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“CARACTERIZACION FUNCIONAL DE LAS CELULAS DE LANGERHANS DE LA PIEL Y MUCOSAS
DE 1.OS ANFIBIOS POR HISTOQUIMICA ENZIMATICA E INMUNOHIS TOQUIMICA®.
RESUMEN

Las células de Langerhans de los mamiferos estén localizadas en diferentes epitelics planos
estratificados. Estas células poseen un patrén ultraestructural caracteristico, una membrana plasmatica
con actividad de adenosintrifosfatasa, y constitutivamente expresan moléculas clase Il del complejo
principal de histocompatibilidad. Células dendriticas adenosintrifosfatasa positivas y con una morfologia
similar a las células de Langerhans han sido encontradas con anterioridad en la epidemis de la Rana
catesbeiana. El objetivo det este trabajo fue demostrar que las céiulas dendriticas de la epidermis de la
Rana pipiens expresan moléculas clase )| del complele principal de histocompatibilidad, tienen actividad
de esterasa inespecifica y estan presentes en otros epitelios planos estratificados por histoquimica
enzimatica, inmunohistoquimica y microscopia electronica. Por otro lado, el analisis de la ontogenia y del
efecto de sensibilizadores de contacto en estas células fueron realizados.

Células dendriticas positivas para la adenosintrifosfatasa y para las moléculas clase |l fueron
observadas en ia piel, membrana nictitante y cornea. En la epidemmis el nimero de céiulas dendriticas
positivas para la adenosintrifosfatasa fue de 656 + 186/mm”, mientras que el de las céiulas dendriticas
clase [l positivas fue de 118 + AS/mm?’. Algunas células dendrticas adenosintrifosfatasa positivas
coexpresaron moléculas clase 1l. Células drendriticas esterasa inespecifica positivas, con un patrén
ultraestructural similar, también fueron observadas en los diferentes epitelios. Cuando la ontogenia de estas
células fue examinada, células positivas para la adenocsintrifosfatasa y para las moléculas clase Il fue
observada en todos los estadios larvarios, sin embargo en la etapa del climax de la metamorfosis, el nimero
de células positivas para ambos marcadores decrecié, y se incrementd nuevamente en la postmetamorfosis,
Al aplicar un sensibilizador de contacto en la piel de este anfibio, el nimere de las células positivas paia la
adenosintrifosfatasa decreci, mientras que el nimero de las células positivas para las moiéculas clase |l se
incremento rapidamente.

Estos resuttados sugieren la presencia de células homélogas a las céiulas de Langerhans de
mamiferos en diferentes epitelios estratificados de la Rana pipiens. Mas aun, al igual que en mamiferos fue

demostrada la existencia de subpobiaciones de céluias dendriticas en la Rana pipiens.



“FUNCTIONAL CHARACTERIZATION OF AMPHIBIAN SKIN AND MUCOSA LANGERHANS CELLS
BY ENZYMATIC HISTOCHEMISTRY AND IMMUNOHISTOCHEMISTRY"
ABSTRACT

Mammalian Langerhans cells are antigen-presenting cells located in different epithelia. These cells
have a characteristic uitrastructural pattem, present a plasmatic membrane adenosintriphosphatase activity
and constitutively express class 1| molecules of the major histccompatibiiity complex. Adenosintriphosphatase
-positive dendritic cells that are morphologically similar to Langerhans cells have also been found in
amphibian epidermis. In order to demonstrate that adenosintriphosphatase-positive dendritic cells of
amphibian epidermis express class Il molecules, have non-specific esterase activity and, are present in other
stratified epithelia, histochemical and immunohistochemical as well as ultrastructural analysis were
performed. On other hand, ontogeny and the effect of contact sensitivity substances on these cells were
examinated.

Adenosintriphosphatase-positive dendritic cells and class 1l-positive dendritic cells were observed in
epidemmis, nictitant membrane and comea. In epidermis the number of adenosintriphosphatase-positive
dendritic cefis was 656 + 1868/mm’ while class ll-positive dendiitic cells was 119 * 45/mm°. Some
adenosintriphosphatase-positive dendritic cells showed co-expression of class It molecules. Non-specific
esterase positive dendritic cells showing similar ultraestructurat features were demonstrated too. When the
ontogeny of this cells were examinated, positive adenosintriphosphatase and class I positive cells were
present in all [arval stages, however the number of this cells decreased in the climax of metamorphosis stage,
and increased again in postmetamorphasis. When a contact sensitivity substance were applied to the skin,
the number of the adenosintriphospatase-positive cells decreased and the number of the ciass [I- positive
cells increased quickly.

These results suggest the presance of cells homologous to mammetian Langerhans colls in stmtific
epithelia of the frog Rana pipiens. Moreover, it is demonstrated the existence of dendritic cell subsets in Rana

plpiens as is clearly demonstrated in mammais.
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INTRODUCCION

Las células de Langerhans (CL) son céiulas presentadoras de antigenos que llevan a cabo
una funcién de inmunovigilancia en la piel y mucosas.

Paul Langerhans describié estas células en 1868', en pief de cadéveres impregnada con
cloruro de oro, como una poblacion de células dendriticas intraepidérmicas "que conectaban con
fibras nerviosas dérmicas”. Basado en sus observaciones y por la afinidad que mostraban por las
impregnaciones metalicas, Langerhans considerd que las células descritas formaban un "siste ma
nervioso intraepidérmmico”. Desde su descripcion, el avance en el conocimiento de las CL fue muy
lento y esto debido a que las técnicas de impregnacién metdlica y tinciones supravitales
originalmente empleadas para evidenclarlas, eran caprichosas y no especificas, ademas de
proporcionar una informacion morfoldgica "estatica™. Lo anterior explica porque la “teoria neural”
acerca det origen de las CL fue sostenida durante mucho tiempo. La morfolegia también fue la
responsabie de emparentar a las CL con ios melanocitos lo cual dio lugar a la teoria meianocitica®
del origen de aguellas, y esto basado principalmente en el hecho de que ambas tienen forma
dendritica.

Sblo a partir de la década de los 60™ y particulammente en los Gltimos quince aitos se ha
incrementado notablemente el conocimiento que se tiene acerca de las CL y esto por la aparicion
de nuevas técnicas morfolégicas y de biologia celutar. El primer avance notable fue por la
aplicacion de técnicas enzimaticas y del microscopio electrénico de transmisioén que permitieron no
s6io la distincién entre las CL y los melanocitos, sino también su identificacién en otros tejidos
diferentes a la epidermis. El siguiente avance en relacién con las CL, y quizds el mas importante,
ocurrié cuando se aplicaron técnicas de inmunologia y de biologia ceiular al estudio de receptores
de supeificie de esias céluias, lo cual les dio el cardcter de células con un origen y funcién
inmunoldgica. Finalmente, en la década pasada, los métodos de identificacion inmunomorfolégicos
y de enriquecimiento de CL en cultivo han contribuido en mucho a un mayor entendimiento de su
funcién in vivo. Por lo anterior, podemos observar gque la investigacién acerca de las CL ha seguido

al desarrollo de la biologia cefular en general, ne solo con respecto a la disponibilidad de
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tecnologias apropiadas y su aplicacién a sistemas biolégicos, sino también af cumulo creciente de

informacidn cientifica derivada de ella.

CONCEPTOS DE SALT Y SIS

Por mucho tiempo, la piel fue considerada como un 6rgano relativamente inerte, teniendo
slo una funcién mecénica en la proteccién del cuerpo, sin embargo, las investigaciones en
inmunobiologia de la piel han revelado que la epidemmis constituye un sistema muy compiejo, el
cual tiene un papel muy importanie en el desamollo de respuestas inmunoldgicas a diversos
antigenos. En este sentido, las células de Langerhans (CL) han sido el eje para el estabiecimiento
de los conceptos de tejido linfoide asociado a 1a piel (SALT) y del sistema inmunoidgico de la piel
(SI8).

Ei SALT ha sido definido como un sistema celular que permite a la piet reaccionar con
autonomia frente a retos antigénicos, en analogia con otros sistemas similares en el intestino y en
el aparato respiratorio’. Los componentes principales del SALT incluyen a: 1) Las células
epidérmicas presentadoras de antigenos, CL; 2) Los querstinocitos que secretan citoquinas
moduladoras de la respuesta inmunolégica®, 3) Los linfocitos T dendrilicos epidémmicos (Thy-
1+/CD3TCRy5+); 4) Subpoblaciones de finfocites T (CD4" o CD8") que tienen un receptor de aita
afinidad para la piet; 5) Vénulas postcapitares cutdneas de endotelio alto que expresan moléculas
de adhesi6n cutdneo-especificas que son importantes para el direccionamiernto del tréfico de
linffocitos y 6) Los vasos y ganglios linfaticos regionales*®. La figura 1 muestra la relacién funcionai
de estos elementos.

En ei SALT las CL estan consideradas como el componente mas periférico de la rama
aferente de 1a respuesta inmune’, ya que cuando un antigeno se introduce en la epidermis, las CL
lo captan, endocitan y procesan, y fingimente, junta con las citoquinas derivadas de células
epidérmicas, activan a linfocitos intraepiteliales. Por otro lado las CL pueden migrar por los vasos
linfiticos aferentes hacia la zona paracortical de los ganglios linfiticos regionales donde presentan

el antigeno a los linfocitos T, resultando en una expansitn clonal de linfocitos T especificos. Una
2
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vez que se ha formado una linea celular de finfocitos que respondan a ese antigeno, estos

alcanzan la circulacion general y pueden llegar nuevamente a la piet®.

Fig. 1. Estan ejemplificados los distintos componentes del sisterma linfoide asociado a
la piel, con excepcion de los ganglios linfaticos regionales. Hasta fechas recientes se
ha comenzado a considerar a la piel como un érgano linfoide.

Por otro lado, en 1988, Bos y Kapsenberg® propusieron el témino de SIS, el cual
describe ia complejidad de células asociadas a la respuesta inmune y factores humorsies que

estén presentes en la piel humana normal. La Tabla 1 muestra cuales son los constituyentes dei

Sis.
Recientemente se han puntualizado las funciones dei 51" entre las cuales se encuentran:
O Resnuesta inflamatoria epitelial 8 varios antigenes;

Q Atraccion epiteiial de células dendriticas circuiantes; .

Q Induccién de respuestas inmunes primarilas a antigenos y la migracién de células
presentadoras de antigenos;

a Existencia de un almacén recirculante de células T cutédneo especificas, e

O Inmunovigilancia en relacién con la prevencién de tumores.
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Tabla 1. Constituyentes celulares y humorales del SiS

Celulares Humaraies

Relacionados con {a respuesta inmune innata

Queratinocitos Fribrinolisinas
Macroéfagos tisulares Péptidos antimicrobianos
Monocitos Péptidos del complemento
Granuiocitos Eicosanoides
Células cebadas Neuropéptidos

Citoquinas

Relacionados con la respuesta inmune adquirida

Células de Langerhans Inmunoglobulinas de secrecién

Células dendriticas tisulares Intedeucinas e interferones

Células T Factores estimuladores de
colonias

Células endoteliaies Otras citoquinas {TGF, TNF)

Tomado de Bos y Kapsenberg, 1993".

Una caracteristica esenciai del SIS es la presencia de diferentes subpoblaciones de
linfocitos que son necesarics para el desarrollo de respuestas inmunolégicas en el &mbito cutaneo,
El ndmero totai de linfocitos T presentes en 1a piel humana normal adulta es de aproximadamente
4 mit millones, de los cuales el 90% se localiza en el tejido conectivo démmico perivascular'’. La
figura 2 muestra la distribucién y fenotipo de los linfocitos T en la piei humana normal.

Andlisis realizados en linfocitos cutaneos han revelado que principaimente son células T de
memoria CD45R0'%", Estos linfocitos exhiben el fenotipo CD4'/CD3TCRop o ei CD8'/CD3
TCRap siendo estas (ltimas las més abundantes'" '+,

interesantemente, se ha descrito en sangre periférica una subpobiacién de células T que
expresa el antigeno asociado a linfocitos cuténeos (CLA) el cual es reconocido por el anticuerpo
monocional HECA-452. El CLA es una glucoproteina de membrana de 200 kDa que es expresada
por el 16% de linfocitos de sangre pariférica. Por otro lado, el 85% de los linfocitos T inflamatorios
cutaneos en diferentes enfermedades dermatolégicas son HECA-452+ mientras que el 5% de los
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linfocitos T que se localizan en sitios extracuténeos es HECA-452-'". En contraste en piel humana

normal solo el 45% de linfocitos T presentan el antigeno CLA'. El receptor del CLA es una
molécula de adhesi6n leucocitaria expresada por las células endoteliales (ELAM-1) de las vénulas
postcapilares dérmicas'® ®°. Es de notar el hecho de que 1a inmigracién hacia la piel de células T de
memoria HECA-452+ es dependiente de la expresién de ELAM-1, inducida por dafio, en células
endotetiales de la microvasculatura démnica, lo que indica que los linfocitos T presentes en la
epidermis humana del adulto son reclutados después de algin dafic en la piel. De acuerdo con lo
anterior, la epidermis humana representa un sitio de liegada especifico y/o bianco para linfocitos

antigénicamente sensibilizados en érganos linfoides periféricos.

Fig. 2 Esquema que muestra la distribucion de las diferentes subpoblaciones de
linfocitos en ia piel. El nimero de linfocitos CD8+ y CD4+ es similer en la dermis (D),
localizdndose alrededor de vasce sanguineos (Vs). Sin embargo, en la epidermis (E}
el nimerc de linfocitos CD8+ es mayor.
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Otra poblacién de células linfoides presentes en la epidermis es la de las células T

dendriticas epidérmicas (DECT). Eslas célutas fueron inicialmente descritas en la epidermis del
ratén y se caracterizan por expresar en su membrana el antigeno Thy-1>"%. Estos linfocitos se
originan de células tallo fetales y se diferencian en et timo o en el microambiente epidérmico”’ # b4
se caractarizan por expresar en su membrana el complejo CD3/Receptor de células T v/ (T CR)”'
* ya que et TCR de los linfocitos dendriticos Thy-1+ no permite el reconocimiento de antigenos
acoplados el complejo principal de histocompatibilidad (MHMC), se excluye que los linfocitos
dendriticos epidérmicos puedan mediar una respuesta inmune provocada por antigenos extraios.
Sin embargo, recientemente, Tigelaar y Lewis®' puntualizaron el papel funcional de estas células:
1) Imunovigilancia contra antigenos patégenos intracutaneos como M. /eprae y contra céiulas
epidérmicas dafiadas o alteradas; 2) Estimulacién de proliferacién de queratinocitos por la
produccién de factores de crecimiento en respuesta al dafio epidémmico y 3) Regulacién de
respuestas inmunes intracuténeas como [a inhibicion de la hipersensibilidad de contacto y la
inhibicién de reacciones autoinmunes intraepidérmicas.

Por otro lado, el equivalente de los linfocitos dendriticos epidémicos Thy-1+ del muring no
han sido identificados en ia epidermis humana, sin embargo células T con el receptor yd si han sido
descritas en el humano™.

Dentro de la epidermis los queratinocitos han sido reconocidas como una fuente importante
de citoquinas inflamatorias y de factores de crecimiento™. Las citoquinas derivadas de células
epidérmicas incluyen a las intedeuquinas IL-1a y b*, 1L-37, 1L-8%, IL-7, IL-8 e IL-10%, ademds
del factor de necrosis tumoral a {TNFa), el factor estimuiante de colonias de granulocitos y

macréfagos (GM-CSF) y de factores de crecimiento como et factor de crecimiento béasico de

)

fibroblastos, & facior de crecimiento iransformanie a y B, ei facior de crecimienio derivado de
plaquetas y el factor de crecimiento nervioso*>*. | a produccién constitutiva de citoquinas, in vivo e
in vitro, por las células epidémmicas es baja, sin embargo después de un estimulo daflino aumenta
importantemente™, Interesantemente se ha demostrado que las citoquinas derivadas de células

epidémmicas tienen una importante funcién reguladora en la respuesta inmunoldgica de !a piet*’
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Por ejemplo, el TNFa y la IL-1 que regulan la expresion de las moléculas de adhesion ICAM-1 y

ELAM-1®, pueden infiuenciar la adhesién y desprendimiento de leucocitos a las céiulas
endoteliales, células epidémicas y células inmunocompetentes. Por otro lade, la IL-1%%>" y Ja IL6%
parecen participar en la activacién de linfocitos T y tanto la It.-1* como la IL-8* producen una
migracion de linfocitos T hacia la epidermis. Ademés, las citoquinas derivadas de células
epidérmicas estan involucradas en la modulacién de la presentacién de antigenos por las CL ya
que el GM-FSC en presencia de IL-1 aumenta ia expresién de moiéculas clase il en las cL*® La

tabla 2 muestra la secrecion de citoquinas producidas por queratinocitos humanos.

Tabla 2. Citoquinas producidas por queratinocitos humanos in vitro

Interieucinas IL-1a, IL-1b, L6, IL-8
Factores estimuladores de IL-3, GM-CSF, G-CSF, M-CSF
colonias
Interferones IFN-a, IFN-B
Factores de necrosis TNF-a.
tumorales
Factores de crecimiento TGF-, TGF-p
transformantes
Factores de crecimiento PGDF, FGF.

Tomada de Bos J. Kapsenberg ML: immunol Today 14: 75-78, 1993.

Muchas de las caracteristicas cutdneo-especificas del sistemna inmunolégico de ia piei
estan relacionadas con su localizacién supetficial y con el hecho de que esta en contacto continuo
con antigenos extrafios. La piel comparte esta exposicién continua a antigenos exégenos con los
tractos respiratorio y gastrointestinal. Sin embargo, Ia principal diferencia entre el SALT yei SIS y
los sisternas linfoides asociados al intestino y a los bronguics radica en que la plel, en condiciones
normales, no tiene néduios de tejido linfoide en el estroma démmico, por lo tanto, la ampiificacion de
respuestas inmunoldgicas no ocurre dentro de la plel per se. En este sentido, las CL tienen un
pape! importante en la presentacién de antigenos y en el transporte de éstos hacia los tejidos
linfoides pafa la amplificacién de respuestas inmunolégicas.

Por otre lado, ia piel tiene los elementos necesarios para el desarrollo de respuestas

inmunolégicas ya que las CL presentadoras de antigenos, los queratinocitos productores de
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citoquinas y los linfocitos T epidermotropicos proveen a la piel de esta capacidad. Asi mismo,

mucosas como las de ia nariz, ojos, boca {tubo digestivo) también tienen ios elementos que les
permiten responder inmunolégicamente™°, de manera similar a como lo realiza la piel.
En las mucosas, al igual que en la piel, las CL tienen una funcién de inmunovigilancia, la

cual es importante para la discriminacion de lo propio de {o no propio.

ORIGEN DE LAS CELULAS DE LANGERHANS

Por muchos afios, las CL fueron errdneamente consideradas como un componente del
sistema nervioso periférico derivado del neuroectodermo. Lo anterior se debié a dos razones: la
técnica de cloruro de ord utilizada para evidenciar a las CL también impregna a!l tejido nervioso y
Langerhans' e investigadores posteriores™ > consideraron que los procesos dendriticos de las CL
recordaban a las fibras nerviosas. Otra teoria ampliamente discutida a mediados de siglo, fue la
posible refacion de las CL con los melanocitos. Las CL fueron consideradas como melanocitos
desgastados™, estados postdivisionales previos a melanocitos melanogénic:t:;s"‘s o posibiemente
melanocitos inmaduros o en reposo®. Sin embargo, al examinar la epidermis y los primordios de
extremidades de ratones deprivados experimentalmente de crestas neurales, con microscopia
foténica® y electronica®, se demostrd la presencia de CL pero no de melanocitos, evidenciando
con esto que estas dos células no estaban relacionadas entre si.

En 1979, dos grupos de investigadores dieron a conocer ai mismo tiempo, que las CL
derivaban de células de la médula ésea. Katz y cols.® realizarun dos series de experimentos: el
primero consistié en transplantar piel de ratén A/J a ratones hibridos F1 (AAl x Balb/c). Después de
tres semanas, con antisueros aloespecificos, se determindé que las CL dentro de la piei
trasplantada no retenian ia anfigenicidad de las moléculas clase H del compleje principal de
histocompatibilidad (MHC) de! donador sino que expresaban ia del hibrido, mientras que los
queratinocitos retenian la antigenicidad de las motéculas ciase | del MHC del donador, indicando
que las CL r;abian derivado de un grupo de células méviles. En el segunde grupo de experimentos,
se crearon ratones quiméricos al inyeciar intravenosamente células de médula ésea alogénica o

semialogénica (hibride F1) a un ratén iradiado letalmente. En los ratones trasplantados
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alogénicamente, a los 32 dias, se encontré que el 33% de las Cl. epidérmicas del receptor

expresaban las moléculas clase 1| del donador y en los ratones trasplantados semialogénicamente
se encontré que mas del 80% de las CL epidérmicas se habian originado en el tejido donado a los
85 dias. Elios concluyeron que las CL eran derivadas de, y continuamente repobladas por céfulas
precursoras moviles que se originaban en la médula ésea. Al mismo tiempo, Frelinger y cols.®
investigaron el origen de las moléculas clase |l epidémicas en la piel de ratones quiméricos,
mediante la inmunoprecipitacion indirecta de estas moléculas con aloantisueros de ratdn. Ellos
encontraron que el fenotipo de las moléculas clase |l epidémmicas en el ratén quimérico coincidia
con el de la médula 6sea del donador. A las 10 semanas después del trasplante, las células que
sintetizaban las moléculas clase |1 eran originadas exclusivamente por el tejido donado™, Ya que
las CL son [as (nicas células en la epidermis nommal que expresan las moléculas clase Il, ellos
conciuyeron que las CL habian derivado de la médula dsea. Estas observaciones en el raton se
confimaron posteriormente en el humano, al observar que en la piel de una mujer de 19 ailos que
padecia aplasia medular, las CL mostraban fluorescencia nuclear en el cromosoma Y, ya que se le
habia realizado un trasplante alogénico de médula 6sea de un varén’".

