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RESUMEN

l.as células de Langerhans (CL) de los mamiferos son miembros de una familia de céilulas
originadas en |la médula osea, especializadas en la presentacion de antigenos, conocidas
como células dendriticas (CD). Se localizan en la interfase entre el organismo y el medio
ambiente, principalmente dentro del epitelio plano estratificado de la piel y los epitelios de
numerosas mucosas. La identificacion de las CL requiere de la demostracion histoquimica
de la actividad de adenosintrifosfatasa (ATPasa), de la microscopia electronica para la
busqueda de un organelo citoplasmico caracteristico lamado granulo de las CL o granulo
de Birbeck y la demostracion de |la expresion de moléculas clase Il del complejo principal
de histocompatibilidad (CPH). Las CL migran a través de los vasos linfaticos aferentes
hacia los linfonodos o ganglios linfaticos después de la aplicacion epicutanea de un
hapteno y pasan por un proceso de maduracion que las transforma de ceélulas
procesadoras de antigenos a células presentadoras de antigenos.

En el presente trabajo se demostrd que las células epidérmicas ATPasa positivas del pollo
pueden ser identificadas como CL, con base a que expresan moléculas clase Il del CPH,
a que poseen organelos similares al granulo de Birbeck y a su respuesta migratoria luego
de la aplicacion epicutanea de una dosis de sensibilizacion del hapteno 2,4-dinitro-1-
fluorobenzeno. Ademas, fue demostrada |la presencia de células dendriticas parecidas a
CL ATPasa positivas/moléculas clase Il positivas, las cuales no presentaron granuios de
Birbeck, en los epitelios planos estratificados de las mucosa del ojo, la lengua y el
esofago. Finalmente, se observo que las CL epidérmicas del pollo tienen una ontogenia
posteclosion peculiar con dimorfismo sexual.

ABSTRACT

Mammalian Langerhans cells (LC) are members of a family of highly specialized bone-
marrow derived antigen-presenting cells termed dendritic cells. They reside at the interface
between the organism and the environment, mainly within stratified squamous epithelia of
skin and mucosa. ldentification of LC requires the use of adenosine triphosphatase
(ATPase) histochemistry, eiectron microscopy for searching the unique trilaminar
cytoplasmic organelles, the LC granutes or Birbeck granules, and the expression of major
histocompatibility complex (CPH) class Il molecules. Following epicutaneous application of
hapten, LC migrates via the afferent lymphatics vessels to lymph nodes and undergoes a
maturation process from an antigen processing to an antigen-presenting cells.

In the present work was demonstrated that ATPase-positive dendritic cells of the chicken
epidermis can be identified as LC, based in their expression of CPH class |l molecules, in
the presence of an organelle similar to Birbeck granules, and in their reactivity and
migratory response to a sensitizing dose of the hapten 2, ,4-dinitro-1-fluorobenzene
applicated epicutaneously. In addition, was demostrated the presence of ATPase-
positive/CPH class ll-positive LC-like dendritic cells, which lacked Birbeck granules, within
stratified squamous epithelia of mucosal surface of the eye, tongue and oesophagus.
Finally, was observed that epidermal LC of the chicken has a peculiar posthatching
ontogeny with sexual dimorphism.
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RESENA HISTORICA DE LAS CELULAS DE LANGERHANS

En 1868, Paul Langerhans (Langerhans, 1868) evidencio las células epidérmicas que hoy
llevan su nombre, describiéndolas como “cuerpos negros, los cuales son muy distintos de
las células epiteliales” (Figura 1a, b). Seguramente infiuido por la forma dendritica de las
células, por la afinidad de éstas a la impregnacion con cloruro de oro y porque estaba
estudiando el sistema nervioso de la piel, Langerhans propuso que se trataba de células
nerviosas. Durante casi un siglo, se planted que las células de Langerhans (CL) eran
receptores para el dolor y el tacto, células precursoras de las células de Merkel, de células
ganglionares autondmicas o de células de Schwann y que por ello desempenarian
funciones neurovegetativas, neurohormonales o neurosensoriales dentro de la epidermis
(revisado por Shelley & Juhlin, 1978). De hecho, la primera busqueda histoquimica de la
actividad de ATPasa en las CL se disend pensando en que la presencia de la enzima
seria favorable a la conduccidon de impulsos nerviosos, al actuar como bomba de iones
(Mustakallio, 1962). Hasta ahora, la Jnica relacion anatomofuncional entre las CL y et
sistema nervioso se da a través de las terminaciones nerviosas que liberan el
neuropéptido CGRP. Este, inhibe la funcidon presentadora de antigenos de las CL al
inducir una hiporregulacion de la molécula coestimuladora B7 (Hosoi et al., ,1993; Asahina
et al., 1995).

Durante un tiempo, las CL fueron conocidas como “células claras suprabasales de
Masson” debido a que este investigador propuso que las CL eran "melanocitos
desgastados, inmaduros o postdivisionales” (Masson, 1948; Billinham & Medawar, 1953).
Como ya se habia demostrado que los melanocitos derivaban de las crestas neurales
(Rawles, 1948), la observacion de células dendriticas (CD) aureofilicas (es decir CL) en la
piel de los primordios de las extremidades de ratones experimentalmente deprivados de
tas crestas neurales (Silvers, 1957) era una evidencia en contra del origen melanocitico y
nervioso de las CL. Poco después, se demostré que las CL presentaban caracteristicas
ultraestructurales de una célula metabdlicamente activa y no de una “célula desgastada”,
con un organelo distintivo que al corte era similar a un baston o a una raqueta de tenis, el
granulos de las CL (GCL) o granulos de Birbeck (Figura 2a, d, e y 3) (Birbeck et a/., 1961).
Finalmente, los resultados de los experimentos de deprivacion de crestas neurales en
ratones fueron reproducidos al identificarse ultraestructuralmente que ias CD aureofilicas
correspondian a CL (Breathnach et a/., 1968).

Entre 1965 y 1976, se aportaron evidencias que culminaron con la demostracion del
origen de las CL en la meédula Osea. LLas primeras evidencias de la relacion de las CL con
el sistema fagocitico-mononuclear surgen con el descubrimiento de que las ceélulas
proliferantes en la histiocitosis X (hoy granulfomatosis de CL) presentaban un organelo
similar al GCL (Basset & Turiaf, 1965; Tarnowski & Hashimoto, 1967). Casi al mismo
tiempo, se demuestra, en cortes de piel y en laminas epidérmicas de raton, que las CL
presentan actividad de esterasa no especifica (Figura 2c, g) y se sugiere que son
macrofagos intraepidérmicos (Campo-Aasen & Pearse, 1966) o fagocitos intraepiteliales
que se mantienen o renuevan por mitosis o a partir de “histiocitos” dérmicos que
atraviesan la membrana basal para entrar a la epidermis (Hashimoto & Tarnowski, 1968).
Congruentes con estas ideas fueron las observaciones de que las CL eran capaces de
capturar materiales antigénicos (Pruneiras, 1969) y que en las reacciones de
hipersensibilidad retardada a alergenos aplicados epicutaneamente, algunas células
parecidas a linfocitos establecen contactos estrechos con CL, las cuales se incrementan
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notablemente en los vasos linfaticos (llevando consigo el alergeno) y en los linfonodos
regionales (Silberberg, 1971; 1973, Silberberg et al.,, 1975; 1976).

La posible funcién inmunologica de las CL, sugerida por los trabajo de hipersensibilidad
por contacto, fue robustecida al demostrarse histoguimicamente Que estas células
captaban selectivamente haptenoes de contacto como algunos metales, aminas y
aldehidos, tanto en los cobayos como en los humanos, formando un “sistema
reticuloepitelial”, relacionado con el sistema fagocitico-mononuclear (o reticuloendotelial)
(Shelley & Juhlin, 1976). La conclusién general de los trabajos antes mencionados fue
que si las CL eran células inmunocompetentes deberian poseer algunos marcadores
caracteristicos de las células con funciones inmunologicas conocidas.

A finales de los anos 70s se demostré que las unicas células de una suspension
epidérmica que formaban rosetas con eritrocitos cubiertos eran las CL (Figura 2i). De
acuerdo al disefio experimental, se concluyd que las CL poseian receptores para el
fragmento cristalizable (Fc) de la IgG (pero no para el de la IgM) y para el factor C3b del
complemento (Stingl et al/., 1977, Berman & Gigli 1979). Igualmente relevante fue la
demostracion que las CL poseian moléculas clase Il (la, HLA-DR) de Compiejo Principal
de Histocompatibilidad (CPH) (Rowden et al/., 1977, Kiareskog et al/., 1977, Tamaki et al.,
1979). Estos resultados sugirieron que las CL estaban relacionadas ontogénicamente con
los macréfagos y, por lo tanto, podrian originarse en la meéedula ésea. Lo anterior fue
estudiado en ratones irradiados subletalmente y tratados posteriormente con traspilante de
médula ésea, en los que se estudio la especificidad de los antigenos la y H-2 (homdlogos
a HLA A, B y C de humanos), en células epidérmicas. En un sistema alogénico, (ratones
C57BL/6 irradiados y transfundidos con células de médula osea de ratones BALB/c) el
45% de las CL tenia especificidad del donador de médula dsea a los 62 dias de la
quimerizacion, mientras que en un sistema semialogénico (ratones B10.A irradiados y
transfundidos con meédula 6sea de ratones F1 (B10 X B10.A) el porcentaje de CL era del
80% después de 85 dias de quimerizacion; interesantemente, los queratinocitos siempre
tuvieron la especificidad del receptor de la médula ésea (Katz et a/.,, 1979, Frelinger et al.,
1979). En los humanos se obtuvieron resultados similares cuando se estudio la piel de
una paciente que habia recibido un trasplante alogénico de médula 6sea proveniente de
su hermano. En este caso se demostré que las CL de la paciente poseian cuerpos Y,
segmento distal del cromosoma Y que fluoresce con mostaza de quinacrina (Volk-Platzer
et al., 1984).

Lo anterior sugiridc que las CL constituian una poblacién de ceélulas derivadas de
precursores circulantes provenientes de la médula 6sea, que al entrar a la epidermis
asumirian localmente las caracteristicas morfoldgicas de las CL. Estos precursores menos
diferenciados originarian casi la totalidad de las CL ya que se sabia que menos del 1% de
éstas hace mitosis in situ (Giacometti & Montana 1967, Mackenzie 1975).

Mas de cien anos después de su descubrimiento, las CL iniciaban su consolidacidén como
células del sistema inmunolégico, con una identidad morfologica, ontogénica y funcional
propia, que las han llevado a ser consideradas en la actualidad como los “adyuvantes
inmunoldgicos de la naturaleza”.

W
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IDENTIFICACION DE LAS CELULAS DE LANGERHANS

Las CL son células de forma dendritica localizadas en la parte basal y suprabasal de la
epidermis, dentro de la cual forman una red contigua de prolongaciones citoplasmicas. En
los humanos, constituyen el 2 al 8% del total de la poblacion de células epidérmicas. La
densidad de CL muestra grandes variaciones numericas que oscilan entre 200 a 1000
CL/mm? en laminas epidérmicas, siendo en la cara y en el cuello donde son mas
abundantes (Berman e: al.,, 1983). Las variaciones numeéricas también se han observado
entre cepas de ratones y cobayos, asociado principalmente a los patrones regionales de
cornificacion (revisado en Saint-André Marchal et a/., 1997), siendo la cola la region con
menor densidad (Bergstresser et al., 1980). Las CL no se identifican con las técnicas de
tincion ordinarias como la hematoxilina y eosina. Sin embargo, pueden observarse con
impregnaciones metalicas (Langerhans 1868, Gairns 1930, Billinham & Medawar 1953,
Silvers 1957, Niebauer et al., 1969), histoquimica enzimatica, microscopia electronica o
con técnicas inmunohistologicas. Debido a que las tres ultimas son las mas empleadas en
el estudio de las CL, seran abordadas con mayor extension.

HISTOQUIMICA ENZIMATICA

Adenosintrifosfatasa (ATPasa). Las primeras demostraciones de la actividad de ATPasa
en CL se realizaron en cortes de piel humana (Mustakallio, 1962; Jarret & Riley, 1962;
Bradshaw et al/.,, 1963) aunque no eran diferenciadas de otras “células dendriticas de la
epidermis”, como los melanocitos. Posteriormente. se planted que las CL eran las uUnicas
células ATPasa positivas de la epidermis del cobayo ( Wolff, 1964), lo cual fue confirmado
ultraestructuralmente al observarse que el producto electrondenso de la reaccion
enzimatica estaba confinado a la membrana plasmatica, libre de desmosomas, de células
con citoplasma claro que poseian GCL (Wolff & Winkelmann, 1967). A partir de entonces,
la demostracion histoquimica de ATPasa es considerada como marcador altamente
especifico para identificar CL epidérmicas y de mucosas, comparable a la demostracion
inmunofenotipica de otros marcadores. La técnica es particularmente Gtil cuando se
emplea para demostrar CL en laminas epidérmicas separadas, ya que esto permite
cuantificar facilmente las células ATPasa positivas por mm? y observar su morfologia y
distribucién espacial (Mackenzie & Squier, 1975). (Figura 2b)

Hasta ahora no se conoce cual es {a importancia funcional de la actividad de ATPasa para
las CL. La enzima podria ser modificada por factores normales y patolagicos y la ausencia
de tincion no significaria, necesariamente, ausencia o numero menor de las CL (Pérez-
Torres et al., 1995). Se ha sugerido que la actividad de ATPasa desaparece en aquellas
CL que incrementan su actividad endocitica, manifestada por un mayor numero de GCL y
de vesiculas, después de la aplicacion epicutanea del hapteno dinitrofluorobenceno
(Hanau et al/., 1989). Por otro lado, la aplicacion topica y sistémica de corticosteroides y
testosterona disminuye el numero y la dendricidad de las CL, probablemente por un
deterioro selectivo en la expresion de ATPasa (Belsito et al., 1982, Berman et al., 1983,
Koyama et al.,, 1989). La presencia o ausencia de la actividad de ATPasa en las CL
epidérmicas podria ser un factor importante en la respuesta a estimulos migratorios
(Kimber et al., 2000). Las CL ATPasa positivas serian resistentes a los efectos del ATP
extracelular y permanecerian en el microambiente epidérmico, mientras que las que son
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ATPasa negativas, un 20% aproximadamente, responderian al ATP extracelular
(Girolomoni et al, 1993) liberando IL-18, como ocurre con macrofagos (Perregauz &
Gabel, 1994; Griffiths et al., 1995), proceso que esta mediado por receptores purinergicos
P2Z (Ferrari et al.,, 1997) y que las CL también expresan (Di Virgilio, 1995). La fuente
principal de IL-18 epidérmico son las CL (Heufler et a/.,, 1992) y junto con TNFa, son dos
de las citocina proinflamatoria fundamentales para la movilizacion de CL (ver capitulo
migracion de CL.).

Esterasa no especifica.
La demostracion de la actividad de esterasa no especifica en CL repercutid

importantemente en la investigacion de estas ceélulas, ya que se propuso que se trataba
de macréfagos intraepidérmicos (Campo-Aasen & Pearse, 1966). Sin embargo, su utilidad
se ha restringido a pocos estudio de CL en ratones (Figura 2c, g) (Jarret & Riley. 1962;
Riley, 1966, Maruyama et al/., 1980) y mas recientemente de CL en piel y mucosas de la
rana Rana pipiens (Castell et a/., 2001). No se ha demostrado que las CL de piel humana
normal sean esterasa no especifica positivas pero si las que se encuentran en piei
afectada por micosis fungoides (Sterry & Steigleder, 1979) y en las células proliferantes
de la histiocitosis X (Jaubert et a/., 1980). Ultraestructuralmente, la actividad enzimatica se
localiza en la membrana plasmatica y en los GCL (Maruyama et al/.,, 1980, Jaubert et a/,,
1980), pero no se conoce la importancia de esta enzima para la funcién de las CL..

Peroxidasa endogena.

La actividad de peroxidasa enddgena en las CL de humanos (Dubertret et a/.,, 1981; 1982)
y de murinos (Maruyama et al., 1980) esta dada probablemente por una enzima similar a
la de monocitos adherentes y de macrofagos humanos (Bodel et a/., 1977, Beelen et al.,
1978) ya que también se localiza en la cubierta nuclear y en el reticulo endoplasmico y es
inhibida por las mismas sustancias, como el fijador de Karnovsky, la mezcla aldehido-
acido tanico y el 3-amino-1,2,4, triazol) (Dubertret et a/.,, 1981; 1982). Sin embargo, el
papel funcional de esta enzima en las CL es desconocido.

Otras enzimas: La piel de algunos primates prosimios africanos (Montagna & Ellis, 1959;
Yasuda et al.,, 1961; Montagna & Yun, 1962) y la de bovinos contiene CL fosfatasa
alcalina positivas (Khalil et al/., 1982). En estos, |la enzima se localiza en |la membrana
plasmatica y en el GCL. En el cobayo albino, las CL también presentan actividad de
aminopeptidasa en condiciones normales y la conservan después de la aplicacion de
dinitroclorobenceno o de “stripping” (Gschnait & Brenner, 1979). Las CL de la piel y Ia
mucosa oral de murinos, pero no de humanos ni de monos rhesus, muestran una gran
positividad perinucliear a la B-glucuronidasa (Mackenzie et al., 1982; Mackenzie &
Bickenbach, 1985). Este patron de tincion se ha observado en las CL manosidasa
positivas de la piel de pacientes con algunas enfermedades lisosomales (Elleder, 1975).
La ausencia de la actividad de lisozima, antitripsina y antiquimotripsina en las CL, se ha
interpretado como reflejo de su nula o escasa actividad fagocitica (Holden et a/., 1982).
De acuerdo a lo anterior, poca actividad de fosfatasa acida se ha demostrado con
histoquimica ultraestructural (Rowden, 1967). Finalmente, se sabe que las CL de
murciélagos y de ovejas presentan actividad de colinesterasa especifica, que es inhibida
con fisostigmina y diisopropilfluorofosfato (Bourlond et al.,, 1962; Lyne & Chase, 1966).

5 TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




Aunque abundante y heterogénea, la relevancia funcional de la actividad enzimatica para
tas CL es, en gran parte, desconocida.

MICROSCOPIA ELECTRONICA

La microscopia electronica ha dado a las CL su identidad. Las caracteristicas
ultraestructurales basicas, principalmente su marcador morfologico distintivo, el GCL
(Birbeck et al.,, 1961), han permitido demostrar CL en la mayoria de las especies
estudiadas y en otros sitios distintos a la epidermis, como la dermis, los vasos y ganglios
linfaticos, el timo y diferentes mucosas. A pesar de que sigue siendo casi enigmatico en
su origen y funcidn, la gran mayoria de los estudios sobre CL establecen que la
caracteristica absoluta para designar a una célula como CL es la presencia del GCL
(Figuras 1c; 2a, d, e y 3). Ademas de este organelo, las CL se distinguen entre las células
de la epidermis por presentar un citoplasma claroc debido a la ausencia de tonofilamentos,
desmosomas, melanosomas y a la presencia de un nucleo indentado. La descripcion
original del GCL los refiere como estructuras lineales con extremos redondeados y
atravesados a todo lo largo y por el centro, por una linea estriada. Mas que parecidos a
bastones, los GCL semejan estructuras laminadas o discoides de 0.3 pym de diametro, con
un arreglo bidimensional de particulas, responsable de la estriacion de la linea central
(Birbeck et a/.,, 1961; Breathnach, 1964).

A partir de las observaciones ultraestructurales, derivaron dos hipotesis sobre el origen
del GCL; una postulaba que los granulo en forma de varilla o baston se originaba por
colapso de las vesiculas vecinas al complejo de Golgi (teoria secretoria) (Hashimoto &
Tarnowski, 1968) o que por la continuidad entre las membranas del GCL y la plasmatica,
el granulo se originaba por invaginaciones de la membrana celular (teoria endocitica)
(Breathnach, 1964). A partir de aqui, el GCL suscité numerosos trabajos tendientes a
conocer su origen, su estructura y su funcion. La metodologia empleada ha sido muy
variada e incluye la microscopia electronica de transmision rutinaria (MET) (Breathnach,
1964; Wolf, 1967) y con trazadores de! espacio extracelular (Cancilla, 1968; Hashimoto,
1970), la MET de cortes seriados y reconstruccion tridimensional (Sagebiel & Reed,
1968), la impregnacion metalica ultraestructural (Niebauer et al/., 1969, Rodriguez &
Caorsi, 1978), la criofractura (Caputo et al.,, 1976), la difractometria optica de la MET
(Caputo et al., 1976, Runge et al.,, 1981), la microdensitometria ultraestructurat (Rodriguez
& Caorsi, 1978) y la inmunohistoquimica uitraestructural (Takahashi & Hashimoto, 1986).
Los resultados obtenidos constituian evidencias estaticas y circunstanciales que
apoyaban a alguna de las dos teorias mencionadas. Sin embargo, la teoria endocitica se
consolidé mas que la secretoria debido a que correspondia satisfactoriamente con las
funciones reconocidas de las CL (Hashimoto, 1970; Ishii et al.,, 1984; Takigawa et al.,
1985; Takahashi & Hashimoto, 1986).

La observacion de vesiculas cubiertas unidas a invaginaciones tubulares de la membrana
plasmatica, con el patron tipico estriado de un GCL y la posterior separacion de éste de la
membrana celular fue interpretado como evidencia de la participacion del granulo en una
forma especializada de endocitosis adsortiva, que transporta complejos receptor-ligando
desde la superficie celular hacia los lisosomas primarios o al compartimento endosomal
(Figura 3) (Ishii et a/.,, 1984; Takigawa et a/., 1985; Bartosik ,1992). La demostracion inicial
de que los GCL de CL en suspensidon incorporan selectivamente ferritina acoplada a
concanavalina A, pero no sola, sugirio que el mecanismo de endocitosis estaria mediado
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por lectinas, mismo que era inhibido con el pretratamiento de las suspensiones de CL con
manosidasa (Takigawa et a/., 1985).

El incremento en el numero de GCL en la dermatitis de contacto alérgica (Elofsson et al.,
1981) hizo pensar que la union de haptenos, antigenos o algun otro ligando, induciria la
formacion del organelo. En este sentido, es interesante que el GCL en CL de humano
pueda formarse por incubaciéon con un anticuerpo (Ac) anti-CD1 (T6) y cointernalize
moléculas clase Il (HLA-DR) (Hanau et al., 1987a; 1987b; 1988) ya que, en conjunto,
antigenos (Ag) exdgenos y receptores de las CL podrian coexistir dentro dei GCL,
sugiriendo un papel de este organelo en la captacion y transporte intracelular de Ag. Por
otro lado, la localizacion preferencial de GCL en los sitios de contacto entre CL y linfocitos
generd el concepto de que la formacion del organelo estaria relacionada con la
presentacion de Ag (Concha et al., 1988)

Los GCL en los humanos poseen una glucoproteina de 40 kDa que es reconocida por ei
Ac monocional (AcMo) Lag (Kashihara et a/.,, 1986) y que se emplea para la identificacion
de CL o de ceélulas relacionadas a las CL, a nivel de microscopia fotonica. Otro AcMo, el
DCGM4, al parecer identifica la misma molécula, que ha sido rebautizada como
Langerina, la cual es una lectina tipo Il dependiente de Ca”", con especificidad para
manosa. El DCGM4 se une a la membrana de CL aisladas y es internalizado hacia los
GCL, lo que sugiere que la Langerina es una molécula que capturaria Ag y los canalizaria
hacia los GCL y asi crear una via no clasica de procesamiento de Ag no dependiente de
molécuias clase Il (Valladeau et al., 1999; 2000). Es interesante que la transfeccion de
fibroblastos con cDNA de Langerina resuita en la formacion de GCL (Valladeau et al.,
2000).

Una hipotesis reciente sobre la biogénesis y funcion de GCL establece que si ta Langerina
es una molécula que se acumula en el compartimiento endosomal, el GCL representaria
un subdominio de dicho compartimiento, sirviendo como reservorio de los Ag, antes que
tas CL maduren a CD presentadoras de Ag, cambio que se acompafa de deplecion de los
GCL (Mc Dermott et al., 2002). A pesar de |o antes mencionado, |la naturaleza exacta de
las sefales que disparan la formacion del GCL es desconocida y aun es debatible si este
granulo juega un papel critico en la capacidad de las CL para estimular linfocitos. Es vieja
también la idea de que el GCL representa solamente un marcador del microambiente
epidérmico y que su presencia dependeria del grado de queratinizacion del epitelio donde
se encuentran las CL (Hoefsmit, 1982). Otra propuesta interesante es la que considera al
GCL como un marcador de las vias de diferenciacion de las CL a partir de sus
precursores circulantes (Mackensen et a/., 1995; Strunk et a/., 1996).

INMUNOFENOTIPO

Tal vez uno de los temas mas complejos con relacidon a las CL es su fenotipo, ya que esta
determinado por cambios moleculares de los diferentes microambientes en los que se
encuentran estas células. Aunque no se conoce la relevancia de ciertos marcadores
inmunologicos de las CL, muchos de ellos son moléculas que se usan para identificarlas,
otros estan involucrados en la funcion de captar y presentar Ag, algunos son receptores
para quimocinas, citocinas y factores de crecimiento o son moléculas que participan en la
migracion y de localizacion (homing) de las CL. Como todos los leucocitos, las CL son
CDA45 positivas (T200, Ly-5, antigeno comun leucocitario) y expresan los marcadores
mieloides CD13 y CD33, tanto en humanos (Wood et a/., 1984; Flotte et al., 1984; Cooper
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et al., 1985; Romani et al., 1989) como en ratones (Haines et al.,, 1983; Leibl et al., 1985),
mientras que son negativas para CD3, CD14, CD16, CD19, CD20 y CD56.

