado en 855F durante 10 a 15 minutos a tamperatura

ambiente.

2. Fijacidn en formol—cacadilato durante 60 minutos a 4° C.

3. LlLavado en 55B, I wveces de 5 minutos cada wna a

teaparatura amblente.

4, Lavado en salugidn  tris-aalsato dureante 9 minutas o
temperatura ambiente.

S. Incubacisn en solucidn Ffresca de aTP, tiltrada, durante
F0 minutos a 37° C.

4. Lavado en agua destilada, 2 veces de S5 minutes cada una
a temperatura ambiente.

7- Reveladn en sulfure de amonia al 1% hasta eobszervar una

calaracidn café tabeceo de las laminas. En general, menas

de un minuta.

8. Lavada en agua destilada, 2 veces de S minutos cada una



a tempgratura ambiente.
?. Montado en gelatina glicerinpada de Kaiser.
Resul tador el cuerpo y las dendritas de las CL aparecieron

de colar cafe obscuro sobre un fondo claro o ambarino.

SOLUCIONES PARA LA TECNICA DE ATPasa.

NaCl—-—- - -=3.415 g
KLl =————— e e — e — e e e -0.10 g
NazHPO4~——=——e—em e — e m e 0.375 g
HHaPOg———m———— e — e 0.1 g
Agua destilada-————m—— —=——~—J00 ml

Rejo fenol al 1%,—~4 a B gotas. 8e agrega como indicador de
pH, Ajustar el pH si es necesario con NaOH 1N o HC1l 1N.

Solu rmol-— (=
Surrosa-————-—osmes e mw s 6.85 g
Farmol al 3B-40Y————=——=— 10 ml

Acido cacodilico O.2M-~——40 ml
Agua destilada~———=«——=—=30 ml

Solucidn Tris-Malwato (pH 7.2, ©0,29M).

Tris salt buffer-————=—-=12,10 g

Acido maleico-—————-————- -11.460 g
NalH=———=—rm——m— e — e 4.0 g
Agua destilada~——r—==———m= 400 ml

Solucion de ATP.

Solucidn tris-maleato-—~—-10.00 ml

Agua destilada—-—~——=—=——= 12.50 ml
MgzS50e O.1M- 2.5 ml
Pb (NOx) =% al 2¥U-—————————m 2.75 ml
Blucosa——- - 1.25 g
ATP - - 0.02 g

Todas las swvluciones se prepararon Yy guardaron en
refrigeracidn excapto la golucisn de ATP, que se prepard
poca antes de utilizarla. E1 nitrato de plomo también se
prepard  hasta el monento de agregarlo a la solucién del
sustrato, lo cual se hizo gota a gota para evitar su
precipitacion.



Splucion reveladgra de sulfuro de amonio al 1%,
Agua destilada-————=—=——— 19.8 ml
Sulfuro de amaonjo——=————— 0.2 ml

lLa solucidn se prepard dentro de uwuna campana de
extraccidgn al momento de utilizarse.

Belatina qglicerinada de Kaiser.

Glicerina———~———-~ S0 g
Gelatina—-————=w=—— 7 q
Acido féenlco—-————- 1 g

Agua destllada-——-42 ml

LLa gelatina se coloco en un cristalizador para
hidratarla perfectamente con agua destilada vertida a goteo
lento con wuwna pipeta Pasteur. Posteriormente se coloco el
cristalizador en baffo Marlia y se agtregd el resto del agua
tlestilada para dejar que 1la gelatina se disolviera por si
snla durante el tiempo necesario para ello.

El 4cido fénico se disolvid en la glicerina y se agrego
a la gelatina, procurando que escurtigra por las paredes del
cristalizador para evitar la formacidn de burbujas. Se
parmitio que los componentes se& mezclaran hasta que la
gelatina adquirid un color homogenao.

S8e dejd enfriar a la temperatura ambilente o en
refrigeragidn. Para usarlo, se cortd un fragmento con hoja
de rasurar ¥y se licud en baffo Maria.

TABLA I13
Variacicnes ijac de
sustratos.

E1.JADUR

1.~ Formol-cacodilate 0.1iM, pH &.0, a 4¢* C y 20° C.

Z2.- Formol al 10% en amortiguadar de fosfatos O.1M, pH 7, a
4* C vy 20" [

S.— Blutaraldehido al 2.5%4 en amortiguador de cacodilato
0.2M, a 4* C.