En la actualidad los estudios acerca del linaje de las CL estan encaminados a identificar la
célula madre de méduia 6sea que les da origen. En 1985, Goordyal y cols.”? demostraron en ia
médula 6sea del humano la presencia de células con el fenotipo de CL (CD1 y HLA-DR) y
macréfagos. Estudios mas detallados en estos progenitores revefaron que las células CDla’ de [a
médula dsea también eran positivas a la lectina aglutinina de cacahuate (PNA") y que expresaban
ademds las moléculas CD4, CD14, CD33, HLA-DR, HLA-DP y receptores para el C3, y para el FC
de la IgG™>"®. Ademas se observé una aparente transformacion de macréfagos a CL en la piel de
pacientes con diferentes leucemias en los cuales se habian realizado transplantes de médula
dsea’®. Estos estudios sugirieron que las CL y los macréfagos podian tener un antecesor comdn.

Recientemente, el cuitivo de células de la médula 6sea y de células de sangre periférica en
presencia de GM-CSF ha permitido ja generacién de progenitores de células dendriticas™ ™,
algunas de las cuales tienen la morfologia y el inmunofenotipe de CL aunada a la capacidad de
inducir una gran respuesta proliferativa de células T alogénicas®’. Ademés, Ia adicién de TNFa y de
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GM-CFS a un cultivo de células de sangre de cordén umbilical de humano, pemmitid el aislamiento

de un precursor que expresaba la molécula CD34% y que origind tanto monocitos como células
dendriticas/CL que tenian las siguientes caracteristicas: a} marcadores de membrana CD1, CD4 y
moléculas clase 1l del MHC; b) presencia de grdnulos de Birbeck; ¢) capacidad de internalizar
antigenos por endocitosis mediadas por receptor y una gran capacidad estimulatoria de linfocitos T
alogénicos”. En 1996, Rozenzwajg, Canque y Gluckman, en unos expenimentos muy elegantes,
establecieron la via de diferenciacién de las células dendriticas que va desde un precursor CD34°
que después de algunos dias en cultivo se toma en CD34" y al mismo tiempo aparecen los
antigenos CD13, CD4 y HLA-DR. Posteriormente, |a célula expresa el antigeno CD1 y motécuias
de adhesién y coestimulatorias. Se puede considerar que los precursores de céluias dendriticas se
diferencian in vitro, primero en células CD1a’, que recuerdan a las células dendriticas sanguineas y

después en CD1a’, que son similares a las CL y células interdigitantes de los érganos linfoides.®

Fig. 3. En esta figura se muestra el posible origen de las CL a partir de un precursor CD34+
ol cual se diferencia tempranamente en médula ésea y que es diferente a monocitos. Si bien
axisten datos que apoyan la posible derivacidn de CL a partir de macnifagos y de monocitos,
esto todavia necesita mas evidencia experimental.

10



Caracterizacién de céliulas de Langerhans en anfibios

o e
IDENTIFICACION Y FENOTIPO DE LAS CELULAS DE LANGERHANS.

Las CL no se ohservan con !a fijacion y tincion rutinaria de cortes en parafina de piel, ya
que con la tincion de hematoxilina-eosina aparecen iregulammente como "células claras en los
estratos superficiales de la epidennis""s. Sin embargo, 1as CL muestran un patrén caracteristico de
tincién y diversas técnicas se han empleado para la identificacion de las CL, entre las que se
encuentran las impregnaciones metdlicas, histoquimicas enziméticas, inmunohistoquimicas y

microscopia electronica de transmision.

a) Impregnaciones metdlicas.

Las CL. fueron identificadas originalmente con una impregnacion en una solucién 4cida de
cloruro de oro, con ia cual se obsetvan como “elementos dendriticos intraepidérmicos cuyas
prolongaciones aicanzan la capa comea y las capas inferiores de la epidermis". Aungue las CL se
impregnan selectivamente, la técnica es caprichosa y los resultados son dificiles de reproducir™.

Otra impregnacién metélica empleada para identificar a las CL es el método de zinc-iodo-
osmio, el cual fue aplicado con éxito para la demostracidn de CL en piel humana nomal y

patolégica, tanto con microscopia foténica como electrénica® %,

b) Histoquimicas enzimaticas.

Se ha demostrado la presencia de varias enzimas en las CL, como a-D-manosidasa®™,
fosfatasa alcalina®™, aminopeptidasa®', p~glucoronidasa™, colinesterasa™ y peroxidasa endégena®.
Sin embargo, los procedimientos enziméticos més (tiles para la observacién de las CL son las
histoquimicas para demostrar la actividad de ATPasa y de esterasa inespecifica.

A principios de 105 afios 60™, varios grupos de investigadores informaroii de ia aciividad de
ATPasa en las CL, lo cual fue un hallazgo circunstancial ya que ef propdsito de las investigaciones
era otro. qutakallio*. en 1982, tratando de demostrar que los eiementos neurales epidérmicos
podian ser teflidos por la reaccidn histoquimica para ATPasa, describid la tincion de nervios
papilares y sus extensiones intraepidémicas y la red dendritica de células de Langerhans.
Desgraciadamente Mustakallio intenté relacionar a la ATPasa de las células dendriticas con

1
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funciones neurales. En el mismo afio, Jarret y Riley™, realizaron cortes por congelacion de piel

fijada con formol calcio y encontraron actividad de ATPasa en "dendrocitos” de la epidermis y la
dermis superior, ademas de una marcada actividad en forma de banda en el estrato granular.
Posteriormente se realizaron observaciones de las CL conjugando la histoquimica enzimética para
ATPasa y el microscoplo electronico de transmisién, encontrandose el producto de la reaccién en
la membrana plasmética de las CL. Este estudio concluyé que todas las CL podian ser
visualizadas por la reaccién de histogquimica enzimatica para ATPasa y que el producto de la
reaccién se encontraba Gnicamente en estas células y no en otras células epitefiales” .

l.a demostracién de la actividad de ATPasa es especialmente Gtil cuando se utilizan
laminas epidérmicas separadas de ia demis, ya que pemite observar la morfologia dendritica y
distribucién espacial y numérica de las CL.** ®. Ademés este método es aitamente reproducible y
confiable para la identificacion de CL en epitelios.

El significado funcional de la presencia de ATPasa en ias CL no se conoce con certeza,
pero es probable que este involucrada en procesos de endocitosis adsorptiva necesarios para la
captacion de antigenos'® o en la transferencia de energia asociada con la movilidad celular.

La actividad de la enzima esterasa inespecifica fue descrita en 1962 en células dendriticas
de 1a epidermis de la cola del ratén™. Cuando se investigé ia distribucion de CL. con esta enzima en
diferentes regiones de la piel dei raton, las células positivas a la enzima se encontraron en la
epidermis en situaciébn basal y suprabasal y distribuidas de manera uniforme en ia piel del
abdomen, dorsc y orejas. En contraste, las CL en laminas epidérmicas de la cola del ratén se
localizaron asociadas a foliculos pilosos en las regiones ortoqueratiticas, mientras que las
paraquerat(ticas carecian de CL'?.

imelda Campo-Aasen y Pearse'®, en un articulo clasico pero poco apreciade {por estar
escrito en espafiol y haber sido publicado en una revista no muy conocida), encontraron que las Ci.
esterasa inespecifica positivas se encontraban en todas las capas de !a epidemmis de la piel de
ratones albiéuos. Estos autores fueron los primeros en relacionar a las CL con células del sistema
inmune y conciuyeron que: 1) las células dendriticas que exhibian actividad de esterasa

inespecifica eran CL con intensa actividad hidrolitica, 2) que la enzima demostrada era peculiar a
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las CL en la epidermis; 3) que las CL eran de naturaleza conjuntiva y 4) que las CL eran

macréfagos de la epidermis debido a que la actividad esterésica entre las dos célutas era similar.

La esterasa inespecifica en las CL se localiza ultraestructuralmente en la cara externa de
la membrana plasmatica’®. Interesantemente a pacientes con histiocitosis X, que es una
proliferaciéon reactiva de CL, se les tomaron biopsias de piel de las que se prepararon
suspensiones celulares, las cuales se incubaron en un medio que contenia o-nafti-acetato con el
propésito de demostrar la actividad de esterasa inespecifica’™. La enzima se localizd en la cara
extema de la membrana plasmatica de los histiocitos y en la membrana plasmatica de un organelo
denominado granulo X, el cual es idéntico al granulc de las CL.

La demostracion de la enzima esterasa inespecifica en CL constituye un método sencillo

de realizar y (i para la visualizacion de estas células en la epidermis.

¢} Marcadores inmunoldgicos.

Una manera mas precisa de identificar a las CL es utilizando anticuerpos para la
identificacion de marcadores de superficie y citopiasmicos. En este sentido una gran variedad de
moléculas han sido identificadas, a nivel de microscopia de luz y electrénica, usando diferentes
técnicas de tincion (nmunoperoxidasa, inmunofluorescencia o marcaje con inmunc-oro) con
distintas maneras de procesamiento del tejido (cortes en frio, suspensiones ceiulares epidérmicas
o laminas epidémnicas). Por otro lado, la identificacion de estos marcadores le han dado a las CL
una identidad caracteristica y han proporcionado una mejor comprension de su papel funcional en
ia presentacion de antigenos. La tabla 3 muestra el fenaotipo de las CL.

Dentro del perfi fenotipico, las moiéculas del complejo principal de histocompatibilidad
(MHC) son esenciales para que las CL desempedien su funcidn ya que estén involucradas en la
presentacién de antigenos. Estas moléculas se dividen en dos grupos principaies: moléculas clase
| y clase Il los cuales son necesarias para la presentacién de péptidos antigénicos'®. Estos
complejos antigeno-molécula del MHC, expresados en la superficie de las céluias presentadoras
de antigenos, pueden ser especificamente reconocidos por linfocitos T a través de sus receptores.
Ademés la interacciéon entre el complejo MHC-antigeno y el receptor de células T estd
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acompanado por la unién de moléculas de superficie en los linfocitos con las moléculas MHC. Esto
es, las moléculas clase Il y clase | de las CL. se unen a los antigenos CD4 y CD8, respectivamente,
en los linfocitos' Y. Las moléculas clase | estan involucradas en la presentacion de antigenos
endégenos (como los antigenos tumorales), mientras que fas moléculas clase li lo estan en ia
presentacion de antigenos exdgenos'™.

Tabla 3: Perfil fenotipico de CL epidérmicas humanas

Marcador Presencia Marcador Presencia
Especificos de CL Marcadores de Mo/Mq
Ag-Lag + CD15 (LeuM1) -(+)
(LeuM2) -

Moléculas MHC CD14 (LeuM3) -
Clase | (HLA-ABC) + cDes -
Clase I (HLA-DR) ++ OKMS5 -
Clase Il (HLA-DP) ++
Clase Il (HLA-DQ) ++ Recept y Mol. de Adhesioén

CD64 (FcyR) -
Marcadores de células T CDW32 (FcgR,) +
CD1a ++ CD18 {(Fcg Ry) -
CD1b - CD35 (CR1) -
CD1c + CD21 (CR2) -
CcD2 - CD11b (CRs; C3biR; gp155/95) +
cD3 - CD11c (gp 150/95) +
CD4 + CD18 (cadena § CD11a,b,c) +
cD5s - CD11a (LFA-1; gp 180/95) -
cD7 - CD58 (LFA-3) +(-)
CcD8 - CD54 (ICAM-1) +()
Receptor de anticuerpos - CD29 (cadena b de VLA) +
Receptor 3 -(+} CDwd9b (VILA-2) +

VLA-3 +
Marcadores de células B CDwA4Sd (VLA-4) ++
CD10 - CDw49f (VLA-8) ++
CcD19 - CD25 (iL-2R) -
CcD20 -
CD22 - Otros Marcadores
CcD24 - CD45 (T200) +
CD40 -(+) $100 +

Tomada de Teunissen: Histochem J 24: 697-718, 1992

Al igual que todas las células nucieadas, las CL expresan moléculas clase | del MHC'™'"°
y usando anticuerpos monoclonales contra un determinante monomdrfico clase | (W8/32) se
encontré que los niveles de estas moléculas eran similares en queratinocitos y CL por

inmunofluorescencia y citometria de flujo mientras que otros describieron niveles mayores de las
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moléculas clase | en los queratinocitos''".

Rowden'™ y Klareskog''® fueron los primeros en describir la expresién de moléculas
clase Il en las CL del humano y desde entonces ha quedado bien establecido que las CL. muestran
en su superficie moléculas codificadas por ios genes HLA-DR (andlogos a los -E murinos™%, -DQ
(andlogos a los I-A murinos'™) y -DP''®. En la epidermis normal parece existir un traslapamiento
completo de estos antigenos en las CL.""*. Con dos excepciones las CL son las Unicas células en
la epidermis que expresan estas moléculas. Las células acrosiringeas en epidermis humana
normal, las células acrosiringeas forman la porcion intraepidérmica de los conductos de glandulas
sudoriparas, son fuertemente positivas para el HLA-DR pero no para el -DQ y -DP'™. Los
Queratinocitos en piel con procesos patol6gicos también pueden expresar moléculas clase ',

Las CL son fuertemente positivas para el HLA-DR, sin embargo, se pueden distinguir dos
subpoblaciones por la intensidad de tincion con un anticuerpo anti clase Il. Asi se ha encontrado
que el 25% de las CL en suspensiones epidérmicas'® y del 5-10% en l4minas epidérmicas'™ se
tilen més brillantemente con fluorescencia. Lo anterior parece indicar que las CL més "brillantes"
son mas capaces en la presentacion de los antigenos. También se ha calculado que la cantidad de
determinantes DR en las CL es de 50 a 100 veces mayor que la de los monocitos/macréfagos'?.
Esta caracteristica coloca a las CL como las células presentadoras de antigenos por antonomasia.

Fithian'* y Murphy' observaron, en 1981, que las células de Langerhans del humano se
teiiian fuertemente con el anticuerpo OKTS. Esta reactividad Hamé la atencién ya que con
anterioridad se habia descrito que el antigeno T8 era un antigeno de diferenciacién de timocitos'2,
En la actualidad a este antigeno se le conoce como CD1 y estd dividido en los subgrupos de
diferenciacién CD1a (glucoproteina de 49-kDa), CD1b {glucoproteina de 45-KDA) y CDic
asociadas con la p2-microglobulina'®® y se ha sugerido que las moléculas CD1 pueden ser la
contraparte humana de los antigenos leucémicos del time del muring 27

Todas ias CL epidérmicas expresan los antigenos CD1a, pero sélo expresan débilmente
los antigenos CD1c y no expresan los CD1b'%, Por otro lado, los queratinocitos no expresan

ningln antigeno CD1 por lo que estos antigenos, en especial el CD1a, son muy itiles para ia
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identificacién de las CL'%.

Fig. 4 Microfctografia de piel humana normal
teflida para demostrar las moléculas CD1a en
CL. Estas moléculas ha permitido |a
identificacién de CL en varios d&rganos
linfoides y no linfoides.

La funcién de las moléculas CD1 no ha sido dilucidada, sin embargo se ha sugerido que
poseen una funcién anéloga a la de las moléculas clase | y I del MHC ya que se ha demostrado
que las moléculas CD1a pueden servir como una estructura de reconocimiento para linfocitos con
el fenotipo CD4/CD8 TCRa/p y las CD1c pueden servir como estructura de reconocimients para
los linfocitos T CD47CD8 TCRy5'™. Es interesante notar que en la epidermis nommal se ha

131

descrito una subpoblacion de linfocitos T con ef fenotipo CD4'CD8 TCRa/B™ al cuai las CL

podrian estar presentando antigenos.

13213 | a expresion de

Otro marcador de linfocitos que poseen las CL es el antigeno CD4
este marcador es baja en las CL de piel normal perc aumenta considerablemente en las CL en
enfermedades cutaneas como e! liquen plano' y el linfoma de células T', lo que sugiere que la
expresién es regulada por citoquinas de células inflamatorias. El significado funcional de la
presencia del antigeno CD4 en las CL no se conoce, sin embargo, se ha demostrado que este
antigeno es el receptor para el HIV-1, por lo tanto las CL pueden ser infectadas por este virus'™
139‘

Por otro lado, aunque las CL de humano comparten aigunos marcadores que poseen los
macrifagos y los monocitos como los antigenos CD14, CD15 y CD33, los niveles de expresién de

éstos son mucho més bajos que en los monocitos/macréfagos’ "%,
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stingl y cols'®®, empleando entrocitos bovinos opsonizados con IgG o con complemento,
identificaron receptores para el Fc de ta inmunogtobulina G (FcyR) y para el tercer componente del
compliemento (CR3,). Posteriormente, con el advenimientc de anticuerpos monoclonales, ha sido
demostrado que las CL aisladas expresan niveles bajos del FCyR;, (CD32) y dei CR3,
(CD11b/CD18), pero no expresan los FegRI (CD64), FcgRIl (Cd18), CR1 (CD35) y CR2 (cD21)'*
146 Ademas de la expresién membranal de CD32, las CL también son capaces de producir una
forma soluble de este receptor’®.

interesantemente, Bruynzeel-Koomen y cols'® demostraron la presencia de moléculas
IgE en CL de piel de pacientes con dermatitis atopica, indicando que las CL expresan receptores
para la IgE (FceR). En la actualidad se sabe que las CL expresan el receptor de alta afinidad para
la IgE (FceR)'™ por lo que cuando |as moléculas de IgE se adhieren a este receptor inducen
una activacion de estas células, aunque esta activacion difiere en CL de individuos normales con
respecto a las de individuos con dermatitis atépica™'. Por otro lado, el receptor de baja afinidad
para la IgE (FceR)) esta ausente en las CL, sin embargo puede ser inducido su presencia por la
estimulacion con IL-4 y/o interferén (IFN)-y'*2. De manera notable, una proteina ligadora de IgE
(cBP) ha sido descrita en la superficie de las CL'™. Esta proteina, la cual es diferente a los
receptores FceR,; y FceRy, es producida y secretada por los queratinocitos y se une & las CL ya que
posee propiedades de lectina'. Los tres diferentes receptores de IgE capacitan a la CL para
atrapar alergenos ligados a IgE en una manera muy eficiente, contribuyendo asi a la induccién de
respuestas alérgicas en presencia de concentraciones pequefias de alergenos'>* ',

Por otra parte, para que las CL puedan interaccionar con linfocitos son necesarias diversas
moléculas de adhesién. En este sentido se ha demostrado, por inmunohistoquimica, que las CL
“frescas” aisladas (son el equivalente in vitro de las CL intraepidérmicas y no tienen més de tres dias
en cultivo) expresan la molécuta de adhesion intercelular-1 {ICAM-1;, CD54) y el antigeno funcicnal
linfocitico-3 (LFA-3; CD58)'“. Por el contrario, estos mismos antigenos, no se han demostrado en
CL cuando se ha empleado un andlisis por FACS"® "' Las CL no expresan ICAM-2

(cD102)'¥, sin embargo tienen una fuerte expresién constitutiva de ICAM-3 (CD50)'"*'%, En
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contraste con otras células presentadoras de antigenos (linfocitos B y monocitos), las CL de

humane no expresan ni la proteina ni el RNAm del LFA-1 (CD11a)'¥'®®. Es interesante notar que
la expresion de la molécula B7-1 (CD80) en CL in sifu es controversial™'®', sin embargo, el
RNAm de B7-1 y de B7-2 (CD 86) si ha sido detectado'®'®, La famitia de moléculas de adhesién
también comprende a un grupo de moléculas de superficie, lamadas integrinas, [as cuales estan
involucradas en la migracién y direccionamiento de fas CL. Las moléculas antigénicas muy tardias
(VLA) 1 a 8 pertenecen a este grupo de integrinas. Estan compuestas por una unica cadena o
(CD49a-f) y comparten una cadena comin B, (CD29) y funcionan como receplores para
componentes de la matriz extracelular, tales como coldgena, fibronectina y laminina. Las CL
expresan el CD29, mientras que la expresioén de subtipos de CD49 es heterogénea'® ™. Las CL
también expresan la E-cadherina, una molécuta homofilica dependiente de Ca™ que media la
unién CL-queratinocito'®. Por otra parte, las CL tienen una expresién heterogénea del antigeno
Lewis (CD15)'®®, que es el ligando de la E-selectina (CD62E) expresada por las células
endoteliales. El anticuerpc monoclonal HECA-452, el cual reconoce un determinante sensible a
neuraminidasa en CD15, también reacciona con las CL'. La molécula CD15 puede estar
involucrada en la migracién de las CL hacia la piel. La glucoproteina CD83 es expresada por
células dendriticas circulantes y puede ser detectada en las CL'® Las CL reaccionan con un
anticuerpo monoclonal anti pan-CD45'® '™ Debido a cortes alternados en la maduracién del
RNAm, diferentes isoformas del CD4$ existen (el CD45 es una proteina tirosina-fosfatasa, también
llamada antigeno T200 o antigeno comin leucocitario). Al parecer et 85% de las CL frescas
aisiadas son reactivas con CD45RQO, mientras que los antigenos CD45RA y CD45RB no son
detectables'®. El antigeno CD68, una giucoproteina lisosomal, no es detectable por anélisis de
FACS', pero una tincién positiva puede ser observada cerca del nicleo de las CL por otios
métodos'’'. La expresion de CD69 en las CL ha sido documentada'?, pero el significado de este
hallazgo no es claro.