Como todas las células nucleadas, las CL de humanos (Bronstein et a/.,, 1983; Gielen et
al., 1988) y de algunos murinos (Witmer et al., 1988; Lenz et al, 1989) expresan
moléculas clase | del CPH, las cuales estan formadas por una cadena pesada polimorfica
y la cadena no polimodrfica Bomicroglobulina. La expresion de estas moléculas podria
conferir a las CL la capacidad de presentar Ag a los linfocitos citotoxicos CD8 positivos Ag
especificos, restringidos por moléculas clase |, siguiendo una via de procesamiento de Ag
endogenos 0 citopldsmicos como Ag virales, tumorales o de parasitos que sobreviven
intracelularmente, escindidos por proteasomas multicataliticos hacia péptidos que son
llevados al reticulo endoplasmico (RE) por un transportador asociado con la presentacion
de Ag. En el RE, los péptidos son asociados a las moléculas clase | con la participacion
de Bzmicroglobulina y, subsecuentemente, este complejo molecular es transportado a
través del complejo de Golgi y sale de la red transGolgi en la membrana de vesiculas de
secrecion, quedando incorporado a la membrana plasmatica donde es reconocido por los
linfocitos CD8 positivos (York & Rock, 1996).

Desde que se describio que las CL de humanos expresan moléculas clase Il del CPH
(Figura 2h) (Rowden et al., 1977; Klareskog et al/, 1977), se ha establecido que en
laminas epidérmicas hay una imbricacidon complieta entre las moléculas codificadas por el
HLA-DR (analogo a I-E de murinos) (Kaufman et a/., 1984), el HLA-DQ (analogo del I-A de
murinos) (Kaufman et a/., 1984) y el HLA-DP (Sontheimer et a/., 1986). Se ha demostrado
la existencia de un porcentaje menor al 10% de CL intensamente positiva a moléculas
clase H en laminas epidérmicas de humano (Romani et a/.,, 1985; 1989) y un porcentaje
mayor a 30% en suspensiones celulares (Dezutter-Dambuyant et a/.,, 1984). La causa y la
importancia de la existencia de esta subpoblacidon de CL grandes y activadas in situ no ha
sido determinada, pero se ha propuesto que son CL que estan por emigrar de la
epidermis ya que tienen una posicion basal, contienen pocos GCL, expresan CD40 y
RFD1 y pocos niveles de FcRIll (Romani et a/., 1991). Ya que son estimuladores potentes
de la reaccion leucocitica mixta primaria (Schmitt et al/.,, 1990), son equivalente a las CL
que han madurado in vitro.

La expresion de moléculas clase |l del CPH esta relacionada con la funcion presentadora
de antigenos de las CL ya que estas moléculas poseen un ranura especial en la que unen
no covalentemente a los péptidos derivados de Ag exdgenos. Después de ser sintetizadas
en el RE, 1as moléculas clase Il se asocian no covalentemente a la cadena invariante
(CD74) (Claesson-Welsch et al.,, 1986) para prevenir la union de Ag endégenos con la
ranura de las moléculas clase Il. La cadena invariante se mantiene unida a la ranura
durante el paso de las moléeculas clase Il a travées del complejo de Golgi y la red
transGolgi hasta el compartimiento endosomal, donde es eliminada por proteolisis. Esto
permite la union de los Ag exogenos con la ranura especial de las moléculas clase I,
formandose un complejo CPH/Ag que es expresado en la membrana celular para ser
reconocido por el receptor de células T (TCR) de linfocitos CD4+ Ag especificos (Watts,
1987).

En los humanos se ha demostrado que las CL expresan una molécula de diferenciacion
de timocitos: el antigeno T6, identificado originalmente con el AcMo OKT6 (Fithian et al.,
1981; Murphy, 1981), actualmente conocido como CD1a. Ya que CD1a no se expresa en
ninguna otra ceélula de la epidermis, se le considera como el marcador mas confiable para
identificar CL epidérmicas humanas (Chu et al.,, 1982; Van de Rijn et al., 1984; Dezutter-
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Dambuyant et al., 1985), aunque también se ha comprobado que casi todas las CL que
son CD1a positivas son HLA-DR positivas y ATPasa positivas (Liu et al., 1986). Las CL
humanas también expresan CD1c, pero débiimente (Schmitt et a/, 1986). La isoforma
CD1b no ha sido demostrada en ninguna célula epidérmica pero si en células dendriticas
de la dermis (Nestle et al., 1993; Lenz et al, 1993). Las isoformas de CD1 estan
relacionadas estructuralmente a las moléculas clase | del CPH, aunque a diferencia de
estas que son polimoéorficas y codificadas por el cromosoma 6, aquellas son no
polimorficas y estan codificadas por el cromosoma 1 (Calabi & Milstein, 1986). La
importancia de las moléculas CD1 es que representan una familia nueva de moleculas
presentadoras de Ag, que presentan lipidos y glucolipidos tipicamente encontrados en las
paredes celulares bacterianas (Porcelli & Modlin, 1999). Al parecer no se conoce Si esto
ocurre en las CL, pero si existe, esta via de presentacion de Ag involucraria la captacion
de glucolipidos por receptores de manosa expresados en la CL y luego la liberacion de
aquellos en el compartimento endosomal, donde se formaria el complejo CD1/lipido-
glucolipido (Prigozy et al., 1997). En los murinos, CD1 presenta una ranura similar a la del
CPH, de naturaleza hidrofdobica, ideal para presentar lipidos hidrofobicos o glucolipidos a
células T (Zeng et al., 1997).

Las CL de murinos y otras CD expresan una glucoproteina integra! de membrana de 205
kDa, el receptor multilectina del tipo C, llamado DEC-205, que es reconocido por el AcMo
NLDC-145 (Kraal et al/.,, 1986; Swiggard et al.. 1995). DEC-205 posee 10 dominios
externos contiguos (Jiang et al., 1995) con una alta homologia con el receptor de manosa
de macrofagos (Ezekowitz et al., 1990) aunque es hasta 100 veces superior a éste en la
funcion presentadora de Ag (Mahnke et a/.,, 2000). En los humanos, DEC-205 presenta un
77% de homologia con su contraparte del raton y se incrementa su expresion durante la
diferenciacion y activacion de las CD (Kato et a/., 1998; Guo et al., 2000). Hasta ahora, no
se conoce la especificidad de union del receptor DEC-205 y con ello poder determinar su
funcién en la captacion de Ag. Las CL de ios humanos no expresan el receptor de
manosa de macrofagos (Mommaas et al/.,, 1999); sin embargo, expresan Langerina, la
cual tiene sitios de unidon especifica para manosa y podria estar involucrada en la
internalizacion y procesamiento de moléculas que contienen este carbohidrato (Valladeau
et al., 2000).

De acuerdo con su capacidad de captar Ag, las CL son las dnicas células epidérmicas
que expresan receptores para el Fc de la IgG del tipo Il (CD32) (Romani et al.,, 1991, de la
Salle et al.,, 1992). Ademas, poseen receptores de alta y baja afinidad para la porcion Fc
de la IgE (FcO-RI y Fce-RIll (CD23)), todos ellos implicados en la captacion de alergenos
(Bieber et al.,, 1992a, b, c; Rieger et al., 1992).

NT NIA N RHAN
En embriones humanos de 6 a 7 semanas de edad gestacional, se ha demostrado la
presencia de CL HLA-DR positivas y ATPasa positivas en laminas epidérmicas (Foster et
al., 1986). Antes de los 60 dias de gestacion, la mayoria de estas células son CD1a
negativas (menos de 10/mm?) pero a las 11 6 12 semanas hay un incremento significativo
de ia positividad a CD1a. (Foster et al.,, 1986; Cattoreti et al., 1989). Esta edad gestacional
es interesante porque coincide con el momento de la actividad hematopoyética de la
meédula dsea (Miler, 1983); antes de las 11 semanas, las CL provenientes del saco vitelino
o del higado parecen ser incapaces de sintetizar y expresar CD1 o Ia epidermis aun no
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presenta ciertas caracteristicas microambientales que induzcan algunos rasgos en la
diferenciacion de las CL. Alrededor de las 10 semanas de gestacion, las CL son mas
pequefias, menos dendriticas y mas heterogéneas en su fenotipo, en comparacion a las
fetales y las del adulto. A las 14 semanas de gestacion, las CL ya expresan CD1a, HLA-
DR y presentan GCL (Breathnach & Willie 1965; Breathnach, 1983; Monti, 1985), aunque
el nimero es de solo 100 CL/mm? (Foster et al., 1986).

Por lo anterior, se concluye que las CL de humanos se originan muy temprano en el
desarrollo y migran a la epidermis durante el primer trimestre; en el segundo trimestre son
menos numerosas por unidad de area pero son similares fenotipica y morfolégicamente a
las del adulto. Interesantemente, las ClL estarian presentes en la epidermis mucho antes
de que el sistema inmunolégico sea reactivo o funcional (Hayward. 1981).

Los fetos de ratén de 16 dias poseen CL ATPasa positivas que carecen de GCL, los
cuales aparecen hasta los 6 6 18 dias posnataimente (Reams & Tompkins, 1973; Weiss &
Zelickson, 1975). A los 18 dnas de gestacion, la epidermis del raton contlene alrededor de
280 CL ATPasa positivas/mm? pero sélo se identifica 1 CL la positiva/mm?Z?. La expresion
del antigeno la, junto con la adquisicion de las caracteristicas estructurales, es
considerada como un rasgeo de madurez de las CL (Romani et al.,, 1986), por lo que la
epidermis fetal y neonatal de los murinos, a diferencia de la de fetos humanos, parece
contener CL no totalmente diferenciadas. Sin embargo, es interesante mencionar que
cuando las CL ADPasa positivas/CD45 positivas/la negativas de la epidermis fetal de
ratones son cultivadas, rapidamente se hacen la positivas y, al mismo tiempo, adquieren
fa capacidad de estimutar células T alogénicas (Elbe et al.,, 1989)

En la rata, las CL llegan a la epidermis e incrementan significativamente su niumero entre
los dias 17 y 20 de gestacion. Las CL aparecen primero en |la epidermis de la cabeza y
después se distribuyen caudalmente a todo el cuerpo, a lo largo del eje anteroposterior;
simultaneamente, adquieren forma dendritica y son la positivas. A los 21 dias de
gestacién o pocos dias después del nacimiento las CL la positivas presentan GCL. La
capacidad proliferativa de las CL fetales de rata parece asegurar la expansion de la
poblacion en esa etapa, ya que el indice de marcaje con 5-bromo-2°'-decxiuridina es del
18% a los 17 dias, y luergo disminuye a 5-6% en el periodo posnatal (Hsiao et a/., 1989,
Mizoguchi et al/.,, 1992). Finalmente, en las ovejas, las CL se identifican hasta el dia 103
de gestacion (Hollis & Lyne, 1972).

DIST N N HAN
Las CL de humano y de roedores son, sin duda, las mas conocidas. De acuerdo a los
criterios ultraestructurales, histoquimicos, histoquimicos enzimaticos e

inmunocitoquimicos mencionados, todos los mamiferos estudiados contienen CL. Mas
aun, la presencia de CL ya no esta restringida a la epidermis. Ademas de ésta y sus
derivados, las CL se localizan en epitelios de diferentes mucosas como la bucat,
esofagica, conjuntival, corneal, vesical, traqueobronquial, vaginal y del cuello uterino (De
Fraissinette, 1989).

El nimero de CL muestra grandes variaciones regionales y aun dentro de una misma
region, entre diferentes sujetos, pueden identificarse diferencias significativas (Brown et
al., 1967, Lisi, 1973; Friedmann, 1981; Bermann et a/., 1983; Thomas et al., 1984; Horton
et al., 1984, Thiers et al.,, 1984; Chen et al., 1985; Ashworth et al., 1986; Bieber et a/.,
1988). Es recomendable saber que el rango numérico de las CL en el humano va de 460
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a 1000 células/mm? y que representan del 2 al 8% de la poblacion total de células
epidérmicas. Esto es importante y debe tomarse en cuenta cuando se quiere investigar la
variacion en el nimero de CL en circunstancias experimentales o en lesiones cutaneas; el
mejor control sera el nimero de CL del sitio sano adyacente a la lesion.

El nimero de CL también cambia con la edad. La piel lateral del antebrazo de personas
mayores de 64 anos tiene menos CL ATPsa positivas (670/mm?) que en individuos
menores de 25 afos (1014/mm?3); en estos grupos el numero de CL/mm? en la piel de
glateos es de 853 y 990, respectivamente (Thiers et al.,, 1984). Esto ha sido confirmado
para todas las regiones corporales, resaltandose que las zonas expuestas a la radiacion
solar son las que presentan menos CL (Scheibner et al., 1983), como la piel con dano
actinico solar, en ia que la reduccion del niumero de CL es de hasta un 50% en
comparacion a las misma regiones sanas (Delo et al., 1981; Gilchrest et a/., 1983).

Los roedores también muestran variaciones regionales en el numero de CL,
identificandose notorias diferentes interespecie e intraespecie. En 1os cobayos, el numero
promedio de CL ATPasa positivas es de 900/mm? sin haber variaciones regionales
significativas (Wolff & Winkelmann, 1967). Sin embargo, se han informado resultados
diferentes en especies de roedores, incluido el cobayo (ver la siguiente tabla)
(Bergstresser et al.,, 1980a, b y ¢). En la rata, la epidermis del cojinete plantar, de la cola y
de la oreja tiene menos CL que la del dorso (Chen & Silvers, 1983).

A diferencia de los humanos, en los ratones hay dimorfismo sexual en el niumero de CL; el
numero de CL en la epidermis de oreja y miembros posteriores es significativamente
menor en machos que en hembras y esta diferencia se pierde después de la orquiectomia

(Koyama et al.,, 1987).
DENSIDAD DE CL/mm? EN TRES ESPECIES DE ROEDORES

cobayo hamster sirio ratones C578L/6
Dorso 1460 1300 760
Oreja 900 620 470
Boca 950 130 (abazon) 690
Cojinete plantar 830 760 820
Cola - - 110
Cornea ausentes ausentes ausentes

Un hecho interesante es que dentro de una misma region hay variaciones numéricas de
CL, aparentemente relacionadas con el patron de la queratinizacion y con la presencia o
no del estrato granuloso. En la cola del raton, las CL son mas numerosas en las zonas
interescamosas ortoqueratinizadas, mientras que estan practicamente ausentes en las
escamas, que son paraqueratéticas (Figura 2g) (Schweizer & Marks, 1977; Schweizer
1980). La naturaleza de la interrelacion de CL y procesos de queratinizacion es un enigma
y practicamente no ha sido estudiada.

Con el empleo de algunas de las metodologias mencionadas anteriormente se ha
demostrado que las CL tienen una distribucion muy amplia en el organismo. Han sido
identificadas en todos los anexos cutaneos, en la circulacion sanguinea y linfatica, en la
zona paracortical de ganglios linfaticos, en la region corticomedular del timo y en la
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mayoria de las mucosas, sobre todo las que estan revestidas por epitelios planos
estratificados. La siguiente lista es una referencia de las principales localizaciones de las

CL:

Localizaciones de la CL:

1.

OoOoNOD ah wN

Vaina radicular externa del foliculo piloso y conductos de glandulas sebaceas

(Breathnach, 1963; Jimbow et al., 1969)
Conductos de glandulas apocrinas (Ito et a/., 1976).

i Dermis normal de feto y adulto (Zelickson, 1965; Hashimoto & Tarnowski, 1968; Wolff,

1972; Breathnach, 1977, 1978; Murphy et a/., 1983).
Capilares sanguineos dérmicos (Silberberg et al., 1974; Zelickson, 1979).
Vasos linfaticos en piel normal y con dermatitis por contacto (Silberberg et a/,, 1975 y

1976, Breathnach, 1977 y 1978).
Sangre periférica normal (Dezutter-Dambuyant et a/., 1984; Wood et a/., 1984).

: Sangre periférica de pacientes quemados (Wood et a/., 1984; Gothelf et a/., 1988).
. Sangre del cordon umbilical (Gothelf et a/., 1986).

Timo (Hoshino et al/.,, 1970; Warchol et a/.,, 1984).

16. Linfonodos (Kondo, 1969; Jimbow et a/.,, 1959; Vermon et al.,, 1973; Silberberg et al/.,

1976, Raush et al., 1977; Kobayashi & Hashimoto, 1977).

11. Epitelios planos estratificados:

Lengua, mejillas y encias (Waterhouse & Squier, 1967; Hutchens, 1971; Al Yassin &
Toner, 1976).

Esdéfago (Al Yassin & Toner, 1976; Hopwood et al., 1978).

Nasofaringe (Jahnke, 1974).

Tonsilas (Mootz et al.,, 1971).

Vagina y cuello uterino (Younes et al., 1968; Hackemann et al., 1968;

Figueroa & Caorsi, 1980).

Conjuntiva (Bock & Hanak, 1971).

Limbo corneal (Vantrappen et al., 1985).

12. Urotelio vesical (Lellouch-Tubiana et a/.,, 1986).
13. Epitelio traqueobronquial (Richard et a/.,, 1987).
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Figura 1. Paul Langerhans (18688) describid las células dendriticas aureofilicas en la piel humana, hoy
llamadas células de Langerhans (CL), como cuerpos negros, distintos a las células epiteliales, cuyas
prolongaciones alcanzan el estrato comeo y se extienden hasta la dermis (a). Las CL tienen una posicion
basal y suprabasal dentro de la epidermmis (b); por su rnorfologia se postuld que eran elementos del
sistema nervioso o melanocitos inactivos y en proceso de descamacion. Estas ideas permanecieron
durante 100 afios, hasta que se defnostro que las CL no tienen ninguna relacion ontogénica con
melanocitos o con células nerviosas. Por el contrario, las CL poseen caracteristicas ultraestructurales
propias, como es el nicleo indentado, un citoplasma claro por la ausencia de tonofilamentos y
melanosomas, cuya membrana no establece uniones tipo desmosoma con los queratinocitos vecinos (c,
d). Sin embargo, el rasgo distintivo en la identidad de las CL es el granulo de las CL o granulo de Birbeck
(c. recuadro), organeio endosomal involucrado en la captaciéon y procesamiento de antigenos. La aposicion
de CL y linfocitos intraepidémmicos (d) en piel normal y, sobre todo, en reacciones de hipersensibilidad por
contacto, cambi6 el concepto de las CL. La presencia de estas células dentro de vasos linfaticos (células
veladas) y su arribo a las regiones paracorticales T dependientes de los ganglios linfaticos (células
interdigitantes), sugirio que las CL captan antigenos en la piel, los procesan durante su migracion y los
presentan a los linfocitos T, induciendo respuestas inmunoldgicas primarias.

(Figuras tomadas de “Epidermal Langerhans cells”, Ed. G. Schuler, CRC Press. 1991)
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Figura 2. Caracteristicas morfolégicas e inmunofenotipicas fundamentales de las células
de Langerhans (CL) de los mamiferos. Las CL presentan un organelo en forma de bastén
o de raqueta de tenis llamado granulo de las CL (o de Birbeck) (a, d y e, recuadro y figura
3). Los marcadores histoquimicos mas confiables para identificar a las CL en laminas
epidérmicas son la demostracion de la actividad de ATPasa (b) y de esterasa inespecifica
(c). En algunas regiones como la cérnea (f) y la cola de roedores (g), las CL presentan
una distribucién peculiar que se ha asociado a las propiedades inmunolégicas particulares
de estas regiones corporales. Desde el punto de vista inmunofenotipico, las CL expresan
moléculas clase Il de Complejo Principal de Histocompatibilidad (moléculas la) (h) y
receptores para el Fc de la IgG, receptores para C3b pero no para el Fc de la Ig M, de
acuerdo al ensayo de formacién de rosetas (i)-
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Figura 3. El esquema superior representa los eventos en la formacién del granulo de las
CL de acuerdo a la teoria endocitica. Formacion del GCL (1) e internalizacion del GCL (2);
vesiculacion parcial (3) y total del GCL (4); fusiéon del GCL con otras estructuras del
sistema endosomal (5, v, t). {Tomada de Bartosik, 1992). En la micrografia electrénica
inferior se observa en el centro un GCL con la tipica imagen de raqueta de tenis, de 450

nm de longitud.
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FUNCION DE LAS CELULAS DE LANGERHANS

La demostracion ultraestructural de la aposicion de CL y linfocitos intraepidérmicos en
dermatitis por contacto (Figura 1d) y la similitudes histoquimicas e inmunofenotipicas de
las CL con las células del sistema fagocitico-mononuclear fueron el punto de partida para
investigar si, ademas, compartian propiedades funcionales. Ahora esta perfectamente
establecido que las CL son muy importantes en las fases inductivas de las respuestas
inmunoldgicas originadas en ta piel. Numerosas evidencias obtenidas de estudios in vitro
e jin vivo en humanos y en animales fundamentan el concepto de que las CL son potentes
estimuladores de la activacion de ceélulas T. La mayoria de los estudios in vitro han
empleado cocultivos de linfocitos T purificados y suspensiones de células epidérmicas
totales o enriquecidas de CL. Las principales conclusiones de estos trabajos son: 1) las
CL son células presentadoras de antigenos (CPAg) en respuestas antigeno especificas
de células T; 2) las CL son estimuladores en la reacciones leucociticas mixtas alogénicas
y autdlogas; 3) las CL son células accesorias en respuestas de células T inducidas por
lectinas y 4) son ceélulas accesorias en la generacién de linfocitos T citotoxicos
alorreactivos y hapteno-especificos. Los hallazgos que fundamentan estas conclusiones
son que las CL son mas eficiente que los monocitos/macrofagos en estas funciones
estimuladoras, las cuales son abolidas cuando las suspensiones de células epidérmicas
son depletadas de CL y, finalmente, a que las respuestas de células T se incrementan en
paralelo al incremento del porcentaje de CL presentes en los enriquecidos de células
epidérmicas. A continucion se mencionan los principales trabajos que fundamentan lo
antes mencionado.

Funciones in vitro. La primera evidencia de la capacidad de las CL para funcionar como
CPAg surgido de la observacion de que los linfocitos T de cobayos sensibilizados
previamente con albumina de huevo, mostraban una respuesta proliferativa muy intensa
cuando se coincubaban con suspensiones de células epidérmicas (obtenidas de animales
singénicos o alogénicos no sensibilizados) y enriquecidas con CL pulsadas con albamina
de huevo. Esta proliferacion, observada a los 3 dias de cultivo, estaba practicamente
abolida cuando se utilizaban suspensiones depletadas de CL o que habian sido
pretratadas con anticuerpos anti-la y complemento (Stingl et al.,, 1978). Con algunas
variaciones, sobre todo en la manera de depletar CL y usando otros antigenos, se han
obtenido resultados similares en humanos (Braathen & Thorsby, 1980; Braathen et al/.,
1980; Braathen & Kaaman, 1983; Bjercke et al/., 1984; Bagot et al., 1985) y en ratéon
(Stingl et al,, 1981, Gurish et al., 1983; Aberer et al/.,, 1986). El empleo de suspensiones
epidérmicas en estos trabajos planteaba la posibilidad de que los queratinocitos
participaran en la presentacion de antigenos. Esta cuestion fue parcialmente resuelta al
utilizarse suspensiones celulares en las que las CL la positivas constituian mas del 95% y
demostrarse que la funcion de presentacion de antigenos recaia en las CL (Inaba et a/.,
1986).

También se demostro que una suspension de células epidérmicas enriquecida con CL
haptenizadas con trinitrofenil (TNP) provocaba una respuesta proliferativa intensa en
linfocitos T singénicos reactivos a TNP (Stingl et al.,, 1978). Posteriormente, se observo
que con tan sélo 6000 CL la positivas, “haptenizadas”in vitro con TNP e inoculadas por
via intravenosa, se inducia un estado sistémico de hipersensibilidad de contacto
manifestado intensamente al desafiar con el mismo hapteno (TNP) la oreja de animales
singénicos (Sullivan et al.,, 1985). Igualmente relevante fue la demostracion de que este
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efecto no se obtenia al utilizar queratinocitos puros haptenizados. En este contexto estan
los hallazgos en pacientes alérgicos al niquel, cuyos linfocitos son estimulados
intensamente por ClL “haptenizadas” con sulfato de niquel (Braathen, 1980; Braathen &
Torsby, 1983; Rasanen, 1986; Res et a/.,, 1987; Kapsenberg et al., 1987).

Los estudios funcionales in vitro pusieron de manifiesto, ademas, que las CL modifican
importantemente sus caracteristicas histoquimicas, ultraestructurales, inmunofenotipicas y
funcionales, en relaciéon directa con el tiempo de cultivo. Las CL recién aisladas de la
epidermis son muy débiles estimuladoras de la reaccion leucocitica mixta primaria y de la
respuesta humoral, mientras que las CL obtenidas después de 72 h de cultivo y
estimuladas con las citoquinas derivadas de los queratinocitos, se parecen a las ceélulas
dendriticas esplénicas en su capacidad para evocar respuestas primarias de células Ty B
(lnaba et al.,, 1986). Esto confirmaba la hipotesis de que las CL recién aisladas de la
epidermis representaban células dendriticas inmaduras (Schuler & Steinman 1985), las
cuales, luego de periodos cortos de cultivo, pierden o disminuyen, entre otras
caracteristicas, el niumero de GCL, la actividad de ATPasa y de esterasa no especifica y
la expresion de los receptores para el Fc de la IgG; por el contrario, incrementan la
expresion de moléculas clase | y Il (Witmer-Pack et al.,, 1988; Shimada et al., 1987) y de
receptores para IL-2 (Steiner et al., 1986). Posteriormente, se demostré que estos
cambios son mediados en gran parte por ciertas citoquinas como el GM-CSF e IL-1
(Witmer-Pack 1987; Heufler et al., 1988).

Funciones in vivo. La primera funcion explorada in vivo de las CL fue la hipersensibilidad
por contacto (HC). La afinidad especial de las CL por diferentes alergenos (Shelley &
Juhlin, 1978) y la estrecha aposicion entre CL y linfocitos observada ultraestructuraimente
en la piel con HC, sugiridé que aquéllas podrian jugar un papel importante en la fase
inductiva de la HC (Silberberg, 1973). Posteriormente, se demostré que la aplicacion
epicutanea del hapteno dinitrofluorobenceno (DNFB) en sitios naturalmente deficientes de
CL, como la cola del raton y la “boisa” bucal del hamster, o artificialmente depletados de
CL, como la piel irradiada con UV, no inducia HC sino un estado especifico de no
respuesta inmunologica o de tolerancia (Toews et a/., 1980; Eimets et al., 1983).