Cada uno se probd durante S5, 20 y &0 minutos,

STRATO

1.— 2.07 X 10-* molar de ATP. Wachstein y Meisel.=?
2.~ 3.63 X 10~* molar de ATP. Mackenzie y Squier,+s
2.—- 8.2 X 10-* molar de ATP. Juhlin y Shellgy.#s
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En cada caso, las incubaciones se hicieron durante S,
15, 20, &40, 90 ¥y 120 minutos, a &7°* C.

En la técnica que empleamnos de iniciog, 1la
concentracidn de ATP fue de 1.32 X 10 —3 molar (Robins y
Brandon%w),

ATEasa YULTRAEGSTRUCTURA,,

1) Obtencion de muestras de 1¢ am X 1 mm X 1 mm,
aproximadamente.

2) Fijacidn en glutaraldehido al 2.5 ¥ en amortiguador de
cacodilato de sodio 0.1M, pH 7.2 (48X mOsml), durante 2
horas a 4° C. Después de la primera media hora de {fijacidn,
seccidn de las muestras en fragmentes de 50 a 100 pm
aproximadamente, con vibratomo o manualmente.

3Z) Lavado en amaortiguader de cacodilato de sodio ©.15M, pH
7.2, adicionado ,con  sacarosa 0,028M v cloruro de calgio
0.0%% para obtener osmolaridad de 521 mOsml. Hacer 3 lavados
de 15 minutos cada uno a 4° C.

4) Incubacidn en el medio de Wachstein y Meisel durante &0

minutas a 37* C. La osmolaridad del medio debe ser de 68
msml .

S5) Lavado de los cortes como en 3).

&) Posfijar en tetroxido de osmio al 1% en amortiguador de

cacodilato de sodio 0.2M, pH 7.2 ¥y a 4° 'C, durante 45

minutos.

7) Lavado comt en X).

8) Deshidratacidn en alcoholes de graduacidn ascendente ( 2

horas aproximadamente}.
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?} Intiltracidn en Araldita &6005—~tolueno {(1:1), durante 7
dias a temperatura ambiente.
10) Inclusicdn y polimerizacidn en Araldita 6005, durante 48
horas a &60° C.
11y Cortes semifinos, finos vy ocbservar al microscopio

electrdnico.
v, 1] .

1) HMpdificacidn del tipa de amortiguador del. fijador
primario.

2) Madificacion de la osmplaridad de las soluclones: 270,
400 y 700 mOsml.

3 Utilizacidn de diferentes concentraciones del sustrato

(ver tabla III).



RESULTADOS
ICR ap OTONIC
Hematoxilina-egwing: En los cortes teffidos con H-E
(figura 1), se observd que la piel de las apterias

pectorales contenia todos los elementos descritos en el
reasto de la piel del pollo, diferenciandose dnicamente par
ser delgada, muy plegada y por carecer de foliculos
plumosas.

La epidermis era wuwn epitelio plano estratificado
queratinizado, formado por 2 a 2 estratos de células
nucleadas y por una capa superficial, aparentemente
acelular, organizada en laminas que se descamaban como
hojuelas cornificadag. Los limites intercelulares eran poco
distinguibles y par ello las formas de las células eran
dificiles de precisar. Sin embargo, se ohservd gue desde el
astrato basal hasta 1la superficie las células iban
haciendose cada vex mis planas o fusiformes. Frecuentemente,
las cé&lulas presentaron un halo claro perinuclear, siendo
mis evidente en las situadas en los estratos intermedios.

La wnidn dermoepidermica  tuve un perfil muy regular
dehido a la ausencia de clavas interpapilares y a gque la
dermis subyacente carecla de papilas.

l.a dermis superficial estuvao formada por un estrato en

el gque predaminaron células fusiformes semejantes a
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fihraoblastos y haces gruesos de calagsna organizados en
asas, que Junto con la epidermis vecina daban el aspecto
plegado de 1la piel. En esta capa de la dermis sdlo
pcasianalmente se cbservaron vasos sanguineps.

Hacia la profundidad dérmica se identificd una banda
cantfnua ¥y no plegada de células musculares lisas. FPar
Arriba de &stas habifa numercoscs vasas sanguineos, por debajo

tejido canectivo ‘laxo, sobre haces langitudinales vy
transvarsalss de miascule estriado.

Nunca se observaron elementos glandulares.

Métodos de separacidn: La separacidn con clorurc de
caleciao fué la mas efectiva vya que permitid la cbtencidn
facil, rapida y exclusiva de la epidermisz (figura 2).
ademas, la estructura epitelial estaba integra, mostrando un
patrdn histoldgico semejante al de la epidermis de las
cortes de piel total {(comparacr figura 1 y figura 2).