Finalmente, un breve comentario acerca de dos marcadores de las CL. Las CL. de humano
expresan la proteina citopldsmica S-100''74. Esta proteina también estd presente en

melanocitos', células dendriticas de la dermis'™ 7>, células interdigitantes de 6rganos linfoides'*
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174176 calulas dendriticas epiteliaies de fas tonsilas'’ y células gliales del cerebro'’. En el ratén,

las células dendriticas del bazo también son S-100" '

. Las proteinas S-100 estdn muy
conservadas a través de la escala filogenética y comprenden un pequefio grupo de proteinas
unidoras de Ca’’. Entre otras funciones se ha comprobado que participan en el crecimiento de las
neuritas'’®, Esta puede ser una explicacion del porque de su presencia en tipos celulares que
exhiben una forma dendritica (a tnica excepcion parecen ser las células dendriticas foliculares, las
cuales no expresan la proteina S-100'"%. Este marcador diferencia a las CL de los
monocitos/macréfagos, ya que estos dltimos no la expresan. Por otro lado, existe, hasta el
momento actual, s6lo un anticuerpo monoclonal especifico para las CL, el NLDC-145"", Este
anticuerpo monoclonal reconoce unicamente a las CL de ratén, pero no a las de otras especies
incluido el hombre. La proteina reconacida por el anticuerpo NLDC-145 es un receptor llamado
DEC-205'%%8182 o) cual aparentemente estd involucrado en la captacién de antigenos. Es de

notar que los macréfagos son negativos para el NLDC-145'".

d) Ultraestructura de las CL.

La microscopia electronica le dio a las CL una identidad pecutiar diferenciandoia de las otras
células epidémnicas, ademés de que incrementd de manera considerable el conocimiento acerca de
ellas. En un articulo clasico, Birbeck, Breathnatch y Everall'® (1961) describieron el patrén
estructural basico de las CL: un niicleo celular con una apariencia marcadamente indentada debido a
la presencia de profundas hendiduras, un aparato de Golgi bien desarrollado, un citoplasma "claro” en
comparacién con los queratinocitos adyacentes, la ausencia de filamentos intermedios de
prequeratina, escasos lisosomas, la carencia de desmosomas en su membrana plasmatica y la
presencia de un organelo citopidsmico caracteristico. Este omanelo, al cual se le denoming grénulo de
Birbeck o de las CL (GCL), puede tener forma de "bastén” con una tongitud variable y el cual se
caracteriza por tener una estriacidn central peridica de 90 A o se puede observar a este "bastén con
una dilatacié.n en uno de sus extremos lo cual le da un aspecto de "raqueta de tenis”. Ocasionaimente
estas vesiculas pueden ser observadas en ambos extremos o en ef centro del “baston™'™.

Reconstrucciones tridimensionales han evidenciado que el GCL es una estructura membranosa en

19



Caracterizacién de células de Langerhans en anfibios

———— ———  — ——— ——— — —— —————
forma de disco de tamaiio aproximade de 0.3 um, el cual puede tener una y a veces dos protrusiones

vesiculares y puede estar curvado, en forma de copa o torcido sobré si mismo™ '™ La forma
tridimensional del GCL ha sido confirmada por estudios realizados con crio-fractura' y facilmente
explica por qué, bidimensionalmente, los GCL pueden exhibir patrones morfoldgicos diferentes y en
ocasiones altamente peculiares en diferentes planos de corte. La membrana de la porcién vesicutar de
los GCL.,, que muestra una cubierta vellosa en su cara intema, se fusiona en una forma parecida a un
cierre para formar la porcién en forma de “bastén”. Un anélisis cuidadoso de imagenes de alta
resolucion ha revelado que la estriacién central de los "bastones” estd compuesta de dos arreglos
lineales de particulas'®. Si los granulos son cortados oblicua o tangencialmente las particulas se
observan como teniende un amegio entrecruzado o de rejilla respectivamente. Dependiendo de ia
tincion y de los métodos de anélisis empleados, los modelos que se han propuesto para la estructura
intema del GCL pueden ser algo diferentes'®'®. Originaimente parecia ser que la membrana limitante
def GCL consistia en una ldmina externa delineada por una capa intema de particulas'®, pero esta
apariencia fue originada por un artefacto de fijacién cuando el tetraéxido de osmio fue empleado como
tinico fijador. Cuando la fijacién secuenciada de glutaraidehido y de tetradxido de osmio es empleada,
la membrana limitante del GCL. usualmente aparece como una membrana trilaminar sin particulas a io
largo de la cara interna y por o tanto es morfologicamente similar, sino idéntica, a otras unidades de

18,191 Al parecer los métodos de congelamiento rapido™, para evitar Ia fijacion quimica, en

membrana
combinacién con métodos de crio-fractura y cortes ultrafinos pueden ser los més adecuados para dar

una respuesta final a la verdadera estructura de los GCL in vivo.

Los GCL se localizan asiduamente en la vecindad del aparato de Golgi y con menos
frecuencia adheridos a la membrana plasmética. | as porciones vesiculosas de los GCL cercanss al
aparato de Goigi recuerdan estructuraimente a endosomas, lo cual parece ser confimado por el

caracter acidico que poseen'. En este sentido cabe preguntamos ¢cudl s el origen de los GCL?
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Fig. 5. Micrografia de una CL aislada de la epidermis de humano. Note ef
nicleo altamente indentado, con un citoplasma claro libre de
tonofilamentos. Las flechas sefialan dos granulos de CL, ios cuales estan
magnificados en b y en ¢. Se muestra la morfologfa tipica de ellos: b. en
forma de bastén, y ¢. an forma de raqueta de tenis.

e) Origen, destino y funcién de los GCL

La mayoria de los GCL se localizan en el citoplasma, perp algunos se encuentran unidos a la
membrana plasmatica de las CL. Por lo tanto, dos diferentes lineas de pensamiento han sido
involucradas: una que propone que los GCL se derivan de evaginaciones del aparato de Golgi
implicando por lo tanto que tienen una funcién secretora y otra que sugiere que los granulos se forman
a partir de in\;aginaciones de la membrana piasmatica sugiriendo que este organelo tiene una funcién
endocitica™=® M 141

En un granuloma eosindfilo del craneo (histiocitosis X/granulornatosis de células de Langerhans) de
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una nifia de 4 afios de edad, Cancilla'®, utilizando lantano como trazador extracelular, encontré que

los GCL cercanos o en continuidad con la membrana plasmatica se tefifan con este. Por otro lado los
GCL citopldsmicos 0 en las cercanias del aparato de Golgi no io hicieron asi. La conclusién obvia fue
que el GCL derivaba de la membrana plasmatica, sin embargo, como esta técnica involucré una
fijacién simulidnea a la exposicion del trazador extracelular no dio informacién con respecto a la
cinética intracelular del GCL.

Interesantemente, en otros pacientes con histiocitosis X se encontraron GCL. “recubiertos™®.
Casi todos los granulos que estuvieron adheridos a la membrana plasmética mostraban una cubierta
vellosa en toda la perifera o solo en su extremo distal. En contraste, los GCL citoplasmicos no
mostraban esa cubierta con excepcién de algunos pocos en la periferia de la célula, sin embargo
cuando se realizaron cortes seriados, los GCL periféricos se observaron en continuidad con ia
membrana plasmatica. La cubierta observada en los GCL fue morfolégicamente similar a la cubierta
de clatrina de ias depresiones y vesiculas recubiertas™™ ', Es de notar que se ha demostrado que las
depresiones y vesiculas recubiertas estan involucradas en et transporte selectivo de moléculas, como

©-201 v \a transferencia de sustancias entre organelos

la endocitosis mediada por receptore:
intracelulares y la membrana plasmatica®™. La sugerencia que se derivd de esto es que los GCL
pueden llevar a cabo funciones andlogas. En este sentido, Ishii y cols’® examinando la posible
comrelacion entre la formacion de GCL y las vesiculas recubiertas en piel con vitiligo, observamon
invaginaciones tubulares de la membrana plasmaética de las CL asociadas a vesiculas recubiertas y en
conexién con GCL. El anélisis de un gran namero de cortes suginé la siguiente secuencia de evenios
en la formacién de los GCL. 1) la presencia de vesiculas recubiertas en la membrana plasmaética, 2) la
formacién de invaginaciones tubulares de la membrana plasmatica que se unen a las vesiculas
recubiertas, 3) el crecimiento de las invaginaciones con la fommacién de un patrdn de banda
caracteristico del GCL, y 4) en algunos casos, la vesicula recubierta se separa del GCL o se modifica.
Takahashi y Hashimoto®™ demostraron por primera vez que moléculas de la membrana
plasmatica p'odian ser internalizadas en los GCL. Ellos empiearon ldminas epidémnicas de humano,
incubadas a diferentes tiempos, en un anticuerpo anti-CD1a (OKT8) y posteriormente las fijaron e

incubaron en un anticuerpo marcado con peroxilasa. Aunque la técnica de inmunomicroscopia
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electronica tuvo sus limitaciones, el producto electron-denso de la reaccion de la peroxidasa pudo

observarse en todos los GCL, ya sea que estuvieran adheridos a la membrana plasmética o en las
cercanias del aparato de Golgi. Més tarde, Takigaway cols.”® aportaron evidencia inequivoca a este
respecto. Ellos incubaron céluias epidérmicas de cobayo en un medio conteniendo feritina conjugada
con concanavalina A (o con un suero de conejo anti-células epidérmicas seguido de un anticuerpo
secundario marcado con feritina) a 37 °C durante diferentes tiempos. Cuando se observé a las CL
con el microscopio electronico se encontrd que a los 5 min. de incubacién algunos GCL, en la periferia
de la célula, estaban marcados con particulas de femitina en la porcién vesicular. Con una incubacion
méas prolongada, los GCL conteniendo femitina en su interior, se incrementaron en numerc y
parecieron moverse hacia el drea ywdanuclear. También se observé que los GCL. se derivaban de
invaginaciones de la membrana plasmética que contenian particulas de ferritina en una extensién en
forma de saco en unc de sus exiremos. Algunas de estas invaginaciones aparentemente se
originaban en vesiculas recubiertas. Ademds, encontraron que la captacién del complejo
concanavalina A-ferrtina fue inhibido por azucares especificos y que las particulas de femitina no
estaban en los GCL cuando las célutas fueron expuestas a (nicamente a particulas de femitina o al
suero de conejo normal seguido de incubacién en un antisuero secundario conjugado con femitina.
Estos autores concluyeron que los GCL mas que formarse a partir de endocitosis de fase fluida se
originaban en endocitosis adsorptiva mediada por receptores. Basados en sus observaciones ellos
propusieron una hipétesis de frabajo sugiriendo que las invaginaciones membranales se desprenden
de la membrana plasmatica y que posteriormente pierden su cublerta veliosa para formar GCL
intracelulares. Entonces estos pueden moverse hacia el citoplasma donde liberan su contenido al
fusionarse con prelisosomas y lisosomas {ver figura 6).

Por otm tado, Braathnach®®, encontrd que habia gran similitud entre las membranas de! GCL
y de las vesiculas del aparato de Golgi. Posteriormente con ei empleo ultraestructural de la técnica de
impregnacion metélica de zinc-iodo-osmio se encontraron depésitos selectivos del metal en la
envoltura nuclear, en ef aparato de Goigi, en aigunas estructuras tisosomales y en particular en los
GCL de piel humana nommal y con histiocitasis X (enfermedad de Letterer-Siwe)” . Interesantementa,

la impregnacién metalica no fue observada en los GCL fusionados a la membrana plasmética. Con
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astos datos se concluyé que a) la impregnacién con zinc-iodo-osmio producia una mejor visualizacion

de los GCL, b) mientras que la mayoria de los GCL localizados en las cercanias del aparato de Golgi
inostraban un depdsito preferencial del metal, casi todos los granulos en la periferia de las CL
permanecieron sin impregnarse, lo cual podria ser ei resultado de diferencias estructurales y/o
metabdlicas de los granulos y ¢) dada la estrecha relacion entre el aparato de Golgi y los GCL, estos
bien pedrian provenir del primero.

Estudios posteriores realizados en secuencias de tiempo-temperatura para rastrear el destino
de Ias moléculas CD1a y HLA-DR expresadas en las CL de humanos apoyaron el concepto anterio”™™"
%8 El marcaje de CL humanas con el anticuerpo monoclonal anti-CD1a conjugado con oro coloidal a 4
°C resulté en una distribucion difusa de particulas de oro en la superficie celular. Después de la
incubacién a 15 °C la particulas de oro fueron encontradas en depresiones y vesiculas recubiertas.
cComo estas estructuras son resultado de la endocitosis mediada por receptoreszm. estas
observaciones indicaron que la unién del anticuerpc ant-CD1a habia inducido un proceso de
captacion semejante. La captacion a través de vesiculas no cubiertas fue ocasionaimente observado.
Las particulas de oro también fueron encontradas en !a cara intema de la membrana de vesiculas
parecidas a endosomas y en menor cantidad en vesiculas recubiertas originadas de! “reticulo
endoplasmico liso paragolgiano”. A esta temperatura el marcaje no se observé de ninguna manera en
los lisosomas ni en las GCL, aiin cuando el tiempo de incubacién se prolongd per 3 horas. Este
fenomeno estuvo de acuerdo con las observaciones de que a bajas temperaturas (1520 °C) hay
formacion de vesiculas endociticas y los ligandos son acumulados en compartimentos prelisosomales
como los endosomas™ ¥'°. Cuando la temperatura fue elevada a 37 °C, el proceso endocitico
prosigui6é y los GCL se encontraron en continuidad con endosomas. Interesantemente las particulas
estuvieron ahora localizadas en pequedios cimulos en a regidn de unién entre los dos organelos.
Cuando las CL fueron incubadas por amiba de 37 °C por 25 min, se observé marca en los lisosomas.
Ademés algunos de los GCL. localizados en el centro de las CL contenian particulas de oro en la
lamina esma'da central. El marcaje no solo fue encontrado ocasionalmente en la luz de la porcién
vesiculosa de los GCL, sino en contraste con 10s resultados de Takigawa y cols.”®, la vesicula de los

GCL exhibia una cubierta en el iado citoplasmico. Es de notar que en estos experimentos ningiin GCL
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adherido a la membrana plasmética fue observado. Por otro lado, con el empleo de doble marcaje de

los antigenos CD1a y HLA-DR se observé que se intemalizaron a través de depresiones recubiertas
tipicas y que siguieron un camino intracelular comin®”, Las observaciones de Takigawa y cols™
difiieron de estos experimentos en que sblo se observaron pocos GCL intracitopldsmicos, pocos de
ellos estaban marcados, y mas importantements, los GCL. marcados se localizaron en el centro de las
CL pero no en la periferia de las mismas. Ademés en otra serie de experimentos®' se observaron
organelos adheridos a la membrana plasmética que se diferenciaban en algunos aspectos
estructurales de los GCL. Aunque estos organelos sugerian que los GCL se originaban a partir de la
membrana plasmética, no eran un premequisito para la aparcibn de GCL marcados
intracitoplasmicamente, por lo que se concluy6 gue los GCL intracitoplasmicos se derivaban de un
compartimento intracelular (posiblemente en endosomas o en el aparato de Golgl) y que acarreaban
moléculas de la porcién central de las CL hasta algiin otro sitio todavia no conocido de las mismas’'".
La hipétesis de trabajo sugerida con estos experimentos propone que los complejos ligando-
membrana son endocitados en depresiones recubiertas, que posteriormente se desprenden de la
base de procesos vellosos o estructuras parecidas a GCL ("GCL atipicos”) para dar lugar a la
formacion de vesicutas recubierias que se unirdn a endosomas. El hallazgo de que las porciones en
bastén de los GCL estaban marcados y adheridos a estructuras endosémicas sugirié dos
posibitidades: 1) 1a formacion de las porciones en forma de bastén por evaginaciones de endosomas
(probabiemente un equivalente de la porcién tubular det CURL (compartimento de desacopiamiento de
receptores y ligandos), o 2) fusion de GCL preexistentes (posiblemente derivados de la regién del
Goigi) con endosomas. Ambas hipétesis de trabajo se ejempilifican en ia figura 8.

En favor de [a sugerencia de un origen intracelular (posiblemente aparato de Golgi) esté el
marcaje de los GCL con un anticuerpo monocional especifico”’. Este anticuerpo detecta una
glucoproteina de 40 kDa (antigeno Lag), la cual por microscopia inmunoelectronica se localizé en GCL
y en vacuolas de aspecto iregular de tamafio mayor que la vesicula de los GCL. No todas las
vacuolas de 'este tamafto mostraban la marca, aunque ninguna vacuola en otras células epidémmicas
lo estaba, sugiriendo que las vacuolas marcadas eran estructuras relacionadas a los GCL. Es

importante hacer notar que el antigeno Lag estuvo ausente en la membrana plasmética y en
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lisosomas. Asi como sucede en otras proteinas, es muy probable que el antigeno Lag sea giucosilado

en el aparato de Golgi, asi que se concluy6 que el antigeno Lag se originaba de la region del Golgi.

Fig. 8. Hip&tesis de trabajo de la formacién del granulo de las Cl. Para
explicacion ver el texto.

Independientemente de los mecanismos de formacién det GCL, es probable que aiguna parte
o todo el organelo sea la representacion morfolégica de los mecanismos de captacion y
pmcasamiento de material antigénico por parte de fas CL. Lo anterior esté de acuerdo con el hecho de
que la estimulacién antigénica epicutdnea con un hapteno induce un incremento del numero de
GCL?™ ' ademés de disminuir la actividad de ATPasa en la membrana plasmética de las CL.7'>#®,

En Ia' actualidad existen muchas evidencias de que los GCL estén involucrados en el
procesamiento del material antigénico'™ *""?*® captado en los procesos de endocitosis adsorptiva.

Ahora bien, si esto es asi, aparecen otras imerrogantes: ¢ Cudles son los inductores para la formacion
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del GCL? (Cudl es la razdn de que otros tipos celulares que son capaces de procesar y presentar
antigenos, como los macréfagos y los finfocitos B, no muestran GCL? ;Por qué los GCL sélo son
cbservados en las células presentadoras de antigenos de la piel (CL) y muy ocasionalmente en otras
células dendriticas presentadoras de antigenos de otros sitios como el timo y el bazo? Si los GCL
estan involucrados en el procesamiento de antigenos, ;como puede uno explicar que las CL de
humano muestran muchos GCL en condiciones normales, mientras que las CL de ratén poseen muy
pocos? Ciettamente ia respuesta a estas interrogantes no es facil, pero su respuesta nos daria una
comprensién mas clara de la funcionalidad de las CL y de las patologias en las cuales estan

invotucradas.

FUNCION DE LAS CL.

Tan sélo siete aftos después de la descripcion de las CL realizada por Langerhans, en el aito
de 1875, Ranvier’’® consider6é que las CL eran linfocitos, posteriormente, Amstein®® en 1876 y
Herxheimer™' en 1896, las consideraron como leucocitos pasajeros (es decir, en transito en la
epidermis para dirigirse a otro lugar). En este sentido es pertinente preguntamos ¢cudles hubieran
sido las consecuencias para la investigacion acerca de las CL si se hubiera proseguido por ese
camine en esos afnos? La inmunocompetencia en el comexdo de las CL fue primero especulada por
Billingham y Sitvers™ en 1965 y por Pruneiras’> en 1969, quienes hipotetizaron que las CL podian
capturar material antigénico y desempeiiar una funcién en la respuesta inmunologica primaria. Sin
embargo, el concepte de que las CL son célilas presentadoras de antigenos se afimé por las
relaciones estructurales que tenian las CL con otras céluias epidémicas. En el curso de estudios
ultraestructurales de los eventos celulares que ocurren en las reacciones de hipersensibilidad de
contacto en humanas y cobayos, Silherberg v cols, 2* 2 ohservaron la estrecha aposicitn entre CL y
linfocitos, asi como la presencia de CL, con antigeno en su superficie, dentro de los vasos linfaticos
dérmicos y en los ganglios linfaticos regionales.