Los injertos de piel de ratéon tratada previamente con DNFB, sensibilizan a receptores
singénicos pero no a los alogénicos, indicando que los requerimientos inmunoldgicos
asociados a la presentacion de un Ag y a la induccion de HC, se cumplen dentro de la piel
misma (Streilein et a/.,, 1984). La administracion subcutanea de macréfagos haptenizados,
induce un estado de sensibilizacion en el receptor mientras que se provoca una no
respuesta especifica cuando se aplican por via intravenosa (Ptak et a/., 1980). Cuando
esto Ultimo se realiza conjuntamente con suspensiones celulares enriquecidas con CL
haptenizadas, Nno solo se induce sensibilizacion sino que se revierte o se elimina el efecto
tolerizador de los macrofagos haptenizados aplicados por via intravenosa (Ptak et al.,
1980, Sullivan et al., 1986). Uno de los posibles mecanismos de lo anterior es la
generacion de células T hapteno-especificas capaces de mediar directamente la fase
efectora de la HC (Hauser, 1990).

A partir de estudios morfolagicos se sugirio que después de la aplicacion epicutanea de
un hapteno, las CL salian de la piel para migrar a los ganglios linfaticos regionales
(Silberberg-Sinakin et al.,, 1976, Silberberg-Sinakin e/ a/., 1978). La evidencia directa de
que estas CL migratorias fueran funcionales aparecid poco a poco. La aplicacion
isotiocianato de fluoresceina (FITC) en la piel de ratones no sélo produce reacciones de
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hipersensibilidad similares a las observadas con DNFB, sino que va seguida de la
aparicion de ceélulas con el fluorocromo en los ganglios linfaticos regionales. Dichas
células, 18 a 24 h después de aplicado el FITC, son capaces de inducir HC cuando se
inyectan en el cojinete plantar de ratones singénicos normales (Thomas et a/., 1980). Por
otro lado, el cultivo de linfocitos singénicos normales con células FITC positivas aisladas
de ganglios linfaticos, origina una fuerte respuesta proliferante de linfocitos T citotoxicos
hapteno-especificos (Macatonia et a/.,, 1986). Las células responsables de estos efectos
se caracterizan por ser radiorresistentes (Thomas et al/., 1980; Okamoto & Kripke, 1987),
la positivas (Okamoto & Kripke, 1987), de morfologia dendritica (Macatonia et al., 1986) y
algunas poseen el GCL (Macatonia et al.,, 1987). En otros estudios se ha enfatizado, con
evidencias mas directas, que las células la positivas/FITC positivas de los ganglios
linfaticos se originan en la piel y migran después de la aplicacion de un hapteno. En los
trasplantes de piel de ratones C3H a ratones BALB/c desnudos y tratados con FITC a
traveés del injerto, se ha observado que las células la positivas/FITC positivas aisladas de
los ganglios linfaticos, algunas con GCL, son capaces de inducir HC cuando se transfieren
a ratones C3H. Estos resuitados permitieron elucubrar que las CL y las CD de los
ganglios linfaticos son diferentes formas o momentos del mismo tipo celular, cuyo fenotipo
y caracteristicas ultraestructurales dependen del microambiente que las rodea. Un hecho
esencial surgido de los experimentos anteriores fue la observacion de la capacidad
migratoria de !as CL, monitoreada directamente en laminas epidérmicas obtenidas de
aloinjertos, isoinjertos y explantes, en las que se observo que las CL incrementaban su
tamafno y la expresion de moléculas clase | mientras que su numero disminuia a 1/3 del
normal a las 24 h de realizado cualquiera de los tres procedimientos mencionados. A ese
mismo tiempo, el mayor niumero de CL se ubicaba a nivel de la uniéon dermoepidérmica; 3
dias después de iniciados los experimentos, estas células parecen formar cordones
asociados a los vasos linfaticos dérmicos, antes de abandonar la piel. Otro hallazgo
interesante del mismo trabajo fue el incremento espontaneo de células migratorias la
positivas en el medio de cultivo, mismas que presentaban un fenotipo heterogéneo y una
capacidad inmunoestimuladora superior a la de CD esplénicas, sobre todo a los 3 a 5 dias
de cuitivo (Larsen et al., 1990).

En piel humana mantenida en cuitivo de drganos se han obtenido resultados similares a
los anteriores (Lenz et al.,, 1993; Pope et al., 1995; Rambukkana et al., 1995; Richters et
al., 1995; Lukas et al.,, 1996). Esto ha permitido postular que la maduracion funcional de
las CL comienza en la epidermis y continua durante su migracion, o en el cuitivo, y que no
necesitan ser totaimente maduras en fenotipo y funcion antes de abandonar la piel. Lo
anterior fundamentaba, con evidencia menos circunstancial, la idea de que las CL tienen
capacidad de migrar desde |la epidermis a los vasos linfaticos dérmicos y de aqui a los
ganglios linfaticos regionales, tanto en condiciones normales como en HC.

Un desafio a lo mencionado anteriormente es la demostracion de que las CL dérmicas
observadas en reacciones de hipersensibilidad retardada se originan, en numero
considerable, de células circulantes en la sangre (Kaplan et a/.,, 1987). Hasta ahora, el
recambio exacto de CL en condiciones normales, experimentales o patoldgicas, casi no
se ha estudiado, por lo que su conocimiento podria definir aun mas el papel de éstas y
otras células en las fases de la HC.

Las diferencias fenotipicas y funcionales entre las CL in situ, las recién aisladas y las
cultivadas han generado un concepto muy atractivo a partir de los resultados funcionales
mencionados. Se sabe muy bien que las propiedades funcionales de las CL estan
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determinadas por diferentes estados de diferenciacion, maduracion y activacion. Asi, las
CL intraepidérmicas, al igual qQue otras CD de los organos no linfoides, poseen una
potencia limitada para estimular linfocitos T en reposo virgenes (naive), pero son
altamente eficientes en la captacion de Ag (Romani et al., 1989). Aunque los mecanismos
implicados no se conocen del todo, las CL son capaces de captar grandes particulas,
desde esferas de latex (Wolff & Honrad, 1972) hasta amastigotes de Leishmania major
(Blank et a/.,, 1993). Las CL cultivadas, o después de ciertos estimulos microambientales,
pasan por un proceso conocido como activacion o maduracion de las CL (Schuler &
Steinman, 1985). Como consecuencia de ello, las CL pierden la capacidad de captar Ag
pero adquieren |a capacidad de procesarilos y presentarlos y, con ello, estimular a los
linfocitos T en reposo virgenes, para el desemperio de funciones cooperadoras y de
citotoxicidad. Los Ag que son presentados por las CL para la induccion de respuestas
inmunoldgicas primarias incluyen a los aloantigenos (Aberer et a/.,, 1982; Inaba et al.,
1986), a haptenos y Ag proteicos solubles (Hauser & Katz, 1988; Hauser, 1990), a Ag
tumorales (Grabbe et al.,, 1991; Celluzi & Falo, 1977) y microorganismos (Moll et al., 1993;
Konecny et al., 1999). La funcion inmunoestimuladora de las CL ha sido estudiada
ampliamente hasta el presente y se conoce mucho de los factores moleculares
(citoquinas, factores de crecimiento, hormonas y peptidos) involucrados en la activacion y
maduracion de estas CD inmaduras de la epidermis. Sin embargo, poco se conoce de las
moléculas que mantienen a las CL en su estado inmaduro o que inhiben su migracion y
con ello, por lo tanto, evitan la expresion funcional de estas células.

Las CL humanas pueden madurar por la accion de LPS, TNFa o IL-18, pero la accion de
TGF-B1, secretado constitutivamente por los queratinocitos y las mismas CL inmaduras,
previene esta maduracion (Geissman et al., 1999). Asimismo, los queratinocitos normales
producen pequenas cantidades de IL-10, misma que se incrementa después de varias
dosis bajas de radiacion UVB y que podria mediar la abolicion de la respuesta a la
aplicaciéon de haptenoces por contacto e inducir tolerancia (Niizeki & Streiling, 1997). En
este sentido, IL-10 podria también participar en el mecanismo de evasion inmunologica
observado en algunos melanomas (Enk et al.,, 1997). En los humanos, la migracion de CL
in vitro es inhibida por IL-4 a través de la hiporregulacion de la expresion del receptor Il de
TNF (Takayama et al.,, 1999).

La funcion presentadora de Ag de las CL cultivadas es inhibida por el peptido relacionado
al gen de calcitonina (CGRP) liberado por fibras nerviosas que estan en estrecha
aposicion a las CL (Hosoi et al.,, 1993). Estos y otros factores pueden ser relevantes en la
induccidn de anergia o tolerancia para la prevencién o tratamiento de enfermedades
autoinmunes o del rechazo de transplantes, en donde estarian involucradas las CL.

ORIGEN Y DIFERENCIACION DE LAS CELULAS DE LANGERHANS

Un concepto ampliamente aceptado y fundamentado es el que las CL son leucocitos
CDA4S positivos que expresan marcadores caracteristicos del linaje mieloide como CD13 y
CD33 y que, por o tanto, sus precursores se originan en la médula dsea (MO). EIl
conocimiento actual que se tiene del origen y diferenciacion de las CL es el resuitado de
numerosos estudios in vitro realizados en los ultimos 10 anos. La determinacion de que
las CL pertenecen a la familia de las CD y que son inmaduras en comparacion a las CD
de los drganos linfoides (Schuler & Steinman, 1985) promovid que las CL y sus
precursores fueran estudiados intensamente dentro del contexto de las CD. Asi, la
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generacion de CD/CL a partir de la MO o de sangre periférica en murinos (Inaba et a/.,
1992a; 1992b) y a partir de sangre obtenida de cordon umbilical humano (Caux et al.,
1992) es el comienzo de la conformacion de una red ontogénica muy compleja de las
CL/CD (revisado por Ardavin et al., 2001)

Las CD mieloides pueden ser generadas in vitro a partir de progenitores CD34 positivos
obtenidos de MO o de sangre de cordon umbilical, en presencia de GM-CSF y TNF-a
(Santiago-Schwartz et al., 1992; Caux et al.,, 1992). Esta diferenciacion de CD sigue dos
vias independientes y mutuamente excluyentes de acuerdo a la expresion de CD1a y de
CD14 (Caux et al, 1996). La estimulacidon continua de los intermediarios CD1a
positivos/CD14 negativos origina CD parecidas a CL, de acuerdo a los marcadores
fenotipicos y funcionales que expresan como GCL, E-cadherina y antigeno Lag, siendo
esta via independiente de TGF-3; en las mismas condiciones de cultivo, los intermediarios
CD14 positivos/CD1a negativos originan macrofagos o CD con morfologia, fenotipo y
funcion diferentes a las CL.

La diferenciacion de CL también puede lograrse a partir de una fraccion celular CD11b
negativa obtenida de los intermediarios CD14 positivos/CD1a negativos, en una via
dependiente de TGF-31 (Jaksits et a/.,, 1999). De la misma manera, las CL pueden se
diferenciadas a partir de monocitos (Geissmann et al/, 1998) o de CD CDta
positivas/CD11c¢ positivas (Ito et a/.,, 1999) incubados en una mezcla de GM-CSF, IL4 y
TGF-1 y, subsecuentemente, incubando en TNF-a e IL-1 para logran la maduracion de
las CL. Se ha sugerido que |la via de diferenciacion de CL independiente de TGF-1, tanto
en ratones como en humanos, puede reflejar un defecto en el proceso de diferenciacion o
maduracion de CL o en la expresion de marcadores, no relacionado a la contraparte
fisiologica in vivo de las CL (Ardavin et al., 2001).

La importancia de TGF-1, por encima de GM-CSF, TNF-a e IL-4, en la diferenciacion
mas completa y funcional de las CL (incluido el “homing” a la piel) esta claramente
demostrada por la observacién de que los ratones TGF-B71 carecen de CL, hecho que no
se debe a un defecto a nivel del progenitor (Borkowski et a/., 1996; 1997). Recientemente,
se ha demostrado que también el Ligando FLT3 podria ser relevante en promover una
diferenciacion mas fisiologica de las CD de humanos y ratones, tanto in vitro como in vivo
(Maraskovsky et al., 1996; 2000; Brasel et al.,, 2000; Curti et al., 2001), aunque esta en
duda si induce una diferenciacidon preferencial hacia CL (Maurer & Stingl, 1999).

Otro marcador fundamental que delinea los precursores de las CL de humanos, a partir de
las células progenitoras CD34 positivas de sangre periférica, es la molécula CLA (skin-
homing receptor cutaneous lymphocyte-associated antigen) ya que solamente los
progenitores circulantes CD34 positivos/CLA positivos expandidos in vitro se diferencian a
CL con GCL (Strunk et al., 1996; 1997).

La complejidad en la ontogenia de las CD se ha incrementado recientemente con la
identificacion in vitro de una poblacion de CD de origen linfoide que expresa la molécula
de superficie CD8a (Saunders et a/ .1996). En condiciones normales, aun no se ha
demostrado la presencia de estas células en la piel de humanos y de ratones. En este
sentido, es interesante que los ratones l|karos, los cuales carecen de todas las
poblaciones derivadas del linaje linfoide, tengan un namero normal de CL epidérmicas,
enfatizando el origen mieloide de estas células. (Georgopoulos et al., 1994; Wu et al.,
1997) Por otro lado, la alteracion de los genes que codifican para el factor de transcripcion
relB produce ratones con una ausencia casi completa de CD en drganos linfoides pero
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con un niumero normal de CL en la epidermis (Burkly et a/.,, 1995). Por todo lo anterior,
esta claro que las CL tienen un origen mieloide; sin embargo, falta mucho por conocerse
de la influencia de los factores microambientales locales presentes en la circulacion o en
ta piel que promueven la diferenciacion final y fisiolégica de las CL.

MIGRACION ¥ MADURACION DE LAS CELULAS DE LANGERHANS

La propiedad migratoria de las CL es un componente esencial de su funcion. Durante la
migracion, las CL se transforman de una ceélulas “inmadura” que capta y procesa Ag a una
células madura que los presenta (Schuler & Steinman, 1985). Algunos estimulos como IL-
1, GM-CSF, TNF-a (Heufler et al.,, 1988) y LPS (revisado en Banchereau & Steinman,
1998) promueven la maduracion de las CL. Este cambio fundamental en las CL se
caracteriza por la hiperregulacion de moléculas clase | y I, de moléculas de adhesion
como ICAM-1, de moléculas coestimulatorias como CD24, CD40, CD50/ICAM-3
CD54/iICAM-1, CDS8/LFA-3, CD80/B7-1 y CD86/B7-2 (Maurer & Stingl, 2001); asimismo,
se induce la sintesis de IL1-3, IL-6 (Schreiber et al., 1992), IL.-12 (Kang et al.,, 1996), IL-15
(Blauvelt et a/.,1996) e IL-18 (Stoll et a/.,1998). También se incrementa la expresion de
algunos receptores de citocinas y factores quimiotacticos, como los receptores a (CD116)
y B (CD131) de GM-CSF, el receptor 1l de IL-1 (CD121b), los receptores a (CD25)y B
(CD122) de IL-2 y CCR7 (Maurer & Stingl, 2001). Concomitantemente, las CL maduras
disminuyen la expresion de los receptores para Fc de IgG (receptor 11/CD32), la actividad
de ATPasa y esterasa, y disminuye el niumero de GCL y la expresion de Langerina
asociada a estos organelos. La consecuencia de lo antes mencionado es que las CL
adquieren la capacidad de estimular linfocitos virgenes en reposo para que manifiesten
actividad cooperadora y/o citotoxica. Como ya se menciond, los Ag que pueden ser
presentados por las CL e inducir respuestas inmunoldgicas primarias incluyen a
aloantigenos (Aberer et al.,, 1982; Inaba et al., 1986), Ag proteicos solubles y haptenos
(Hauser & Katz 1988; Hauser 1990), Ag tumorales (Grabbe et al, 1991) y
microorganismos (Konecny et al., 1999).

Un asunto que empieza a ser conocido es el de los mecanismos intrinsecos que reguian
la entrada de los precursores de las CL a la piel, su estancia y emigracion epidérmica y el
movimiento posterior hacia los ganglios linfaticos. Los progenitores o precursores de CL y
las CL se enfrentan a diferentes microambientes durante su migracion. Lo anterior inicia
con un Mmovimiento transendotelial desde los vasos sanguineos hacia el tejido conectivo
de la dermis y de aqui hacia la epidermis, atravesando la lamina basal. Dentro de la
epidermis, las CL deben mantenerse en movimiento y guardar su posicion basal y
suprabasal, “caminando contra la corriente” de queratinocitos, que se desplazan desde los
estratos basales hacia los estratos superficiales para descamarse. Si hay un estimulo
antigénico o no, las CL salen de la epidermis y se enfrentan a los mismos caminos de
matriz extracelular como son la amina basal y la dermis papilar, antes de interactuar con
los capilares linfaticos, entrar en ellos y, a través del flujo linfatico, llegar a los gangilios o
linfonodos regionales, ubicandose en la zona T dependiente paracortical, sitio en el que
presentaran tos Ag a los linfocitos T.

A continuacion revisaremos brevemente las evidencias de la regulacion molecular del
patron migratorio de las CL.
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Arribo a la piel. Este es uno de los aspectos qQque menos se conocen de la movilidad de
las CL. Los precursores de las CL parecen ser reclutados desde la sangre y guiados hacia
la epidermis por la quimocina MIP-3a/CCL20, que es producida constitutivamente por los
queratinocitos y por el endotelio vascular de |a piel. Los precursores CD34 positivos-CD1a
positivos de las CL expresan el unico receptor conocido para MIP-3a/CCL20, el CCR7
(Dieu et al., 1998; Charbonnier et al/., 1999; Dieu-Nosjean et a/., 2000). Por otro lado, la
ausencia de CL en la epidermis de ratones knockout para TGF-B1, pero no de sus
precursores circulantes, manifiesta la importancia de dicha molécula en la entrada de las
CL a la epidermis (Borkowski et al., 1996, 1997).

“Homing” y permanencia en la epidermis. Las CL expresan altos niveles de E-
cadherina, molécula de adhesidon que media la unidn selectiva entre queratinocitos y CL in
vitro (Tang et al., 1993; Blauvelt et a/., 1995). Hasta un 40% de las CL activadas in situ por
alergenos o por citoquinas proinflamatorias, disminuyen ia expresion de E-cadherina, lo
que podria interpretarse como un hecho preparatorio para la migracion de las CL. Las dos
citoquinas proinflamatorias mas relevantes en la induccion de la emigracion de las CL, IL-
18 y el TNF-a (Cumberbatch et al.,, 1997), parecen actuar, por lo menos en parte, a través
de la reduccion de la expresion de E-cadherina (a nivel de RNAmM y de la molécula de
adhesion en membrana), y con ello, atenuan la unidon entre CL y queratinocitos (Jacob &
Udey, 1998). E-Cadherina también se reduce en las CL después de la aplicacion de
haptenoes por contacto (Schwarzenberger & Udey, 1996), lo cuales son potentes
inductores de la neosintesis de IL-13 y TNFa y otros mediadores proinflamatorios (Enk &
Katz 1992; Enk et al.,, 1993; Rambukkana et al., 1996).

Emigracion de la epidermis. Debido a la accion de los estimulos arriba mencionados,
las CL empiezan a moverse activamente para enfrentar y atravesar la membrana basal y
la dermis. La lamina densa de |la membrana basal esta formada principalmente de
colagena tipo IV, que es un sustrato especifico para las metaloproteinasas de la matriz
extracelular (MMP), como MMP-9 y MMP-2 (Shapiro, 1998). Las CL tienen la capacidad
de atravesar membranas basales reconstruidas artificiaimente (Kobayashi et al., 1994) y
todo sugiere que lo hacen a través de la accion de MMP (Uchi et al.,, 1998; Kobayashi et
al., 1999; Ratzinger et al.,, 2000), particularmente MMP-9, ya que la inyeccion de Ac anti-
MMP-9, antes de la aplicacion de haptenoes por contacto, bloquea la emigracion de las
CL desde la epidermis (Kobayashi et al/.,1999; Lebre et a/., 1999; Ratzinger et a/., 2000).
Interesantemente, la MMP-9 es activada por TNF-a e IL-1B (Zhang et al/., 1998), que,
como ya se menciono, promueven la emigracion de CL probablemente al hiporregular la
expresion de E-cadherina.

Movimiento a través de la dermis. Es muy probable que las MMP y el sistema
multienzimatico activador del plasmindgeno (Chapman 1997; Ferrero et al., 2000)
participen en la migracion de CL a través del tejido conectivo dérmico. Sin embargo, son
las integrinas la que han recibido mayor atencion al respecto. Las integrinas B2 son
moléculas de adhesion heterodiméricas que median las interacciones ceélula-matriz y
célula-célula. La matriz extracelular y la lamina basal contienen colagenas, fibronectina y
laminina, que unen selectivamente a las combinaciones de integrinas a y 8 (Hynes, 1992).
Varias integrinas B+ (VLA-1 a VLA-6) se han identificado en las CL (Le Varlet et a/., 1991;
Aiba et al.,, 1993). La integrina asB4 parece jugar un papel en la emigracion de las CL
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epidérmicas de murinos ya que |os Ac antiaé que bloquean la union de esta integrina con
la laminina, inhiben la migracién espontanea de CL en explantes de piel in vivo, inducida
por TNF-a y haptenoes por contacto (Price et al.,, 1997). Adicionalmente, 1a integrina asPBa4
parece ser importante en la transmigracion de las CL a través de lamina basal.

Las CL en migracion expresan varias isoformas de la molécula CD44, que es un receptor
para el acido hialurénico, componente fundamental de la matriz extracelular. Algunos Ac
anti-CD44 inhiben la migracion espontanea de CL en explantes de piel y en la fase de
induccion de la HC. Algunas isoformas de CD44 estan implicadas en la localizacidn de las
CL maduras en las regiones paracorticales de los ganglios linfaticos (Osada et al., 1995;
Weiss et al/.,, 1997; 1998).

Entrada a los vasos linfaticos y busqueda de la paracorteza.

Una de las primeras evidencias de las propiedades migratorias de las CL es ta
identificacion de estas ceélulas dentro de los vasos linfaticos aferentes, después de la
aplicacidon de haptenoes por contacto (Silberberg et a/., 1976). Hoy se sabe que estimulos
diferentes son capaces de inducir la migracion y maduracion de las CL, entre eilos:
activacion de factores del compiemento (Morelli et a/.,, 1996), lipopolisacarico (Roake et
al., 1995), haptenos fluorescentes (Macatonia et al., 1987), radiacion con luz ultravioleta B
(Moodycliffe et al., 1992), trasplantes de piel alogénica y explantes de piel (Austyn &
Larsen 1990; Larsen et al., 1990) e inmunizacion geneética (Condon et al., 1996, Progador
et al., 1998).

Muy poco se sabe de las moléculas involucradas en la “intravasacion” de las CL a los
vasos linfaticos. Es importante recordar que los capilares linfaticos presentan una pared
muy delgada, cuyas células endoteliales tienen una lamina basal discontinua y entre elias
existen grandes espacios. Lo anterior podria facilitar la entrada de las CL a la circulacion
linfatica. Sin embargo, hay evidencia de que esto podria estar regulado por quimocinas.
En los ratones, las células endoteliales de los vasos linfaticos expresan la quimocina
SLC/6Ccina/CCL21 (Gunn et al., 1998; Saeki et al.,, 1999), cuya administracion exagena
incrementa el niumero de CD que emigran de explantes de piel de raton (Kellermann et al.,
1999), mientras que su bloqueo deteriora la emigracion de CD maduras de la dermis in
vivo (Saeki et al.,, 1999). Una primera consecuencia de la maduracion de las CL es la
pérdida de funciones como la captacion de Ag, lo cual ocurre asociado a la
hiporregulacion de receptores endociticos y a un rearreglo del citoesqueleto. Otro cambio
que ocurre es que la respuesta a la mayoria de las quimocinas también se pierde
rapidamente, probablemente por desensibilizacion secundaria a l|a saturacion de
receptores debido a la produccion endégena del ligando por las CD activadas (Sallusto et
al.,, 1998; 1999) o por hiporregulacion del receptor a nivel de RNAm (Dieu et al/., 1998;
Sallusto et a/.,, 1998; Sozzani et al., 1998).

Las CD maduras (Dieu et al.,, 1998) y tas CL mismas (Yanagihara et a/., 1998; Saeki et a/.,
1999) expresan el receptor para quimocinas -7 (CCRY7) cuyos ligandos exclusivos son las
quimocinas MIP-38, también llamada EL.C (Epstein-Barr virus-induce molecule 1 ligand
chemokine) y SLC (Secondary Lymphoid tissue Chemokine). Estas quimocinas se
conocen como CCL19 (ELC/MIP-3B/Exodus-3) y CCL21 (SLC/6Ccina/Exodus-2) de
acuerdo a una reciente nomenclatura (Ziotnik & Yoshine, 2000). Ambas ejercen una
accion de quimioatraccion muy poderosa para CD y CL (Yanagihara et a/.,, 1998; Chan et
al., 1999; Kellermann et al, 1999, Saeki et al, 1999; Stoitzner et al, 2001).
Interesantemente, todas las CD maduras humanas, sin importar su origen pero que
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expresen CCRY7, responden de la misma manera a CCL19 y CCL21 (Dieu et al., 1998).

Busqueda de la regién paracortical. Papel de CCR7. En los drganos linfoides
secundarios de ratones y del hombre, CCL21 se expresa en las vénulas poscapilares de
endotelio alto (Gunn et al/., 1998; Dieu-Nosjean et al., 1999), mientras que CCL19 es
expresada constitutivamente por las células estromales de las regiones T-dependientes
de los organos linfoides secundarios, como es la paracorteza ganglionar (Dieu et al.,
1998; Ngo et al., 1998). Estas observaciones sugieren que las CL maduras que expresan
CCRY7, emigran a través de los vasos linfaticos aferentes CCL21 positivos y son “jaladas”
o conducidas hacia las zonas T-dependientes de los ganglios linfaticos, una vez que
llegan al seno marginal o subcapsular, en respuesta a |la expresion y produccion de
CCL19 y CCL21 por las células estromales de esta region ganglionar.