La separacidn con calor tambien fué rdpidas y completa,
pero frecuentemente habia restos de dermis en las laminas
epidérmicas.

El emplen del amortiguador alcalino y del tiocianata de
amonio gsepard facilmente la epidermis pero ton destruccidn
importante del tejido. Al reducir los tiempos de incubacion
lo dnico que se logrd separar fue el sstrato cérneo.

El proceso de separacidn con EDTA fué gl menos eiitosa.
Sdlo ocasionalmente, adn prolongando el tiempo de incubacion

por mds de 24 haoras, se obtenfan peguefins  fragmentos de
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laminas epidérmicas que potrr su  tamafio no podian ser
procesadas para realizar los cortes en parafipa.

HISTOMUIMICA ENZIMATICA P ATPasa

La técnica histogquimica para ATPasa de Rabins ¥y
Brandon+«® @n laminas @epidérmicas separadas con clorura de
calcio, fue con la que se obtuvieron 1los resultados mas
constantes vy definitivos. Las ceélulas ATPasa positivas se
distinguieron facilmente del resto de las células
epidérmicas porque el producto de la reaccidn histoguimica,
localizado dnicamente en aquéllas, las evidencid come
células con cuerpos largos Yy poligonales de cuyos angulos
emergian prolongaciones que se ramificaban e introducian
entyve los quevratinocitos, 1lo gue les conferia un asngto
estréllado a dendritico (figura 3¢ figura 4).

La distribucidn espacial de estas células dendriticas
ATFasa positivas no fTué uniforme ya que frecuentemente
formaban acdamulos v, por el contrario, habia Areas
epidérmicas que careclan de ellas (figura 3).,

Aunque hubo diferencias en el patrdén dendritico de las
células, el namero y extensidn de las prolongaciones
ramificadas fueron suficientes para que cada una de las
células ATFasQ positivas estableciera contacto con, por lo
menos, sdis queratinocitos. Comdanmente, las prolongaciones
cituplésmicés de una misma célula dendritica, rodeaban a uno

o mas queratinocitos vecinos (figura &),
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En las preparacionss en las gque se logrd una excelente
definicion de las dendritas el namero de gueratinocitos
relacionados a una célula ATPasa pasitiva fue mayor (figura
Sy figura &). Mas aln, la estrecha contigiliidad y los
contactos entre las praolongaciones de una célula ¥ otra diod
la impresidn de que estas células dendriticas formaban wna
red en cuyos espacios se localizan el resto de 1és ce&lulas
epidérmicas (figura 5).

En los cortes de laminas epidérmicas procesadas con la
técnica de Robins y Brandon®* no fue posible identificar
todas las cara:teristiéas morfoldgicas de las células
dendriticas ATPasa positivas de 1la epidermis del pollo,
descritas anteriormente. Sin embargo, pudo observarse que
algunas células poligonales de colaoracidn café obscura,
producto de la reaccidn enzimatica, y ubicadas basalmente,
eran claramente distinguibles de los queratinocitos palidos
o clareg. La no contratincion con H-E resalte estas
diferencias (figura 7).

Los controles nunca presentaron cé@&lulas parecidas a las
ATFPasa positivas, bbservandose anicamente a los

queratinocitos.
MICRQECOPIA ELECTRONIGA.

ATPama ULTRAESTRUCTURAL:. El estudio ultrasstructural de

la epidermis del pollo de;Estré claramente dque ésta es un



120
epitelio plano estratificado queratinizado, separado de la
dermnis por una membrana o lamina basal (figura B, figura 9).

La técnica histogquimica para ATPasa uliraestructural
de Farghuar y Falade,”* modificando 1la osmolaridad del
amortiguadar a 430 + S0 mOsml, apraximadamente, ¥
consarvando la del medio de incuhacian de Wachstein y
Meigel™? a 88 m0aml, fue la gue ofrecid mejores rosultados.
Cuando se eaemplearon amortiguadores del fijador primario con
osmolaridades inferiores a 300 mbsml o de 700 mOsml
aproximadamente, el producto de la reaccidn enzimdtica pudo
cbservarse en la membrana plasmatica de algunas células
epidérmicas cuya ultraestructura estaba poco conservada.