Las éL funcionan como células cutaneas presentadoras de antigenos que inducen potentes
respuestas inmunologicas primarias dependientes de linfocitos T CD4'/CD8. Para disparar estas

respuestas inmunologicas es necesario que los receptores de los linfocitos T (TCR) reconozcan a fos
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antigenos en asociacién con moléculas clase Il del MHC. Estos complejos antigeno/moléculas clase Hi

estan presentes en la superficie celular de las céiulas presentadoras de antigenos. Sin embargo, para
que los linfocitos T puedan reconocer antigenos proteicos se requiere de que estos sean
procesados?’. Lo anterior involucra claramente tres pasos (Fig. 7):
O La captacién de antigenos por las células presentadoras de antigenos;
a El procesamiento de los antigenos mediante protedlisis en vesiculas intracelulares; y
a La presentacién de un péptido conteniendo el determinante antigénico.

Aunque la secuencia amerior es cierta, el reconocimiento de haptencs puede ocurrir por
conjugacion directa de este con moléculas clase Il del MHC en la superficie de las células

presentadoras de antigenos™® %%,

Fig. 7. Las CL captan antigencs (1) y los procesan acopléndoios a moléculas clase 1 (2). A
continuacion los reexpresan en la membrana plasmatica junto con las moléculas clase )i del
MHC (3). Por otro lado, otras moléculas como el ICAM1, las moléculas BB1 y la IL-1 son
necesarias para que la presentacion de los antigenos sea efectiva

Ademés, para completar la activacién de las cétulas T CD4"/CDE, las células presentadoras
de antigenos estén equipadas con otras moléculas de adhesién co-estimulatorias. Estas moléculas
presentes en la superficie de las células presentadoras de antigenos interactuan con sus ligandos en
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los linfocitos T°°. Estas interacciones no sito estabilizan la unién del TCR con el compleje

antigeno/moféculas clase |, sino que también proveen sefiales de activacion adicionales™ ',
Algunas interacciones receptorfligando juegan un papel funcional importante en la aclivacion de
linfocitos T, por ejemplo: ICAM-1/LFA1, ICAM-3/LFA-1, LFA-1/ICAM-1, LFA-3/CD2, B7-1/CD28, B7-
1/CTLA4, B7-2/CD28, B7-2/CTLA4, y CD40/CD40L. La ausencia de sefiales co-estimulatorias como
B7 pueden conducir a una pérdida de respuesta de los linfocitos T a estimulacion antigeno-espécifica
subsecuente (anergia)™>. Por otro lado, las células presentadoras de antigenos pueden producir
sefiales co-estimulatorias a través de ia produccion de citoquinas como las iL-1, IL-8, IL-12, e IL-15. La
iL-12 ha atraido mucha atencién ya que esta citoquina derivada de las céiulas presentadoras de
antigenos es esencial para la produccion de IFN-y y para la generacién de linfocitos T ayudadores del
tipo 1 (Th1)m, los cuales estan asociados con la inmunidad mediada por células, incluyendo a la
hipersensibilidad de contacto.

Las CL poseen todas las caracteristicas necesanas de las células presentadoras de antigenos
para la activacidn de linfocitos T. Las CL aisladas en fresco (son el equivalente in vitro de las CL
intraepidérmicas) pueden eficientemente captar y degradar intracelularmente antigenos compiej 7.
2 Durante el cultivo in vitro, las CL adquieren una fuerte expresién de moléculas clase il del MHC y
de moléculas co-estimulatorias como ICAM-1, ICAM-3, LFA-3, B7-1, B7-2 y CD40, las cuales juegan
un papel importante en la activacién de linfocitos T'> %1025 ademés, las CL son capaces de
producir 1L-17%, IL-677, IL-127° g IL-157%,

Por otro lado, estudios in vitro utilizando co-cultivos de linfocitos T con suspensiones cefulares
enriquecidas en CL o células epidémicas totales han demostrade que las CL pueden funcionar como
células presentadoras de antigenos en respuestas antigeno especificas de linfocitos T, como
células estimuladoras en reacciones leucociticas midas alogénicas y autdlogag?®41282%  namg

Q246 y como células inducioras

células accesorias en respuestas de linfocitos T inducidas por lectinas’
en la generacién de linfocitos T citotéxicos aloreactivas y hapteno especificos’**°. Pruebas de estas
capacidades funcionales han sido provistas por las siguientes observaciones: las CL son capaces de
reemplazar las funciones estimuladoras de monocitos/macréfagos en respuestas dependientes de
células presentadoras de antigenos en linfocitos T; las respuestas de linfocitos T fueron abrogadas
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cuando las CL fueron selectivamente depletadas de suspensiones celulares epidémicas previo al co-

cultivo; y, finaimente, el enriquecimiento de CL. provocd un aumento paralelo de las respuestas de
lnfocitos T.

Las respuestas proliferativas antigeno especificas inducidas por CL en los linfocitos estan
restringidas por las moléculas clase Il del MHC, ya que los anticuerpos monocionales anti-HLA-D
pueden especificamente bloquear esta clase de respuestasz‘s' M célula a célula, las CL son
significativamente mas potentes, como céiuias presentadoras de antigenos, que los monocitos de
sangre periférica en la induccién de respuestas contra antigenos y aloantigenos™> "% Esta
superioridad de las CL fue recalcada por la observacién de que clonas niquel especificas de linfocitos
T humanos derivados de lesiones cuténeas inducidas experimentalmente, fueron activadas cuando el
niquel fue presentado por las CL, mientras que las mismas clonas no respondieron cuando el niquet
fue presentade por monocitos sanguineos’™ . Ademds, las CL no sélo presentan haptenos como el
cloruro de niquel o proteinas solubles como el toxoide teténico, el derivado proteico purificado (PPD)
del Mycobacterium o proteinas de Candida albicans, sino que también son capaces de presenar
antigenos celulares complejos tales como proteinas de eritrocitos de borrego”™.

Ya que las CL son fuetemente estimuladoras de respuestas inmunes alogénicas, se
considera que tienen un papel muy importante sn el rechazo de injertos cutdneos™ *®. En este
sentido, la capacidad de alosensibilizacién de las CL es muy alta, ya que se ha observado que con tan
s6lo 10 de estas céiulas un ratén puede ser sensibilizado a moiécutas ciase | y clase [l del MHC>®.

Mucho de io que se conoce acerca de la funcién de las CL ha provenido de estudios de
sensibilizacion en reacciones de hipersensibilidad de contacto (respuesta inmunoidgica tipo V).
Los sensibilizadores de contacto son quimicos relativamente pequefios (haptenos) que al estar
unidos a un acarreador proteico llegan a ser inmunogénicos. Frecuentements el acamreador es una
proteina epidémnica. Algunos de estos sensibilizadores de contacto, como el TNBS o el cloruro de
niquel, pueden también unirse de manera directa y con gran afinidad a las moléculas clase [ det
MHC de células presentadoras de antigenos??®*?°. Por otro lado, la induccion de hipersensibilidad
de contacto en la piel parece depender de la densidad de la CL. En este sentido, no se logra una

induccién de hipersensibilidad de contacto en zonas de piel depietadas naturaimente de CL. como
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la cola del ratén o en dreas de piel depletadas experimentalmente por radiacién ultravioleta, por

“stripping” 0 por quimicos” **?% E| papel crucial de las CL como células presentadoras de
antigenos fue establecido por Shelley y Juhlin®®, quienes demostraron una acumulacién especifica
de sensibilizadores de contacto en CL. E! papel selectivo de las CL en este proceso fue sugerido
por resuitados en experimentos en los que se demostré que los sensibilizadores de contacto se
acumulan en la superficie celular de las CL, mientras que otro tipo de sustancias no lo hacen®™,
Otros trabajos han revelado que las CL poseen una alta tasa de endocitosis por medio de la cual
captan moléculas extracelulares™ y que son capaces de unir antigenos por medio de receptores
de manosa®®,

Algunos estudios han demostradc que los sensibilizadores de contacto afectan
directamente a las CL. Estos efectos son dosis-dependiente y tiempo-dependiente, y no son
inducidos por imitantes o por sustancias que no son sensibilizadoras. Los efectos observados en
las CL incluyen un incremento en la expresién de moléculas clase Il def MHC?®, pérdida de
actividad de ATPasa®™, un aumento del reticulo endoplasmico rugoso®™, un incremento en ei
nimero de los granulos de Birbeck’™ y un aumento en la endocitosis mediada por receptores
evidenciada por un incremento en el numero de vesiculas recubiettas, endosomas vy

214,215

lisosomas 267-269

. Sin embargo, también cambios degenerativos pueden ser observados

En experimentos en los que se realizaron aplicaciones de sensibilizadores de contacto se
demostré una caida de més del 40 por ciento en el nimero de CL a las 24 horas siguientes?™.
Muchos estudios” " apoyan el concepto generalmente aceptado de que estas CL “cargadas de
antigenos” migran, a través de los vasos linfaticos aferentes, hacia los gangtios linfaticos de drenaje,
donde activan a linfocitos CD4". Durante su migracién, las CL viajan a través de los vasos linféticos
diferenciandose en células veladas. Una vez que han llegado a los ganglios linfaticos regionales da
drenaje, las células veladas adquieren un fenotips de células interdigitantes. De hecho, los datos
experimentales indican que las CL originan tamo a las céiulas veladas como a las interdigitantes, ya
que éstas mt%mas pueden mostrar la presencia de granulos de CL en un rango de 8 a 72 horas
después de ia sensibilizacién con un antigeno en la piel; ademas, el nimero de células veladas en ia

linfa puede ser de hasta 10 veces mayor poce después de la sensibilizacién con un antigeno; vy,
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cuando se han utilizado antigenos marcados se ha demostrado que las (nicas células que los

muestran son las células veladas y las interdigitantes.

ARTFRIA
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Fig. 8. Las CL se originan en médula 6sea y se dirigen de manera especifica a la piel y otros
epitelios donde son capaces de captar, endocitar y procesar antigenos, para a continuacién
reexpresarios en su membrana acoplados a moléculas clase |l det MHC. Posteriorments, las CL
migran por los vasos linfaticos aferentes donde se diferencian en células veladas (CV). Al llegar &
los gangiios linfaticos de drenaje se localizan en las areas paracorticales (zonas T-dependientes)
donde se transforman en células interdigitantes (CID) que presentan los antigenos a los linfocitos T.
Una vez que son generados linfocitos T de memoria, estos regresan a la epidemmis o a otros

Los mecanismos por los cuales las CL emigran de |la epidermis hacia los ganglios linfaticos
todavia no se han dilucidado del todo. Sin embargo, se han implicado un aumento en la expresion de
moléculas clase 1%, un cambio en el patrén de secrecién de citoquinas por parte de las células
epidérmicas®™, ia secrecién de intedeucina 18 (IL-18)*%%®" y el factor de necrosis tumoral & (FNT-0)™®,
y cambios en la expresién de moléculas de adhesién que disminuyan las interacciones adhesivas
entre las CL y los gueratinocitos y/o la matriz extracelular®?, Una vez en los ganglios linféticos,
estas células se localizan en los compartimentos T-dependientes donde activan, en una manera
antigeno-especifica, a linfocitos en reposo (CD45RA”). Lo anterior conduce at desarrolio y expansion
clonal de linfocitos T antigeno-especificos de memoria (CD45RQ"), los cuales pueden regresar
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especificamente a Ia piel, por circulacion sanguines, si muestran el antigeno CLA. Este ciclo funcional

de las CL esta resumido en la figura 8.

CL EN VERTEBRADOS NO MAMIFEROS.

Esta bien documentada la presencia y funcién de CL en varias especies de mamiferos que
inctuyen, al ratén, rata, conejillo de indias y primates, incluido ei hombre'®. Sin embargo, los
trabajos que se han realizado en vertebrados no mamiferos en relacién con las CL son muy

128 sin embargo, en

escasos. En este sentido, se sugird que el grupo de las aves carecia de C
olros estudios se demostré que en !a epidermis del Gallus galflus habia una poblacion ceiular
ATPasa positiva distribuida abundante y homogéneamente. Con et microscopio electrénico se
identificaron células dendriticas de citoplasma claro con microfilamentos, sin tonofilamentos ni
desmosomas y nicleo redondeado. Estas células no mostraban GCL.. A pesar de la ausencia del
GCL, estas células si poseian todas las otras caracteristicas de CL, por lo que este fue et primer
informe formal de la existencia de estas céiulas en las aves”®*?. Posteriormente, se identificaron
células dendriticas ciase [ positivas en la epidermis de diferentes especies de aves®™ y mas tarde
se demostrd que estas células coexpresaban ia enzima ATPasa y las moiéculas clase 1l del
MHCT oo 1o guie o Gueda lugar a duda de ja presencia de CL en i giupo de ias aves.

En cuanto al grupo de los reptiles, la primera sugerencia de la existencia de estas células
en estos vertebrados, fue provista por la observacion de células similares a las de Langerhans en
la epidernis de la lagartija comin europea (Lacerta vivipara)*®. Sin embargo, cémo no se
cbservaron GCL en estas células, la presencia de Cl. en este grupo de veriebrados fue negada.
Mas tarde, se demostraron células dendriticas ATPasa positivas, a nivel fotdnico y ultraestructura,
en la epidermis de la tortuga terestre Kinostemum integrun™'. En algunas de estas células se
pudo observar un organelo parecido al GCL, por lo que ia existencia de CL en el grupo de los
reptiles fue confirmada.

En '1966. Farghuar y Palade®, al examinar la localizacibn de ATPasa a nivel

ultraestructural en la piel de diferentes anuros, encontraron que I8 enzima estaba presente en la

membrana plasmaética de los queratinocitos. Sin embargo, sbsefvaron una reaccién més intensa en
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células de aspecto dendritico situadas entre 10s estratos germinativo y espinoso. Estas céluias se

distinguian por la ausencia de desmosomas y un citoplasma pobremente conservado.
Desgraciadamente, ellos no abundaron en la descripcion de estas células por no ser el objeto de
su investigacién y no les dieron mayor importancia. Posteriormente, Banerjee y Hoshino®*
buscaron intencionalmente la presencia de CL en la epidermis de Rana catesbeiana con tres
diferentes técnicas: impregnacion con zinc-yodo-osmio (ZIO), ATPasa y microscopia electrénica.
Ellos realizaron cortes de piel de la region dorsal de la cabeza y de la porcion ventral, cercana a las
extremidades anteriores. Con estos métodos, no se pudieron observar células impregnadas con
Z10 o con actividad de ATPasa. Con la microscopia electrénica, no se demostraron células con
GCL ni en la demnis ni en la epidemmis, y sélo ocasionaimente, se apreciaron células migratorias
parecidas a linfocitos entre las células de la epidermis. Ellos concluyeron que en la piel de Rana
caftesbeiana estaban ausentes células idénticas a las CL de los mamiferos y que la emergencia de
éstas estaba ligada al desarrollo del SALT, el cual aparece por primera vez en las aves. En este
sentido, Castel”™ y Carritio et al,”*® con objetc de verificar la presencia de CL en el grupo de los
anfibios, tomaron muestras de piel de Rana catesbeiana y obtuvieron laminas epidérmicas las
cuales fueron procesadas para evidenciar fa actividad de ATPasa. Al examinar las laminas
epidérmicas se observo l1a presencia de células dendriticas ATPasa positivas distribuidas
homogéneamente y que eran claramente distinguibles de los melanocitos tantc por su forma y
tamafo como por su localizacion celutar (los melanocitos siempre eran basaies). Por otro lado
cuando se aplicé una técnica de histoquimica ultraestructural para demostrar la actividad de
ATPasa, esta se localizé en la membrana de células dendriticas de citoplasma claro debide a la
ausencia de tonofilamentos, con un ndcleo indentado y una membrana plasmética sin
desmosomas. En estas células no se observaron GCL, sin embargo poseian todas las ofras
caracteristicas de las CL de los mamiferos, por lo que se consideré que era la primera
demostraciéon formal de CL en el grupo de los anfibios. Mas tarde, DuPasquier y Flajnik™®,
examinando la ontogenia de moléculas clase |l del MHC, demostraron la presencia de células
clase || positivas en la epidermis de Rana pipiens. Ellos consideraron que probablemente eran el

homdlogo de las CL de los mamiferos.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los anfibios adultos constituyen un puente importante en el estudio de la filogenia del
sistema inmune de los vertebrados, especiaimente cuando los considsramos en el contexto de la
transicién de un habitat acuatico a uno terrestre. Ademas, estos animales son de gran interés porque
sus estadios embrionarios {vida libre) y larvario, hacen posible que se obtenga informacién
relacionada con la ontogenia del sistema inmune. En este sentido son excelentes modeios para el
estudio del desarmollo y diferenciacidn linfocitico, la ontogenia de la inmunidad y para la induccién de
tolerancia. Por otro lado, aunque se habia negado la existencia de CL en este grupe de vertebrados,
nosotros demostramos la presencia de células parecidas a las CL por histoquimica enziméatica y por
microscopia electronica. Sin embargo, no se ha demostrado fehacientemente que estas células
posean moléculas clase i del complejo principal de histocompatibilidad, ni se han examinado otros
marcadores que puedan identificarias. Ademas, el estudio de ia ontogenia de estas células no se ha
realizado a la fecha, ni se conoce si estdn presentes en omanos linfoides y en otros epitelios
diferentes a la epidermis. Por lo anterior, el estudio de las CL en estos vertebrados podria damos
una comprension mas exacta de la manera en que los fendmenos de presentacién de antigenos y
tolerancia se llevan a cabo y aportaria ia integracion de un sistema celular dendritico localizado en
diversos Organos que se encargaria del procesamiento y presentacion de los antigenos a los

linfocitos T en el grupo de los anfibios.
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HIPOTESIS

1. Silas células dendriticas epidémicas ATPasa-positivas de Rana pipiens son el equivalente de
las CL de mamiferos entonces éstas deberian expresar moléculas clase Il del complejo principal

de histocompatibilidad.

2. Silas células dendriticas epidémicas ATPasa-positivas de Rana pipiens son el equivalente de
las CL, entonces también deben de estar presentes en otros epitelios planos estratificados,

ademas de la piel.

3. Silas células dendriticas epidérmicas ATPasa-positivas de Rana pipiens son el equivalente de

las CL de los mamiferos, entonces también deben tener actividad de esterasa inespecifica.

4. Dado que las células dendriticas epidémmicas ATPasa-positivas de Rana pipiens tienen algunas
caracteristicas ultraestructurales de células de Langerhans de mamifero, entonces también

deben de tener un organelo similar al granulo de Birbeck.

5. Dado que los anfibios poseen su desarmollo ontogénico de vida libre, entonces las células
dendriticas ATPasa-posilivas y las céiulas positivas a las moléculas clase Il de Rana pipiens
estarén presertes en la epidermis desde las etapas larvarias. Por otro lado, es posible que
disminuyan en nimero en ia metamorfosis ya que existe en estos vertebrados un

reordenamiento de antigenos.

6. Silas células ATPasa-positivas y clase I positivas del complejo principal de histocompatibilidad
de la epidermis de Rana pipiens son colocadas en contacto con un antigeno, entonces se

comportaran de manera similar a como o hacen las CL de los mamiferos.
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OBJETIVO GENERAL

Completar la caracterizacion morfologica de las células dendriticas epidérmmicas ATPasa-positivas de
Rana pipiens equivalentes morfoldgicamente a las células de Langerhans de fos mamiferos y

demostrar la homologia funcional de ambas.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Demostrar que las células dendriticas epkiérmicas ATPasa-positivas de Rana pipiens expresan

moléculas del complejo principal de histocompatibilidad tipo Il.

2. Demostrar en otros epitelios planos estratificados de Rana pipiens la presencia de céiufas

dendriticas homdlegas a las de Ia piel.

3. Completar la caracterizacién morfologica por histoquimica enzimatica (esterasa inespecifica) de

las células epidérmicas de Rana pipiens equivalentes a las células de Langerhans,

4. Demostrar en las células epidérmicas de Rana pipiens equivalentes a las células de Langerhans

la presencia de un organelo endocitico equivaiente al granulo de Birbeck de los mamiferos.

5. Verificar el nOmero y estado funcional de las cétulas dendriticas epidérmicas ATPasa-pasitivas y

clase ll-positivas de Rana pipiens en respuesta a la aplicacion del hapteno dinitrofiuorobenceno

8. Demostrar en que estadio del desarrolio aparecen las céjulas de Langerhans en la piel de Rana

pipiens.
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OBJETIVO GENERAL

Completar la caracterizacion morfotogica de las células dendriticas epidérmicas ATPasa-positivas de
Rana pipiens equivalentes morfolgicamente a las células de Langerhans de los mamiferos y

demostrar la homologia funcional de ambas.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Demostrar que las células dendriticas epidémmnicas ATPasa-positivas de Rana pipiens expresan

moléculas del complejo principal de histocompatibilidad tipo 11

2. Demostrar en otros epitelios planos estratificados de Rana pipiens la presencia de células

dendriticas homdlogas a {as de la piel.