La relevancia de estas quimocinas y de CCR7 en el reclutamiento de CL/CD esta
manifestada también en los ratones naturalmente deficientes de CCL21 (Gunn et al.,
1999) y en ratones que no expresan CCR7 (Forster et a/.,, 1999). Estos animales tienen
organos linfoides histologicamente desorganizados por la ausencia o disminucion notable
de células T y CD.

Seguramente otras quimocinas estan involucradas, como lo sugiere la acumulacion de CD
maduras alrededor de los linfaticos dérmicos de ratones deficientes del receptor CCR2
(Sato et al.,, 2000), el cual une a MCP (Macrophage Chemoattractant Protein), en los
cuales hay emigracion normal de CL de epidermis a la dermis pero no a los ganglios
tinfaticos.

Papel de IL-18 y TNFa en la migracion de las CL. Las CL adquieren la capacidad de
presentar Ag después de 24 a 48 h de cultivo, en presencia de citoquinas apropiadas, o
in vivo durante la migracion desde la epidermis hacia los vasos linfaticos. Se asume, en
todos los casos, que el inicio de la migracion de las CL se asocia al inicio de cambios
fenotipicos como parte de un proceso de maduraciéon hacia CD inmunoestimulatorias.
Esta maduracion funcional de las CL esta mediada por citocinas epidérmicas, siendo las
mas importantes GM-CSF, IL-18 y TNF-a (Witmer-Pack et al/., 1987; Heufler et a/.,, 1988;
Picut et al.,, 1988; Koch et a/., 1990; Furue et al., 1996; Ozawa et al., 1996). La aplicacion
epicutanea de alergenos de contacto o de irritantes induce la liberacion de estas y otras
citoquinas por los queratinocitos; dos de ellas son sefales mandatarias para la
movilizacion de CL: IL-18 y TNF-a. La aplicacion intradérmica de TNF-a en ratones,
provoca una reduccion rapida, en los primeros 30 min, en el numero de CL en la
epidermis suprayacente al sitio de la inyeccion; a las 2 h, se observa un incremento en el
numero de CD en los linfonodos regionales (Kimber & Cumberbatch 1992; Cumberbatch
& Kimber 1992; Cumberbatch et al.,, 1994). En los humanos, TNFa tiene un efecto simitar
al observado en ratones (Groves et a/., 1995; Cumberbatch et al.,, 1999). La inyeccion
intraperitoneal de Ac anti-TNF-a en ratones, abole la migracién de CL e inhibe la
induccion de hipersensisibilidad por contacto a oxazolona (Cumberbatch & Kimber, 1995).
Ademas, la inhibicion de la produccion de novo de TNF-a por dexametasona, también
inhibe la migracion de CL inducida por alergenos cutaneos (Cumberbatch et al.,, 1999),
pero no la provocada por la inyeccion intradérmica de TNF-a.

Las CL expresan exclusivamente el receptor 2 para TNF (TNF-R2) (Koch et al., 1990;
Ryffel et al.,, 1991, Larregina et al., 1996), asi que los efectos paracrinos directos de TNF-
a sobre las CL serian a través de este receptor. Los ratones knockout deficientes de TNF-
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R1 presentan una migracion normal de CL dependiente de TNF-a (Wang et al., 1996)
mientras que los deficientes de TNF-R2 la tienen notablemente inhibida (Wang et a/.,
1997).

Los efectos de TNF-a sobre la migracion de CL parecen ser dosis dependientes y
especie-especificos (Kimber & Cumberbath, 1992; Cumberbatch & Kimber, 1992). Un
efecto aparentemente paraddjico de TNF-a es que a ciertas dosis evita el movimiento de
las CL desde la epidermis (Vermeer & Streilein, 1990); lo que puede estar ocurriendo en
esta circunstancia es que TNF-a también promueva una repoblacion rapida de la
epidermis por precursores de CL circulantes en la sangre (Stoitzner et al., 1997,
Cumberbatch et al., 1999).

Interleucina-1B8, cuya secrecion por las CL es constitutiva e inducible, también es
necesaria para una migracion eficiente de las CL hacia los ganglios linfaticos, aunque o
hace mas lentamente que TNF-a (Cumberbatch et al., 1997). Se ha propuesto que la
diferente dinamica de la migracion de las CL inducidas por ambas citoquinas se debe a
que IL-18 es la primera sefal necesaria para que los queratinocitos secreten TNF-a (Enk
et al.,, 1993), que es la segunda senal, que activa al TNF-R2 en ias CL y dispara la
migraciéon. Ademas de lo anterior, IL-13 parece ser importante en otro aspecto de la
migracion de las CL. Esta citoquina ejerce un efecto autocrino sobre las CL induciendo la
expresion del receptor tipo | para IL-1B (IL-1Rl), necesario para la migracion exitosa de las
CL (Cumberbatch =t al.,, 1998; 1999). La importancia de IL-18 queda manifestada por el
hecho de que su neutralizacion con Ac inhibe significativamente la induccion de
hipersensibilidad por contacto (Enk et al,, 1994) y porque no se induce sensibilizacion a
trinitrofluorobenceno en ratones knockout para IL-18 (Shornick et a/., 1996).

Como ya fue mencionado, es posible que una consecuencia de la accion de IL-18 y TNF-
a sea la modificacion en la expresion de moléculas de adhesion entre las CL y los
qQueratinocitos. El| tratamiento sistémico de ratones con Ac anti-iIL-18 y luego
intradérmicamente con TNF-a no induce migracion de CL; las CL permanecen en las
laminas epidérmicas y tienen un aspecto redondeado, separadas de los queratinocitos
vecinos. Esta demostrado que la movilizacion de CL se asocia a la pérdida de la
expresion de E-cadherina (Tang et a/., 1993; Borkowski et a/., 1994, Blauvelt et a/., 1995,
Cumberbatch et al.,, 1996) y que este efecto puede deberse a TNF-a, a otras citocinas
proinflamatorias y a alergenos por contacto (Schwarzenbarger & Udey, 1996; Jacob &
Udey, 1998).

Un hecho interesante es que solo un 20% a 30 % de las CL migran después de la
estimulacion con haptenoces o con IL-1B o TNF-a. Este porcentaje es similar al numero de
CL ATPasa negativas presentes en la epidermis (Girolomoni et al., 1993) y es posible que
estas CL sean las que preferentemente liberen IL-1B, siendo necesaria la participacion de
ia p-glicoproteina, una proteina de membrana que confiere a las ceélulas resistencia
multiple a drogas y que es una bomba dependiente de ATP. Lo idea anterior es con base
a que la inhibicidn de la p-glicoproteina con Ac o con antagonistas como el verapamil,
inhibe 1a migracion de CD en explantes de piel y causa retencion de CL dentro de ia
epidermis (Randolph et a/.,, 1998). Esta hip6tesis que destaca la presencia o ausencia de
actividad de ATPasa en las CL como un factor importante para las respuestas a estimulos
migratorios, requiere aun de pruebas.

La inhibicion de la induccion de HC por el tratamiento con Ac contra ICAM-1 y LFA-1,
sugiere que estas dos moléculas también estarian involucradas en la migracion de las CL
hacia los ganglios linfaticos (Ma et a/.,, 1994; Murayama et al., 1997).
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Citocinas cutaneas e inhibiciéon de la migracién de CL. Interleucina-10 es una citocina
producida por los queratinocitos normales y en respuesta a la sensibilizacion cutanea
(Enk & Katz, 1992) que inhibe o previene la actividad funcional de las CL (Peguet-Navarro
et al.,, 1994; Ozawa et al., 1996), debido a la regulacion que ejerce en la expresion de
moléculas coestimulatorias como B7-1/CD80 (Chang et al., 1995; Ozawa et al., 1996). Por
o anterior, IL-10 es un potente inhibidor de las reacciones inflamatorias cutaneas (Berg et
al., 1995) y puede inducirse un estado de tolerancia con CD tratadas con eila (Steinbrink
et al., 1997). Significativamente, mas que los ratones normailes, los ratones knockout para
IL-10 muestran una acumulacion muy notable de CD en los ganglios linfaticos de drenaje,
después de la aplicacion epicutanea de un hapteno, ademas de tener una producciéon
incrementada de TNF-a e IL-18 (Wang et al.,, 1999). Asi, la participacion de IL-10 en |a
inhibicion de la migracion de las CL parece operar a nivel de la sintesis de citocinas
proinflamatorias y el balance entre estas moléculas seria importante en determinar la
magnitud de la migracion. Otra citocina que también puede ser relevante en ia inhibicion
de la migracion y maduracion de las CL es IL-4, ya que ejerce un efecto hiporregulador
del TNFRII de las CL humanas (Takayama et a/., 1999), lo cual interfiere con ia accion
paracrina de TNF-a y, por ende, con su efecto promotor de la migracion de estas células.
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CELULAS DE NGERHANS EN VERTEBRAD NO MAMIFEROS

La piel es el drgano mas grande del cuerpo humano y funciona como un sistema de
defensa general. Para la mayoria de los organismos, la piel constituye la primera barrera
fisica de contacto con el medio en que viven. No es sorprendente que la mayor parte de
las adaptaciones estructurales y funcionales de la piel esten relacionadas con el tipo de
habitat. Ademas de esto, y de igual o mayor importancia, la piel ejerce una funcién de
defensa mas compleja, la cual podria ser denominada como “inmunoldégica”. Al parecer,
los componentes del sistema inmunoldgico asociados a |la piel (revisado por Cooper,
1997) han evoluciando como una linea de defensa complementaria (Bos & Kapsenberg,
1986). Se han propuesto varios modelos para explicar esta particularidad de la piel dentro
del sistema inmunologico. Los dos mas conocidos son: el concepto de tejido linfoide
asociado a la piel (SALT), constituido por queratinocitos, CL, linfocitos epidermotroficos,
células endoteliales y los vasos y gangtios linfaticos regionales (Streilein, 1983); y el
concepto de sistema inmunologico de la piel (SIS), mas complejo que el primero, que
incluye, ademas de las células antes mencionadas, a monocitos/macrofagos,
granulocitos, mastocitos y componentes “*humorales” como peptidos antimicrobianos,
complemento, inmunoglobulinas, citocinas, neuropeptidos, fibrinolisinas, eicosanoides,
prostagiandinas y radicales libres (Bos & Kapsenberg, 1986). Los vasos y ganglios
linfaticos no estan cosiderados dentro del concepto de sistema inmunologico de la piel.
Practicamente es desconocida la forma en que ha evolucionado la relacion intima entre ia
funcion general de defensa y la funcidn mas especifica, inmunoldgica, de la piel. Por eilo,
es pertinente y apropiado trazar el origen evolutivo de los componentes del SALT o del
SIS, comparando su estructura y funcion en animales representativos de los diferentes
grupos de vertebrados.

Peces. No existen informes acerca de la presencia de CL en los peces. Sin embargo, se
ha especulado que células similares a las CL de los mamiferos presentan Ag a los
linfocitos de la epidermis de la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (Peleteiro &
Richards, 1985). Mas recientemente, se han identificado in vitro CD obtenidas del bazo de
esta trucha, que presentan una sorprendente similitud morfolagica y en su mobilidad
(Ganassin & Bols, 1996) con las CD esplénicas de ratones (Steinman & Conn, 1983). En
nuestro laboratorio es motivo de una tesis de licenciatura la demostracion y
caracterizacion morfolégica de las CL de la epidermis del bagre Arius seemanni Gunther,
1864. Hasta ahora, sabemos que estos animales contienen CD epidérmicas ATPasa
positivas, con todas las caracteristicas ultraestructurales para ser llamadas CL, incluido
un organelo muy similar al GCL (Pérez-Torres et al., en preparacion).

Anfibios. La primera observacion de CD ATPasa/ADPasa positivas en los anfibios se
realizd en la epidermis de Rana pipiens, Rana catesbeiana y Bufo marinus (Farquhar &
Palade, 1966). Aunque fueron consideradas similares a las descritas en los humanos, no
se le dio importancia a este hallazgos, casi fortuito. Posteriormente, las CD ATPasa
positivas de la epidermis de Rana catesbeiana fueron mejor caracterizadas (Carrillo et al.,
1990) y en Rana pipiens se demostré que no solo la epidermis sino que también el epitelio
periférico de la cornea y el de la membrana nictitante contienen CD ATPasa positivas
(Castell et al., 1999) y esterasa inespecifica positivas (Castell et a/.,, 2001). Alrededor del
30% de las CD ATPasa positivas de la epidermis coexpresaron moléculas clase Il del
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CPH (Castell et al., 1999). Las caracteristicas ultraestructurales de estas CD de los
anfibios son similares a las de las CL de los mamiferos; sin embargo, no ha sido posible,
hasta ahora, la identificacion de un organelo equivalente al GCL.

En la rana Xenopus laevis, también ha sido desmostrada la presencia de CD epidérmicas
que expresan moléculas clase Il del CPH durante una etapa del desarrollo o de la
metamorfosis (Du Pasquier & Flajnik, 1990).

Reptiles. En la largatija comun europea Lacerta vivipara se describieron cejulas
epidérmicas de la piel de la cola, claramente diferentes de los queratinocitos y de los
melanocitos, con todas las caracteristicas ultraestructurales de las CL, excepto por la
ausencia del GCL. Por lo anterior, se concluyd que estos animales carecian de CL tipicas
(Breathnach & Poyntz, 1966).

Nuestro grupo ha demostrado {a presencia de CD ATPasa positivas en la epidermis de la
piel de la tortuga terrestre Kinosternum integrum, que fueron identificadas como CL ya
que reunen todas las caracteristicas ultraestructurales, incluyendo la presencia de
organelos citoplasmicos morfologicamente similares a los GCL de las CL de los
mamiferos (Pérez-Torres et al.,, 1995). Interesantemente, notamos que esta especie de
tortuga presenta variaciones estacionales en el numero de CL, probablemente
relacionadas con una disminucion o pérdida de la actividad de ila ATPasa de membrana.
Asi, el numero maximo fue de 192 + 5.5 CL/mm? en la primavera; en e! otofio hubo 153 %
10 CL/mm en el verano 57 + 4 y el nimero menor fue 10 + 2 CL/mm? durante el invierno.
Hasta ahora no existen otros informes de la presencia de CL en las diferentes especies
de reptiles.

Aves. La presencia- de CL en la piel de las aves habia sido negada por algunos
investigadores (Reams & Tompkins, 1973). Posteriormente, se informé de la presencia de
células ATPasa positivas en la epidermis del pollo, cuyas caracteristicas no eran similares
a las CL, ademas de carecer del GCL (Rowden, 1981). Poco después, se demostro que la
piel del pollo poseia CD B-L positivas (la positivas) que recordaban a las CL de los
mamiferos (Hala et al, 1984; Wick et al, 1984), pero no fueron caracterizadas
morfolégicamente.

En nuestro laboratorio, demostramos la presencia de CD ATPasa positivas, con un
numero de 688 + 265/mm? en la epidermis de! polio domeéstico (Gallus gallus), cuyas
caracteristicas ultraestructurales son similares a las CL, aunqgque no fueron observados los
GCL (Carrillo et al, 1991). En un estudio realizado en varias especies de aves, se
obtuvieron resultados similares y se corroboré que las CD epidermicas del pollo y de
codornices expresan moléculas clase I del CPH (Akhter et al/., 1993) aunque no se
aportaron evidencias de que las células ATPasa positivas y las la positivas de estos
animales fueran el mismo tipo celular. Esto se demostré posteriormente al realizarse una
doble tincidn para ambos marcadores, utilizando laminas epidérmicas (Pérez-Torres &
Millan, 1994, ver articulo anexo). La identidad definitiva de las CD de la epidermis del
pollo se logré recientemente al demostrarse que poseen organelos morfolégicamente
similares al GCL (Pérez-Torres & Ustarroz, 2001, ver articulo anexo). Ademas, hemos
observado que durante el periodo de 35 dias posteclosion, los pollos muestran una
deplecion natural y dimorfismo sexual en el nimero CL, de acuerdo a la expresiéon
diferencial de la actividad de la ATPasa y de moléculas clase H de CPH (Pérez-Torres et
al., 2002, ver articulo anexo).
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Estos trabajos se han extendido a las mucosas det pollo y ahora sabemos que los
epitelios de la cérnea, de la lengua y del esdfago contienen CD ATPasa positivas/
moléculas clase |l positivas, en las que falta demostrar que poseen GCL para lamarias
CL (Pérez-Torres et al., 2003, ver manuscrito anexo).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De acuerdo a los antecedentes presentados, es necesario aportar otras evidencias que
completen la identificacion de las células dendriticas adenosintrifosfatasa positivas de la
epidermis del pollo, con el fin de establecer una homologia con las células de Langerhans
de los mamiferos. Para ello, es fundamental conocer que aquellas poseen marcadores
tipicos adicionales como son: 1) la presencia de un organelo similar al granulo de Birbeck
o granulos de las ceélulas de Langerhans, 2) la expresidn de moléculas clase 1l del
complejo principal de histocompatibilidad, 3) la participacion o reactividad ante la
aplicacion epicutanea de un hapteno durante la fase inductora de hipersensibilidad por
contacto. Asimismo, es importante abordar los aspectos del desarrolio ontogénico de las
células dendriticas epidérmicas del polio y saber si, como las células de Langerhans de
los mamiferos, presentan tropismo por fos epitelios planos estratificados que revisten

algunas mucosas.

HIPOTESIS
Para que las células dendriticas adenosintrifosfatasa positivas de la epidermis del pollo

sean consideradas células de Langerhans, deben poseer un organelo similar al granulo
de Birbeck, expresar moléculas clase !l de complejo principal de histocompatibilidad, ser
reactivas en la induccion de hipersensibilidad por contacto y mostrar tropismo por los
epitelios planos estratificados que revisten algunas mucosas.

OBJETIVO GENERAL

Completar la identificacion y caracterizacion morfologica de las ceélulas dendriticas
adenosintrifosfatasa positivas de la epidermis del pollo y plantear una similitud funcional
con las células de Langerhans.

OBJETIVOS PARTICULARES

Demostrar la expresion de moléculas clase Il del complejo principal de
histocompatibilidad en las células dendriticas adenosintrifosfatasa positivas
epidérmicas del polio.

Demostrar la presencia de granulos de Birbeck en las células parecidas a las CL de
la epidermis del pollo.

Inducir hipersensibilidad por contacto a un hapteno y estudiar a las ceélulas
dendriticas epidérmicas del pollo durante la fase de induccidn de la
hipersensibilidad.

4. Demostrar ta presencia de células dendriticas adenosintrifosfatasa
positivas/moléculas clase Il positivas en algunas mucosas con epitelios planos
estratificados y buscar si poseen granulos de Birbeck.

5. Conocer el desarrollo ontogénico de las células dendriticas parecidas a las células
de Langerhans, en la epidermis del pollo.
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RESULTADOS

Los resultados del este trabajo estan representados por los siguientes 4 articulos:

1. Pérez-Torres A, Millan Aldaco D: la antigen s are expressed on ATPase-positive
dendritic cells in chicken epidermis. J Anat 184:591-596, 1994.

2. Pérez-Torres A, Ustarroz Cano M: Demonstration of Birbeck (Langerhans cells)
granules in normal chicken epidermis. J Anat 199:493-497, 2001.

3. Pérez-Torres A, Ustarroz Cano M, Millan Aldaco D: Langerhans cell-like
dendritic cells in the cornea, tongue and oesophagus of the chicken (Gallus
gallus). Histochem J 00:1-9, 2003 (en prensa).

4. Pérez-Torres A, Zarate Gardufo L, Ustarroz Cano M: Diferencias sexuales
posteclosion en las ceélulas de Langerhans epidérmicas del pollo domeéstico
(Gallus gallus). Lab-acta 14:107-112, 2002.

Cada uno esta precedido de un resumen en el que se destaca el objetivo, los
resultados y las conclusiones principales.

A final de |la parte de resultados, esta el trabajo: “"Hipersensibilidad por contacto ai
dinitrofluorobenceno y cambios en las células de Langerhans durante la fase de
sensibilizacion a este hapteno”, con su propia introduccién, metodologia, resultados y
conclusiones.
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Articulo: la antigens are expressed on ATPase-positive dendritic cells in chicken
epidermis.

La funcidon como células presentadora de antigenos de las CL esta relacionada, en
parte, con la expresion de moléculas clase Il de CPH. Por ello, la demostracion de la
expresion de moléculas clase |l en las células dendriticas ATPasa positivas de la
epidermis de! pollo es un criterio necesario para establecer una homologia entre estas
células y las CL de tos mamiferos.

En este articulo se busco demostrar la presencia de CD en la epidermis del polio que
expresaran moléculas clase Il del CPH, que éstas y las CD ATPasa positivas son el
mismo tipo celular y saber si hay subpoblaciones de CD epidérmicas de acuerdo a la
expresion de estos dos marcadores.

Se realizo inmunofluorescencia indirecta en laminas epidérmicas y en cortes por
congeiacion, utilizando el AcMo TaP1 especifico para los antigenos B-L, homdlogos a
las moléculas clase Il de! CPH de mamiferos. Algunas laminas fueron procesadas para
doble tincion secuencia con inmunofluorescencia e histoguimica enzimatica para
ATPasa.

Los resultados indican que la epidermis del pollo contiene CD clase Il positivas, con
una distribucion espacial y numeérica idéntica a las CD ATPasa positivas y que no hay
CD que expresen uno u otro marcador.

Concluimos que las CD ATPasa positivas/clase Il positivas de la epidermis del pollo
son equivalentes a las CL de los mamiferos.
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Ia antigens are expressed on ATPase-positive dendritic cells

in chicken epidermis
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ABSTRACT

Langerhans cells (LC) are antigen-presenting dendritic cells located in mammalian epidermis and in other
stratified epithelia. We recently demonstrated the presence of Langerhans-like cclls in the epidermis of the
chicken using ultrastructural histochemistry for adenosine triphosphatase (ATPasc). The aim of the present
study was to test whether ATPase-positive dendritic cells also express class [1 histocompatibility molecules
(Ia antigens) encoded by the major histocompatibility complex (MHC), using a double staining technique, in
separated chicken epidermal shects. We concluded that the epidermal dendritic cells observed are the L.C of
the chicken, based on their morphology and spatial distribution. but mainly on the complete overlap for
ATPase reaction and Ia antigen expression. these being reliable markers for the identification of mammalian

LC.

Key Words: Langerhans cells: ATPase: major histocompatibility complex.

INTRODUCTION

Langerhans cells (LC) (L.angerhans, 1868) are bone™

marrow-derived dendritic cells (Katz et al. 1979)
located.among basal and suprabasal keratinocytes in:
the epidermis of all mammalian species : (Rowden
1981), in stratified epithelia (Hutchens et al."1971
Gemmell, 1973; Bo&ck, 1974; Figueroa: & Caorsi,

1980; Takehana et al. 1985; van Trappen et al. 1985),

and have recently been described in nonstratified

epithelia (Schon-Hegrad et al. 1991). Langerhans cells

are the only cells within these sites that possess the
Ca**/Mg**-dependént ectoenzyme adenosine triphos-
phatase (ATPase) (Wolff & Winkelmann, 1967; Baker
& Habowsky, 1983), and constitutively express several
immunological receptors and antigens on their sur-
face, including the class II (Ia) molecules encoded by

the major histocompatibility complex (MHC) (Stingl

et al. 1977; Tamaki et al. 1979; Rowden, 1980). The

expression of membranc-associated Ia antigens im- -
plics that LC are potent antigen-presenting cells, able

to induce a specific T cell response (Stingl et al. 1978

Braathen & Thorsby, 1980; Green ct al. 1980). In this}i\,

‘competent ells that reside in lmmunologxcally stra-' o

sense,; LC ‘can’ bc consndercd pnmary lmm no

ical sites.: y
i Few studles have -becn carned out -as’. yel to
emo strate the existence of Langerhans-hke cells in
the skin of nonmammalian vecrtebrates. We recently
demonstratcd the ' presence  of ~ ATPasc-positive
Langerhans-like cclls in the epidermis of bullfrogs
(Rana catesbeiana) and chickens (Gallus domesticus),
using whole mount epidermal tissue preparations and
by ultrastructural histochemistry (Carrillo-Farga et
al. 1990, 1991). Akhter et al. (1993) reported the
occurrence of Ia-positive dendritic cells in the quail
and chicken epidermis. However, their results pro-
vided ‘no conclusive evidence since they did not
demonstrate that ATPase-positive and la-positive
cells had a similar spatial and numerical distribution
and their attempt to stain ATPasc and Ia sim-
ultancously on the same cell was unsuccessful.

The aim of the present study was to test whether the

. ATPase-positive Langerhans-like cells of chicken

epidermis also express MHC class 11 (la) antigen by

- simultaneous staining of epidermal sheets.

Correspondence to Dr A, Pérez Torres. Departamento de Biologia Celular y Tisular, Facultad de Medicina, Universidad Nacional Auténoma

de México, Ciudad Universitaria, México D.F. 04510,
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MATERIALS AND M
Animals .

Ten’ G-monlh old gh ¢

Pu.lor.ll apteri; cd wn.h 70%: cllmnol and

For' ATP'\sc ‘histochemistry.the cpldcrmal sheels wcr
w.lshcd 3 times in distilled water fora total’ of 15 min
at. room temperature, and then fixed® for 60 mi
formaldehyde-cacodylate (pH 7.4) at 4 °C.iAfter: fis
ation, the samples were washed 3 times \Vlth' 0.2

tris-maleate. buffer (pH 7.2), and then incubalcd'for 2
1.32% 10—3 M ATP incubation”
mixture. Finally, they were washed again with distilled

60 min at 37 °C in

water and developed in 1 % ammonium sulphide for
30 s at room temperature. Control epidermal sheets

were: incubated in the same medium without the ~

substrate and control cpidermal sheets were mounted
with the dermal side upwards in 1:9 glycerol-
phosphate-buffered saline (PBS) on glass slides
(Robins & Brandon, 1981).