En las preparaciones mejor logradas, €l producto de la
reaccidn histoguimica para ATPasa se identificd come un
precipitado electrondernsaoc depositado exclusivamente an la
mambrana plasmética y, finamente granular, en el citoplasma
e células relativamente claras, lacalizadas entre la capa
basal ¥y 1la capa intermedia del estrato germinativo. E1
contorno de estas células era irregular por la presencia de
prolongaciones citoplasmicas, algunas de 1las cuales en el
caorte aparecian come masas de citoplasma interpuestas entre
los queratinocitos y limitadas por membranas cen el
praducto de la reaccidn histoquimica (figura 8, figutra ).

L.as células dendriticas ATPasa positivas de 1la
epldarmis del pollo se distinguieraon ultraestructuralmente

de los queratineocitos por su relativa palidez citoplasmica
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debida a la ausencia de tonofilamentos y porr carecer de
uniones celulares +tipe desmosoma, gque saon caracteristicas
de agueéellas. En el citoplasma se observaron sscasas
mitocondrias y gsegmentos cortos de reticulo endoplasmico y
una gran cantidad de microfilamentos delgados {figura 2,
figura 10}, Lot microfilamentos ae localizaran en la
periferia del cuerpo celular y dea las dendritas, faormando
enre jados fibrilares inmediatamente por dentro de algunas
regliones de la membrana plasmatica (figura 10}, diferentes a
los haces de tonofilamentos densos observados en los
quefatinc:itng adyacentes.

g1 ntclea era casi central Y redondo, sin
irregularidades en la cubierta nuclear a la que se adherian
masas da cromatina condensada (figuras 8, 2, 10).

Far las caracteristicas ultraestructurales ¥y pOor
presentar actividad de ATPasa, lasg celulas dendriticas
encontradas en la epidermis del pollo semejaban a las CL y
por ello se esperaba encontrar un organelo citoplasmico
similar al G6CL, sin embargo, esto no fue posible.

Nunca se aobservaron células parecidas a melanocitos.

En la dermis se observd un precipitado granular
electrondenso, producto des la reaccidén histoquimica,

aparentemente inespecifico y situado en el intersticio.
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EIgURA 1. Corte



FIGURA 2, Corte perpendicular de una lamina epidérmica
separada totalmente de la dermis con la técnica de
clorurn de calecio. La estructura de la epidermis
estd bien conservada. Comparese con la figura 1.
thematoxilina—easina. 250X)



FIGURA 3, Lamina epidérmica con células dendriticas ATFasa
positivas distribuidas de manera heterogénea, en

acaciaones farmando pequefios camulos. | Los.
quetatinocitos forman el fondo de la preparacidn y
no presantan el praducto de la reaccion

histeguimica (ATPasa. 100X)
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EIGURA &, Diferencias en la densidad celular vy en los
patrongs dendriticos en relacidn a la formacidn de
camulos de células ATPasa positivas (ATPasa.
400X%) .



FIGURA 7. Corte perpsndicular
agpidérmica procesada
para ATPasa. Los
negativos y por ello
Las Ateas negras son

no contratefiido de una lamina
con histoguimica enzimatica
queratinocitos son ATFasa
no se  observan claramente.
las células ATPasa pusitivas.

La morfologia dendritica de éstas no cse observa
porque la epidermis y el corte s=son muy delgados

(ATPasa. 400X).
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Micragrafia electrénica donde se observa la
presencia de LnRa célula dendritica ATPasa
positiva, claramente delinmada por 21 producto
electrondensa de la reaccidn histoguimica, con
citopiasma relativamente claro ¥ ubicada
suprabasalmente. Las masas de citoplasma que.
también muestran el producto de la reaccidn en su
membrana plasmatica, una de ellas con abundantes
mitocondrias y microfilamentos, corresponden a
dos prolongaciones de la misma célula o de otras.
En la dermis se ohserva también en producto
de la treaccidn histogquimica, en forma de granulos
aparentemente intersticiales {(&00X).






FIGURA 9, Microgratia electrdrnica en la gue se aprecia

perfectamente las caélulas ATPasa positivas y las
prolongaciones libres de tonofilamentos b’
desmosomas, caracteri{aticas de los gueratinocitos
vecinos. En el citoplasma se observan algunas
mitocondrias y wmicrofilamentos cercanos a la
membrana celular (12000X).






FIGURA 10. Micrografia electrdnica en la que se observa con

mas daetalle la organizacion de los
microfilamentos dealgados &n una prolongacidn y en
el cuerpo de células ATPasa positivas, sin

tonofilamentos ni  desmosomas. Los tonofilamentos
gue se observan pertenacen a un queratinocito
vecino, unido a otro a través de desmosomas.