3. Completar fa caracterizacién morfoldgica por histoquimica enzimatica (esterasa inespecifica) de

las células epidérmicas de Rana pipiens equivalentes a las células de Langerhans,

4. Demostrar en las células epidérmicas de Rana pipiens equivalentes a las células de Langerhans

la presencia de un organelo endocitico equivalente al granulo de Birbeck de los mamiferos.,
5. Verificar et nOmero y estado funcional de las células dendriticas epidérmicas ATPasa-positivas y
clase ll-positivas de Rana pipiens en respuesta a la aplicacién del hapteno dinitroflucrobenceno

(DNFB)

6. Demostrar en que estadio del desarrollo aparecen las células de Langerhans en la piel de Rana

pipiens.
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DISENO EXPERIMENTAL
Animales

Se estudiaron ranas de Ia especie: Rana pipiens. Estos vertebrados fueron recolectados en
criaderos del estadc de Morelos, ya sea en foorma adulta, como renacuajos o como huevos. Se
utilizaron para los experimentos de demostracién de moléculas dlase Il del MHC, para demostrar la
actividad de esterasa inespecifica por histoquimica enzimatica, para observar la ontogenia de las
CL, para evidenciar un organeio similar al GCL por microscopia electronica, para demostrar el
sistema de las CL (demostracién de células parecidas a las de Langerhans en otros epitelios) y para
identificar si ocurren alteraciones en el numero y funcién de Ias CL en presencia de un hapteno.

Los animales fuercn colocados en 105 siguientes grupos:

Grupo 1: Demostraciéon de la expresion de molécuias clase ! del compilejo principal de
histocompatibitidad

A 15 ejemplares de Rana pipiens se les sacrificé con cloreformo y se les tomaron muestras
de piel para incubardas en una solucion de EDTA y obtener laminas epidémicas. Unas laminas
fueron procesadas para demostrar la actividad de ATPasa y en otras se realizd6 una técnica de
inmunohistoquimica para evidenciar las moléculas clase || del complejo mayor de
histocompatibiidad (MHC). El anticuerpo monocional AM20, que identifica a las moléculas clase 1|
del MHC dei anuro Xenopus laevis (que tiene reaccion cruzada con Rana pipiens), fue gentilmente
donado por M. Flajnik de la Universidad de Maryland. Las células positivas para la ATPasa y para
las moléculas clase |l fueron cuantificadas con un microscopio equipado con una camara licida, un
ocular graduado y con el objetivo de 40X. El campo microscopico en el que las células fueron
contadas midi 46,225 pmz. Por cada animal, 10 campos fueron escoyidos al azar, por io que ei total
de campos en ei que fueron cuantificadas las células positivas fue de 150 para cada una de las
técnicas empleadas, ya sea ATPasa o inmunohistoquimica para moléculas clase !l. Los resultados
fueron convertidos a nimero de céiuias por mm’.

Algunas muestras fueron procesadas para realizar en ellas una doble tincién de

histoquimica enzimética para ATPasa e inmunofluorescencia para moléculas clase It del MHC.
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De algunas ranas se obtuvieron fragmentos de piel de 10mm x 1mm x 1mm los cuales
fueron procesados para microscopia electronica y realizar en ellos una técnica de
inmunohistoquimica ultraestructural para evidenciar moléculas clase |l del complejo principal de

histocompatibilidad.

Grupo 2: Demostracién de la actividad de la enzima esterasa inespecifica.

Formado por 10 ranas, Rana pipiens, de las que se tormaron muestras de piel ventral para
separar laminas epidémicas con EDTA y cloruro de calcio 2M, las cuales se incubaron en el medio
apropiado para demostrar la actividad enzimética de esterasa inespecifica. También se realizaron
cortes por congelacién de piel que fueron procesados para demostrar la aclividad de la enzima. Los
controles fueron incubacién en el medio sin el sustrato, o con la aplicacion del inhibidor de esterasa
inespecifica NaF.

Para estudios de histoquimica uttraestructural se obtuvieron fragmentos de piel de 10mm x
1mm x 1mm los cuales fueron fijados con glutaraldehido al 2.5% en amortiguador de fosfatos 0.1M,
pH 7.4. A continuacion se realizarcn cortes con un vibratomo de 50 micras de espesor y fueron
incubados en el medio adecuado con el fin de demostrar la actividad de esterasa inespecifica.
Después de este paso se continud con la técnica de rutina para microscopia electronica de

transmision.

Grupo 3: Demostracion de células dendriticas en otros epitelios.

A 20 Rana pipiens adultas se les sacrificd y se les tomaron muestras de la membrana
nictitante y de la mitad anterior del ojo. Estas muestras se incubaron en EDTA, y se obtuvieron
l&minas mucosas que fueron procesadas nars demostrar 13 actividad de las enzimas ATPass y

esterasa inespecifica, ademas de la presencia de moléculas clase |l del MHC.

Grupo 4: Demostracién de granulos de CL.,
A 5 ranas, Rana pipiens, se les tomaron fragmentos de piel ventral que fueron procesadas

para microscopia electronica de transmisién. Se realizaron 15 cortes seriados de 15 células
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dendriticas epidémmicas con el propdsito de evidenciar un posible organelo citoplasmico equivalente

al gréanule de Birbeck de las CL de los mamiferos.

Grupo 5: Ontogenia de células dendriticas.

Se utilizaron 40 renacuajos de Rana pipiens recolectados de lagunas dei estado de Morelos
en los meses de enero a mayo. A estos animales se les determiné la edad siguiendo la tabla de
desarrolio para Bufo valfliceps de Limbaugh y Volpe®™. Se dividié el desarolio larval en
premetamorfosis, prometamorfosis, climax de ja metamorfosis y postmetamorfosis. Los animales
fueron mantenidos en peceras de 40 litros con oxigenacion constante y a una temperatura promedio
de 22 °C, optima para su desarrollo™. Los renacugjos fueron sacrificados por descerebracidn
conforme alcanzaban diferentes edades e inmediatamente se les tomé un fragmento de piel ventrai,
que tiene menos melanocitos y permite méas facilmente la identificacion de las células dendriticas.
Algunos fragmentos de piel fueron procesadoes para obtener cortes por congelacion y otros fueron
fijados en acetona y procesados para realizar en eflos cortes en parafina por el método de AMeX.
Este método permite realizar técnicas inmunohistoquimicas en cortes de parafina con una buena
estructura morfologica y una buena preservacion antigénica. En estas muestras se demostro la
actividad enzimatica de ATPasa y la presencia de moléculas clase ll del MHC. Las células positivas
fueron contadas por mm de longitud de epidermis, de acuerdo con el método descrito por Bieber™.
Para determinar si existian diferencias significativas entre cada una de las edades, se realizé un

analisis estadistico de varianza (ANOVA) entre los diferentes estadios de desarroilo larvat.

Grupo 6: Alteraciones morfo/funcionales de las células dendriticas con un hapteno.

A 8 ranas Rana pipiens se les mantuvc en buenas condiciones de alimentacién y a una
temperatura constante de 25 °C. Se les aplicé el siguiente esquema de sensibilizacidn al
dinitrofluorobenceno (DNFB)™® con el objeto de conocer si las células dendriticas de esta especie,
similares a.las CL de los mamiferos, se modifican en nimero y estructura.

A estos animales se les administrd una dosis epicutdnea Gnica (50 W) de DNFB al 0.75% en

acetona-aceite de oliva 4:1. El sitic de aplicacién fue la piel ventral, en un area de 10 mm de



Caracterizacién de céluias de Langerhans en anfibios
IE———————————————————————.—
diametro. Los controles se obtuvieron de muestras de piel de la misma rana (piel ventral del cuello) a
los que se les aplico solamente el vehiculo. Dos ranas fueron sacrificadas cada ¥ hora hasta llegar
a las 2 horas. Se tomaron muestras de piel sensibilizada y control, y de algunas de ellas se
obtuvieron laminas epidérmicas y de otras se realizaron cortes por congelacién. Ambas muestras
fueron procesadas para demostrar la actividad de la enzima ATPasa y la presencia de moléculas
clase 1l del MHC. A ofras muestras de piel sensibilizada, con sus respectivos controles, se les
procesd para microscopia electrénica de transmisién.

Se realizé un conteo de las células positivas para la enzima ATPasa y para las moléculas
clase il del MHC cen un microscopio equipado con una cdmara licida y con un ocular graduado

{similar al método empleado en el grupo .
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RESULTADOS

1. Resultados de la co-expresion de ATPasa y moléculas clase Il del CPH en células
dendriticas de los anfibios,

Los resultados de la demostracién de células ATPasa-positivas y moléculas clase !
positivas tanto con microscopia fotonica como electronica y la presencia de estas céiulas en
diferentes epitelios estan publicados en el articulo: Andrés E. Castell-Rodriguez, Alberto
Hernandez-Pefialoza, Enrique A. Sampedro Carrillo, Miguel Herrera-Enriquez, Sara J.
Alvarez-Pérez, Adrian Rondéan-Zarate: ATPase and MHC class il molecules co-expression in
Rana pipiens dendritic cells. Developmental and Comparative Immunology 23: 473-485,
1999,

Este articulo se anexa a continuacion:
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Abstract

Mammalian Langerhans cells are antigen-presenting cells located in different epithelia. These cells have a
characteristic ultrastructural pattern. present a plasmatic membrane ATPase activity and constitutively express class
I molecules of the major histocompatibility complex. ATPase-positive dendritic cells that are morphelogically
similar to Langerhans cells have also been found in amphibian epidermis. In order to demonstrate that ATPase-
positive dendritic cells of amphibian epidermis express class 11 molecules and are present in other stratified epithelia.
histochemical and immunohistochemical as well as ultrastructural analysis were performed. ATPase-positive
dendritic cells and class II-positive dendritic cells were observed in epidermis. nictitant membrane and cornea. In
epidermis the number of ATPase-positive dendritic cells was 656 + 186,mm?® while class {I-positive dendritic cells
was 119 + 45 mm”. Some ATPase-positive dendritic cells showed co-expression of class I1 molecules. These results
suggest the existence of dendritic cell subsets in amphibians as is clearly demonstrated in mammals. ¢ 1999
Published by Elsevier Science Ltd. All rights reserved.

Kevwords: Langerhans cells; Dendritic cells; Skin immune system: Class [ molecules: ATPase-positive cells; Cornea; Nictitant
membrane; Rana pipiens
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1. Introduction
Abbreviations: ATP, adenosin triphosphate; ATPase, ade-

nosin-triphosphatase; EDTA. ethylendiaminetetraacetic acid;
FITC. Auorescein isothiocyanate; LC, Langerhans cells; LCG,
Langerhans cells granules; MHC, major histocompatibility
complex; PBS, phosphate buffered saline.

* Corresponding author. Tel.: +525-623-2192; fax: +525-
623-2399.

E-mail address: castell@ servidor.unam.mx (A.E. Castell-

Rodriguez)

Langerhans cells (LC) constitute a key element
in the physiological regulation of immune re-
sponse [1,2]. Currently, their origin from bone
marrow derived specific precursors [3,4] and their
essential role in antigen processing and presen-
tation [5,6] 1s clearly demonstrated. Interaction of
specific antigens with LC is crucial for the acti-

0145-305X/99/$ - see front matter ¢ 1999 Published by Elsevier Science Ltd. All rights reserved.

PIl: 80145-305X(99)00031-2
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vation and proliferation of T cell subsets for
establishing and maintaining an effective immune
response [7 11].

Although LC were orniginally described in epi-
dermis [13]. where they constitute an essential
component of skin immune system {14]. later stu-
dies demonstrated LC in other epithelial mem-
branes such as cornea [i5]. vagina [16] and
trachea [17].

LC identification rests on the finding of specific
morphologic, histochemical and immunophenoty-
pical features, which include: a dendritic outline
with numerous and slender cytoplasmic projec-
tions; a strong membranal, formalin- resistant
Ca?” Mg’ " -dependent adenosine triphosphatase
(ATPase) [18.19] and non-specific esterase [20.21]
activities; and the constitutive expression of class
II molecules encoded by the major histocompat-
ibility complex (MHC) [22-24]. At the ultrastruc-
tural level, LC show a clear cytoplasm, a
lobulated nucleus, the absence of desmosomes
and tonofilaments and the presence of a charac-
teristic organelle termed the Birbeck or LC gran-
ule (LCG) [25].

Even though knowledge about LC in mammals
is increasing, there are only a few studies in
Langerhans-like cells in non-mammalian ver-
tebrates. Specifically in amphibians, the fact that
until now, putative dendritic cells have not
showed LCG, has led some groups to deny the
exissence of LC or even Langerhans-like cells in
these vertebrates [26]. However, we demonstrated
the presence of dendritic cells in Rana catesbeiana
epidermis by means of enzymatic histochemistry
for ATPase [27], and in a study on ciass Il mol-
ecules expression during Xenopus laevis develop-
ment, Du Pasquier and Flajnik [28] described
class [I-positive epidermal dendritic cells.

In order to verify if amphibian ATPase-posi-
tive dendritic cells express simuitaneously class IT
molecules, we made double stains in whole
mounts epithelial preparations and histochemical
as well as immunohistochemical electron mi-
croscopy analysis of epidermis and other strati-
fied epithelia, as cornea and nictitant membrane
of R. pipiens.

2. Materials and methods
2.1 Animals

Juvenile frogs (15), R. pipiens. were collected in
the Spring and maintained in glass bins of
£.20 x 0.50 x 0.50 m at 22-C. They were fed with
small pieces of fresh chicken liver and flies. The
water was changed at each feeding.

2.2, Whole epithelial sheets

Frogs were killed by an intraperitoneal injec-
tion of 2 ml of Anestesal™ (I ml=0.0623 g of
sodium pentobarbital). Ventral skin and nictitant
membrane specimens were obtained with scissors
and then cut into pieces smaller than 9 mm* with
a razor blade. Both eyes were dissected and sec-
tioned in a coronal plane to obtain the anterior
segments. All samples were incubated in 20 mM
of Na;EDTA (Merck, Germany);PBS solution,
pH 7.4 for 45 min at 37°C. Epithelial sheets were
obtained with fine needles under dissecting
microscope and rinsed twice in PBS.

2.3. ATPase histochemistry

Epithelial sheets were fixed overnight in for-
maldehyde-cacodylate at 4°C. rinsed twice in
PBS and once in 0.25 M, pH 7.2 tris-maleate
buffer. The fixed epithelia were then incubated in
freshly prepared 1.32 x 107> M ATP in 10 ml of
0.25 M tris-maleate buffer solution conto” ing
5% Glucose, 2.5 ml of 0.1 M MgSQ,, 2.5 m! of
2% Pb(NO;); and 12.5 ml of distilled water [29]
for 10 min at 37°C. The reaction was stopped
with water and developed with 1% ammonium
sulphide {Merck, Germany) for | min at room
temperature. Control sheets were incubated in
the same medium without ATP substrate (Sigma,
St Louis). Stained and control epithelial sheets
were mounted dermai side up with glycerin jelly
(Kaiser) on glass slides.

2.4. Immunohistochemistry for class [ molecules

Epithelial sheets of skin, cornea and nictitant
membrane were fixed in cold acetone for 10 min
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and washed three times with PBS for 15 min.
Peroxidase activity was blocked with 0.3% H,0-
for 10 min and incubated {8 h at 4 C with cul-
ture supernatant containing the monocleonal anti-
body AM20 (AM20 recognizes the class [l
molecules of the MHC of the amphibian X. faevis
and has cross reactivity with class [I molecules of
the frog R. pipiens) (Flajmik Rollins-Smith cross
reactivity, personal communication). After wash-
ing twice in PBS. they were covered with a bioti-
nylated goat anti-mouse [gG (ICN Biomedicals,
Costa Mesa) for 1 h at 37°C, rinsed with PBS
and treated with streptavidin-peroxidase conju-
gate (ICN Biomedicals, Costa Mesa) for | h at
room temperature. Peroxidase activity was visual-
ized by incubating the epithelial sheets with 3'3-
Diaminobenzidine (Sigma, St Louis) (0.5 mg,ml
Tris-HCI buffer, pH 7.4, containing 0.01% H,0,)
for 7 min at room temperature. Control speci-
mens were treated either with a non-relevant
mouse monoclonal antibody of appropriate iso-
type (IgG1) or not treated with primary antibody
at all. Stained and control epithelial sheets were
mounted dermal side up with glycerin jelly
(Kaiser) on glass slides.

2.5, Sections of epithelial sheets

Epithelial sheets processed for ATPase histo-
chemistry and class [l immunohistochemistry
were frozen in OCT (Ames. México) at —70° C,
cut into transversal sections at 7 mm and stained
with Mayer’s hematoxylin.

2.6. Quantitative evaluation of positive cells in
epidermal sheets

Epidermal sheets, mounted dermal side up,
were utilized to count ATPase-positive and class
[I-positive cells using an ocular grid, calibrated
with a micrometer and with a 40 x objective. For
each animal, 10 fields were randomly chosen,
cach measuring 46,225 um?, and the results were
converted to number of cells;mm?.

2.7. Double-staining for class II molecules/ATPase

Ventral epidermal sheets were fixed with 4%

paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer,
pH 7.4 tfor 10 min at 4 C. rinsed three times in
0.01%% Triton X-100 PBS 10 min each and incu-
bated overnight at 4 C with AM20. After wash-
ing with Triton X-100.PBS, the samples were
incubated with a goat anti-mouse IgG coupled
with fluorescein isothiocyanate (FITC) (1:32)
(ICN Biomedicals, Costa Mesa) for 30 min at
37°C. The epidermal sheets were abundantly
washed in PBS and then were incubated in fresh
ATP solution for 5 min at room temperature.
The reaction was stopped with water and devel-
oped with 0.1% ammonium sulphide. The sheets
were mounted dermal side up in 9:1 PBS glycer-
ine and observed in an Olympus BH2-RFCA epi-
fluorescence microscope (Olympus. Tokyo).

2.8. Ultrastructural histochemistry

Fragments of ventral skin. nictitant membrane
and sclero-corneal junction were sliced with a
vibratome to obtain 100 pum thick sections that
were fixed in 1.5% glutaraldehyde in 0.067 M
cacodylate buffer pH 7.4 for 2 h at 4 C. After
rinsing in 0.15 M cacodylate buffer pH 7.4, the
samples were incubated in ATP solution for
10 min at 37°C, washed in cacodylate buffer and
postfixed in 1% osmium tetroxide in 0.2 M caco-
dylate buffer pH 74 for 45 min at 4 C.
Specimens were dehydrated. embedded in
Araldite 6005 and ultrathin silver sections were
obtained with a Sorvall ultramicrotome MT6000
(Dupont, USA). stained with uranyl acetate and
Reynolds’ lead citrate and observed in a Zeiss
EM-109 electron microscope (Zeiss, Germany).

Serial sections of ATPase-positive dendritic
cells were made and analyzed looking for LCG.

2.9. Ultrastructural immunohistochemistry

Whole epidermal sheets were obtained and
fixed with 4% periodate-lysine-paraformaldehyde
for 3 h at 4°C [30]. After thorough washing with
PBS for 6 h, the sheets were incubated with the
AM20 monoclonal antibody for 18 h at 4°C,
with the biotinylated anti-mouse [gG (ICN,
Costa Mesa) for 4 h at room temperature and
with the streptavidin-peroxidase complex (ICN
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Fig. | ATPase enzymatic histochemistry of epidermal frog sheet. Positive dendnitic cells are present between keratinocyles ¢ x 30U

Biomedicals. Cosia Mesa) for | h at room tem-
perature. They were then fixed in 1.5% glutaral-
dehyde in 0.1 M, pH 7.4 phosphate buffer for
30 min. The tissues were preincubated with 3.3-
Diaminobenzidine (0.5 mg ml Tris-HCI buffer,
pH 74) containing 1% Dimethyl Sulfoxide
(Sigma. St Louis) for 30 min and then transferred
into the same solution plus 0.01% H-0. for
15 min. Dimethyi sulfoxide was added in order
to facilitate the diffusion of the 3.3
Diaminobenzidine. After rinsing with cacodvlate
buffer. the sheets were sectioned (5 x ! x 1 mm)
under stereoscopic microscope, postfixed with
1% osmium tetroxide for 1 h and dehydrated for
Epon embedding. Immunohistochemistry controi
samples were identically treated but without pri-
mary antibody. Serial sections of class {I-positive
dendritic cells were made and analyzed.

Fig. 2. Immunohistochemistry for class [I molecules in epidermal sheet. The long dendritie processes of the cells extend between

the epithelial cells { x230),

3. Results

3.1, ATPase stuaining of epithelial sheets

Light microscopy histochemistry of epidermal
sheets showed ATPase-positive dendritic cells
with same morphology and spatial distribution as
previously described [27]. The positive cells had a
polyhedric shape with interdigitating processes
between adjaceni keratinocytes (Figs. | and 2).
ATPase-positive cells frequently form clusters.
principally in the gland secretion channels.
Nictitant membrane sheets showed also ATPase
positive cells with long and slender dendrites
(Figs. 3 and 4). These cells. as well as those
found in epidermis. had more prevalent ATPase
activity in the body of the cell rather than in the
dendrites. Corneal sheets exhibited rounded or
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Fig. 3 ATPase-positive dendritic cells in mcutant membrane sheet. Note that the long and slender dendntes have tow A TPase reac-
tion (arrowheads) whereas 11 s stronger in the cell's body (arrows) (x230)

polvhedric ATPase-positive cells which were
mainly found in the sclero-corneal junction (Figs.
5 and 6).