Immunofiuorescence staining of epidermal sheets

Epidermal sheets obtained as described above were
washed 3 times in PBS with 0.01 % triton X-100 fer a
total of 30 mm at4 °C, and then fixed with acetone for

10 min at room temperature. They were rehydrated:

with PBS and incubated with culture supernatant
containing the monoclonal antibody TaP1 for 18 h at
4 °C. TaPl recognizes chicken B-L (Ia-like) antigens
(Guillemot ct al. 1984). The epidermal sheets were
washed with PBS 3 times during 30 min and then
incubated in. goat antimousc IgG coupled with
fluorescein’. isothiocyanate (ICN) diluted 1:32 for
60 min at: 37 °C. Finally, they were washed as
described above and mounted in 1:9 glycerol-PBS on
glass slides. Control epidermal sheets were incubated
with an isotype-matched irrelevant antibody or the 1st
antibody was omitted.

both sexes- were used.-

7 the “incubation, llmc was rcducu
o hdoc.nnc (Xyloc.une) < - :

N\

Cryostatl scctions of skin (8—-12 pm) were fixed with

- - acetone for 2 min at room temperature, air-dried for

30 mm and slorcd a closed: contmner (4 °C) until
staining (not’ Iong,cr lh.\n 2wk)
procgsscd in the same way de. the cp erm.ll sheets but
to: 60 mm sand

pcrfo rmcd .in d

-For lhe snmultaneous dcmonstranon of la-lnke anti-
- gens and ATPnsc .mnvn.y in the same dendritic cells,

s.were fixed with 4 % paraformalde-
phOSphatc bufler (pH 7.4) containing
,'l'or 60 min at 4 °C. Initially they were
~immunofluorescence technique de-
bovc ‘and some ficlds with la-positive den-
were photographed. The epidermal sheets
n'proccsscd for the dcmonstrauon of ATPase

“as’soon as possible, and the same ficlds were again
- 'photographed.

RESULTS
AT Pase staining of epidermal sheets

ATPase-positive cells were observed in the epidermal
sheets, which had the identical number, morphology
and spatial distribution as previously described by us
(Carrillo-Farga ct al. 1991). Most of them had a
characteristic dendritic appearance, but some ex-
hibited long and slender processes and only a few had
a polyhedral shape or very short processes (Figs 2, 4).

Immunofiuorescence sraining of epidermal sheets

Indirect immunofluorescence staining with the mono-
clonal antibody TaPl demonstrated the presence of
Ia-positive dendritic cells, whose immunoreactivity
scemed to be located in the plasma membrane but was
also observed as a bright intracellular patch, often
concentrated in the cell body (Figs 1. 3). The
distribution of thesc brightly stained cells was not
uniform: they frequently formed high density clusters,
although their shape and number otherwise resecmbled
the ATPase-positive dendritic cells. In cryostat sec-
tions of skin. la-positive cclls were located supra-
basally in the epidermis, beneath the dermo-epidermal
junction and in the dermal papillae (Figs 5, 6).
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Fig. 1. la-positive dendritic cells in the epidermis of the chicken. Some cells show tong und slender processes (arrow): others huve a polyhedral
shape or short pro s (arrowhead). x 200,

F 2. ATPusc-positive dendritic cells in an epidermal sheet. In their spatial and numerical distribution these cells resemble the immuno-
Ruorescent cells in Figure 1. x 200.

Fig. 3. High magnification of la-positive dendritic cells in an epidermal sheet. Note the bright immunoreactivity located in the cell body
(arrows) and the dendritic processes interdigitated with keratinocytes (arrowhead). x 400.

Fi 4. ATPasc-positive dendritic cells. Note that the shape of these cells is similar to the Ia-positive dendritic cells in Figure 3. x 400.

wtat section of the chicken skin stained with monoclonal antibody TaP I, Li-positive dendritic cells are located within the epidermis
Girrowheads) and beacath the dermo-epidermal junction Garrows). E. epidermis: D, dermis. x 300,

ive cells can be observed in dermal
cpidermis: D, dermis. x 300,

Fig. 6. Immunofluorescence staining of cryostat section of the chicken skin. 20 probably mi
papitkie Girrowheads) and the dendritic cytoplasm of another is seen within the epidermis (arrow ).
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ame epidermal sheet after staining consccutively with an immuno-

nee technique for la antigens and then by ATPase enzyme histochemistry. Note that all la-positive dendritic cells are also ATPase.

Asterisks indicate some cells. x 150.
Figs 9, 10. Mirror photomicrographs of the sume ficld with several lu-positive (Fig. 7) and ATPasc-positive (Fig. 8) Langerhans-like cells
in an epidermal sheet. Note the complete overlap between the 2 markers (asterisks). x [50.

s 11, 12, High magnitication of epidermal sh ively tod rate fa antigen and ATPase activity in epidermal dendritic
cells. There is an apparcnt discrepancy in the ov p between the 2 markers b i 1t is ot «d by the ATPase recaction
product (arrowheads) and only a few la-positive dendritic cells are evident (arrows). x 1000.
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Langerhans cells in chicken epidermis

Double staining of epidermal s/reet:

Double staining of the cpldcrmal shcets, first with lhe
monoclonal antibody to la-like antigens and then
with ATPase enzyme -histochemistry, . revealed -a
complete overlap for both markers in_the epidermal

dendritic cells. The same dendritic cells presented Ta- |

like antigens and were ATPase-positive (Figs 7-10).
Since the ATPase  reaction product after double
staining was faint, the matching of Ia-positive den-
dritic cells with ATPase-positive dendritic cells had to
be performed carefully (Figs 7—10). If the epidermal
sheets are not observed until after double staining the
overlap between dendritic cells is not evident since the
stronger ATPase reaction masks the immunofiuor-
escence (Figs 11, 12). In all animals, the results were
highly reproducible when the staining techniques were
made as described. The sequence for the double
staining—immunofluorescence. photomicrography
enzymatic histochemistry-—is critical in order to
obtain reliable results. Occasionally in some epidermal
sheets from the same animal it was not possible to
demonstrate a complete overlap between the 2
markers, possibly because after 24 h ATPase activity
was exhausted.

DISCUSSION

The present study demonstrates the presence of MHC
class II-positive dendritic cells in the chicken epi-
dermis, which show . the same morphology and
distribution pattern observed previously for ATPase-
positive dendntlc cells - in these animals (Carrillo-
Farga et al. 1991) The results obtained with the
double staining of epidermal sheets provide strong
evidence that ATPase-positive and Ia-positive dend-
ritic cells are the same. In the normal mammalian
epidermis only LC are ATPase-positive and con-
stitutively express MHC class II antigens (Wolff &
Winkelmann, 1967; Rowden, 1980). Both features
have therefore been extensively used as reliable
markers for these cells. The functional significance of
the membrane ATPase on LC is unknown. It has
recently been proposed that LC are resistant to the
Iytic effects of extracellular ATP and that ATPasc is
involved in such resistance (Girolomoni et al. 1993).
To exert their accessory cell funcuon, -L.C have to
express MHC class II antigens and interact_with T
lymphocytes (Katz et al. 1985). In”this sense, pre-
liminary results obtained in our laboratory indicate
the presence of intracpidermal T lymphocytes, phe-
notypically equivalent to CDS8-positive lymphocytes,

which were identified with a monoclonal ‘xinlibody"
(Chan-ct al. 1988). ; .

A ‘minor- subpopulation of cpldcrmdl LC formmg
cluslcrs which stain more brlghlly for: MH

.uurcd in situ and \Vthh are ;3
epidermis and migrate via the affe
paracortical arcas of regional lympl
Stcmman. 1985; Stecinman.

strated an increased snmUI..\lory carjn
cells in . the allogeneic mixed lcucocyle
Chicken epidermis also has clusters of la-posmve
dendritic cells that stain more brightly. and whlch
could be similar to those described in_ mammals..ln‘
addition, the immunofluorescent cclls observed in-the-
chicken dermis seem to bc migrant Langerhans-like
cells. .

Based on the morphology. enzyme hlstochemlslry
and the characteristics of la-antigen expression, we
conclude that epidermal dendritic cells in the chicken
epidermis described in the present work are hom-
ologous to LC. Their functional properties wiill be
analysed in an allogencic mixed lymphocyte reaction
employing Langerhans-like cell-enriched epidermal
cell suspensions.
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Articulo 2: Demonstration of Birbeck (Langerhans cells) granules in the normal chicken
epidermis.

Las CL son las unicas células de la epidermis normal que expresan actividad de
ATPasa de membrana y que expresan moléculas clase 1l del CPH. A nivel
ultraestructural, el anico criterio confiable para darle el nombre de CL a una CD
epidérmica es que presente granulos de Birbeck o granulos de las CL. La forma mas
frecuente de estos organelos es la discoide, con una dilatacion periférica, lo que les da
la apariencia de un baston o raqueta, con una estriacion o finea central, cuando son
cortados longitudinalmente. En cortes tangenciales se observan como estructuras
ovales o redondas, con un diametro entre 250 a 450 nm. EIl origen y la funcion de
granulo de Birbeck aun no se ha aclarado. Al parecer es un componente del
compartimento endosomal de las CL, involucrado en la captacion y procesamiento de
antigenos.

E! objetivo del presente articulo fue demostrar la presencia de granulos de Birbeck en
las CD epidérmicas del pollo. Para ello, se tomaron 3 biopsias de piel de apteria
pectoral de 3 pollos clinicamente sano y se procesaron con la técnica para
microscopia electronica convencional. Se observaron cortes semiseriados y se buscd
el granulo en Birbeck en 50 imagenes de cuerpos célulares y de prolongaciones
citoplasmicas de CD epidérmicas, por animal.

Los resultados indican que las CD epidérmicas del pollo poseen organelos en forma
de bastdn, en forma de raqueta, con una estriacidon central u ovales, morfolégicamente
similares a los granulos de Birbeck de las CL de mamiferos. En un trabajo previo,
habiamos demostrado que todas las CD epidérmicas de! pollo con citoplasma claro,
sin desmosomas, tonofilamentos y melanosomas, son ATPasa positivas (Carrillo et a/.,
1991). En el articulo precedente, demostramos que todas las CD ATPasa positivas
son clase |l positivas y viceversa. Considerando todo en conjunto, puede afirmarse
que los tres marcadores identificados estan presentes en las que ya podriamos
denominar CL epidérmicas de los pollos.
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Demonstration of Birbeck (L.angerhans cells) granules in the

normal chicken epidermis
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ARSTRACT

Mammalian Langerhans cells (LC) are cpic‘ler:m‘avl dendritic cells which originate in bone marrow and
migrate toward the T cell area of lymph nodes, where they act as professional antigen-presenting cells. A
varicty of cell surface markers, such as the ectoenzyme adenosine triphosphatase (ATPase), Ia and CDla
antigens, have been used extensively to identify LC. Ultrastructural identification of this cell type in the
mammalian epidermis is made by the demonstration of a typical and unique cytoplasmic organelle, the
Birbeck granule (BG). Although we had carlier demonstrated the coexpression of ATPase and Ia antigens
on epidermal dendritic cells of the chicken epidermis, the presence of the BG has not previously been
documented. The aim of the present study was to investigate whether chicken epidermal LC-like cells
possess an organclle similar to the BG, and thus to complete their identification. Our findings are the first
demonstration of characteristic rod-shaped, racket-shaped and disc-shaped intracytoplasmic organelles,
morphologically similar to the mammalian BG, in avian LC.

Key words: Dendritic cells; birds; skin.

INTRODUCTION

Dendritic cells (DC) of the immune system are bone
marrow-derived leukocytes that comprise a family of
professional antigen-presenting cells involved in the
cffective generation of antigen-specific T-cell
responses (Steinman, 1991). In mammalian skin,
epidermal Langerhans cells (L.C) are considered to be
immature DC that pick up antigens by pinocytosis
and phagocytosis (Reis e Sousa et al. 1993; Sallusto ct
al. 1995); subscquently they migrate via afferent
lymphatic vessels in the papillary layer of the dermis
to regional lymph nodes, where they arrive as mature
cells homing to the T-cell-dependent arcas where they
activate resting T cells ( Macatonia et al. 1987; Kripke
ct al. 199Q).

At the light microscopic level, the classic markers to
identify LC in normal mammalian skin are the cell
surface cxpression of the enzyme adenosine  tri-
phosphatase (ATPase) (Wolff' & Winkelmann, 1967),
class Il (In) molecules encoded by major histo-

compatibility complex (MHC) (Klareskog et al. 1977;
Rowden et al. 1977) and CDIla antigen (Fithian et al.
1981). At the ultrastructural level, the only reliable
criterion to designate a cell as an LC is the presence of
the typical and unique intracellular organclle termed
the Birbeck (Langerhans cell) granule (BG) (Birbeck
ct al. 1961). Threce-dimensional reconstructions
showed that the BG may assume a variety of shapes,
from a disc shape to a cup shape (Sagebicl & Reed,
1968). The most common scctional profile of the BG
is a rod-shaped structure of variable length with a
central linear density between 2 limiting membranes;
occasionally an electron-lucent vesicular portion is
found at onc end which gives the BG a tennis racket-
like appearance (Wolff, 1967). If the granule is cut
tangentially it appears as a rounded or oval body
containing a squarce lattice of particles, with a vesicle
located in the periphery (Wolff, 1967; Sagcbicl &
Reed, 1968).

Although we had demonstrated the presence of
epidermal Langerhans-like cells in the chicken epi-
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dermis  using  ultrastructural  histochemistry - for
ATPase (Carrillo-Farga ct al. 1991) that also expresses
MHC class 11 (1a) antigens (Pérez-Torres & Milldn,

1994), the presence of organclles. similar to the' BG -

was not investigated. The purposc of this study is to

make an extensive ultrastructural scarch for the BG in.

epidermal LC-like cells of the normal chicken ski

MATERIALS AND METHODS

Animals

Three 8- \vk-old male chickens were uﬁed Thc ap-
parently normal skin of pectoral apterias wcre cles
with 70 % cthanol and anaesthetised w:lh 1 ml of I Yo
subcutancous ' lidocaine (Xylocamc), 4mm i
biopsies were obtained and immediatel
sterile distilled water, cut m.\nually
picces and processed for transmission electr

croscopy.

Transmission elecrron I’IICI'()SCOI)_V

Biopsy samples were fixed in 2.5%" Elumraldehyde in.
0.1 m cacodylate buffer’ (pH -7.2) for: 2.5 h ‘at 4°C.-
After 3 washes in 0.15 M cacodylate buffer (pH 7.4) at:-
4 °C, skin fragments were postfixed with 1 % osmium' -~

tetroxide in 0.2 M cacodylate buffer (pH 7.4) during

45 minutes at 4 °C, dehydrated in gradually increasing =
concentrations of ethanol, transferred to propylene:

oxide and embedded in Araldite 6005. Ultrathin
sections, obtained . with a diamond knife and con-
trasted with uranyl acctate and lead citrate, were
examined with a Zeiss EM-109 clectron microscope.

At least 50 images of the cell body and dendritic
processes of epidermal clear dendritic cells per animal
were examined.

RESULTS

Clear dendritic cells identical to those described before -

(Carrillo-Farga et al. 1991) were observed among
basal keratinocytes of epidermal stratified squamous
epithelium’ and consequently identified as LC-llke
cells.

BG-like organelles were recognised inside of many
cytoplasmic processes and . occasionally in the cel
body. They have a characteristic rod-shaped profile
made of parallel membranes enclosing “a centra
clectron-dense line (Fig. 1;: insert a@~¢), of variable
length and about 13—15 nm in thickness. The longer
BG-like organclles resembled more a tubular structure
but were quite similar to the cross-section of a disc-
shaped BG (Fig. I, insert c¢—¢). No continuity or

attachment between pl-lSlTl’l mcmbr.mc and BG-like
organcllcs wis observed.

The cell bodies of LC-like cells were practically
devoid “of _BG-likc ~ structurcs. Sometimes, a few’
ontained runcket-shaped organclles located in the
iﬁily'vdf the nuclei (Fig. 2). The rod portion of these
presented  two differences with respect to
] haped BG-like organclies (Fig. 1, insert a—¢): the
béénccuof‘lhe‘ electron-densc central line and a
liéh"lly incrcased ‘thickness (20-22 nm). This racket-
l\eAappcarance was the most rarc image of all BG-like
stri ctures observed, but also uncommon were images
of mngcnlml sections of these organeclles. If such
sccuons occurred (as they did just 3 times), they
appeared as rounded or oval bodies with a maximum
dinmeter of about 200 nm, formed by an eccentric

“vesicle attached to a discoid or curved portion (Fig. 3,
-insert), which never had a clearly evident square-

lattice arrangement of small particles.
- Finally, no BG-like structures were observed in the
ker..\tmocylcs or in other cell type different from clear

- dendritic cells.

‘DISCUSSION
‘Prvevious studies . in several avian species (Carrillo-
“Farga et'al. 1991; Akhter et al. 1993) and in the frog
- (Carrillo-Farga et al.

1990) have demonstrated the
presence - of -ATPase-positive epidermal DC, ultra-
slrtjctpkfal.ly similar to mammalian LC except for the
lack'of BG. When sequential immunofiuorescence to
MHC: class II (Ia) antigens and ATPase enzymec

»hisiochei‘nislry is employed, a complete overlap of

these reliable LC markers is observed on the epidermal
DCin the chicken (Pérez-Torres & Milkin, 1994) and
in the frog (Castell et al. 1999). However, until now,
ATPase-positive LC with BG only has been identified
in.the epidermis of the turtle (Pérez-Torres et al.
1995).

.The: present results reveal that chicken cpidermal

. LC-like cells also possess BG-like organelles which

appear as rod-shaped, racket-shaped and flat, disc-

s Vs'hap_erd structures, depending on the planc of scction.
" Thesc. profiles correspond to the most frequently

cscribed BG in mammalian LC. However, some
ifferences were noted: 1) the rod-shaped BG-like

‘organelles described in the present study had a

hickness of 13—15 nm, whereas the BG are about

‘43 nm in mice (Kobayashi & Hoshino, 1987) and
‘30-35 nmm in human (Elofsson c¢t al.

1981);: the
significance of the thickness of BG in regard to
immunological function of LLC has not been analysed ;
2) the BG-like organciles (the rod-shaped and the
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Birbeck granules in chicken Langerhans colls

Fig. 1. Transmission electron micrograph of chicken normal skin

showing a Langerhans cell dendril
central I 11a are d.

process. Several rod-shaped Birbeck

granule-like organclles with typical clectron-d

d by letters (a-¢) and magnified in the corresponding gallery of

inserts. The longer organclles (inserts ¢—¢) display a cored tubule appearance. K, keratinocytes with tonofilaments. Bar, 5 um (Fig. 1); bars,

100 nm (inscrts a-¢).

disc-shaped) were found more frequently in dendritic
processes than in the cell body of chicken LC-like
cells, which is opposite to the localisation of thesc
structures in mammalian LC (Wolff, 1972), and 3) the
‘atypical® aspect of the rod portion of the racket-
shaped and disc-shaped organclles (increase of thick-
ness, absence of clectron-dense central line and
square-lattice arrangement, respectively) probably is
due to the unzipping of limiting membranes causing a
disintegration of the central electron-dense lamella, a
phenomenon that reflects the fusion between a BG
disc and an acidic compartment like an endosomal
vesicle (Bartosik, 1992). According to - this proposal,
several features suggest that BG derive from cell
membranc invaginations (Takahuashi & Hashimoto,
1985) and are involved in a specialised form of
adsorptive endocytosis. trunsporting ligand-receptor
complexes from the cell surfuce to primary lysosomes

(Takigawa et al. 1985; Hanau et al. 1987; Bartosik,
1992). However, for the present, the nature of the
signals that trigger BG formation is still unknown,
and the real significance of BG in the antigen-trapping
and antigen-presenting function of LC is a con-
troversial theme (Mommaas et al. 1994).

Recently it has been reported that only CD34 +
progenitor cells from human peripheral blood that
express the Lag antigen (Caux et al. 1996), a specific
glycoprotein on BG (Kashihara ct al. 1986), and the
skin-homing reccptor CLA (cutancous lymphocyte-
associated antigen) differentiate into LC with BG
(Strunk et al. 1997). These new aspects concerning the
BG suggest that their presence may be related with the
differentiation and maturation pathways of the LC
(Muckensen et al. 1995; Strunk ct al. 1996).

The results obtained in the present study are the
first evidence of the presence of BG-like organclles in
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sion (arrowheads) of a racket-shaped Birbeck granules-like organelle. The rod poriion lacks of the clectron-
1 keratinocytes. Bar, 250 nim.

(arrow) and the vesicular expa
dense central lamella, K.

on clectron m ph of chicken normal skin showing a lurge cytopl hic process with ultrastructural features of
Langerhans cells including i disc-shaped Birbeck pranule-like organclle, which has been cut tungentially (frame). The insert represents a
higher magnification of this structure formed by a tlat dise (arrows) with an clectron-lucent vesicle attached in the periphery (arrowheads).
Correlate this aspect of Birheck granule-like organcelle with its cross-section that pives rise 1o the racket-shaped profile (Fig. 2). K.

Fig. 3. Transmi
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Birbeck granwles in chicken Langerhans cells

normal chicken skin and thus complclc the |dcnu-
fication of the LC in this amm.lls.
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Articulo 3. Langerhans cell-like dendritic cells in the cornea, tongue and
oesophagus of the chicken (Gallus gallus)

Las CL son elementos constitutivos de numerosos epitelios que revisten mucosas.
En el segmento anterior del ojo, en epitelio conjuntival y el de la region periférica de
la cérnea poseen CL, mientras que el epitelio de las regiones central y paracentral
de la cornea de caracteriza por la ausencia casi total de estas células. En la
mucosa oral, las CD ATPasa positivas/clase Il positivas de diferentes especies de
mamiferos, inciuido el hombre, captan y procesan antigenos, general sefales
accesorias y migran a los ganglios linfaticos regionales donde funcionan
eficientemente como células presentadoras de  antigenos. En tracto
gastrointestinal, la mayor parte del conocimiento de la respuesta inmunologica ha
sido obtenida de estudios en la mucosa intestinal. Muy poco se sabe de la
relevancia de la mucosa esofagica en la respuesta inmunoldogica.

El objetido del presente articulo fue demostrar la presencia de CL en las mucosas
del pollo que entran en contacto inicial con antigenos ambientales y de la dieta.
Estudiamos el segmento anterior detl ojo, de ia lengua y del es6fago, utilizando la
misma metodologia empleada en la identificacion de CL epidérmicas del pollo.

Los resultados demuestran que las mucosas estudiadas contiene CD ATPasa
positivas y clase |l positivas, parecidas a las CL. En el segmento anterior, la
distribucién de estas células es idéntica a l1a observada en diferentes especies de
mamiferos y contradice resultados de otros que negaron la existencia de estas
células en la cérnea del pollo. Ultraestructuralmente, las CD de las mucosas
estudiadas tienen todos |os criterios de las CL. de mamiferos y de la piel del pollo,
excepto los granulos de Birbeck.

Concluimos que las mucosas del segmento anterior, de la lengua y del eséfago del
polio contiene CD equivalentes a las CL de la epidemis del mismo animal y a las
CL de los mamiferos. La escasez de granulos de Birbeck es una caracteristica de
las CL de las mucosas en mamiferos. Esto puede ser el caso también para las CD
de la mucoas del pollo. Sin embargo, una busqueda mas exhaustiva podria
demostrarlos en las CD de mucosas normales del pollo o después de la
estimulacion con la aplicacion de un hapteno.
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Summary

Langerhans cells are dendritic leucocytes which reside mainly within stratified squamous epithelia of skin and mucosa.
Their visualization requires the use of ATPase histochemistry, elc -tron microscopy for identifying the unique trilaminar
cytoplasmic organelles (the Langerhans cell granules or Birbeck grinules), and the expression of major histocompatibility
complex class II molecules. Following uptake of antigen, Langerhar s cells migrate via the afferent lymphatics to the lymph
nodes and undergo differentiation from an antigen-processing cell 1+ an antigen-presenting cell. Using the same approach as
that employed in previous studies for the identification of chicken cpidermal Langerhans cells, we show here the presence
of ATPasc-positive and major histocompatibility complex class II-positive Langerhans cell-like dendritic cells at the mucosal
surface of the cye, tongue and oesophagus of the chicken. Ultrastructurally, these cells qualified as Langerbans cells except
that they lack Langerhans cell granules, Thus, as in mammalian skin ....d mucosa,. chicken mucosa contains mucosal dendritic
ceclls with morphological and phenotypical featwures for the engagen: ::t of incoming antigens within epithelium and lamina

propria.

Introduction

Epidermal Langerhans cells (LC) are immatwre dendritic
cells (DC) (Langerhans 1868). They originate in bone mar-
row (Katz er al. 1979) and are located among basal and

suprabasal keratinocyies where they form a contiguous .

network of potent antigen-presenting cells (APC) (Sting!
et al. 1978, Braathen & Thorsby 1980, Green et al. 1980).
These cclls are the only intraepidermal cells that consti-
tutively possess Ca**/Mg?*-dependent ectoenzyme ATPasc
(Wolff & Winkelmann 1967), class I1 molecules encoded
by the major histocompatibility complex (MHC) (Klareskog
et al. 1977, Rowden et agl. 1977), and CDI1a antigen (Fithian
et al. 1981) and express receptors for IgG (FcyRII) and
C3b (CDI11b/CD18) (Stingl er al. 1977. Schmitt er al.
1990). Ultrastructurally, LC can be identified by their lob-
ulated or indented nucleus and clear cytoplasm contain-
ing microtubules, microfilaments, lysosomes, mitochondria,
but lacking tonofilaments. desmosomes and melanosomes.
However, the hallmark feature for designating a ccll as a
LC is the presence of typical disc- or cup-shaped cytoplas-
mic organclles termed Langerhans cell granules (LCG) or
Birbeck granules (Birbeck er al. 1961), which arc involved
in a specialized form of adsorptive endocytosis, transporting
ligand-receptor complexes from the cell surface to lyso-
somes and/or prelysosomes (Takigawa ef al.1985, Hanau
et al. 1987, Bartosik 1992, Mommaas ef al. 1994), It is
now well-established that LC are capable of take up anti-
gens and migrate (o regional lymph nodes where they present

HIJO 02062 (A4dFAM) PIPS —- © DISK pp. 1-9

proc ssed antigens to naive or memory T cells (reviewed in
Ban. iereau & Steinman 1998).