En el citoplasma de 1las células ATPasa
positivas se observa tambilén el producto de la
reaccidn histoquimica en forma de granuleos que no
parecen ser artefactuales pues estan limitados
exclusivamente a estas cdélulas (20000%).
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DISCUSION

La técnica histoguimica para demostrar actividad de
ATPasa ha sido utilizada ampliamente en el estudio de las CL
epidérmicas de los mamifergs. Actualmente se acepta qQue las
CL dee estas vertebrados son las Gnicas células dendriticas
epidérmicas gque contienen dicha enzima en la membrana
plasmatica, lugar donde s& deposita el producto de la
reaccion histoquimica, *4s%% La técnica es altamente
especifica y conflable ya que los resultados gue proporciona
gson cuantitativa y cualitativamente idénticos alos de las
técnicas inmunohistoquimicas para demostrar atros marcadores
de las CL como son los antigenocos Ia®® y TLe60

En el presente estudio se demuestra la existencia de
células dendriticas ATPasa positivas en la epidermis del
palla, empleandsa una técnica histoquimica que evidencia CL
en los cobayos.®®

LLos melanocitos epidérmicos de los mamiferos también
son cé&lulas dendriticas que pusden ser confundidas con las
CL. ya que su coloracidn natural semeja al producto cafe
abscuro de la reaccidn histoquimica para ATPasa. Esta
eventualidad se descarta en nuestro trabajo ya que las aves,
en este caso los pollos, no contienen melanocitas en la
eﬁidarmis.’“‘-=°= Ademas, en las laminas epidérmicas
controles nunca fueron observadas células con pigmentacidn

propta parecidas a las ceélulas ATPasza positivas de las
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-léﬁinas experimentales.

f.os resultados obtenidos con microscopia fotonica
sugieran qua estamos ante 'la presencia de celulas
morfoldgicamente equivalentes a las CL y que éstas no son
exclusivas de los mam!{feros.

La histoquimica ultraestructural apartd otras
evidencias que nos permiten aseverar lo dicho anteriormente.
Con microascopia electrdnica, unicamente las ceélulas
epidérmicas ATFPasa positivas presentaron caracteristicas
suficientes para considerarlas como CL.*™ Sdlo dos aspectos
no fueron satisfechos o identificadoss: las presencia del GCL
Yy dg un ndciec 1lobulado o indentado. Con respecto al
primero, éste ha sido juzgado como el criterio mas
importante para decidir si una célula dendritica,
independientemente de su localizacidn tisular, es una CL.
Contrariamente, y menos difundida e'influyente, ha existido
la idea de que la presencia de este organelo no es un pre-
requisito para identificar a las CL dentro de un
epitelion, =1, 202,228 pFgtfa controversia seguramente surgiao
porgue no en todos los mamiferos en los que se han
encontrado células epiteliales con todas las caracteristicas
fenotipicas y morfoldgicas generales de las CL, ha sido
posible identificar un arganeloc semejante al
GCL.#C1.2%32.214.223% MAg  aln, sdlo un porcentaje bajo de lag
CV v de las CID presentan al Qrénulnﬂf}ﬂb.ﬂf.ln..sn...-u o

noe o tienen, como ocurre con las CD del bazo. *4® Para
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algunps, la presencia del BCL es un fenameno transitorio que
no dura mas de 24 horasi®e.1ve y gque representa una “marca"
microambiental, reflejo del grado o naturaleza de la
quaeratinizacién del epitelio donde s encuentran estas
céelulas, en particular las CL.*4* §5in embargo, ésto no
garantizaria que los GCL abundaran en una €L en condiciones
normales. Al respecto, se ha estimado que en las encias de
la rata hay 4.3 granulos, en promedio, por cada ClL. %%

Asi pues, lo anteriormente dicho restringe 1la
especificidad del OGCL y hace necesaric considerar mis
importantes otrpos aspectos estructurales y funclonales para
identificar a una ¢é&lula como CL. En este sentido, la
ausencia del GCL no ha obstado para integrar el concepto
del Sistema de las Células de Langerhanas, ws  decity del
sistema de células dendriticas dispersas en ¢l organismo que
carecen de este organelo pero que comparten el resto de las
caracteristicas fTuncionales y estructurales de las CL
epidérmicag. 22w