The average number of epidermal ATPase-
positive dendritic cells was 656 + 186 mm~. In
cryostat sections of epidermal sheets the ATPase
activity was found in basal and suprabasal cells
(Figs. 7-10).

3.2, Immunohistochemistry staining of epithelial
sheets

Immunohistochemistry of epidermal sheets
showed class II-positive cells with slender and
long dendrites {Fig. 2); the mean number of cells
was 119 + 45 mm”. Wall epithelial cells of gland
secretion channels were also positive to class [1-
molecules. Sections of epidermal sheets stained
for class I immunohistochemistry showed posi-

IR o 4

tive dendritic cells mostly located in the inner-
most part of the epidermal laver (Fig 1) In
nictitant membrane. class Il-positive dendritic
cells were observed and like epidermal class [I-
positive cells. they also form ciusters (Fig. 4).

Corneal epithelial sheets showed class 11-posi-
tive cells with dendritic shapes that were present
in a higher density in sclero-corneal junction with
a gradual diminution to central cornea (Fig. 6).
All controls were consistently negative.

3.3. Double FITC-ATPuse stain

Epidermal sheets processed for simultaneous
stain with class [T molecules immunofluorescence
and ATPase cnzyme histochemistry. were ani-
lyzed first under fluorescent tight until we found
a positive dendritic cefl: then, without moving
the field. we only changed the illumination con-

&

§ %

Fig. 4. Immunohistochemistry of mctitant membrane. Several class [1-positive cells are seen with their slender dendrnites. A cluster

of these cells (arrow) 15 around a mucous gland channel { x 250).
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Frg 3 Corneal sheet showing ATPase-positive dendritie cells in sclero-corneal junctton They have a polyhedric form and the den-

sity dumumished towards corneal center tarrow) (< 230

trol and found under white field conditions a
clearly positive ATPase reaction in the same cell
(Figs. 7a and b; 8a and b. and 9a and b). With
this protocol it was clear that all class Il-positive
dendritic  cells were also  ATPase-positive.
whereas not all ATPase-positive dendritic cells
were class [l-positive. Taking in account the
possibility that these reactive differences could be
attributed to a masking of immunofluorescence.
we processed epidermal sheets stained by the
immunofluorescence techmique and some fields
with class I-positive dendritic cells were photo-
graphed. The epidermal sheets were then pro-
cessed for the demonstration of ATPase and the
same fields were again photographed. The results
of this approach were the same as mentioned
above.

3.4, Ulrrastructural AT Puase

CUltrastructural ATPase histochemistry of skin.
nictitant membrane and cornea showed cells with
a well-defined celectron-dense deposit 1n  the
plasma membrane (Figs. 12 -15). These cells were
distributed in basal and suprabasal position and
had a desmosome-free plasma membrane with an
indented nucleus and a clear cytoplasm without
tonofilaments. No LCG were observed in all sec-
tions.

3.5, Ulrrastructural immunohistochemistry

Iimmunoelectron microscopy of ventral skin
showed dendritic cells that contained no tonofila-
ments, no desmosomes and no LCG like the
ATPase-positive dendnitic cells. We found. as is

Fig. 6. Immunohistochemistry for class 11 molecules 1n epithehial corneal sheet Positive cetls are dendrine and are i a similar situ-

ation to the cells of the Fig. 5 Corneal center (arrow) { x250).
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Fig. = Epidermal sheet processed for double FITC ATPase stun. Sume ATPase-positine wells are shown tarcowsy it and 1hr A
dendritic cell (asterisk) has both markers, ATPase and class TLFITC < 10000

Fig X Epudermal sheet processed for double FITC ATPase stuin. Another example of dendritie cell tarrow ) coenpressing ATPase
activity dak and class 11 molecules 1b) surrounded by cells which only express ATPase tarrowheadss ¢ « [1#)
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Fig. 9. Epidermal sheet processed for double FITC ATPase stan, In () ATPase reaction only shows the body of i dendritie well
{arrow ). shereas m (b) the same cell (arrow) 15 cleurly debneated. including therr dendrites by the immunolocalization of class L
molecules { x 4001
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Fig. 10 Section of epidermal sheet showmng basal and suprabasal ATPase-positive dendnitic cells tarrowheads) ( <31

well known. that the electron-dense precipitale
resulting from diaminobenzidine reaction is thi-
ner than the lead precipitate of ATPase reaction.
All class Il-positive cells were located in basal
posttion {Fig. 13).

4. Discussion

The presence of ATPase-positive dendritic cells
has been previously demonstrated in amphibian
epidermis [27]. This study shows cells with similar
ultrastructural and histochemical patterns in
other stratified epithelia, such as nictitant mem-
brane and cornea. Moreover. double staining
demonstrates co-expression of MHC class I mol-
ecules in ATPase positive dendritic cetls in all
studied amphibian epithelia, We used AM20

Fig. 11. Section of eptdermal sheet processed for class [ immunohistochemistry. Positive cells are tocated only in the basal luyer of

the eptdermis (arrowheads) {x400).

meonoclonal antibody since it specifically recog-
nizes MHC class Il molecules from Xenopus. and
it has been demonstrated on Western blots that
also identifies class Il B chain of R. pipiens. but
not of R. cuatesheiuna [31]. Interestingly enough.
comparative quantification analysis of ATPase-
positive dendritic cells versus class [l-positive
dendritic cells showed significant differences. n
that some cells only express ATPase and others
co-express both markers.

[n normal mammalian epidermis the only cells
that have ATPase activity and constitutively
express class 1l molecules are LC [24.32]. Both
markers are considered 10 be specific and yield
morphologically excellent and highly reproduci-
ble results. The functional significance of ATPuase
membrane activity in LC 1s unknown. but per-
haps it is involved in the receptor-mediated endo-

o
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Fig. 12. Ultrustructueal ATPase histochemustry of sentral skin. Suprabasal located dendnti cell lacking tonofilaments and desmao-
somes showing a strong positive plasmatic membrane reaction (arrows). bar. 10 pm

cytosis for antigenic material [33]. Class [l mol-
ecules are necessary for antigen presentation lo
activate T-cells [34}.

The uitrastructural characteristics of ATPase-
positive and class Il-positive cells * » ~: analogous
to those described for LC in mammals. except
for the fact that we could not find LCG in senal
sections. Some authors consider indispensable the
finding of this organelle to identify LC.
Nonetheless, it must be remembered that LCG
have not been found in all mammalian species in
cells that otherwise, are typical LC, as has been
reported in the pig [35] and sometimes in man
[36}, so their absence is not a definitive proof
that a cell is not a LC. The absence of LCG in
amphibian dendritic cells couid have two possible
explanations: (a) the extremely low quantity of
these organelles. as occurs in mammals [37.38],
therefore requiring more serial sections: or (b)

typical LCG could be a phylogenetic trait not yet
acquired in amphibians.

The finding of ATPase-positive class [l-nega-
tive cells may suggest that they represent a cellu-
lar population independent from dendritic cells
lineage. Nonetheless, this possibility is very uali-
kely, because although these cells do not express
immunodetectable class 1l antigens. our findings
clearly show that their epithelial localization and
morphology. both at light and electron mi-
croscopy levels, are consistent with those
descrnibed elsewhere for LC.

We considered that the coexistence of cells
with ditferent class 11 molecules expression. but
with similar ATPase activity and morphology.
strongly suggest the existence of two subsets of
dendritic cells in amphibian. There s evidence
for the existence of LC subsets in man [39] and
mouse [40.41). One subset is basal and expresses



1/ R sl e copiecntge ad Comrpaniite fovvn e 74 e 4TINS . h

Fig. 14 Ultrastructural ATPase histochemistry of nicttant membrine. ATPase-positive cell with a slender projection and the elec-
tron-dense reaction product only i the desmosome-free plasmatic membrane (arrowsy Bar, | ¢ pm

help with photomicrography. Miss Gabriela
Santoyo for correction of manuscript and Dr
Martin F. Flajntk (University of Maryland) for
his critical review of this paper and for providing
AM20.
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Caracterizacién de células de Langerhans en anfibios

e ———
2. Resultados de la demostracion de ia actividad de la enzima esterasa inespecifica.

La demostracién de esta enzima en células de aspecto dendritico con microscopia de fuz y
electrdnica asi como la presencia de estas células en diferentes epitelios estd escritc en un
documento que se envio a publicacion en la revista Hisfochernical Journal. Este documento lleva
por titulo: NON-SPECIFIC ESTERASE-POSITIVE DENDRITIC CELLS IN EPITHELIA OF THE
FROG Rana piplens. Los autores de este trabajo son: Andrés E. Castell-Rodriguez, Enrique A.
Sampedro-Carillo, Miguel A. Herrera-Enriquez y Adrian Rondan-Zérate.

Este documento se anexa a continuacién, junto con la carta de envio para publicacion:
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ABSTRACT

In mammals Langerhans cells are located in different stratified epithelia and
function as antigen presenting cells. These cells have a dendritic shape and
characteristically show ATPase and non-specific esterase activities and constitutively
express class 1| molecules of the major histocompatibiiity complex. Ultrastructurally,
these cells shown a convolute nucleus, a clear cytoplasm without tonofilaments, a
desmosomes-free plasmatic membrane and a shaped tennis racquet organelle called
Birbeck granule. Previously, we demonstrated dendritic cells positive for ATPase and
class Il molecules in the epidermis of the amphibians that are morphollogically similar
to mammalian Langerhans cells, except for the Birbeck granule. Now we demonstrate
non-specific esterase-positive dendritic cells, with light and electronic microscopy,
similars to Langerhans cells in epidermis and epithelial sheets of nictitant membrane
and comea of the rana Rana pipiens. Results indicate that dendritic cells of the frog
epithelia are the homclogy of the mammalian Langerhans cells, and suggest the
existence of an antigen presenting dendritic cellular system in amphibia.



INTRODUCTION

Enzymatic histochemistry, a classical and very important method for the study
of diverse tissues, allows the researcher, to specifically demonstrate enzymatic
activities. Numerous studies have shown that some enzymatic activities are clearly
restricted to specific cell types; therefore, their histochemical demonstration may be
used as a cell marker, for characterization and functional studies. A widely used
enzymatic cell marker is non-specific esterase (NSE), which is not reatly a single
enzyme, but a family of them with a wide tissular distribution (Gossrau 1993). Their
substrate differences and their sensitivity to inhibitors (Li et al., 1973) can distinguish
these enzymes, with probably diverse function in vivo.

Although widely distributed in the body (Chessick, 1953), NSE activity has
been successfully used in the differential characterization of normal and pathologic
teukocyte types (Yam et al., 1971; Li ef al., 1973; Horwitz et af,, 1977;). NSE activity
has been also demonstrated in macrophages (Rademakers ef al., 1989; Stadnyk of af.,
1990) and Langerhans cells (LC) (Jarret and Riley, 1962; Riley, 1986), which are
somehow related to leukocytes.

Langerhans celis play an essential role in antigen presentation (K¢*

1985, Sting! and Shevach, 1981; Romani et al., 1888) and are critical for the induction
and elicitation of contact hypersensitivity (Toews et al., 1980; Hanau et al., 1988). They
represent a minor {3-6%) ceil population of epidermis, and are normally found also in
stratified and non-stratified epithelia as comea (van Trappen et al., 1985), vagina
(Young, 1985) and trachea (Holt, 1993).

Langerhans cells have a very complex profile usually revealed by enzymatic
histochemistry, immunohistochemistry and morphologic techniques.
Immunophenotypical studies have showed the expression of class | molecules of the
major histocompatibility complex (MHC) {(Rowden, Lewis & Suilivan, 1977; Klareskog
et al, 1977) and receptor sites for IgG Fc portion as well as for the third component of



complement (Stingl et al, 1977, Burke & Gigli, 1980). In transmission electron
microscopy, LC are characterized by an electron-lucent cytoplasm with few and sparse
organelles, a lobulated, frequently convoluted nucleus and a distinctive organelle
termned Birbeck or LC granule (Birbeck et al., 1981). The ultrastructurai differentiation of
LC from surrounding epithelial cells is facilitated by the fact that these cells are
compietely devoid of desmosomes and tonofitamentes.

LC display strong membranal Ca™"/Mg""-dependent ATPase (Mackenzie &
Squier, 1875) and NSE {Campo-Aasen and Pearse, 1988) activities. Histochemical
demonstration of these enzymes has been widely accepted as a highly reproducible
and reliable marker for LC in morphologic and functional studies.

Despite increasing knowledge about mammalian LC, only a few studies have
examined the occurrence of Langerhans-like cells or equivalents in the skin of lower
vertebrates. In amphibians, Banerjee and Hoshino (1984) could not find Langerhans-
like cells in bullfrog epidermis, however we demonstrated dendritic cells, at light and
ultrastructural levels, with an enzymatic histochemistry for ATPase in epidermis of
Rana pipiens (Camillo et al., 1990). Also we demonstrated dendritic cells that co-
express ATPase and class Il molecules of the MHC in different stratified epithelia of the
Rana pipiens. (Castell et al, 1999) So, the aim of this study was to demonstrate
membranal NSE activity in epidermal amphibian dendritic cells in order to complete
their characterization. Alsoc we show the presence of NSE-positive dendritic cells in

comea and nictitant membrane.



MATERIALS AND METHODS
Animals

18 juvenile frogs, Rana pipiens, were collected in the Spring and maintained in
glass bins with water, sand and stones at 22 °C. Animals were fed twice each week

with small pieces of fresh chicken liver and flies. Water was changed three times each

week.

Tissues

Frogs were sacrificed by intraperitoneal injection of 2 mil sodium pentobarbital
(Anestesal®, 1 mi = 0.06333g) and fragments of ventral skin, both eyes and nictitant
membranes were cbtained with scissors. Skin fragments and nictitant membranes were -
cut in @ mm? pieces whereas the eyes were divided in two segments, anterior and

posterior, with a razor blade.

Whole Epithelial Sheets

To obtain epithelial sheets, samples of ventral skin, nictitant membrane and
eye's anterior segment were incubated in one of two mediums: a) 2M calcium chleride
in water for 8 min at room temperature; or b) 20mM of Na,EDTA (Merck,
Germany)/PBS solution, pH 7.4 for 45 min at 37 °C. Tissues were washed in distilled
water and epithelial sheets were then separated carefully from the connective tissue
with fine needles under dissecting microscope. The epithelial sheets were rinsed twice
in PBS.
Skin Sections

Samples of frog skin were included in O.C.T. compound (Tissue-Tek®,
AMES, México) and freezed at -70° C. Sections of 8 um were obtained with a cryostat

and mounted in polyvinyt/alcohol-coated glass slides.
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Histochemistry for Nonspecific Esterase

Tissues were fixed with 1.5% glutaraidehyde in 0.05M cacodylate buffer pH
7.4, containing 1% sucrose for 5 min at 4° C and washed in PBS three times 5 min
each. Epithelial sheets or skin sections were dried at room temperature for 30 min.
The incubation medium for demonstrate NSE activity was 10 mg of a-naphthyi acetate
in 0.4 ml acetone, 2.4 mi hexazotized pararosanilin in 40 m! of 0.1M phosphate buffer
at pH 7.4 and adjusted to pH 6.3. Reaction was observed under microscopic control.

Controls were incubated either in the same medium but without a-naphtyl

acetate or incubated with the inhibitor Na-F.

Ultrastructural Histochemistry for Nonspecific Esterase

Skin samples of 10 x 1 x 1 mm were fixed for 1 h at 4° C in 1.5%
glutaraidehyde in 0.65M cacodylate buffer containing 1% sucrose, pH 7.4. The tissues
were sliced carefully with a vibratome to obtain 50-100 um sections that were again
fixed for 1 h in the same fixative. After three washes in 0.2M phosphate buffer pH 7.4,
the sections were incubated in a-naphtyl acetate medium for 15 min, postfixed in 1%
osmium tetraoxide for 45 min, dehydrated and embedded in Araldite 6005. Ultrathin
sections were obtained with a Sorvall MT8000 ultramicrotome, contrasted with uranyt
acelste and Reynokl's lead citrate and observed in a Zeiss EM-109 electron

microscope.

Ultrastructural Histochemistry for ATPase

in order to compare the ultrastructural characteristics of NSE-positive cells, we
made an histochemistry for demonstrate ATPase aclivity in the cells previosly
described by us (Carrillo et al, 1989). Fragments of ventral skin of 10 x 1 x 1 mm were

fixed in 1.5% glutaraidehyde in 0.087 M cacodylate buffer pH 7.4 for 1 h. The samples



were sliced as mentioned above to obtain very thin sections. Sections were again fixed
in the same fixative for another hour at 4 °C. After rinsing three times in 0.15 M
cacodylate buffer pH 7.4, the samples were incubated in ATP solution for 10 min at 37
°C. Specimens were washed in cacodylate buffer, postfixed in 1% osmium tetroxide in
0.2M cacodylate buffer pH 7.4 for 45 min at 4 °C, dehydrated, embedded in Araldite

6005 and ultrathin sitver sections were obtained.
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RESULTS

Both separation methods, CaCl, and EDTA/PBS, were effective to obtain
complete epithelial sheets. However, the reactivity for NSE was more intense in
epithelial sheets obtained by CaCl,. Epidermal sheets showed NSE-positive dendritic
cells with short processes interdigitating between adjacert keratinocytes. These cells
were scattered, but occasionally forming clusters (Fig. 1). A clear distinction between
melanocytes and NSE-positive cells was easily attained owing to their different size,
outline and enzymatic activity (Fig. 2). Controls were completely negative either without
the substrate or incubated with the inhibitor Na-F.

NSE-positive cells were found in nictitant membrane (Fig. 3) as well as comea
(Fig. 4). In both epithelia NSE-positive cells were less abundant and had polygonal or
rounded shape. In comeal sheets they were more abundant in sclero-comeal junction
(Fig. 4), with a gradually diminution toward paracentrat region and exceptionally were
found in central comea.

Cryostat skin sections showed NSE-positive cells basely located with
exceptionally parabasal positive cells (Fig. 5,6). NSE-pasitive cells were also found in
dermis (Fig 5).

Samples processed for ultrastructural demonstration of NSE activity showed a
weakly reaction in plasmatic membrane of basal cells with an electron-lucent
cytoplasm without tonofilaments or desmosomes. Some cells had NSE-positive
intracytoplasmic vesicles. No LC granuies were observed (Fig. 7).

ATPase aclivity electron-dense product was located specifically in the
pltasmatic membrane of basely located cells, which had few organelles and lacked
tonofilaments and desmosomes so they had an electron-lucent cytoplasm with no LC
granules (Fig. 8).



DISCUSSION

The results presented here describe for the first time NSE-positive dendritic
cells in amphibians. Moreover, these cells are present in three different stratified
epithelia of the frog Rana pipiens.

Mammalian LC are ATPase-positive and NSE-positive, and both markers are
extensively used to identify these cells in normal (Maruyama et af, 1980; Robins and
Brandon, 1981) and pathologic epithelia (Jaubert et al, 1980). The presence of these
enzymes in amphibian dendritic epithelial cells indicates that they may be Langerhans
cells. On other hand, it has been demonstrated in amphibian epidermis the occumence
of ATPase-positive dendritic cells morphologically equivalent to mammalian LC, but
without LCG (Camillo et al, 1980). NSE-positive epithelial dendritic cells of Rana
pipiens also did not present LCG, contrasting with mammalian LC that show LCG, but
they have all others ultrastructuctual features of LC as electron-lucent cytoplasm free of
tonofilaments, a plasmatic membrane without desmosomes and a convoluted nucleus.
it is important notice that not all mammalian species LC express Birbeck granules as
the pig (Drexhage et al, 1979; Rowden, 1981) and sometimes the man (Mommaas et

.J. These cells were called “indeterminate” ceits (Zelickson & Mottaz, 1968), hut
Andersson et al (1881) in skin serial sections and with an etectron microscopy equipped
with a goniometer found LCG in them, so their absence is not a definitive proof that a
cell is not a LC. Probably we do not observed LCG in amphibian dendritic cells
because the extremely low gquantity of these organelles, as occurs in mammals (38,
37), therefore requiring more serial sections, and typicai LCG could be a phylogenetic
trait not yet acquired in amphibian.

interesting two aspects must be emphasized respecting with NSE activity
between mammatian LC and amphibian dendritic cells: the substrate and the
ultrastructural iocalization. it has been described that NSE activity in mammatian

LC used o-napthyi-acetate as substrate, and this reaction is inhibited by NaF (Li et



al, 1973). The NSE activity of amphibian epithelial dendritic ceils described here
has the same features. On other hand, NSE in mammalian LC has been iocated
ultrastructurally on the outer plasmatic membrane and there was little in cytoplasm
vesicles, but not in lisosomes (Maruyama, et al, 1980). Our results are similar,
because we found NSE activity in plasmatic membrane and in some cytoplasm
vesicles of amphibian dendritic epithelial celis.