I addition to the epidermis, LC have also been identified
in swuratified squamous epithelia that line mucous mem-
branes throughout the body (reviewed by de Fraissinette
er ' 1989). For example, the cpithelia of peripheral
corn , limbus region and conjunctiva of many mammalian
specics including rat, mouse, guinea pig, rabbit, cattle and
man contain MHC class II-positive LC (Klareskog er al.
1979, Rodrigues et al. 1981, Gillette ez al. 1982, Chandler
et al 1985, Pels & van der Gaag 1985). These cells are
ATPa.c-positive, CDla-positive, possess FcyRII and C3b
receptors (Rodrigues er al. 1981, Bhan er al. 1982, Hazlett
er al. 1982, Chandler er al. 1985, Coulston er al. 1986,
Trescler et al. 1986) and contain LCG (Bock & Hanak 1971,
Rodrigues et al. 1981). Interestingly. the epithelium of the
centrat cornea, in most species, is typically dewoid of L.C
(Stre::- in et al. 1979, Bergstresser ef al. 1980a, Gillette et al.
1982, 3audouin er al. 1988, Latina e? al. 1988). This unique
circumstance seems to be one of several microanatomical
factor - for the immune privilege status of the eye (Streilein
1999) and for the high success rate of corneal transplantation
(Rubs .meneral. 1984, Williams eral. 1986, Ross etal. 1991).
The mucosal surfaces of the upper gastrointestinal tract
¢.-ntain a network of LC. In the oral mucosa of
mite d humans, epithelial DC exhibit a phenotype sim-
il 1 that of LC, including ATPase activity, expression
ii.h levels of MHC class Il molecules and CDla
(RRe:ee resser e al. 1980a, Daniels 1984, Walsh er al. 1984,
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1986, DiFranco er al. 1985, Cruchley er al. 1989, Van Loon
et al. 1989, Ericksson er al. 1996, Desvignes er al. 1998) and
have all the ultrastructural criteria 1o be considered as LC
(Schroeder & Theilade 1966, Waterhouse & Squicr 1967,
Hutchens er al. 1971, Martinez 1971, Ahlfors & Larsson
1985, Takchana er al. 1985). Morcover, oral mucosa LC can
function as efficient APC both in vitro (Barrett et al. 1993,
Ericksson ef al. 1996) and in vivo (Desvignes ef al. 1998).

In addition to non-specific defense mechanisms, there
is a potentially cffective immunological system in normal
oesophageal mucosa. Ultrastructural studies have demon-
strated the occurrence of typical LC in the normal oesoph-
agus of the mouse (Rowden 1967, Bick 1974) and man
(Al Yassin & Toner 1976). In the latter, CD1a-positive, MHC
class l-positive LC are mainly localized in the suprabasal
layer and along the papillac of the lamina propria (Geboes
et al. 1983, Terris & Potet 1995). A similar distribution has
also been reported for oesophageal ATPase-positive LC in
puinea pig (Carrillo er al. 1983).

The presence of ATPase-. MHC class II- and LCG-
positive DC have been demonstrated in the chicken epidermis.
They are, therefore, considered analogous to mammalian LC
(Pérez-Torres & Milldn 1994, Pérez-Torres & Ustarroz 2001).
However, nothing is known about their presence and distri-
bution in stratificd squamous epithelia lining some mucosa of
the chicken. Thercfore, we have analysed the eye, tonguc and
oesophageal mucosa for the presence of L.C using the same
approach as that used for the identification of epidermal LC
in these animals.

Materials and methods

Animals

Five 8-week-old male white Leghom chickens were kindly
provided by the Veterinary Faculty of UNAM and were

maintained in conventional conditions with food and water
ad libitum., The animals were clinically healthy at the time to

‘be sacrificed by an overdose of cther.

Preparation of epithelial sheets and frozen sections

Cornea. Immediately after death, whole eyes were placed
briefly in-phosphate-buffered saline (PBS) at room tem-
perature. The anterior segments were removed and divided
into two equal parts with a razor blade. One part was incu-
bated in PBS (pH 7.3) containing 20 mM EDTA (Sigma) for
60-90 min at 37 °C (Juhlin & Shelley 1977) with continuous
agitation. Whole epithelial sheets of the cormmea and adja-
cent conjunctiva were peeled off the underlying swoma using
fine forceps under dissecting microscope.control. They were
washed in cold PBS. fixed overnight at 4 °C in 4% formalde-
hyde in 0.2 M sodium cacodylate buffer (pH 7.4) containing
7% sucrose, and washed again in cold PBS to continue with
ATPase histochemistry (see below). The other partof the ante-
rior segment was cut into 1 x 10 mm? samples of peripheral

A. Pérez-Torres et al.

comea and limbus region for ullrnsl.ruclurnl analysns (scc
below). The remainder of the sp 1 was il

frozen after embedding in OCT compound (Tissuc-Tek
Sakura Finetek, USA. Inc.). 8-i.m-thick frozen scctions were
cut, mounted on slides coated with poly-tL-lysine, air-dried at
room temperature for | h, fixed in cold acctone for 20 min and
processed for immunofluorescence staining of MHC class 11
antigen (scc below).

Tongue and phagus. Whole tongue and the cervical
part of the oesophagus were obtained and bisected with a
tongitudinal incision and then cross-sectioned at the apical
region. body and the base of the tongue and at the proximal
and distal halves ot the cervical oesophagus. Some mucosal
specimens of both organs, 1 x 5mm3, were scparated for
ultrastructural analysis (see below). Tongue mucosal sam-
ples were removed from the underlying conaective tissue
and oesophageal mucosa from ns muscular layers with
blunt dissection. After that, sp were pre d as

. described above for the cornea. The epithelial sheets and
the frozen sections were fixed in cold acetone in prepa-
ration for MHC class 1I molecules immunofluorescence
or in formaldehyde—cacodylate for ATPase histochemistry
{epithetial sheets only).

ATPase histochemistry of epithelial sheets

A modified ATPase histochemical method (Robins &
Brandon 1981) based on lead precipitation was used to iden-
tify LC in all epithelial sheets. Briefly, these specimens
were washed three times in 0.2 M Tris—maleate buffer (0.2 M
Tris [Sigma] plus 0.2 M maleic acid {Merck, Darmstadt,
Germany)), pH 7.2, at room temperature and then were incu-
bated for 1h (comeal epithelium) or 30 min (tongue and
ocsophagus epithelia) at 37°C, in freshly prepared medium
containing 10ml distilled water, 10mi 0.2 M Tris—maleate
buffer (pH 7.2), 2.5 ml 0.1 M MgSO,, 2.5 ml 2% Pb(NO3),,
1.5 g dextrose and 20 mg disodium salt ATP (Sigma). Finally,
the epithelial sheets were washed thoroughly in distilled
water and the histochemistry reaction products developed in
1% (NHL).S (Merck, Darmstadt, Germany) for 30s (tongue
and oesophagus epithelia) or 1—-2 min (comneal epithelium) at
room !cmpcralute. and nnscd three llmes in distilled water.
Conurel epitheli s were i bated in the same medmm
without the substrate. The epithelial sh were

* with the basal surface upwards in 1 : 9 v/v glycerol-PBS.

Ultrastructural ATPase histochemistry

Samples of peripheral cornea, tongue and oesophagus
obtained as described above were immersed for 30min in
2.5% glutaraldehyde in 0.1 M cacodylate buffer (pH 7.2) at
4°C. The specimens were then cut manually into 8-10 frag-
ments, and the fixation continued for 60 min in the same
fixative. After three washes at 4°C in 0.15M cacodylate
buffer (pH 7.4) containing 0.025 M sucrose and 0.05% cal-
cium chloride. the fragpments were incubated for 45 min at
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37°Cincither Wachstcin & Mcisel’s medium (0.83 mM ATP)
as modified by Farquhar & Palade (1966) or ‘in Robins &
Brandon’s (1981) medium (1.32 mM ATP). Control samples
were incubated in the same medium devoid of ATP. After a
wash in the same cacodylate buffer, the specimens were post-
fixed with 1% OsOQ, in 0.2 M cacodylate buffer (pH 7.4) for
45 min at 4 °C, dchydrated in gradually increasing concentra-
tions of ethanol, transférred to propylene oxide and embedded
in Araldite 6005. Ultrathin sections, obtained with adiamond
knife and contrasted with uranyl acetate and lead citrate,
were examined with a Zeiss EM-10 electron microscope. Ten
semi-serial sections of both control and ATP-incubated sam-
ples were analysed in order to search for organelles similar
to LCG. At least 50 images of the cell body and dendritic
processes of LC-like DC per animal were examined.
Indirect i fl e staining for
MHC class Il antigen

Indirect immunofluorescence was carried out according to
the method described elsewhere (Pérez-Torres & Millan
1994). Bricfly, fixed epithelial sheets and frozen sections
were rehydrated and blocked for non-specific antigenic sites
using 19 bovine serum ulbumin (BSA) in PBS contain-
ing 0.01% Triton X-100 (pH 7.2) for 1h at 4°C. They
were then incubated with 1:10 diluted TaP1 monoclonal
antibody (specific to B-L antigens, the MHC class Il
molecules of the chicken, Guillemot er al. 1984) overnight
at 4°C in a moist chamber. Following three washes in
PBS-0.1% BSA, bound primary antibody was developed
with 1: 100 Fluorescein isothiocyanate-labelled conjugated
goat anti-mouse IgG (FITC-F[ab)'2) (Zymed Laboratories,
San Francisco. California), incubated for 60 min in dark-
ness at 37 °C. Control speci were ir d with normal
mouse IgG (1:100) as the primary antibody. The prepa-
rations werce washed with PBS, mounted with polyvinyl
alcohol (Merck, Darmstadt, Germany) and obs=rved in an
epifluorescence Olympus BH2-RFCA microscope.

itive

ive eval, of ATFPase-p

cells in epithelial sheets

Epithelial sheets stained for ATPase were examined at x400
to determine the number of positive DC, using a calibrated

grid that represented 97,344 um?. Ten 1o fifteen separated -

fields per animal were randomly chosen and the results
cxpressed as mean &= SEM cells/mm?.

Results

ATPase histochemistry of epithelial sheets

Cornea. ATPase-positive DC were a constant finding asso-
ciated with the epithelium of the peripheral corneal region

(105 4= 24 cellsymm?) (Figure 1A). No ATPase-positive DC
were identified in any other corneal region, which evidenced a

Figure 1. ATPasc-positive dendritic cells (arrowhecads) located in-the

limbus region of an cpithclial sheet from chick cornea (A).
Note that there are no ATPase-positive Langerhans-like cells toward
central region of the corneal epithelium (arrow). At the ultrastructural
level (B), the electron-dense product of the ATPase reaction delinates the
plasma membrane of intracpithelial cells, lacking desmosomes, tonofil-

and ‘The precip is atso 1 d in the
pc and in us organclles (rough endoplasmic reticu-
jum and ly ). k = kerati 5. N i i 1A: 500x;

bar 1B = l pum.

well-defined peripheral-central gradient of LC-like cells den-
sity. The background formed by keratinocytes was practically
unstained.

Tongue. The epithelial sheets obtained from the veatral
surface of the tongue contained clongated ATPase-positive
cells with prominent dendrites. The cells were present in
the mucosal folds (340 = 37 cells/mm?) but absent in the
interfolds epithelium (Figure 2A). In the lateral border of the
tongue (Figure 2B), the ATPase-positive cells had adecreased
dendricity or were almost rounded; however, their number
density was similar (310 3= 48 cells/mm?) to that in the ven-
tral surface. The keratinocytes in both tongue areas had a
moderate brown colour but was clearly differentiated from
the dark brown colour of the developed enzymatic product
reaction (Jead sulphite). Epithelial sheets from the dorsal sur-
face of the tonguc were not included because their separation
was not possible, probably due to the heavy keratinization
observed.

Oesophagus. The epithelial sheets from the proximal

half of the cervical oesophagus were characterized by
the paucity of clongated or bipolar ATPase-positive cells
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Figure 2. Epithelial shect of ventral surface of the chicken tongue (A)
showing ATPasc-positive cells (arrowheads) with very long dendritic pro-

A, Pérez-Torres et al.

Figure 3. ATPasc hi ry of epithelial sheet of the proximal (A}

and distal (13) halves of the cervical portion of the chicken oescphagus.
The former has scarse elongated or bipolar ATPase-positive cells with a
poorly dendritic aspect (arrowheads), mainly found at the longitudinal

) anc folds. In the latter (B), ATPase-positive cells have a

cesses. These cells were found predominantly in the thinner
zones and show a lincar or Jongitudinal arrangement. The ATPasc-
positive dendritic cells deficient arcas correspond to the thicker epithe-
lium. lathe cpithelial sheet of the lateral border of the chicken tongue (B),
AT Pase-positive cells were long and slender or non-dendritic and polyg-
onal in shape. Arrow points toward dorsum tongue. At the ultrastructural
level (C), hcavy deposits of ATPasc rcaction product were obscrved
around and in the vicinity of cells characterized by indented nuclei

and clear cyloplnsm devoided of tonofil. and des. - Note
that also pcr ] nnd rough cistermac were positive
to this r k = ytes. N i i 2A,B: 200x; bar

2C = lpum.

(42 = 13 cellsymm?) (Figure 3A). In contrast, the oesophageal
ATPase-positive cell of the distal half assumed a dendritic
aspect and were more numerous (286 == 86 cells/mm?)
(Figure 3B). They were distributed among the openings of
the secretory ducts. The background had a faint brown colour,
but the glandular structures were strongly stained.

Ulrrastructural ATPase histochemistry

Electron microscopy of ATPase-stained sections of cornea
(Figure 1B), tongue (Figure 2C) and oesophagus (Figure 3C)
demonstrated the presence of an clectron-dense precipitate
in the plasma membrane, nuclear envelope and membra-
nous organelles (probably rough endoplasmic reticutum) of
basa! and suprabasal clear DC which lacked tonofilaments,
desmosomes and melanosomes and exhibited rounded or
indented nuclei. No LCG-like organclles were observed in
ATP-incubated samples or in control samples of the three
specimens studied.

more dendritic morphology and an even distribution across the epithelial
surface Gurowheads). A strong positivity is evident at the secrelory ducts
(arrows) of the esophageal glands. At the ultrastructural level (C), repre-
sentative ocsophageal ATPase-positive cells have an irrcgular indented
nuclci, with a pale cytoplasm lacking of decsmosomes and tonofilaments,
contrusting with adjacent kcr:mnocyl:s (k) Note that cnzymzuc reaction
produu is locahzcd at me the per

and in ill cy' or M. 3A.B: 200x:

bar 3C = 2 um.

Immunaofluorescence for MHC class Il antigens

Cornea. In the frozen sections of the ocular anterior seg-
ment, a high expression of MHC class Il antigens was
observed in the conjunctival epithelium and in the episcleral
or buxtalimbal subepithelial conj ival cc ive tissue
(Figurc 4A). Frequently, MHC class I1-positive cells formed
clusters in, or next to. epithelium. In the loose subepithe-
tial tissuc, these cells were elongated and had a perivascular
distribution. Towards the limbus region. the class II pos-
itivity was identified in basal and suprabasal DC. which
suddenly decreased in number and were restricted to the ante-
rior epithelium of the peripheral (limbal) cornea (Figure 4A).
Qccasionally, MHC class ll-positive cells were observed in
anterior and posterior epithelia, but not at the stroma. of the
pericentral cornea.

Tongue. In the frozen sections of the ventral surface of the
tongue, MHC class [I-positive cells were mainly present in the
basal and suprabasal layers of epithelium, showing a linear

MO
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Figure 4. 1 of

in the

MHC class {I-positive cells located i nn the epnhchum and the lamina propria of
i of the

[ vheads).

| comea at limbus level (L arrows), and ase very rarely seen in

‘These cclls are also present. but fewer in

the pericentral commea (pe) and absent towards the central comea. In the l'roz:n sections of the mucosal ventral surface of the tongue (B.C) and the

proximal (F) and distal (G) halves of the cervical oesophagus, the MHC class 11

cells are d along the basement membeane in a lincar

pattern with a u:ndcncy o cluster around tips of ive tissue p

(anows). | escent cclls are sil inthe

of both and some are very ncar to the tonguc

surface (arr ds) Nou:won.hly. the numerous ocsophageal lymph

follicles (G. open artow) in the vicinity of the flask.

h d tubul colar glands (G, g) show a strong posilivity to MHC class Il molecules, In the

epithelial sheets, bipolar or dendritic MHC class - posunc cells are prcscn( in the ventral surface of the tongue (D,E) and in the distal half of the cervical

ocsophagus (1), wherzas rounded cells isticof the

arrangement along the basament membrane (Figure 4B).
Frequently, these cells were secn near the surface of the
epithelium (Figure 4C). A constant finding was the presence
of immunofluorescent DC in the connective tissuc of the lam-
ina propria, beneath the basament membrane (Figure 4B). The
epithelial sheets of the ventral surface of the tongue showed
a population of bipolar or clongated MHC class II-positive
cells, oriented at the mucosal folds (Figure 4D). No evidence

Thalf(H). N ifi 4B.D.F-I: 100 x;4A,C: 200%;:4E: 400

of deficient areas of these cells was noted, but the focus of
the all positive cells was difficult (Figure 4E), which corre-
sponds to their wide intraepithelial distribution observed in
the frozen scctions.

Oesophagus. The intraepithelial pattern of distribution of

oesophageal MHC class II-positive cells was similar to
that described above in the frozen sections of tongue, but
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these cells were never observed near the luminal surface
(Figure 41F), Morcover, the epithelium of mucosal glands
and the lamina propria also contained these cellular types.
A very strong immunofluorescence was observed inthe abun-
dant lymph follicles, mainly localized at the distal half of the
cervical oesophagus (Figure 4G). A rounded aspect was char-
acteristic of MHC class Il-positive cells in the proximal half
of the cervical oesophagus (Figure 4H), whereas more den-
driform cclls were observed in the distal half (Figure 41). All
control specimens were negative.

Discussion

The goal of the present study was to demonstrate the presence
of LC-like DC at some mucosal membranes of the chicken
and thus to extend our previous studies about epidermal L.C
in this species (Carrillo ef al. 1991, Pérez-Torres & Milldn
1994, Pérez-Torres & Ustarroz 2001).

Our results indicate that the peripheral but not the central
comea epithelium contain a population of ATPase-positive
DC which determine a gradient of these LLC-like cells as has
been demonstrated in several mammalian species including
rat, mouse, guinea pig, cattle, humans (Rodrigues eral. 1981,
Guillette er al. 1982, Coulston er al. 1986) and the frog Rana
pipiens (Castell er al. 1999). Our findings refute a previous
report that DC were not identified by ATPase staining in the
cornea of the chicken (Rodrigues er al. 1981). Moreover,
observations of MHC class II-positive cells in the periph-
eral corneal epithelium of the chicken reinforce the assertion
of the presence of corneal L.C-like DC. Although the assump-
tion that the normal central cornea is completely devoid
of LC in human, mouse, rabbit and guinea pig (Klareskog
et al. 1979, Bergstresser er al. 1980a, Rodrigues er al. 1981,
Guillette et al. 1982) is widely accepted, ocassional MHC
class II-positive cells have been described in the normal cen-
tral cornea, both in the epithelium (Guillette et al. 1982)
and anterior stroma (Wang et al. 1987). Our findings are
similar to these reports. However, frequently scarce MHC
class II-positive cells were also observed in the pericentral
epithelium of the comea and in Descemet’s membrane or in
the underlying endothelium, but not in corneal stroma.

MHC class II-positive cells were also observed in conjunc-
tival epithelium and in buxtalimbal subepithelial conjunctival
connective tissue. Probably, many of these cells are endothe-
lial cells of blood vessels and others display a perivascular
location as had been observed in the human (Vantrappen ef al.
1985, Sacks et al. 1986) and rat (McMenamin & Holthouse
1992). A greater density of intracpithelial MHC class II-
positive DC was noted in the epibulbar conjunctiva, which is
in agreement with a study carricd out in humans (Sacks ez al.
1986). Thus, the conjunctiva and the peripheral cornea of the
chicken contains a very rich plexus of resident or migrat-
ing MHC class II-positive cells that probably mature as LC
as had been proposed in mammalian species (McMenamin
1994).

Oral mucosal LC have been described in several mam-
malian species, including human (Schroeder & Theilade
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1966, Waterhouse & Squier 1967, Danicls 1984), Rhesus
monkey (Hutchens er al. 1971), mouse (Bos & Burkhardt
1980, Bergstresser er al. 1980a), rat (Hill 1977, Takehana
er al. 1985). albino guinca pig (Bergstresser ef al. 1980a,
Carritlo et al. 1985), hamster (Bergstresser ef al. 1980a) and
cat (Saint-Andre Marchal er al. 1997). Functional evidence
suggests that the buccal mucosa represents a compartment
of mucosal-associated lymphoid tissue and that ATPasc-
positive/MHC class II-positive DC can gencrale accessory
signals, process antigens and migrate to regional lymph nodes
maturating to efficient APC (Ahlfors & Czerkinsky 1991,
Barrett ez al. 1993, Hasseus er al. 1995, Eriksson er al. 1996,
Desvignes er al. 1998).

There is disagreement whether oral mucosa LC have
regional differences in density and distribution, mainly
related to the degree of keratinization (Barrett er al. 1996).
Although discrepancies may be attributable to interspecies
variations and to different quantitative and staining meth-
ods employed, the density of oral mucosa LC is higher
in non-keratinized epithelium than in keratinized epithe-
lium (Danicls 1984, Cruchley ez al. 1989). Considering that
regional variation in such density is a real phenomenon. the
LC-like cells described in the tongue of the chicken correlate
with mammalian oral mucosa LC in morphology, density,
ATPase activity and MHC class 1l molecules expression.
To our knowledge, the presence of ATPasc-positive/MHC
class II-positive DC in the tongue epithelium of the chicken
reported here is the first demonstration of oral mucosa LC-like
cells in non-mammalian species.

Ocsophageal mucosa is the other site of the gastrointesti-
nal tract to come in contact with environmental factors such
as pathogenic microorganisms, chemical irritants or food
additives. However, most knowledge about the presence of
an effective immunological system in the digestive system
comes from studies carried out in the intestinal mucosa.
Moreover, it is surprising that compared with other mucosa
(de Fraissinette er al. 1989), little work has been performed
to identify the cellular types that might be relevant in the
immunological defence system of the oesophagus. LC have
been identified in the upper gastrointestinal tract of the sheep
(Gemmell 1973), mouse (Bdck 1974), bovine (Gernecke
1977)., human (Al Yassin & Toner 1976) and guinea pig
(Carrillo er al. 1985). Our findings of ATPase-positive/MHC
class II-positive DC are the first evidence of the presence of
I.C-like cclls in the oesophageal mucosa of the chicken and
are equivalent to those previously reported in the epidermis
of the chicken (Pérez-Torres & Millin 1994),

The variation in ATPase-positive DC density between
proximal half and distal half of the oesophagus is diffi-
cult to explain. The former seems to be an area naturally
deficient of LC-like cells and this suggests that it proba-
bly may be immunologically analogous to sites depleted
of LC such as rodent tail skin, comea and hamster cheek
pouch (Bergsuresser er al. 1980a,b). regarded as immunolog-
ically privileged sites, where grafts of allogencic skin have a
longer survival whereas grafis placed orthotopically are read-
ily rejected (Barker & Billingham 1977) or do not support
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the induction of contact hypersensitivity to dinitrofluoroben-
zene (Toews er al. 1980). Probably, central cornea and the
proximal half of the oesophagus of the chicken have similar
immunological propertics.

At the ultrastructural level. mucosal ATPase-positive DC
of the cornea, tongue and ocsophagus have all the criteria
of LC cxcept that they lacked LCG, although we carried out
a similar search as employed for demonstrating that epider-
mal LC of the chicken possess LCG-like organelles with the
typical rod-shaped and racket-shaped profiles of the LCG in
mammalian LC (Pérez-Torres & Ustarroz 2001). Probably.
mucosal LC-like cells of the chicken contain few LCG and
a more extensive search using serial ultrathin scctions or a
goniometric device are required to identify a similar organelie
(Andersson ef al. 1981) and to then designate these cells as
LC. This peoint is relevant despite the fact that the origin and
function of LCG remain elusive, although recent studies have
provided some insight into the nature of these organclles.
Their presence may be related to differentiation and matu-
ration pathways of the LC (Mackensen er al. 1995, Strunk
et al. 1996) LCG represent subdomains of the endosomal
recycling compartment, where langerin, a protein implicated
in LCG biogenesis, accumulates (Mc Dermott er al. 2002).
Because LCSG are depleted when LLC are activated. they could
serve as a loading compariment and/or a membrane reser-
voir for antigens before LC maturation (Mc Dermott er al.
2002). In summary, we show here the existence of LC-like
DC which exhibit a characteristic pleomorphic, dendriform
morphology, with intense membrane ATPase activity and
staining for MHC class 1I molecules. Ultrastructural anal-
ysis established that ATPase-positive DC located within the
normal intact mucosal epithelia qualify as LC except for the
absence of GCL. Our obsecrvations suggest that LC-like DC
at the mucosal surfaces of the cye, tongue and ocsophagus
of the chicken have relevant morphological and surface phe-
notypical properties for engagement with incoming antigens
within the epithelia and lamina propria.
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Articulo 4. Diferencias sexuales posteclosion en las células de Langerhans epidérmicas
del pollo doméstico (Gallus gallus).