Un factor muy importante a considerar en relacion a la
"ausencia" del GCL en las células dendriticas ATFasa
positivas de la epidermis del polloc es gue en los estudios
de microscopia electrdnica, los cortes sdlo permiten la
cbservacitdn de porcionea pequefas del citoplasma de una
célula. Esto significaria que un corte de CL debe pasar por
alguna regidn del citoplasma gque contenga GCL o, en el mejor

de los casos, Que se requieren cortes seriados para aumentar
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la probabilidad de observar estas estructuras. Aungue esto
altimo es poco practico y costoso, se ha demostrado lao
exitoso de esta practica para detectar a los GCL,=2>¢ sabre
todo si son escasns. *?* Concomitantemente, los granulos son
claramente visibles si loz cortes son observados con un
microscopio electrdnico equipado con gonidmetro que permite
modifTicar 2l Angulo de inclinacidn de las preparaciones y
colocar al GCL an una posician mas favarable con respecto al
haz de electranes.i*®.230 |

En nuestro estudioc no empleamos esta metodologia, lo
que podria explicar, en parte, 21 no haber identificado un
arganelo semejante al G6CL. No puede descartarse, sin
embargo, la posibilidad de que el granulo sea una
adquisicidn filaogenadtica y represente morfolagicamente un
estado funcional mas evolucionado de las CL de los
mami{feros ya que existen evidencias de que el BCL se origina
de la membrana plasmaticai™®s® y ge aspcia a fendmenas de
endocitosis adsortival=* g mediada por receptores. 13«

Es probable que el conocimiento de los ftactores gue
determinan el epidermotrapismo de las CL contribuya a
esclarecer la naturaleza exacta de la "sefial" qua induce 1la
formacidn del GCL y el significade funcional de este
arganela.

Las células dendriticas ATPasa positivas de la
epidermis del pollo tampoco exhibieron una configuracidn

lobulada o indentada de su ndcleo, como ocurre en las CL de
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los mamiferos. El nacleo redanda puede ser una
caracteristica estructural distintiva de las primeras, como
ha sido demostrado en el 19.1% de las CL de la cavidad oral
de la rata*”® y del ratdan.?3* Forco puede decirse al respecto
d;bida a que no sBe conocce el significado funcian§1 o
biolédgico de la anfractuosidad nuclear de las CL. Pensamas
que la forma redonda Hel ncleo npo seria, entonces, un
inconveniente insalvable para identificar a 1las células
dendriticas ATPasa positivas descritas en este trabajo, camo
equivalentes a las CL.

Algunos hallazgos que pueden aer mas relevantes en la
identidad de 1las células dendriticas ATPasa positivas de la
epidermis del pollo, serdn discutidos a continpuacidn,

Los precursores circulantes de las CL caontinuamente
estan llegando a la epidermis, la cual abandonan
posteriormente para alcanzar los vasos linfaticos. Se ha
calculado que en los humaneos, considerando la supetficie
corporal media y el namerc de CL por mm®, s  lleva a cabo
una. repablacidn normal diaria de casi 49 millones de CL. para
la piel total,®32® 1o gue indica gue éstas deben poseer
caracteristicas que les pernitan desplegar esa gran
capacidad de movimiento.

Las células gque describimos en en presente trabajo se
encuentran "libres" en la epidermis paor carecer de
desmosomas o de algln otre tipo de especializaciones de la

membrana plasmatica que 1ias upan a los gueratinocitos
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vecinos, El aparato motriz de estas células equivalentes a
las CL puede estar representado por los haces densos de
microfilamentos y quizas también par la manifiesta actividad
de ATPasa, ambos asociados intimamante a la membrana
celular.

Hasta ahora no se ha dilucidado el papel qﬁe desempefia
la ATPasa en 1las Cl.. Es posible que participe en los
fendmenos de endocitosis. Sin embargo, aunque no sabemos de
que m;nera, podri{ia ser necesaria para la motilidad de las
Ck, caracteristica fundamental do estas ceélulas. El1 haber
encontrade actividad de ATFasa en células dendriticas
epidérmicas del pollo ¥ de varias especies de anuros.=*
morfolégicamente equivalentess a las CL de los mamiferos, nos
indica que la conservacidn filogenética de la enzima es uria
particularidad importante e imprescindible de este tipo
celular epidérmico. Al mismo tiempo, nos sugiere que la
presencia de ATPasa @s mas representativa que la observacion
del BCL, como criteria para identificar a una celula como
CL.