The NSE activity had been related in macrophages with inactivation of
toxic products and microorganism and the killing of cells expressing foreign
antigens (Buchmuller and Mauel, 1980; Nelson et al, 1981; Monahan et al, 1981)
and probably that is their function in mammalian LC. In this sense, it is important
notice that the ATPase and NSE enzymatic activity, in cells with similar features to
mammalian LC, are conserved phylogeneticaily, indicating that the function of this
cells emerged early in vertebrates as part of the immune system.

Recently, we demonstrated that ATPase and NSE-positive epidermal cells
express class || molecules of the MHC (Castell at al, 1999), so, taking in account
the enzymatic feature, the expression of class Il molecules, the morphologic
characteri’:©  _ ihe presence in three different epithelia, we considered that

this cells are the morphologic equivaient of the mammalian LC in amphibians.
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LEGENDS.

Fig. 1. Epidermal sheet processed for demonstrated NSE. Positive dendritic cells are

scattered between keratynocytes and sometime form clusters (arrows). 100X,

Fig. 2. Epidermal sheet showing dendritic cells positive to NSE (armows). Note that

positive cells are smaller than melanocytes (asterisk). 200X

Fig. 3. Nictitant membrane sheet with NSE-positive cells in nictitant membrane sheet,

They have iess dendrites than positive cells of figures 1 and 2. 200X.

Fig. 4. Comeal sheet showing NSE-positive cells in sclero-comeal junction. Mostly
have rounded or polyhedral foom (amows) and the density diminished toward comeat

center (amowhead). 200X,

Fig. 5. Cryo-section of skin. NSE-positive cells are located in the basal stvtum of the
epidermis (amows). Also, there are positive cells in dermis. Deri.. .. ......ii0Cytes are

showed in the dermis (asterisks). 40X.

Fig. 8. Cryo-section of skin. Detaii of NSE-positive celis located in basaf epidemal

position. Note dermal meianocytes (asterisk). 1000X

Fig.7 Ultrastructural histochemistry to demonstrate NSE activitiy. A positive cell is
basely located (dermis is marked with an asterisk). This cell has an electron-iucent
cytoplasm and a desmosomes free plasmatic membrane with a weakly NSE activity

{armows). Bar= 1.



Fig.8 Ultrastructural ATPase histochemistry of ventral skin. A deposit of the ATPase
electron-dense product reaction is located only in plasmatic membrane (arrows) of a
cell with electron-lucent cytoplasm and without desmosomes. Note that the cell is

located immediately above from dermis (asterisk) and is similar to the cell of Fig 7. Bar

=1Mv
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3. Ontogenia de las células dendriticas ATPasa-positivas y clase 1l-positivas en la epidermis
de la Rana pipiens

Desde el estadio 26 de desarrollo, segundo de [a etapa larvaria, se encontraron células
clase ll-positivas. Estas células tenian un aspecto vanable, ya que aigunas eran redondas y otras
dendriticas, sin embargo siempre tuvieron una localizacién basal. Se observaron otros tipos
celulares como melanocitos, pero diferian en tamario, forma y marcaje. Por medio del anélisis que
se realizé (ANOVA) para comparar el nimero de células dendriticas entre las distintas edades, se
comprobd que no hay diferencias significativas entre los estadios de cada parte del desarrollo
larval, pero si entre las distintas etapas del desarrolio larval.

En Ia tabla 1 se muestra el nimero promedio, para ¢cada una de las etapas de desarrollo,
de células dendriticas positivas a ambos marcadores por mm de longitud de epidemmis. Es
interesante notar que las células dendriticas aumentan drasticamente de ia premetamorfosis a la
prometamorfosis, seguido de un decremento durante el climax. Posteriormente estas células

vuelven a elevarse al finalizar fa metamorfosis.

Tabla 1
Etapa de , Clase II  ATPass’ = ‘n
~ Desarrollo . feel./mm)  (cel./mm}.
Premetamorfosis 13 Lo 010
Prometamorfosia. ; 58
Cliihéxi-{ P '-_7 . 16 T
Postmetamorfosis 34

Tabla 1. Namero de células dendriticas epidérmicas positivas para moléculas
clase || y ATPasa durante el desarrollo del renacuajo de la Rana pipiens. n es
el nimero de animales por etapa de desarrollo.
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Interesantemente, las células dendriticas ATPasa-positivas aparecen hasta la etapa de
premetamorfosis, sin embargo, se muestran un comportamiento similar al de las células positivas a
las moléculas clase 1l. Es decir, disminuyen en densidad durante el climax de ia metamorfosis, para
posteriormente elevarse graduaimente en la postmetamorfosis. En la figura siguiente estan

graficados los valores de la tabla 1.

EPIDERMIS
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£
£
Q
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=

Gréfica 1. Es notorio que las células clase [l-positivas aparecen desde las
pnmeras etapas de la premetamorfosis y después se elevan en la
prometamorfosis para a continuacion, en el climax de la metamorfosis,
disminuir drasticamente. Las células ATPasa-positivas siguen o mismo

patrén.

En las figuras 1 y 2 se muestran algunas células dendriticas positivas para moléculas clase

1l y ATPasa en diferentes etapas.
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Fig. 2. Cortes de piel de renacuajo de Rana pipiens en los que se aprecian células positivas para la ATPasa
(fechas). Los melanocitos estan marcados con un asterisco

4. Demostracion de granulos de CL en células dendriticas de anfibios.

Se realizaron cortes seriados de muestras de piel para cbservar con el microscopio electronico la
ultraestructura de las células dendriticas de la piel de ranas adultas. Se observaron 15 células, y a pesar
de la seriacion, no se pudieron apreciar organelos parecidos a los GCL de las CL de los mamiferos. Se
observé que la membrana plasmética de estas células no muestra desmosomas y que presentan un
citoplasma claro debido a la ausencia de tonofilamentos. De manera general, en estas células se aprecia
un citoplasma poco organizado ya que tienen escasos organelos. Por otra parte, la forma de los nicleos
no es muy constante, ya que en algunas células son redondos y en otras células muestran indentaciones.

A pesar de que en las células dendriticas de |a piel de ranas aduitas no se observaron GCL, si se
observé un organelo similar al GCL en una célula dendriticas de la piel de renacuajo. Este organelo se
localiz6 en las inmediaciones de la membrana plasmatica y tenia la forma de una “raqueta de tenis". Por
otro lado, mostraba una porcidn vesiculosa con una cubierta “vellosa” en su cara interna. Este organelo
mide 200 nm aproximadamente. Es de notar que este hallazgo fue fortuito, ya que en otras células
dendriticas de la pie! de los renacuajos de Rana pipiens no se ocbservaron organelos similares. La figura 3

muestra a una célula dendritica de renacuajo con el organelo parecido al granulo de las CL.
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Fig. 3. Mtcrograﬂa electronica de una célula dendritica de renacuajo rnostrando un organelo (flecha)

parecido al granulo de las CL de mamifero. Note 1a forma del granulo que recuerda a una raqueta de
tenis y la cubierta “vellosa® en el interior de la membrana plasmatica de la porcidn vesiculosa
{asterisen) Célila dendritica’ CN Queratinocito QO Barra = 1um

5. Resultados del efecto de la aplicacién tépica de DNFB en la piel de ranas aduitas.

La aplicacién epicutdnea de! hapteno dinitrofluorobenceno indujc un aumento en el nimero de
células dendriticas clase ll-positivas dentro de la epidermis en los primeros 30 minutos; una hora después
fas CL eran muy dendrticas y parecian expresar mas moléculas case li ya que eran intensamente
fluorescentes. En nimero de células positivas se fue incrementando notablernente hasla lfegar a las 2 horas.
El nimern de células en la piel control no varid de manera significativa. Ef némers de células positivas a las
moléculas clase Il del CPH en piel control y sensibilizada se muestra en la tabla 2, mientras que ia grifica de
barras 2 muestra la relacion en las células positivas entre las pieles sensibilizada y control.

Enla dermis, el nimero de células clase l-positivas se incrementd importantemente desde la % hora

de sensibilizacion (fig. 4).
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Cuantificacion de céjulas positivas a las moléculas clase 1l del CPH en

Caracterizacién de células de Langerhans en anfibios

Tabla 2

piel sensibilizada con DNFB y pieles controles

¥a hora 1 hora 1 % horas 2 horas
Controi 128 113 136 109
Sensibilizada 315 418 516 560

Gréfica 2. Se observa con claridad un aumento notable en el nimero de células
dendriticas clase [I-positivas posterior a la aplicacion de DNFB. El nimero de células se
mantuvo constanta en las pieles controles.
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Fig. 4. Fotomicrografias de piel de rana sensibilizadas con DNFB. a) Piel a la % hora de sensibilizacion. Se
nota que existe un aumento de células dendriticas clase Il-positivas en la dermis (flecha). b) Piel 1%4 horas
después de la sensibilizacién. £l numero de célutas positivas a las moléculas clase en la epidermis se ha
ncrementado de manera muy importante (asterisco). También el nimero de células en la dermis aumenté
considerablemente (Flecha).

En las células dendriticas ATPasa-positivas hubo un decremento en el nimero por la aplicacién de
DNFB. Esta disminucién se inicio a pattir de la hora y continuo disminuyendo hasta las 2 horas. Por otro [ado,
el niumero de células ATPasa-positivas en las pieles controles se mantuvo sin cambios significativos. Estos

datos se encuentran en la tabla 2 y en la grafica 3.

Tabia 3
Cuantificacion de células dendriticas con actividad de ATPasa
en pieles sensibilizadas con DNFB y pieles controles

2 hora 1 hora 1 V2 horas 2 horas
Control 590 620 650 610
Sensibilizada 650 460 420 350
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Fig. 5. Micrografia de célula dendritica de piel Fig. 6. Queratinocitos con numercsas vesiculas en el

sensibilizada con DNFB. Se aprecian vesiculas en el citoplasma. Piel sensibilizada con DNFB.
citoplasma con un poco de material amorfo en su
interior (fiechas).

Con el microscopio electronico se identificaron numerosas vesiculas con un material amorfo en su
interior en el citoplasma de las células dendriticas (fig. 5). Al parecer este aumento en vesiculas en el interior
de las células dendriticas es compatible con un aumento en [a endocitosis. A pesar de o anterior, no se
cbservaron granulos de CL en estas células. Por otro ladg, también los queratinocitos mostraron un aumento

en el nimerc de vesiculas citoplasmicas. (Fig. 6).
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DISCUSION.

Las CL epidérmicas de los mamiferos no pueden ser identificadas en cortes histolgicos de
rutina tefiidos con anilinas, por lo que la identificacidon de estas células descansa en los hallazgos de
una morfologia especifica y patrones histoquimicos e inmunofenotipicos caracteristicos, como: una
forma dendritica con numerosas y largas proyecciones citopidsmicas; una gran actividad enzimética
de ATPasa” y de esterasa inespecifica en la membrana plasmatica; y la expresion constitutiva de
moléculas clase Il codificadas por el complejo mayor de histocompatibilidad. A nivel ultraestructural las
CL muestran un citoplasma claro, un nucleo lobulado, la ausencia de desmosomas y tonofilamentos y
la presencia de un organelo caracteristico denominado el gréanuio de las CL. En este sentido, los
hallazgos contenidos en esta tesis demuestran, por primera vez, que en el grupo de los anfibios, y en
particular en la Rana pipiens, existen células similares a las de Langerhans de los mamiferos. Mas
ain, los datos aportados permiten sugerir, como en los mamiferos, que existe un sistema celular
dendritico distribuido en diferentes epitelios y rganos linfoides (datos no publicados, pero realizados
en nuestro [aboratorio) de los anfibios y que posiblemente tenga la funcién de la inmunovigilancia.

Con anterioridad nosotros identificamos, en la piel de la Rana catesbeiana, la presencia de
células dendriticas ATPasa-posﬂivaszg"m, y Du Pasquier y Flajnilt296 demosiraron la presencia de
células clase |l-positivas en la piel de Xenopus faevis. Cuando nosotros realizamos ambas técnicas en
Rana pipiens, el nimero de células positivas para ambos marcadores fue diferente (ver resultados en
articulo anexo, ref. 301). Esto hizo pensar que posiblemente fueran dos tipos celulares distintos, sin
embargo, cuando ambas técnicas se hicieron en la misma lamina epitelial, se demostré que todas las
células dendriticas positivas a las moléculas clase Il eran también positivas para la actividad de
ATPasa. Evidentemente, no todas las células ATPasa-positivas eran clase il-positivas. Ademaés,
interesantements, las caracierisiicas ultraestructuraies de las células positivas para ambos
marcadores fue similar. En este sentido, la coexistencia de células ATPasa+/clase li+ con células
ATPasa+iclase II- con ia misma morfologia, sugiere fuertemente la existencia de subpoblaciones de
células de Langerhans en esos vertebrados. En los mamiferos existe evidencia de que las CL
intraepidérmicas pueden nc formar una poblacién enteramente homogénea. Por ejemplo, se han

caracterizado diferentes glucoconjugados en ia membrana plasmaética de CL del congijillo de indias
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con distintas lectinas, evidenciando que pudieran representar diferentes subpoblaciones de estas
células™. La evidencia de la existencia de subpoblaciones de CL en humanos y murinos proviene de
astudios ultraestructurates, de inmunofiuorescencia y citometria de flujo para las moléculas clase [l del
CPH. Es evidente que existe una subpobiacion que es fuertemente positiva a las molécuias clase [l del
CPH™ y otra que es débilmente positiva. La poblacién débilmente positiva es mas abundante y se
localiza suprabasalmente en la epidermis. Por otro lado, los rangos reportados para la subpobiacion
fuertemente positiva para las motéculas clase Il varian desde el 5% hasta el 25%™ de todas las
CL. Estas CL fuertemente positivas para las moléculas clase li difieren del resto de las CL epidérmicas
en 4 aspectos:
1. Estan localizadas en una posicion mas basal;
2. Tanto en el humano como en el raton contienen pocos granulos de CL;
3. Estas células se parecen en su fenotipo a las CL que han estado en cultivo durante varios dias y a

las células dendriticas linfoides; y

4. FExisten estudios que sugieren que son muy potentes en la estimulacidén de la reaccidn linfocitica

mixta primara™.

La relevancia morfoidgica y funcional de estas subpoblaciones de CL en murinos y humanos
todavia no esta establecida, sin embargo se ha sugerido que las CL fuertemente positivas para las
moléculas clase II pudieran ser células que recientemente han llegado a la epidermis o, lo mas
plausible, que pudieran ser células que han captado antigenos y que estdn migrando desde la
epidermis, via los vasos linfaticos aferentes, hacia les ganglios linfaticos regionaies donde presentaran
antigenos a los linfocitos en las éreas paracorticales™®. Este pudiera ser el caso de las subpoblaciones
de células dendriticas de los anfibios, donde las células ATPasat/clase |-, iccalizadas
suprabasalmente, pueden endocitar antigenos, mientras que las células ATPasat/clase [+,
localizadas basalmente, pueden migrar y presentar antigenos a los finfocitos T. En este sentido son
importantes ios hallazgos encontradas después de la aplicaciéon de DNFB. Cuando se aplicd el DNFB
a la piel de las ranas, el nimero de células ATPasa positivas disminuy6, posiblemente porque esta

enzima se agoté en el proceso de endocitosis. Se ha sugerido que la funcién de [a enzima ATPasa en
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la membrana plasmaética de las CL de los mamiferos estd relacionada con la captacién de material

215

antigénico llevada a cabo por endocitosis mediada por receptores®”. Ademas, la disminucién de la

actividad de esta enzima después de la aplicacion epicutdnea de un hapteno se ha reportado en

mamiferos®'™®

. Por estos estudios se sugiere que las células dendriticas suprabasales de los anfibios
pudieran agotar su actividad de ATPasa al captar antigenos y comiencen a expresar mas moléculas
clase 1l, al mismo tiempo que se mueven hacia la base de la epidermis. Esto explicaria tanto el
descenso en el nimero de células ATPasa-positivas, como el aumento en el nimero de células clase
Il positivas desde la ¥ hora posterior a la aplicacién del hapteno. En los mamiferos, las CL después de
que han captado un antigeno se vuelven més positivas a las moléculas clase II*, pero en
contraposicion a nuestro estudio, estas mismas células decaen en ndmero rapidamente en la
epidermis, para después de varias horas volver a aumentar. No hay una explicacién clara del por qué
de esta diferencia en ambas especies. Ahora bien, en los mamiferos, al poco tiempo de la aplicacion
de DNFB existe un aumento de células dendriticas con caracteristicas de CL en la demmis superior”
%8 En nuestro estudio nosotros observamos lo mismo. En este sentido, existen dos posibilidades: o
que las células dendriticas clase |l estan saliendo de la epidermis con el antigeno captado o que

nuevas células estan llegando a ella. Hay estudios que apoyan las dos posibiidades™ ¥,

sin
embargo, cabe preguntarse en el caso de los anfibios, si las células estén saliendo de la epidemmis, sa
dénde migran? En los mamiferos esta migracion se lleva a cabo hacia los ganglios linfaticos, pero hay
datos de que en los anfibios no existen ganglios linfaticos regionales y mucho menos vasos linfaticos.
Sélo existen en los anuros algunos érganos linfomieloides del cuello, e bazo y el tima™" >, Quizés la
migracion se lleve a cabo por via sanguinea hacia estos sitios. Por otra parte, debe tenerse en mente
la posibilidad de que la presentacion de antigenos a los linfocitos se lieve a cabo en la piel. En ests
sentido seria interesante analizar el fenotipo de los linfocitos tanto epidénmicos como démmices, asi
como el nimero de eflos y la relacién que guardan con las células dendriticas. Esta posibilidad
actualmente la estamos exptorando en et laboratorio.

Por -otro lado, ia aplicacion de DNFB induce un aumento considerable de gréanulos de CL en

los mamiferos®'* 2'°, Este no fue el caso nuestro, ya que sdlo se observaron numerosas vesiculas

citoptasmicas, tanto en las células dendriticas de los anfibios como en los queratinocitos. Al parecer,
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eslas vesiculas manifestaron la actividad endocitica de ambas células. Nosotros no observamos
granulos de CL, quizas porque la dosis de DNFB era aita, ya que se manifestaron efectos irmitatives
como un ligero hinchamiento de mitocondrias y disrupcion de aigunas mermbranas.

Interesantemente, cuando nosotros realizamos cortes seriados de piel de rana adulta a nivel
uttraestructural, no observamos organelos parecidos al granulo de las Cl.. Sin embargo, al examinar
una muestra de |a piel de un renacuajo cbservamos en una célula dendritica un organelo parecido al
granulo de las CL de los mamiferos. Este organelo tenia forma de ragueta de tenis y poseia una
cubierta vellosa en el interior de ia porcidn vesiculosa. Estas caracteristicas son similares a las de las
CL de los mamiferos, Adernas, también el organelo de las cétulas dendriticas de los anfibios similar al
granulo de CL es comparable en tamafio. Si este organelo es un granulo de CL, entonces esta es la
primera comunicacion formal de que los anfibios poseen en sus CL este tipo de omganelos. Por otro
lado, debemos reconocer que este hallazgo fue fortuito, sin embargo cabe preguntamos ;por qué no
se observaron organetos semejantes en las células dendriticas de la piel de rana adulta en {as cuales
se realizaron cortes seriados? No es facil dar una explicacién, pero quizas no observamos suficientes
cortes seriados o puede ser que la densidad de estos granulos en las CL de los anfibios sea tan baja
que pasen desapercibidos. No es raro que en las diferentes especies de mamiferos fos grénuios de
CL varien en densidad. En este sentido, hay reportes de que en los humanos puede variar el nimero
de granulos de CL, o inciuso faltar’, y en los cerdos estos organelos no han sido observados™™, por
lo que la ausencia de este organelo no es una prueba definitiva para que se considere que una célula
que tiene las ofras caracteristicas de las de LLangerhans no sea verdaderamente una CL. Por otro lado,
hay evidencia de que la densidad de estos organelos en aigunos mamiferos puede ser
extremadamente baja®*> **®, jo cual puede ser el caso de los anfibios.