En los estudios de los articulos previos se utilizaron pollos adultos y sabiamos que el
numero de CL ATPasa positivas era de 688+265/mm?Z. Circunstancialmente, notamos que
la epidermis contenia un numero evidentemente menor de CL ATPasa positivas cuando
era obtenida de pollos menores a 30 dias. Este hallazgo nos parecio interesante y
decidimos hacer un estudio ontogénico posteclosion, cuantificando las CL epidermicas de
hembras y machos, de acuerdo a la expresion de ATPasa y de moleculas clase li. Hasta
donde sabiamos, las CL de mamiferos aparecen en la epidermis durante el desarrollo
embrionario o fetal. Inicialmente son ATPasa positivas, luego expresan moléculas clase {i
y, posnatalmente, presentan granulos de Birbeck. Ademas, estaba demostrado que en
ratones adultos, las hembras tiene mas CL ATPasa positivas que los machos, diferencia
que desaparece después de la orquidectomia.

Utilizamos pollos de 4 a 35 dias de edad, sacrificados por sobredosis de eter a diferentes
edades. El sexo se identifico por observacion directa de las gonadas despues de
laparotomia. Las laminas eplderrmucas se obtuvieron de la piel de las apterias pectorales.
La cuantificacion por mm? de las CL ATPasa positivas o clase |l positivas, por edad y
sexo, se realizé con una camara lucida, calibrando el area para un objetico 40X.

L.os resultados obtenidos indican que las CL aparecen a los 7 dias posteclosion en ambos
se2xo0s, utilizando ambos marcadores. En los machos, Ias CL ATPasa positivas/clase 1l
positivas se mantienen por debajo de 100 célutas/mm? durante todo el estudio, mientras
que las hembras incrementan a mas de 100 CL ATPasa positivas/mm? durante la
segunda semana posteclosion y vuelven a incrementar este numero hasta un 50% del
numero del adulto a los 35 dias de edad. Durante las primeras 3 semanas, no hay
diferencia numeérica entre hembras y machos en el numero de CL clase 1l positivas;
posteriormente, solo las hembras incrementan este numero a 338/mm?Z.

Concluimos que los pollos nacen con una deplecion casi absoluta de CL hasta la primera
semana de vida y que luego se establece un dimorfismo sexual en el numero y expresion
de ATPasa y moléculas clase {l, siendo las hembras las que alcanzan un namero de CL
cercano al 50% del namero en adultos poco después del primer mes de vida,
independientemente del marcador empleado para la cuantificacion. Aan asi, la deplecion
de CL sigue existiendo y podria ser empleada para comparar, sin el uso de radiacion
ultravioleta o corticoides, algunas respuestas inmunolégicas en las que se ha involucrado
a las CL, como la induccion de hipersensibilidad por contacto o de tolerancia a haptenos.
La secuencia de expresion de actividad de ATPasa y de moléculas moléculas clase en las
CL del pollo recuerda a la de mamiferos. La presencia del granulo de Birbeck no fue

explorada.
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Diferencias sexuales posteclosion
en las células de Langerhans epidérmicas
del pollo doméstico (Galius gallus)

Armando Pérez-Torres,* Laura Zarate-Garduho,*
Martha Ustarroz-Cano*

Abstract

The epidermis of the chicken (Gallus gallus) has cells with morphological,
histochemical, ultrastructural and phenotypic features similar to the mam-
malian Langerhans cells (LC). We search in the present study the ATPase
activity and the expression of the Major Histocompatibility Complex class
Il molecules (MHC class II) in the LC of male and female chicks since 4
days until 35 days post-hatch. The results indicate that LC are lacked during
the first week post-hatch in both sexes, that the male chicks have a global
significantly lower number of LC (< 100/mm?2) than female chicks, and these
reach a number of LC (250 ATPase+ cells/mm?2; 338 MHC class I+ cells/
mm?2) that corresponds to the 50% approximately of the adult chicken. We
conclude that there is a sexual dimorphism and an initial natural depletion
in the LC of the domestic chicken.

PSR LA R AN TR de moléculas clase 11 del Complejo Principal de
Keywords: Langerhans cells. Ontogeny. Chickens. Histocompatibilidad (MHC clase I1) en las CL
Sexual dimorphism. epidérmicas de pollos hembras y machos desde los

4 dias hasta los 35 dias posteclosién. Los resultados
indican que estos animales pricticamente carecen

Resumen de CL durante la primera semana posteclosién,
La epidermis del pollo (Gallus gallus) contiene que los machos tienen un nimero global

células con caracteristicas morfolégicas, significativamente menor de CL (£ 100/mm?32) y
histoquimicas, ultraestructurales y fenotipicas que las hembras alcanzan un namero de CL (250
similares a las de las células de Langerhans células ATPasa+/mm?2; 338 células MHC clase 11+/
{CL) de los mamiferos. En el presente estudio mm?) que corresponde aproximadamente al 50%
investigamos la actividad de ATPasa y la expresion del de los pollos adultos. Concluimos que existe

* Departamento de Biologia Celular y Tisular, Facultad de Medicina, UNAM
Direccién para correspondencia y solicitud de reimpresos: M. en C. Armando Pérez Torres. Departamento de Biologia Celular y
Tisular, Edificio A, tercer piso, Facultad de Medicina, UNAM. CP 04510, México, D.E Correo clectrénico: armandop@servidor.unam.mx
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dimorfismo sexual y una deplecién natural inicial
en las CL del pollo doméstico.

Palabras clave: Células de Langerhans. Ontogenia.
Pollos. Dimorfismo sexual.

Introduccién

Las células de Langerhans epidérmicas (CL)

de los mamiferos son células dendriticas (CD)
inmaduras localizadas entre los queratinocitos
basales y suprabasales, formando una red continua
de células que captan antigenos por pinocitosis y
fagocitosis. Posteriormente migran por los vasos
linfiticos aferentes hacia las zonas paracorticales
de los ganglios linfiticos regionales donde activan
a los linfocitos T en reposo, al presentarles los
antigenos procesados, ahora como CD maduras.(!)
Las CL son las unicas células intraepidérmicas
que constitutivamente expresan una ATPasa

de membrana dependiente de Ca**/Mg**,(2) las
moléculas clase Il del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC clase 11),3-4) el antigeno
CD1a,!5) el receptor tipo 1l para el Fc de la IgG
(FcRvyll, CD32) y receptores para C3bi
(CD11b-CD18).(%) La caracteristica ultraestructural
cardinal de las CL es el grinulo de Birbeck

o granulo de las CL (GCL),(?} organelos que
representan subdominios del compartimiento
endosomal reciclante involucrado en las vias
intracelulares del procesamiento de antigenos.(®)

Las CL se originan en la médula 6sea(®) a partir de
células progenitoras hematopoyéticas CD34* que
estimuladas con GM-CSF y TNFa se diferencian

a células CD1a*, GCL*, E-cadherina*, que
expresan la molécula CLA (cutaneocus leukocyte
homing antigen) y que manifiestan propiedades
inmunoestimulatorias similares a las de las CL
aisladas de la piel.(10-12)

E! estudio de las CL en vertebrados no mamiferos
cuenta con muy pocos informes.(!3) En el caso de
las aves, se ha demostrado que la epidermis del
pollo doméstico contiene CL ATPasa*, (1) que
co-expresan MHC clase 11{!5) y que poseen
organelos similares al GCL.06) En el curso de

estos estudios notamos que habia una aparente
diferencia en el niimero de CL relacionada con la
edad y sexo de los animales empleados, sobre todo
si estos eran menores a los 30 dias. Para confirmar
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si esta observacién es real, iniciamos el presente
trabajo cuyo objetivo principal es cuantificar las
CL en pollos hembras y machos desde los 4 dias
posteclosién hasta los 35 dias de edad y establecer
que existe dimorfismo sexual en el nimero,
morfologia' y expresion de la ATPasa y de MHC
clase 11 en las CL de estas aves.

Materiales y métodos

Animales. Los pollos fueron adquiridos con un
proveedor comercial dos dias posteclosion; se
mantuvieron en condiciones habituales de bioterio,
con control permanente de temperatura y acceso al
alimento y al agua ad libitum. Los animales fueron
sacrificados por sobredosis de éter a los 4, 7, 10,
15, 21, 28 y 35 dias de edad. Al menos 4 animales
por cada edad y por sexo fueron utilizados en

el estudio. La determinacién del sexo se realizé
por inspeccién directa durante la necropsia. El
desarrollo notable de la génada izquierda identifico
a las hembras mientras que génadas bilaterales y
de tamainio similar identificaron a los machos. Los
casos dudosos no fueron considerados.

Obtencion de laminas epidérmicas. Se obtuvieron
fragmentos de piel de 0.5 cm? de ambas arterias
pectorales y fueron incubados en CaCl, 2M
durante 20 min a temperatura ambiente (TA).(1?)
Las laminas epidérmicas se separaron de la dermis
con la ayuda de dos jeringas hipodérmicas y se
enjuagaron abundantemente en agua destilada
(AD) para luego fijarlas en una solucién de
formaldehido-amortiguador de cacodilato de
sodio (pH 7.2) durante GO min a 4°C y realizar
la histoquimica enzimadtica para ATPasa o

fueron fijadas en acetona total durante 10 min

a TA para la demostracién de MHC clase 11 con
inmunofluorescencia.

Histoquimica para ATPasa.(!8) Después de fijar en
formaldehido-cacodilato, las ldiminas epidérmicas
fueron lavadas durante 15 min en amortiguador
Tris-maleato 0.2M (pH 7.2) a TA y luego fueron
incubadas durante 60 min a 37°C en el siguiente
medio, preparado al momento de su uso: AD, 10
mL; amortiguador Tris-maleato 0.25M (pH 7.3),
10 mL; MgSO, 0.1M, 2.5 mL; Pb(NO,), al 2%, 2.5
mlL; dextrosa 1.5 g y ATP disédico (Sigma), 20 mg.
Posteriormente, las liminas epidérmicas fueron
lavadas 3 veces durante 15 min con abundante

SA



AD y el producto de la reaccién enzimatica
(PbIPO,) fue revelado con (NH,),S (Merck) al 1%
en AD durante 1 min a TA. Los controles fueron
especimenes incubados en el mismo medio pero
sin ATP y los testigos fueron algunas ldminas’

de animales adultos. Todas las ldiminas fueron
montadas con el lado dérmico (de coloracién café -
oscuro) hacia arriba utilizando gelatina glicerinada
de Kaiser. :

Inmunofluorescencia para MHC clase I1. Después
de la fijacién en acetona, las ldminas epidérmicas
se secaron al aire durante 20 min y luego se
rehidrataron y bloquearon con albimina sérica
bovina (ASB) al 1% diluida en una solucién salina
amortiguada de fosfatos (PBS) con tritrén X-100 al
0.01%, durante 1 h a 4°C; luego fueron incubadas
en el sobrenadante con el anticuerpo monoclonal
TaP1 (obsequio del Dr. Max D. Cooper, University
of Alabama at Birmingham) especifico para las
moléculas B-L del pollo, homdélogas a las MHC
clase Il o Ia (Immune-associated) de mamiferos.(1?}
Finalmente, después de lavar las laminas en PBS,
fueron incubadas en un anticuerpo secundario
fluoresceinado (cabra anti-IgG de ratén, ICN)
diluido 1:32 en PBS-ASB al 0.1%-tritén X-100
0.01%, durante.1 h a 37°C en cimara himeda

y en oscuridad. Las ldaminas controles fueron
incubadas con un anticuerpo primario irrelevante
y del mismo isotipo. Todos los especimenes
fueron montados con una resina hidrosoluble no
autofluorescente (Merck).

Cuantificacién de CL ATPasa*/MHC clase II*.

Las CL ATPasa* fueron cuantificadas utilizando una
cdmara ldcida y un objetivo de 40X. Cada campo de
conteo fue calibrado con un micrémetro y representé
97 344 pwm?2. Por lo menos 10 a 15 campos por
animal fueron considerados para convertir los
resultados en ntimero de células/mm?2. Las CL MHC
clase II* fueron cuantificadas en fotomicrogafias cuya
drea correspondia a 384 800 um?2 y el nimero total
se expresa como células/mm?2.

Resultados

Histoguimica para ATPasa. Tanto en hembras
como en machos, las CL ATPasa* aparecieron
por primera vez alrededor del dia 7 posteclosién,
siendo notable la ausencia casi absoluta de estas
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células al dia cuarto del nacimiento (figs. 1 y 2).
Entre los dias 7 y 15, los machos mantuvieron un
incremento lento pero sostenido en el niumero de
CL (menos de 50/mm?2) las cuales mostraron una
distribucion homogénea. En ese mismo lapso, las
hembras incrementaron a mas de 100 el nimero de
CL/mm?3, con una distribucién heterogénea debido
a la formacién de cimulos de células ATPasa*
(figs. 1 y 2). En el dia 21, el aumento paulatino en
el nimero de CL ATPasa* observado en los machos
cambia y el niimero aumenta hasta alcanzar a las
hembras. Aparecen algunos cimulos de células
positivas en los machos. Entre los dias 21 y 28,
ambos sexos manifiestan una disminucién en las
CL, coincidiendo en el nimero de éstas al dia 28
(82/mm?). Para el dia 35, los machos mantienen
un nimero de CL ATPasa* por debajo de 100/mm?
mientras que las hembras muestran un incremento
muy significativo a mas de 250 CL/mm?

(fig. 2). Para entonces, las dreas intercimulos

en las hembras estdn ocupadas por estas células

(fig. 1).

Desde el punto morfolégico, en ambos sexos

se observé que las CL ATPasa* son pleimérficas,
siendo mads constante la presencia de células
poliédricas o redondas. Algunas formas dendriticas
se observan hasta el dia 35 en las hembras.

Inmunofluorescencia para MHC clase II. Las
primeras CL MHC clase 11* fueron observadas el
dia 7 posteclosién, en ambos sexos (fig. 3). Desde
esta edad y hasta el dia 21, el namero de células
fluorescentes no mostré un incremento notable, ni
diferencias entre los animales (fig. 4). Nuevamente,
en las hembras las células positivas formaron
cimulos y en los machos la distribucién fue
homogénea. En los dias subsecuentes, el cambio
mads notable en los machos es la formacién de
ctimulos de CL MHC clase 11* al dia 35, ya que el
numero miiximo de éstas se observé hasta el dia
28 (menos de 100 células/mm?2) y luego disminuyé
discretamente (figs. 3 y 4). Por su parte, las
hembras presentaron un incremento sorprendente
en el nimero de CL MHC clase 11* entre el dia 21
y el 35, pasando de 38 a 338 células/mm? (fig. 4).
MorfoléSgicamente, las CL MHC clase H* en ambos
sexos exhibieron unas formas mads dendriticas; en
las hembras, desde el dia 28 posteclosién, parecen
ser de mayor tamano que las de los machos

(fig. 3).
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machos

Figura 1. Células de Langerhans ATPasa positivas en laminas
epidérmicas de pollos machos y hembras de diferentes
edades posteclosion. Nétese la escasez de células a los 7
dias posteclosion en ambos sexos y el aumento significativo
y la formacién de camulo en las hembras, sobre todo a los
35 dias de edad. 90X.

Discusion

El presente estudio demuestra que en el pollo
doméstico (Gallus gallus) existe una deplecién casi
absoluta de CL ATPasa* y MHC clase 11* durante
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Figura 2. Cuantificacién de células de Langerhans ATPasa
positivas en la epidermis de pollos de ambos sexos.

Se demuestra claramente que los machos poseen menor
numero de estas células que las hembras, estableciéndose
una diferencia sexual significativa, particularmente después
de los 28 dias posteclosion.

los primeros 7 dias posteclosién. En las hembras,
el nimero de estas células alcanza el 50%,
aproximadamente, del de los pollos adultos

(688 + 265/mm?)(14) a los 35 dias de edad.

En los machos, el niimero miximo de CL es de
alrededor de 100 CL/mm?2 al dia 21 y no hay
incrementos posteriores en el periodo estudiado.
Lo anterior sugiere que existen claras diferencias
sexuales en la densidad de CL durante el primer
mes posteclosién en los pollos, sobre todo entre
los 21 a 35 dias de edad, independientemente

del marcado utilizado para la identificacién de
estas células. Estos resultados son similares a los
informados para ratones de la cepa C57BL/G de 8
semanas de edad, en los que las hembras muestran
un nitmero significativamente mayor de CL
ATPasa*/la* que los machos y esta diferencia

se pivrde después de realizar orquiectomia pero
no se modifica después de la ooforectomia.(29) Esto
sugicre que las diferencias sexuales en la densidad
de Cl estarian relacionadas con las concentraciones
mayores de testosterona o sus metabolitos en los
ratones machos. En este sentido, se ha demostrado
que los niveles preeclosion de testosterona en
pollos no son diferentes entre ambos sexos; sin
embargo, la concentracién de la esta hormona es
significativamente mayor en los machos en edades
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Figura 3. Inmunofluorescencia de células de Langerhans
MHC clase Il positivas en la epidermis de pollos de ambos
sexos, en diferentes dias posteclosién. Las células estan
practicamente ausentes en la primera semana de edad

y su incremento en muy lento entre los 1Sy 21 dias
posteclosion en ambos sexos. N6otese que en los machos la
distribucién de las células de Langerhans es homogénea
(cabezas de flecha) mientras que en las hembras se forman
cumulos (flechas). A partir del dia 28 posteclosién las
hembras poseen mas células MHC clase Il positivas que los
machos y de morfologia dendritica. 7 y 28 dias: 100X; 15 y
21 dias: 40X.

posteclosién.(21) Ademads de la posible accién de la
testosterona sistémica en determinar las diferencias
sexuales en el nimero de CL, es interesante

que haya diferencias regionales y sexuales, en

ratas y humanos, en la actividad de la enzima
Sa-reductasa,(22.23) ]a enzima que convierte a la
testosterona en Sa-dihidrotestosterona, un potente
andrégeno. En las ratas macho, la actividad de esta
enzima es mayor en la piel de la cola, menor en la
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Figura 4. Cuantificaciéon de células de Langerhans MHC
clase H positivas en la epidermis de pollos de ambos sexos.
El dato mas importante es el mayor numero de células de
Langerhans en las hembras, después de los 21 a 28 dias
posteclosion. Notese como los machos nunca rebasan las
100 células/mm? como ocurrié con las células de Langerhans
ATPasa positivas.

de lo oreja y mads baja aidn en la piel del cojinete
plantar,?? Jo que guarda una relacién inversa con
el numero de CL de esas regiones en el ratén. (24)
Hasta donde sabemos, no existen eswudios similares
en la piel de pollos Que nos permitan hacer una
correlaciéon con los resultados del presente trabajo.

Por otro lado, la administracién tépica y
sistémica de glucocorticoides disminuye el
nimero y el aspecto dendritico de las CL(25-26) y
la adrenalectomia en ratones machos y hembras
incrementan significativamente la densidad de
CL,(29) por lo que debe considerarse la posibilidad
de que estas hormonas también pudieran influir
en las diferencias sexuales de CL en los pollos
estudiados.

Hasta ahora no se conocen los mecanismos
intimos que determinan las diferencias sexuales
en la densidad de CL y que también pudieran
estar operando en los animales estudiados en el
presente trabajo. Sin embargo, podria especularse
que las hormonas esteroides, en particular la
testosterona, ejercerian alguno o varios de los
siguientes efectos: disminucién de los precursores
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medulares o circulantes de las CL, modificacién
de los mecanismos de migracion de las CL

hacia o desde la epidermis y disminuciéon de la
actividad mitética intraepidérmica de las CL. Otra
posibilidad es que las Ci. cstén presentes pero

no son observadas porque la actividad de ATPasa
y la expresion de moléculas clase H del MCH
cstarian alteradas selectivamente por el ambiente
hormonal dominado por la testosterona y/o los
glucocorticoides.(25-27) Esto podria explicar, en
parte, por qué los machos del presente trabajo
tuvieron globalmente menos CL ATPasa* quec las
hembras y también menos CLL MHC clase II* en
las dltimas dos semanas del estudio. En el caso

de las hembras, podria interpretarse que las CL
inicialmente son ATPasa*, luego expresan moléculas
clase I del MHC y al final del estudio son positivas
para los dos marcadores. En miiridos se ha
identificado una cinética similar de diferenciacién
de las CL. En el dia 18 de la gestacién hay 280 CL
ATPasa*/mm? por 1 CL la*/mm?2.(28)

En conclusién, el presente trabajo demuestra que
en los pollos menores a 35 dias de edad existe
dimorfismo sexual en el niimero y expresiéon

de marcadores de CL y que, en comparacién al
niimero de CL de los animales adultos, estos
animales presentan una deplecién natural de

CL. Esto podria ser util en la evaluacién de los
fenémenos de hipersensibilidad y tolerancia,

los que han sido estudiados con depleciéon
experimental de CL. Por otro lado, pollos de las
edades estudiadas podrian constituir un modelo
interesante en el estudio del dimorfismo sexual de
las respuestas inmunolégicas.
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HIPERSENSIBILIDAD POR CONTACTO AL DINITROFLUOROBENCENO Y CAMBIOS
EN LAS CELULAS DE LANGERHANS DEL POLLO DURANTE LA FASE DE
SENSIBILIZACION A ESTE HAPTENO.

Introduccion

L.a HC (revisado en Bour et a/.,, 1997) es una reaccion inflamatoria mediada por células
T que ocurre en los sitios de desafio con alergenos de contacto en individuos
sensibilizados. La expresion clinica en humanos, cuando los alergenos entran por la
piel, es la dermatitis de contacto alérgica, caracterizada por hiperemia, edema,
vesiculas cutaneas, exudacion y descamacion.

La HC involucra tres elementos: CL, linfocitos T hapteno-especificos y el hapteno.

El origen y la naturaleza de los haptenos es muy variada. Estos quimicos son de bajo
peso molecular y no son inmunogénicos por si mismos. Para actuar como tales se
unen a proteinas acarreadoras cutaneas a través de residuos lipofilicos y electrofilicos.
Muchos haptenos derivan de prohaptenos que requieren de una metabolizacion in vivo
dentro de la epidermis para poder hacer uniones covalentes con las proteinas
cutaneas. Algunos haptenoes metalicos no hacen tales uniones, sino interacciones
débiles con las proteinas acarreadoras. Otros, se unen directamente y con gran
afinidad a las moléculas clase |l de las CPAg (Clement et a/.,1979, Sinigaglia 1994).
Asi, lo que activa a los linfocitos T activados es un péptido “haptenizado”, expresado
en el contexto de moiéculas clase | y  det CPH. Lo anterior implica que el estado
metabdlico del hospedero podria ser clave en determinar la susceptibilidad individual
en el desarrollo de la dermatitis de contacto alérgica.

La HC consiste de dos fases (Bour et al,, 1997): la fase de sensibilizacion, también
Ilamada aferente o de induccidén, ocurre por el primer contacto del hapteno con la piel.
Las CL captan el hapteno y migran a l|a region paracortical de los ganglios linfaticos
regionales, donde lo presentan y provocan una generacion de linfocitos T hapteno-
especificos, que después migran a la piel. En los humanos, esta fase tarda de 10 a 15
dias; en ratones de 5 a 7 dias y no tiene manifestaciones clinicas. La segunda fase o
fase eferente o de reto, ocurre por la activacion de linfocitos hapteno-especificos
dérmicos, lo que desencadena el proceso inflamatorio. Esto se observa pocas horas
después del segundo contacto o desafio con el hapteno; en el humano se da a las 72
h y en el ratdn a las 24 a 48 h. La reaccion inflamatoria persiste unos dias y luego
disminuye rapidamente. Durante ese lapso, la piel manifiesta los signos clinicos
referidos anteriormente.

Existen numerosos informes de la participacion de las CL en la HC. La observacion de
linfocitos epidérmicos en aposicion a CL en la piel de pacientes sensibilizados
activamente y en cobayos sensibilizados pasiva y activamente es la primera evidencia
de la vinculacion de CL a HC; adicionalmente, se observd que las CL se incrementan
dentro de los vasos linfaticos dérmicos y en los ganglios linfaticos que drenan la linfa
de los sitios cutaneos con HC (Silberberg 1971, 1973, Silberberg et a/.,, 1974, 1975).
Esto sugirié que las CL captarian Ag en la piel y los llevarian a los ganglios linfaticos
donde los presentarian a “células inmunoloégicamente relevantes” (Silberberg et al.,
1976, 1978). La demostracion de la afinidad especial de las CL por un amplio rango de
haptenoes de contacto (aldehidos, metales y aminas) reforzé esta hipotesis (Shelley &
Juhiin 1976, 1977).
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Otras evidencias menos circunstanciales se aportaron posteriormente. Los animales
tratados epicutaneamente con un hapteno en un sitio de piel con deplecion natural o
experimental de CL, son incapaces de desarrollar una respuesta de HC,; por el
contrario, se induce un estado de tolerancia inmunologica especifica a dicho hapteno
(Toews et al.,, 1981, Lynch et al.,, 1981, Halliday & Muller 1986). Por otro lado, la
sensibilizacion de ratones puede inducirse con la inyeccion de una suspension de
células epidérmicas, de CL o de la linea celular de CD FSCD, cuando son
haptenizadas in vitro (Ptak et al., 1980, Tamaki et al.,, 1981, Sullivan et al., 1984,
Girolomoni et al., 1995). Por el contrario, el empleo de suspensiones de células
epidérmicas depletadas de CL antes de la haptenizacion, es ineficiente en la induccion
de la sensibilizacion y también induce tolerancia al hapteno.

El empleo de FITC como hapteno ha permitido observar mas directamente la
participacion de las CL en la captacion de un hapteno, la migracidon a través de los
vasos linfaticos y la presentacion de aquel a los linfocitos T de las areas paracorticales
de los ganglios linfaticos (Macatonia et a/, 1986, 1987). Otra evidencia aun mas
convincente del papel basico de las CL en el desarrollo de HC se obtuvo poco
después en ratones desnudos sensibilizados con FITC a través de un injerto de piel
alogénica. Las CD “cargadas” con el hapteno y obtenidas de los ganglios linfaticos del
raton desnudo, fueron capaces de inducir una sensibilizacion a FITC después de la
inyeccion a ratones virgenes del mismo haplotipo del donadcr del injerto cutaneo, lo
que significaba que dichas células eran CL (ademas de poseer GCL) presentes en el
injerto y que dentro de éste se habian “cargado” del hapteno (Kripke et al., 1990).