La marfologia dendritica de 1las ¢élulas ATPasa
positivas de la epidarmis del pollo no debe tomarse coma un
hallazgo nimio en la identidad de éstas. La disposicidn
“interqueratinocitica de las prolongaciones ramificadas de
aquéllas favorece la formacidn de un reticulo
intraepidérmico, parecido al propuesto para las CL de los

mamiferos que funcionaria come una trampa para antigenos
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enxtrafMnstit.11m v propios como las antigenos tumorales, los
antigenos de diferdnciacidn, aloantigenos, eic, eaxpreasados
por los qgqueratinocitos vecinos o por las propias Cl., con el
fin de generar respuestas protectbras por parte de las
células T efectoras.a2™=

El hallazgo de células dendriticas equivalentes a las
ClL. confirméd una de nuestras hipotesis que suponia la
existencia de estas células en la epidermis del pollo por
ser un epitelio plano eastratificado donde se llevan a cabo
procesos de queratinizacidn,=®*7.318

En la mucosa cral de humanos*®® vy de cobayo®2® se ha
encontrado una relacidén inversa entre el grado de
gueratinizacion epitelial y la frecuencia de las (CL. Otros
han encontrade Que la relacion es directa en la mucosa aral
de monos.**” En la cola del ratdn, la epidermis
ortoqueratdética de las regiones interescamosas contiene
numerasas CL, mientras gue la epidermis paraqueratdtica de
las escamas carece de dichas ceélulas.?2.74,234 Eata agparente
relacidn entre las CL y la queratinizacidn sugirio que
aquéllas ejercian un control en la proliferacidn epidéermica
o en la velocidad de gueratinizacidn y se propuso que las CL
eran al centra de una unidad proliferativa de
queratinocitos, habliendo una relacion 1:10 entre ambos tipos
celulares. 235 Ecta hipdtesis no ha contado con muchos
seguidores. Por 2l contrario, no ha podido demostrarse que

la actividad proliferativa entre ambas regiones de la piel
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de la cola del raton sea diferentes, =234

En algunas formas de ictiosis, situacion en la gue
eriste una tasa de recambio celular lenta con un alte grado
de queratinizaclén y ausencia o deficiencia del estrato
granuloso, 334 sea ha informado de aumento de las CL
epidérmicas, =¥ mientras que en la psoriasis, donde
sobresale un estrato cdrnec paragueratotico anormalmente
engrogsado ¥ el estratoc granuloso estd ausente,®3* hay una
disminpucidn de las mismas.==7 En estas condiciones
patoldgicas, la presencia o ausencia de las CL pareceria
estar relacionada con las caracteriaticas histolégicas del
astrato corneo,., Otro estudio sugirid que la aparicicn de las
CL estaba asociada a la formacicdn de una capa granulosa en
las regiones paragueratdticas de las escamas de la cola del
ratdn, luego del tratamientoc tdpico con vitamina A, que
convertia a estas regianes en zonas ortoqueratdticas.=2w 9

La impresidn que se obtiesne después de 1o anterior es
que las evidencias en las que se apoya la relacidn entre
queratinirzacion y las CL son fragmentarlas, inferenciales y
contradicterias.

En nuestro estudioy, dificilmente pude hacerse una
correspondencia entre la estructura general de la epidermis
del pollo y la de los mamiferos. La ultraestructura
epidérmica de los primeros sugiere que los procesos de
diferanciacidn y‘ queratinizacion de 1las células de la

epidermis del pollo son distintos a los de los mamiferos,
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cantfirmé&ndose algunos estudios previos®17,3218 an los gue se
demostrd gque la dueratinizacidn entre estos vertebrados
difiare cuatitativa y cualitativamente. For otro lada, la
existencia de un estrato granuleso en las avesa ha aido
pobremente documentada®:® o ha sido considerado que no
pxiste®t? lo que esta de acuerdo con nuestras observacionss.

En resumen, no podemos inclinarnos a pensar que los
camhios celulares asociados a la qgueratinizacidn gue se
lleva a cabo en la epldermis de logs pellos sean los factores
que determinen 1la presencia de células epidérmicas ATPasa
positivas morfoldgicamente eguivalentes a las CL, a&an estos
animales. Hasta ahora, no se sabe con certeza cuales son los
factares que intervienen en la diferenciacién de las CL de
los epitelios, a partir de sus precursores circulantes.

Se ha postulado que la estimulacidn antigénica local
puade influir en la prasencia de las Cl. en los epitelios
estratificados. Cuando la parte central de la c6rnpea,
usualmente carente de CL, es estimulada c¢con suturas vy por
debridamiento epiteliali®«.23® p con sensibilizadores de
contacto como el dinitroclorobenzeno,24® estas celulas se
hacen presentes en ndmero considerable, al cabo de & a 8
dias después del estimulo, notandeose una regresidn a la
mitad del ndmero maximo luego de 21 dias de retirar la
autura,*@®® Rogyltados similares s han  infTormado an a1
epitelio gingival humano queratinizado, donde el ndmero de

CL &5 bajo, 2 al haber acumulacicen de placa dental,=** en
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la que segurramente existen sustancia antigénicas
responsables del aumanto do las CL.