Cuando se examinaron los diferentes epitelios para verificar ¢i las cdlulas dendriticas de ios
anfiblos posefan actividad de esterasa inespecifica, se observaron célutas que poseian las mismas
caracteristicas morfoldgicas, a nivel foténico y ultraestructural, de las células ATPasa-positivas y de las
células clasé ll-positivas. Ademas de la epidermis, estas células se localizaron también en otros
epitelios planos esiratificados como la comea y la membrana niclitante. La demostracion de fa

actividad de la enzima esterasa inespecifica provey6 el primer indicio de que las CL de los mamiferos
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tuvieran un origen a partir de médula 6sea™" "2 El por qué de lo anterior se debe a que los

macrofagos también tienen esta actividad enzimética®"”

. Interesantemente, dos aspectos con respecto
ala actividad de esta enzima deben ser enfatizados entre las CL de mamiferos y las células dendriticas
de los anfibios: el sustrato de ia enzima y la locatizacion ultraestructural. Se ha descrito que la enzima
esterasa inespecifica en las CL de los mamiferos utiliza a-naphtil acetato como sustrato, y esta
reaccion es inhibida por el inhibidor NaF°*, La actividad de la enzima esterasa inespecifica en las
células dendriticas epiteliales de los anfibios tiene el mismo patrén. Por otro lado, esta enzima se ha
localizado, ultraestructuralmente, en la membrana plasmaética de las CL de los mamiferos y muy poco
en aigunas vesiculas citoplasmicas, pero no en lisosomas'®. Nuestros resultados fueron similares ya
que localizamos la actividad de esta enzima en la membrana plasmatica y en algunas vesiculas
citoplasmicas de las células dendriticas epiteliales de los anfibios.

Es interesante notar que las actividades enzimdticas de la ATPasa y de la esterasa
inespecifica, asi como la expresién de moléculas clase I} estan presentes en células que tienen las
mismas caracteristicas morfoldgicas de las CL de los mamiferos, indicando una gran conservacion
filogenética, y sugiere que posiblemente la funcién de estas células emergié tempranamente en los
vertebrados como parte del sistema inmune.

En los mamiferos esta perfectamente establecido que existe una familia de células
presentadoras de antigenos que comprende un grupo de células que tiene un origen a partir de un
precursor de médula dsea. ES generaimente aceptado que este precursor entra en los tejidos en un
estado relativamente inmaduro. Estas células basicamente se localizan en tres compartimentos
corporales:

1. Tejidos no-linfoides: como las CL en la epidermis y las células dendriticas intersticiales de

1,102

v da corazén

2. La circulacién: especialmente las células dendriticas de la sangre™, y la células veladas de los
vasos linfaticos aferentes™* %,
3. Ormganos linfoides: como las células interdigitantes de las zonas T-dependientes de jos ganglios

finfaticos, bazo y de! borde cértico-medutar del timo™*>%,
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Estas células son definidas por su caracteristicas morfoiogicas similares y por su patrén de
marcadores de superficie, ademas de por su funcién, y forman un sistema que esta conectado entre si
por la movilidad de las células.

informacién acerca de este grupo celular en venebrados ectotérmicos es escasa. Sin
embargo, nuestros datos apuntan hacia el establecimiento de este sistema celular en e grupo de los
anfibios. Ei hecho de que estén presentes no sélo en la epidemis, sino también en otros epitelios
planos estratificados como la comea y la membrana nictitante asi lo indican. Por otro iado se han
descrito, solo a nivel ultraestructural pero no con marcadores de superficie, otras células de este
sistema en los anfibios. Las células interdigitantes del timo de [os anfibios son voluminosas con un
citoplasma electron licido e interdigitaciones largas y delgadas que hacen multiples contactos con
linfocitos y otras células. Caracteristicamente, no poseen granulos de CL, sin embargo la homologia
con las células interdigitarntes de los mamiferos ha sido establecida™>%. Ademés, en el bazo del
anuro Bufo calamita se ha descrito la presencia de células interdigitantes en los margenes internos de
fos foliculos linfoides™, y nosotros hemos observado la presencia de células inmunofenotipicamente
simitares a las interdigitantes en el bazo de la Rana pipiens tanto en etapas adultas™, como en ctapas
larvarias™> (estos son los Unicos estudios de marcadores de supetficie en estas células de los
anfibios). Con estos datos, y los mostrados en esta tesis, se sugiere fuertemente la existencia de un
sistema celular dendritico presentador de antigenos en los anfibics, similar al de los mamiferos.
Faltaria probar todavia las capacidades de presentacion de antigenos de estas células, posibilidad que
estamos explorando en nuestro lahoratorio.

En cuanto a la ontogenia de las células dendriticas de estos animales hay datos interesantes
que vale la pena considerar. Estas células fueron observadas desde etapas tempranas del desarrollo
larvario de la Rana pipiens. Como va se ha mencionado fver tabla 1), se cbservaron células
dendriticas positivas desde el estadio 26 de la premetamorfosis, posteriormente, en la
prometamorfosis, estas células aumentaron para después disminuir en la etapa del climax de Ia
metamorfosié. Por ultimo, en la postmetamorfosis, estas células vuelven a aumentar en ndmero. En
los mamiferos y en especial en los humanos, las CL aparecen desde la decimocuarta semana de

gestacion®™® y no exprasan moléculas clase |l sino hasta la semana 24*, aunque algunos han
y
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encontrado células clase ll-positivas y ATPasa-positivas desde la semana 10 de gestaciénm. Sin
embargo, estas céluias aumentan paulatinamente en nimero hasta llegar al momento del nacimiento
en el que practicamente el nimero de CL es igual al de los adultos. En los anfibios es de notar gue en
el climax de la metamorfosis existe una caida dramética en el nimero de células ATPasa-positivas y
clase li-posttivas. ¢Como explicar esto? Es importante sefialar que las larvas de los anfibios son
animales de vida libre que se encuentran en un medio potenciaimente muy antigénico, por 1o que
grandes cimulos de células que expresan moléculas clase Il se localizan en aquellas zonas que
tienen contacte directo con los antigenos™ ' por o que es ficit entender por gue células que
expresan moléculas clase [l se encuentran en la epidemis de estos vertebrados en una etapa del
desarrollo tan temprana. Posteriormente, en la prometamorfisis conforme el sistema inmunoldgico se
desarmolla, también las células presentadoras de antigenos van aumentado. Sin embargo, al llegar al
climax de la metamorfosis, ocurre una disminucién importante en la produccion de células
hematopoyéticas con una atrofia de 6rganos Iinfoides™®, entre otros cambios. Estos cambios en los
6manos linfomieloides durante el climax de la metamorfosis podrian explicar la disminucién en el
numero de CL. Pero hay que tener en cuenta otra posibilidad: la del rearreglo de amigenosw. Es
decir, algunos antigenos larvarios se estan suprimiendo mientras que otros estian apareciendo. En
este sentido es plausible que las células dendriticas de la piel de los anfibios, y posiblemente de ofros
organos linfoides, disminuyan para inhibir el reconocimiento y presentacién de los nuevos antigenos y
con ello evitar el desencadenamiento de respuestas inmunoldgicas. Una vez que se han suprimido
antigenos y aparecido los nuevos, es decir, al finai de la metamorfosis, entonces las células
dendriticas presentadoras de antigenos podrian voiver a aumentar de namero, como lo demuestran
nuestros datos. Si lo anterior es cierto, entonces estos vertebrados podrian ser utiizados en estas
etapas, sobre todo durante el climax de la metamorfosis, como excelentas modelos de estudic para

los fenémenos de tolerancia y de presentacién de antigenos>2.
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CONCLUSIONES

1.

En los anfibios, o por lo menos en Rana pipiens, existen células que por morfologia, localizacion
en diferentes epitelios, patrén de actividad enzimética que despliegan y por la expresién de
moléculas clase I del complejo principal de histocompatibilidad son homédlogas a las CL de los
mamiferos.

Al parecer, estas células poseen organelos similares al granulo de las células de Langerhans.

Los datos aportados en esta tesis apuntan fuertemente a la presencia de subpoblaciones de
células de Langerhans en la epidermis de los anfibios.

El hecho de que se hayan observado célutas de Langerhans en diferentes epitelios de la Rana
pipiens, y tomando en cuenta los estudios mencionados con anterioridad, indica la presencia un
sistema celular dendritico en estos vertebrados similar af de fos mamiferos.

Los experimentos de sensibilizacion con DNFB parecen indicar que las células dendriticas
epiteliales de los anfibios tienen una funcién de presentacién de antigenos.

Los datos de la ontogenia de las células dendriticas ATPasa-positivas y clase H-positivas de 1a piel
de los anfibios, sobre tedo en el climax de la metamorfosis, sugieren que estas células participan
en el reconocimiento de antigenos. Por otro lado, ¢l estudio de estas células en estos vertebrados
y en estas etapas de desarrollo es un modelo interesante para el estudio de la tolerancia y la

histocompatibilidad.
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PERSPECTIVAS

1.

Se necesita hacer un estudio ultraestructural mas fino {(mas cortes seriados) y con distintas dosis
de DNFB aplicadas epicuténeamente en la piel de los anfibios, con el objeto de verificar si los
haptenos inducen formacién de granulos de CL en estos vertebrados. La demostracion de mas
granulos, y no s6lo uno, completaran el estudio morfolégico de estas células en estos vertebrados.
El aislamiento de estas células de los anfibios y su posterior cultivo en presencia de un haptenc y
después el co-cultivarias con linfocitos podria demostrar si estas células presentan antigenos y si
lo hacen en una manera similar a como se realiza en mamiferos. Serfa interesante verificar la
presencia de otras moléculas necesarias para la presentacion de antigenos estas céluias.

Con ei proposito de establecer de manera definitiva si en los anfibios existe un sistema celular
dendritico, seria muy interesante verificar si las células interdigitantes del timo y de los 6rganos
linfomileoides del cuello, descritos sélo ultraestructuraimente, poseen marcadores de células
dendriticas, ya que en el bazo de la rana lo hemos verificado con anterioridad.

El realizar injertos entre especies de anfibios en &l momento del climax de la metamorfosis y el
estudio de! comportamiento de estas células dendriticas epidémmicas de los anfibios en esa
condicion ayudaria a entender el establecimiento de fenémenos de tolerancia y de

histocompatibilidad.
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APENDICE:

MATERIALES Y METODOS

10.

1.

TECNICA PARA DEMOSTRAR ACTIVIDAD DE ATPasa EN LAMINAS EPIDERMICAS
Obtencién de la muestra: después de sacrificar al animal se obtendran fragmentos de piel de 1
cm? cuadrade aproximadamente.

Incubar los fragmentos de piel en alguna de las soluciones para separar laminas epidémmicas (ver
adelante).

Separacion mecgnica de la epidermis.

Lavar perfectamente en solucién salina balanceada durante 10 a 15 minutos a temperatura
ambiente.

Fijar en formol-cacodilato durante 20 a 60 minutos a 4 grados centigrados. Aqui pueden
permanecer las ldminas hasta por 24 h).

Lavar en solucién salina balanceada, 3 cambios de 5 minutos cada uno, a temperatura ambiente.
Lavar en solucion tris-maleato (pH 7.2, 0.25M) durante 5 minutos.

Incubar en solucién de ATP recién preparada, a 37 grados centigrados, durante 10 a 60 minutos.
Lavar perfectamente en agua destilada, 2 cambios de 5 minutos cada uno.

Revelar en sulfuro de amonio al 1% hasta que se vea cambie de color (dorado-café tabaco).

Lavar en agua destilada, 2 cambios de 5 minutos cada uno. Aqui pueden permanecer hasta el

montaje.

12. Montar en geiatina glicerinada (de Kaisser).

SOLUCIONES PARA LA TECNICA DE ATPasa EN 1L AMINAS EPIDERMICAS

SOLUCION SALINA BALANCEADA CON EDTA (4cido etilen-diamino-tetraicetico) 20mM

Solucion Salina Balanceada 500 ml.

También debera ajustarse el pH a 7.2-7.4 como se inencioné anteriormente.
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SOLUCION SALINA BALANCEADA (SSB)

Nacl - 8.83 g

KCl : - lezeg
Nazu_bc,, _ 115 g

KHHPO, . 0209

H,O dest 1000 m!

Se agregan unas 6 a 8 gotas de rojo fenol al 1% (0.12 mi} para indicar si la solucién ha
quedado acida o bésica y asi ajustar el pH a 7.2-7.4 con NaOH 1 N o MCI 1 N segin se requiera.

FORMOL CACODILATOS

Sucrosa {sacarosa)
Formol 38-40%
Ac. Cacodilico 0.2M

H,Q dest.

10 ml

50 ml

6.85¢

40 mi

El Acido cacodilico se prepara previamente a la solucién fijadora de la

siguiente manera:

Acido cacodilico (PM: 138.0) 1.38g.
s decisss T G
| TRIS-MALEATO pH 7.2 0.25M
Tis salt _ i2.10 g
hido t_r_aa'léicd ' f‘“i’;'é‘d e
'Hs;af;jkiéb- dé:'sodi'p' 4o g
H,0 Vdagﬁ;t_.: | 1400 mi
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SOLUCION DE ATP
Glucosa 1.25¢g
ATP gisodico ‘ ‘ : UOZb Tt
H20 dest. - ' _512.50 mi
Sol. T(is-maleafo 10.0mi
Sulfato de magnésio (0.1-M) - E‘2.5 mi
Nitrato de plomo 2% | 275 mt

Se prepara momentos antes de ser usada, debe filtrarse ya que pueden
formarse precipitados al estarla constituyendo, para evitar estos precipitados el
nitrato de plomo debe agregarse gota a gota.

SULFATO DE MAGNESIO 0.1 M
Suffato de magnesio (PM 246.48) 246¢.

U v

Aguadestiada T qoomi

Todas las soluciones deberan guardarse en refrigeracion y de preferencia no usarse después de 3
semanas de haber sido preparadas.

GELATINA GLICERINADA (de Kaiser).

Gelatina 740.

o Y
Aguadestinda '4zoc. T
A g _.%;?..1 G

Una vez pesada la gelatina, se coloca en un cristalizador y con una pipeta Pasteur se gotea
agua destilada en cantidad suficiente para hidratar perfectamente los granulos de gelatina, teniendo
cuidado de que los dei fondo también reciban el agua. En un vaso de precipitados se disuelve ef 4cido
fénico en glicerina.

La gelatina hidratada durante unos minutos se coloca en baiio de Maria agregando el resto del
agua destilada. Debe mezclarse cuidadosamente para no formar burbujas utilizando una barra de
vidrio. Lo mejor es dejar que por si soia se disuelva la gelatina.

La solucion de écido fénico-glicerina se agregara a la gelatina ya disuelta procurando que escumra
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por las paredes del cristatizador para evitar la formacion de burbujas. Es importante que el agua del
bafio de Maria este al nivel de la gelatina glicerinada para pemmitir la mezcia adecuada de todos los
ingredientes.

Finaimente se retira del bafic y se deja enfriar a la temperatura ambiente o en refrigeracion. Si en la
superficie de ia gelatina han quedado burbujas, estas pueden ser eliminadas con una hoja de rasurar
hasta que la gelatina esté solidificada y fria.

TECNICA HISTOQUIMICA PARA DEMOSTRAR LA ACTIVIDAD
DE ESTERASA INESPECIFICA.

1. Separar laminas epidérmicas con cloruro de calcio 2 M.

2. LavarenPBSdurante 3h a4 °C.

3. Lavar en amortiguador de fosfatos ph 7.8

4, Fijar durante 15 seg. en fijador para esterasa inespecifica.

5. Lavar en amortiguador de fosfatos 3 x 10 min. a temperatura ambiente.

6. Secar laminas epidémmicas durante 20 min.

7. Incubacion en el medio conteniendo a-naftiacetato, durante 45-80 min, temperatura ambiente.
8. Lavar en agua destifada.

9. Montar en resina sintética o gelatina glicerinada.

Soluciones para la Histoquimica para Esterasa inespecifica.

Solucién Fijadora

NazHPO, - 2A0mg
KHPO, 100 mg
Agua destiada 30 mi
Acetona 45 mi
Formaldehido 37% ~25mi

Guardar a 4 °C. Ajustarel pH a 6.6
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Amortiguador de Fosfatos 1/16M pH 7.8

Solucién A:
Fosfato monobdasico de potasic  8.08g

Aguadestieda ~ 1000ml

Solucion B:
Fosfato dibasico de potasio 8479

Aguadestiada ~ 11000ml
Para lograr la molaridad y ef pH final mezciar 13 ml de A mas 87 mide b.

Solucion de Pararosanilina Hexazotizada

Soiucién A:
Pararosaniiina 250 mg
‘Aguadestiada ~  s5mi

Calentar suavemente, enfriar y filtrar.

Solucién B.

Nitrito de Sodio 4g

“Agia destiada S T1—00—mi_

Mezclar volimenes iguales de a) y b) y dejar reaccionar par un minuto.
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Solucion de alfa-naftil-acetato
o-nattik-acetato 50 mg
‘oter monometil etilenglicol ~ 125ml ]

Mezcla de Incubacién
Pararosanilina Hexazotizada Imi
Affa-naftil-acetsto  ;25ml
Amortiguador de fosfatos 45mi o

Se ajusta el pH a 6.1 +/- 0.3 con NaOH 1N. La mezcla se filtra antes de usarse.

DEMOSTRACION ULTRAESTRUCTURAL

1. Tomar muestras para microscopia electrénica de transmision.

2. Fijar en glutaraldehido al 2.5% en buffer de cacodilatos 0.1M, pH 7.2 durante dos horas a 4 °C.

3. Postfijar en tetradxido de osmio at 1% en buffer de cacodilatos 0.2 M durante 1hora & temperatura
ambiente.

4. Deshidratar en alcoholes de concentracion creciente.

5. Inciuir en EPON y cortar a 400-800 amstrongs.

6. Contrastar en acetato de uranilo y citrato de plomo.
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INMUNOHISTOQUIMICA PARA MOLECULAS TIPO Il

Ei anticuerpo primario que se utilizaré es et AM20, cedido gentilmente por el Dr. Martin F.

Flajnik de la Maryland Universtity, USA. Este anticuerpo es especifico para las moléculas clase !l del

CPH de Xenopus laevis (rana sudafricana), sin embargo tiene reaccion cruzada contra Rana pipiens

(rana leopardo), pero no contra Rana catesbeiana (rana toro).

1.

Obtener laminas epidérmicas separadas con EDTA.

2. Lavaren PBS 2 x 5 min.
3. Fijar en acetona 30 seq. a temperatura ambiente.
4. LavarenPBS 2 x5 min.
5. Inhibir peroxidasa endogena incubando en HO; al 3% en agua destilada durante 10 min.
6. LavarenPBS 3 x5 min,
7. Incubar en el AM20 durante 18 hrs, a 4°C..
8. Lavaren PBS 2 x5 min.
9. Incubar en anti-IgG cabra contra rat6én biotinilado durante 1 hr, a 37°C.
10. Lavar en PBS 3 x 5 min.
11. Incubar en estreptoavidina-peroxidasa durante 2 hrs.
12. Revelar con peréxido de hidrogeno al 0.3% en agua destilada.
13. Lavar y montar en gelatina.
CONTROLES

a) incubar en un anticuerpo no relacionado, pero del mismo isotipo que et AM20,

b) Muestras sin incubar en anticuerpo primario (AM20).

c) Muestras sin incubar en anticuerpo secundario bictinilado (Anti-IgG e cabra contra raton).

d) Muestras sin ninguna incubacion y reveladas con diaminobencidina.
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SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS, pH 7.4

Na,HPQO, 1.48 g
KH2POs 043g

NaCi 70¢

H.C dest. feoo mi

SOLUCION SUSTRATO CROMOGENA O REVELADORA PARA PEROXIDASA

a) Tris Maleato tris-maleato saht 2.423 g
"HO dest T 1 oomi
b) HCI 37% HC 0.833 mi-
HOdest. 7 1oomi T
Mezcla: ' Salucién a) 5mi -
| ‘Soiucien b)) T [
- 'H,0 dest. TmEo

Solucion reveladora.
A 10 ml. de la mezcla de soluciones agregar 0.3 ml. de perdxido de hidrégeno al 0.3%.
Alos 10 ml. restantes agregar 5 mg de diaminobencidina.
A la solucibn que contiene diaminobencidina se le agregara 0.1 mi. de la que contiene peréxido

de hidrogend inmediatamente antes de usaria,
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AMORTIGUADOR SALINO DE FOSFATOS (PBS), Ph 7.4, CON ALBUMINA

Albumina sérica bow,“.a‘j_i'_o_ﬁm R

_HzOﬂdes!. N : ‘ ;1'065'}!—11“" R

SERICA BOVINA (ASB) 0.01%, Y TWEEN 20 al 0.01%

NeHPO, - 1489
KHPO, 04dg T
NaGl _ o "’7.09

Twe?nzo ) -~ 0.5 ml

1

SOLUCION PARA SENSIBILIZAR ANFIBIOS

Solucién sensibilizadora:

2,4-dinitro-1-fluorobenceno (DNFB) al 0.75% en acetona, emulsificado 4:1 en aceite de oliva

METODOS PARA SEPARAR LAMINAS EPIDERMICAS.

1. EDTA:

NaCl———3415¢.

KC——0.10 g.

Na, HPO, ~—0.575 g.

KH, PO, ——0.10 g.

EDTA

38 g.

Agua destilada-500 mi.

Roo fenol 1%-6 a 8 gotas.

Ajustar pH a 7.2-7.4 con NaOH 1N¢ HCEIN.

Incubar de 20 a 80 minutos a 37 °C.

2 CLORURO DE CALCIO: en una solucién 2M de cloruro de calcio, incubar las muestras de piel

durante 20 a 40 minutos a temperatura ambiente.
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