Eetos hallazgos pteden resultar trascendentes &l se
analizan conjuntamente con las evidencias de gue los
queratinocitos epidérmicos®e=.24> v gingivales=*4+* y las
células epiteliales corneales®24® secretan una citoquina
llamada Factor Activador de Timocitos—derivado de células
epidérmicas (ETAF) gue es idéntico a la interleucina-1 (IL-
1) en sUS propiedades fisicoquimicas W
funcionales, 343,243, 2aa | g agentes astimulantes de la
produccidn y liberacion del ETAF o IL-1 son méltiples; entre
elios egtdan algunos constituyentes de la pared bacteriana,
exaotokinas bacterianas y traumatismos®+*” 4 No podria ser la
estimulacion antigénica de la que habldbamos anteriormente,
en relacldn a la presencia de las CL en los epitelios, un
liberador de IL-1 7

El1 papel de la IL=-1 epidérmica apenas ampieza a
conocerse. Se ha mencionado que la accidn de la IL-1 en las
CL puede ser la respansable de la expresidn y modulacidén del
antigeno Th,324®.24% n indicador de 1la diferenciacidn de
estas células, y de receptores para interleucina-22 (IL-
2) . 2=we ademas, ETAF o IL-1 ejercen un efecto quimioctactico
para la movilizacidn de monocitos y neutrdfilos.=4? 4 No
podria serlo también para los precursores de las CL 7

Considerando las funciones de las CL reconocidas en la

actualidad, parece ser mas probable que los faectores
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responsables de la presencia y diferenciacidén de éstas
células en los epitelios, podrian encontrarse en '1as
funciones sintetizadoras de citoquinas con propiedades de
interleucinas de los queratinocitos e inclusog de las propias
CL.=291: En este contexto, la epidermis del polleo tendria
dichas «condiciones microambientales que emxplicarian la
existencia de células equivalentes a las CL.

Es indudable que se reqguiaren astudicos criticos para
esclarecer este aspecto de 1la biologia de las ClL, lo que
contribuirfa a entender los mecanismos que participan en 1la
preliferacidn excesiva de las CL en algunas entidades
patoldgicas cutdneas y extracutaneas.

La identificacidon en el presente estudioc de CL
epidérmicas en los polles nos ha hecho pensar an 1la
existencia de un sistema de celulas dendriticas en estos
animales que fuera similar al sistema de las CL de los
mamiferosa. En la médula timica de los pollos existen células
con citoplasma claro, no fagociticas, 3in  desmosomas,
claramente diferenciables de los M@ timigcosao2 que recusrdan
la morfolagia de las Ci. o CID de la zana corticomedular del
timo de algunos mamiferos.!™= Estos resultados y los
nuestros son compatibles-cdn la ex}stancia de un sistema de
CL en las aves, cuyo estudio en estos vertebrados en
particular, podria contribuir Enn mucho al coneocimiento de
la funcicn de estas células accesorias del sistema inmune.

Finalmente, la interpretacidon de los fendmenos de
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hipersensibilidad de contacto a alergenos, manifestada por
los pollops229-337 dep una manpera similar a los mamiferos,
debe tener en cuenta la pasible participacidn de las células
apidérmicas descritas en aste trabhajo ya gue son
morfolagicamente egquivalentes a las CL y éstas san
indispengables en la induccidn de hipersensibilidad de
contacto,Re—=8

En un trabajo postarior, trataremos de caracterizar
funcionalmente a las ceélulas dendriticas ATPaza que hemos
descrito en la epidermis del pollo para obtener evidencias
directas de su papel en los fendmenos de hipersensibilidad
de contacto y de tolerancia. Con esto, quizés podamos decir
gue ademas de ser morfoldgicamente equivalentes a las ClL.,
también lo son en la funcidén, can lo que se aseguraria la

homologia plena entre ambos %ipos celulares.
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CONCLUSTONES

1) Las células dendriticas ATPasa pesitivas, carentes de
desmosomas y de tonofilamemtos, presentes en la epidermis
del pollo son morfoldgicamente equivalentes a las CL

descritas en la epidermis de los mamiferos.

2y La histoquimica enzimatica para ATPaga as una técnica
especifica para identificar a las CL epidérmicas y debe ser
considerada como wunc de los criterios méds importantea para

identificar a estas células.
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