Los efectos de los haptenoes por contacto sobre las CL son dependientes de la dosis
y del tiempo. A las 24 h de aplicado un hapteno ocurre una disminucion de hasta un
40% en el numero de CL (Weinlich et al., 1989) o aun puede ser mas pronunciada a
las12 h, cambiando de 770 + 190/mm? a 20 + 20/mm?, cuando se aplica una dosis de
sensibilizacidn en la piel abdominal de raton (Bergstresser et al., 1980).

Otras modificaciones observadas en las CL inducidas por una dosis de un hapteno son
la pérdida de las prolongaciones dendriticas (Bergstresser et al., 1980), el incremento
en el RER y de la expresion de CPH clase [l (Picus et al., 1987), disminucion o pérdida
de |a actividad de ATPasa (Hanau et al., 1989) e incremento en organelos
involucrados en la endocitosis mediada por receptor, incluido el GCL (Koide et al.,
1987, Hanau et al., 1989).

En los pollos se ha logrado inducir HC a oxazolona, a acido picrico y a DNFB
(Maguirre et al., 1976), siguiendo una metodologia similar a las utilizadas en los
modelos de HC en mamiferos. Mas aun, los cambios en la piel de las barbas retadas
de los pollos Lerghorn y el comportamiento de la respuesta inflamatoria en el tiempo,
son muy similares a lo observado en mamiferos.

El objetivo de esta parte del presente trabajo de tesis, es reproducir el experimento de
induccion de HC al hapteno DNFB en pollos (Maguirre et al/, 1976), con algunas
adaptaciones tomadas del modelo de mamiferos (Bergstresser et al., 1980, Toews et
al 1981) para analizar la posible participacion de las CL, a diferentes tiempos, durante
ia fase de sensibilizacion de HC al DNFB.
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Materiales y Métodos

Animales. Utilizamos pollos machos adultos Leghorn, de plumaje blanco, con barbas
mayores de 1 cm de diametro, proporcionados por el Departamento de Produccion
Animal de la Facultad de Veterinaria y Zootecnia de la UNAM. Los animales fueron
mantenidos en condiciones habituales de bioterio, 2 por jaula, y con acceso libre a
alimento comercial para aves y a agua corriente.

Sensibilizacion y reto con DNFB. La sensibilizacion al DNFB se produjo con la
aplicacion de 50 uL de DNFB al 0.5% diluido en acetona/aceite de oliva (4:1), en una
superficie de 1.5 cm? de la apteria pectoral derecha (n= 8). Siete dias después, los
animales fueron retados con 50 uL de DNFB al 0.25%, diluido en el mismo vehiculo,
aplicado en la cara lateral de la barba derecha. La barba izquierda de cada animal se
utitizd como testigo y solo se aplico el vehiculo.

Los animales controles (n= 2) fueron “sensibilizados” con el vehiculo en la apteria
pectoral derecha y retados siete después con 50 ul. de DNFB at 0.25 % en la cara
externa de la barba derecha. A barba izquierda de cada animal se le aplico sdlo el
vehiculo para comparar la respuesta con la barba derecha.

Cuantificacion de la respuesta de la HC. E!l grosor de las barbas de cada animal se
realizd antes del reto y a las 24, 48, 72 y 96 I, después de aplicada la dosis de reto o
del vehiculo, segun el caso. Dos personas efectuaron 5 mediciones de las barbas con
un calibrador micrométrico (Mitutoya®) y se obtuvo un promedio de grosor para cada
tiempo y en cada uno de los animales.

Clinicamente, la HC fue identificada entre las 24 a 96 h después de la aplicacion del
hapteno, por la presencia una lesion eritematosa y edematizada, de bordes
irregulares, seguido de la aparicidn de papulas, de pequenas vesiculas, de exudado y
de descamacion.

Sensibilizacién al DNFB y cambios en las CL. La sensibilizacion al DNFB se realizé
en 3 animales como se menciono arriba. A los 30 y 60 min y a las 4 h, se obtuvieron
biopsias de piel de 4 mm de diametro de la hapteria pectoral derecha tratada. Algunas
muestras fueron fijadas durante 24 h en formaldehido al 10 % amortiguado y
procesadas para realizar cortes en parafina y tincion con H-E. Otras biopsias fueron
incubadas en CaCl: 2M para separar laminas epidérmicas. Las dermis
correspondientes fueron incluidas en OCT y congeladas inmediatamente en REVCO a
-70 °C, hasta la realizacion de cortes por congelacion de 60 a 100 pm grosor,
tangenciales a la superficie de la union dermoepidérmica; ambas preparaciones,
laminas y cortes por congelacién, fueron procesadas para la demostracion de células
CPH clase |l positivas por inmunofluorescencia indirecta, siguiendo la técnica descrita
previamente (Pérez-Torres & Millan 1994).

Para el estudio ultraestructural de las CL y de la piel tratada con DNFB en los
diferentes tiempos, procesamos algunos fragmento de 1 mm® de piel de la misma
manera como se describid con anterioridad (Pérez-Torres & Ustarroz-Cano, 2001).
Decidimos utilizar animales diferentes como controles (sélo recibieron el vehiculo)
debido a que los animales frecuentemente exploran con el pico, la parte interna de las
alas y ambas hapterias pectorales, de modo que aun 1a hapteria no tratada con DNFB
o con el vehiculo, recibe algo de la dosis aplicada por nosotros. Las biopsias de piel de
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los animales controles fueron procesados de la misma manera que los tratados con
DNFB.

Cuantificacion de las ClL. epidérmicas CPH clase Il positivas en laminas
epidérmicas. Las CL epidéermicas CPH clase Il positivas fueron cuantificadas en
fotomicrografias obtenidas con el objetivo de 40X, cuyo campo fotografico calibrado
es de 96 500 uymZ2 Los campos cuantificados (45 por cada animal) representan el
numero 2de CL en las areas intercamulos y se expresa como el numero de células +
DS /mm=~.

Resultados

Hipersensibilidad por contacto al DNFB en pollos adultos Leghorn. Clinicamente,
todos los animales sensibilizados y retados con DNFB presentaron hiperemia, edema,
vesiculas, exudacion y descamacion. En el primer grupo de animales (grafica 1), el
grosor pre-reto fue un poco menor a 2 mm, notandose un incremento a las 24 h en
todos los animales, siendo muy importante en dos de ellos. El grosor se mantuvo por
arriba del valor pre-reto hasta ias 48 a 72 h. Tres de los 4 animales mostraron una
disminucion en el grosor de la barba a las 96 h, siendo este valor parecido al grosor
pre-reto. Uno de los animales (linea amarilla, grafica 1) mostro numerosas vesicutas,
exudado abundante, dascamacion gruesa y ulceracion, o cual podria explicar la
disminucion del grosor de la barba, incluso menor al grosor pre-reto, observada desde
las 48 h y hasta las 96 h, luego de un discreto aumento a ias 24 h.

En el segundo grupo (grafica 2), en grosor pre-reto de las barbas fue de 1 a 2 mm,
aproximadamente. Tres de 4 animales incrementaron el grosor a las 24 h y otro lo hizo
hasta las 48 h. Dos animales mantuvieron el incremento del grosor de la barba auan a
las 96 h; los otros dos lo disminuyeron después de las 24 h hasta alcanzar valores del
grosor pre-reto a las 96 h.

Las barbas izquierdas, que recibieron una dosis de “reto” con el vehiculo no mostraron
cambios macroscopicos ni de grosor (datos no mostrados).

Los animales controles (graficas 1 y 2, flechas) practicamente no mostraron cambios
en todos los tiempos evaluados. Sin embargo, se puede observar un ligero incremento
del grosor de |la barba derecha a las 24 h, mismo que disminuye después, hasta
regresar a los valores pre-reto a las 96 h. La barba izquierda (que recibido solo ei
vehiculo) presentd® cambios similares a la barba derecha. Clinicamente, estos
animales sélo mostraron una discreta coloracion amarillenta de |la zona retada con
DNFB.

Sensibilizacion al DNFB. Estudio histopatolégico. Los cortes de piel (figura 1)
demostraron un incremento en la celularidad en la dermis reticular, en forma dispersa
y en cumulos, a los 30 min después de la aplicacion de la dosis de sensibilizacion al
DNFB. A los 60 min esto fue observado mas ampliamente en toda la dermis,
incluyendo a la dermis papilar. A las 4 h, el infiltrado celular es mas notable, sobre todo
por la presencia de cumulos celulares subepidérmicos, cercanos a la lamina basal. Un
hallazgo destacable fue la presencia de cumulos longitudinales de células, similares a
“cordones”, tanto en la dermis superficial como en la dermis profunda.
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Los animales controles (solo recibieron el vehiculo como dosis de sensibilizacion) no
mostraron ninguno de los cambios descritos anteriormente y la piel presentdé un
aspecto mas plegado que la tratada con DNFB (figura 2a).

Sensibilizacion al DNFB. inmunofiluorescencia para moléculas clase Il del CPH
en laminas epidérmicas y en cortes tangenciales de la dermis subyacente. £n las
laminas epidérmicas de los animales controles no se identificaron cambios en el
numero y distribucion de las CL. CPH clase Il positivas (figura 3b), parametros que
fueron muy similares a los observados en las laminas epidérmicas procesadas para la
demostracion de ATPasa (figura 3a). Nétese el alto porcentaje de imbricacion en la
distribucion y numero de las CL ATPasa positivas (830 + 134/mm?) y las CL CPH clase
It positivas (783 = 102/mm?) (figura 3a y b). De hecho, las imagenes observadas en los
tres tiempos estudiados, son semejantes a las de laminas epidérmicas obtenidas de
una piel normal y sin ningun tratamiento. Los cortes tangenciales de Ila dermis en los
animales controles mostraron muy escasas CD CPH clase Il positivas (figura 2b).

A los 30 min de aplicar ei DNFB, se observan cambios notables en en numero y
morfologia de las CL. CPH clase Il positivas (figura 4a-c). El niumero ha disminuido a
307 + 84 CL/mm? pero algunas células son de mayor tamafo y muestran una
fluorescencia mas intensa (figura 4a); la distribucidn en cumulos y entre cumulos
parece normal en algunas zonas de piel aunque hay grandes areas de deplecion
(figura 4b) y sélo se observan cumulos con menor densidad celular y escasas células
vecinas (figura 4c). La dermis subyacente a estas laminas epidérmicas también
muestra cambios evidentes. La presencia de CD CPH clase Il positivas se ha
incrementado notablemente, formando cumulos (figura 5a) o distribuyéndose mas
homogéneamente en el tejido conjuntivo (figura 5b). Sin embargo, el cambio mas
ltamativo es la presencia de estructuras tubulares o “cordonales”, con numerosas
células inmunofiuorescentes asociadas a la pared (figuras S b-c). En algunos cortes
fue posible identificar la presencia de una luz en estos “cordones” o vasos de la dermis
(figura 5d).

Una hora después de la aplicacion del DNFB, las CL presentan una distribucion similar
a la normal pero con una evidente disminucion en el numero (525 + 92/mm?). Los
cumulos presentan células mas dendriticas y de mayor tamafo que a los 30 min y son
mas fluorescentes que las CL de las areas intercamulos (figuras 6a-b). En la dermis
subyacente, los cordones o estructuras tubulares aparecen de mayor calibre, tal vez
por el mayor numero de células CPH clase |l positivas, ahora de aspecto redondeado,
asociadas a la pared (figuras 7a-c) y dentro de la luz (figuras 7b y c, flechas).

A las 4 h de aplicada la dosis de sensibilizacion con DNFB, el namero (316 + 76/mm?),
morfologia y distribucion de las CL CPH clase 1l positivas es muy similar a lo
observado a los 30 min. Existen areas de deplecion de CL (figura 8b); las CL de ios
cumulos no muestran dendritas y los cuerpos celulares son muy fluorescentes (figuras
8a-c). Algunas imagenes de CL son sugestivas de actividad mitética (figura 8b, flecha).
En la dermis, los cordones de células fluorescentes son mas largos (figura 9b) y
algunos presentan un gran densidad celular (figura 9¢). Las células CPH clase Il
positivas parecen mas numerosas y con distribucién mas homogénea que a los 30 y
60 min, aunque la mayoria son redondas y casi no se observan CD (figura 9a).
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Sensibilizacién al DNFB. Estudio ultraestructural. Practicamente no se observaron
cambios ultraestructurales en la piel y en las CL después de 30 min de aplicado el
DNFB. A los 60 min, las CL basales y suprabasales mostraron un incremento de hoyos
y vesiculas cubiertas, de vesiculas citoplasmicas lisas, de cuerpos multivesiculares y
de estructuras tubulares similares al sistema endosomal (figura 10a-b). Las CL basales
presentaron prolongaciones citoplasmicas dirigidas hacia la unidn dermoepidérmica
(figura 10c-e), con GCL atipicos (figura 10c-d, flechas). No se observo pérdida de
continuidad de Ila l|amina basa! por el paso de células como las descritas
anteriormente. En |la dermis superficial no observamos células parecidas a CL.
ldentificamos algunas estructuras vasculares cuyas paredes estan formadas por
ceélulas endoteliales de grosor irregular, carentes de lamina basal, con algunas zonas
muy delgadas y sin evidencia de la presencia de uniones ocluyentes. Nunca se
observaron eritrocitos en el interior de estas estructuras vasculares (figura 10f). Los
queratinocitos Nno mostraron cambios evidentes.

A las 4 h de tratamiento con DNFB, todas la células con caracteristicas de CL se
localizan en estrato basal de la epidermis, muy cercanas o en contacto con la lamina
basal, y con numerosas vesiculas claras (figura 11a-c, flechas). Frecuentemente
contenian un citocentro bien organizado, con mas mitocondrias y lisosomas (figura
11a). En la dermis superficial, se observo que células con prolongaciones largas
(figura 12a-d, flechas) rodean a otras con caracteristicas similares a las CL basales
pero con un mayor contenido de organelos como mitocondrias, vesiculas, endosomas,
RER y estructuras parecidas a GCL (figura 12c, cabeza de flecha) y un notable
citoesqueleto de filamentos delgados. Células como las descritas, con algunos velos
citoplasmicos, también fueron observadas dentro de espacios limitados por delgadas
prolongaciones citoplasmicas que dejaban entre si grandes espacios o hendiduras,
comunicadas directamente con el tejido conectivo vecino (figura 13 a-d, flechas).
Muchos queratinocitos basales presentaron nucleos con abundante eucromatina y
algunos con 1 6 2 nucleolos prominentes.
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Hipersensibilidad por contacto a
DNFB en pollios adulitos Leghorn

3.5

Grafica 1

grosor barba (mm)

(n=4)

Cuantificacion de la respuesta de hipersensibilidad por contacto en pollos al hapteno
dinitrofluorobenceno (DNFB). La sensibilizacion de los animales se realizé con 50ulL de DNFB
al 0.5% en acetona:aceite de oliva aplicado epicutaneamente en la apteria pectoral (1.5cm?) y
{a dosis de reto fue 50 pL de DNFB al 0.25% aplicado en alguna de las barbas. Se emple6 un
calibrador micrométrico (Mitutoya®) para realizar ias mediciones de grosor de la barba antes y
despuées del reto, en los tiempos especificados. Los animales tratados mostraron un
incremento en el grosor de 1a barha 24 h después del reto y hasta las 72 h. En dos animales
(azul y negro) esto fue muy notable; uno de los animales presentdé vesiculas cutaneas y
descamacion gruesa después de 48 h de reto y por ello el grosor de la barba disminuyé
(amarillo). Las mediciones del animal control (retado sélo con el vehiculo) estan sefaladas

con la flecha.

68

i TESIS CON
1 FALLA DE ORIGEN |




Hipersensibilidad por contacto
a DNFB en pollos Leghorn
adultos

N

grosor barba (mm)
o

grosor grosor grosor grosor grosor
pre-R 24 h 48 h 72 h 96 h

(n=4)

Respuesta de hipersensibilidad por contacto al dinitrofluorobenceno (DNFB) en poillos.
Los animales fueron sensibilizados con SO UL de DNFB al 0.5% en acetona:aceite de oliva
aplicado en la piel de la apteria pectoral (1.5 cm?) y 7 dias después fueron retados con 50
plL de DNFB al 0.25% en alguna de las barbas. El grosor de éstas se midié antes y
después de la dosis de reto con un calibrador micrométrico (Mitutoya®). Los animales
control fueron retados sélo con el vehiculo. El incremento de grosor de las barbas de los
animales tratados alcanzdé un maximo entre las 24h a 48h y dos de ellos (amarillo y azul)
lo mantuvieron hasta las 96 h. El animal control (flecha) practicamente no muestra

cambios.
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30 MIN 60 MIN

4 HORAS

Figura 1. Fotomicrografias de piel de pollo adulto tratada con dinitrofluorobenceno al 0.5%
como dosis de sensibilizacién al hapteno. A los 30 min se observa mayor celularidad en ia
dermis reticular (profunda) y a los 60 min hay un incremento de células en la dermis
papilar (superficial). A las 4 h es mas evidente la presencia de camulos celulares en la
dermis, muy cerca de la membrana basal. Otra observacion destacable es la formacion de
“cordones” celulares densos, probablemente asociados a estructuras vasculares
sanguineas o linfaticas (flechas). 30 min, 60 min y 4 h izquierda: 320X; 4 h derecha 800X.
Hematoxilina-eosina.
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Figura 2. Células de Langerhans ATPasa positivas (a; 830+134/mm?) y moléculas clase il
positivas (b; 783+102/mm?) de laminas epidérmicas de pollos, separadas de la dermis 1 h
después de la aplicacion del vehiculo acetona/aceite de oliva (4:1), en la apteria pectoral.
La distribucién, morfologia y numero de las CL son similares a la de una epidermis normail
o no tratada y a las de epidermis obtenida a los 30 min y a las 4 h de aplicado el vehiculo.
Son caracteristicos los cumulos densos y la distribucion mas homogénea intercumulos de

las CL. Ambas imagenes a 100X.
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Figura 3. Imagen histolégica de piel de pollo (a) tratada con el vehiculo acetona:aceite de
oliva (4:1). Se observan plegamientos de la piel que son similares a los de una piel normal
y en la dermis no se aprecian los cumulos de células como los observados después de
aplicacion de DNFB al 0.5% diluido en el mismo vehiculo. En la inmunofluorescencia para
moléculas clase Il del CPH de los cortes tangenciales de la dermis, 1 h después de la
aplicacion de! vehiculo, se observan algunas células positivas asociadas a estructuras
longitudinales y ramificadas, poco visibles. (b, flechas). A= 630X; b= 200X.
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Figura 4. Células de Langerhans moléculas clase Il positivas en laminas epidérmicas de
pollos adultos separadas de la dermis 30 min después de la aplicacién epicutanea de
dinitrofluorobenceno al 0.5%. Algunas zonas muestran una distribuciéon de CL normal
aunque con menor numero de células (a); sin embargo, es frecuente observan grandes
zonas con deplecién de CL (b) y en otras sélo se conservan en los cumulos (c). El numero
de CL es de 307+84/mm?. a=200X; b y c=100X. inmunofluorescencia indirecta.
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Figura 5. Inmunofluorescencia indirecta para molécuias clase |l del CPH de pollos, en
cortes gruesos (10 ym) de la dermis subyacente a la epidermis tratada con DNFB al 0.5%
de la figura 4 (30 min). Las células fluorescentes (redondas, alargadas y dendriticas) se
encuentran en cumulos (a) o dispersas en el tejido conjuntivo de la dermis (b). Es notable
la formacién de “cordones” de células CPH clase Il positivas debido a su relacién con
estructuras probablemente vasculares (flechas). a y b= 100X; c y d=200X.
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Figura 6. Inmunofluorescencia indirecta para demostrar células de Langerhans (CL)
moléculas clase Il positivas en laminas epidérmicas obtenidas del la apteria
pectoral, 1 h después del tratamiento con dinitrofluorobenceno al 0.5%. Las CL
asociadas a cumulos (a y b, flechas) se observan mas dendriticas que las células
de la figura 4 y aparentemente son mas fluorescentes. En las zonas epidérmicas
entre los cumulos, el numero de CL es ligeramente menor al de una lamina control,
pero es mayor (525+92/mm?) que a los 30 min de la aplicacién del hapteno.
a=200X; b=100X.
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Figura 7. Células moléculas clase |l positivas del pollo en la dermis de la apteria pectoral,
después de 1 h de tratamiento con dinitrofluorobenceno al 0.5%. Las células fluorescentes
estan mas relacionadas con las estructuras vasculares, haciendo que los “cordones” se
observen mas grueso y con una mayor densidad celular (a y c). Algunas células CPH
clase |l positivas se observan en la luz de estos vasos dérmicos (b y c, flechas). a y c=

200X; b= 400X.
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Figura 8. Laminas epidérmicas del pollo separadas de la dermis, luego de 4 h de la
aplicacion epicutanea del hapteno dinitrofluorobenceno al 0.5%. La distribucién,
morfologia y numero (316+76/mm?) de las células de Langerhans (CL) es muy similar a lo
observado a los 30 min (Figura 4). Casi no se observan las dendritas y los cuerpos de las
CL de los cumulos parecen ser mas fluorescentes (a y c, flechas). Algunas imagenes
como la sefalada en la figura b (flecha) podrian interpretarse como mitosis
intraepidérmica de las CL. a, b y c=200X. Inmunofluorescencia indirecta.
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Figura 9. Inmunofluorescencia indirecta para moléculas clase H del CPH en células de la
dermis del pollo, después de 4 h de la aplicaciéon del hapteno dinitrofluorobenceno al 0.5%
en la piel de la hapteria pectoral. La distribucién de las células fluorescentes es mas
homogénea que en los tiempos anteriores (30 y 60 min), la mayoria son redondas y sélo
se observan algunas células dendriticas. El patron de “cordones” se mantiene (ay b) y
algunos muestran una fluorescencia intensa debido a la alta densidad de células clase Il
positivas asociadas a los mismos (c). a, b, c= 100X.
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Figura 10. Micrografia electronica de piel de pollo adulto una hora después de la
aplicacion epicutanea de dinitrofluorobenceno al 0.5%. Las células dendriticas de
la epidermis (CL) del pollo muestran algunas vesiculas, cuerpos multivesiculares
y estructuras membranosas de apariencia tubular cercanas a la membrana
plasmatica que semejan algunos granulos de Birbeck atipicos (flechas)
observados en CL de mamifero que realizan endocitosis in vitro. La mayoria de
las CL epidérmicas de la piel tratada presentan prolongaciones citoplasmicas
dirigidas hacia la dermis y en ésta se observan elementos vasculares que
podrian cormresponder a capilares linfaticos. No se observaron CL a través de la
union dermoepidérmica ni células similares en la dermis superficial. Barra= 2um.
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Figura 11. Micrografias electronicas de piel de pollo adulto, 4 horas después de la
aplicacion epicutanea de dinitrofluorobenceno al 0.5%. Algunas células basales con
caracteristicas similares a las células de Langerhans presentan numerosas vesiculas
claras (a, b, c, flechas), probablemente endociticas, y prolongaciones dirigidas hacia la

dermis. Barras=5 ym
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Figura 12. Micrografias electronicas de la piel de pollo aduito 4 h después de la aplicacion
epicutanea de dinitrofluorobenceno al 0.5% (dosis de sensibilizacion). En la dermis papilar se
observa una célula ultraestructuralmente similar a las descritas en la figura 11 rodeada por
prolongaciones citoplasmicas largas de espesor variable (flechas) que pertenecen a otra célula
que carece de |lamina basal. Aparentemente, la primera, con un citoplasma rico en filamentos
delgados, vesiculas claras y organelos parecidos a GCL (cabeza de flecha), ocupa un espacio

formado por la segunda. Barras= 2 ym
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la aplicacion de

Figura 13. Micrografias electronicas de la dermis del pollo 4 h después de
dinitrofluorobenceno al 0.5% sobre la epidemis. En la dermis superficial (a y b) y en la dermis profunda (cy
espaci

d) se observan células parecidas a CL (a y c) y de aspecto linfoide (b) dentro de 0s que
probablemente cofresponden a vasos linfaticos ya que presentan un contorno de grosor irregular de las
células endoteliales, no existe una lamina basal y ni presentan pericitos. Es notable la presencia de
grandes hendiduras o discontinuidades (flechas) en la pared de estos vasos, lo cual facilitaria el paso de
células y de liquido tisular hacia la luz. La mayoria de las células “intravasculares” presentan numerosas
vesiculas claras, lisosomas y otras estructuras tubulares que pueden r al sistema endosomal (a,
c, d). En algunas es posible identificar algunos velos citopladsmicos (d). Barras= 2 ym.

82 TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




Discusion

En el presente trabajo se comprobdé que los pollos responden a la sensibilizacion y al reto
con el hapteno DNFB desarrollando un cuadro clinico compatibie con una dermatitis por
contacto. En la mayoria de los animales sensibilizados, los datos clinicos cutaneos
correlacionaron con el aumento de grosor de la barba retada, mientras que la
desaparicion paulatina de la hiperemia, el edema y la exudacién, acompand a la
restauracion del grosor previo a la aplicaciéon de la dosis de reto. Por el contrario, la
ausencia de cambios macroscopicos en los animales controles y en las barbas
contralaterales de los animales sensibilizados, estuvo asociada a un minimo o casi nulo
incremento en el grosor de las barbas. Estos resultados coinciden con los de un trabajo
en el que utilizan oxazolona como hapteno (Maguire et al., 1976).

De acuerdo al tiempo que requiere la fase de sensibilizaciéon y al tiempo en que los
cambios clinicos y de grosor de la piel son maximos en la piel retada (Bour et a/.,, 1997), la
HC en los pollos es similar a ta de los ratones. En estos animales, la dosis de reto
frecuentemente se aplica en el dorso de la oreja y la respuesta se evalua de acuerdo al
incremento del grosor a las 16, 24 y 48 h (Phanuphak et al., 1974; Bergstresser et al.,
1980; Toews et al.,, 1980; Knight et al., 1985; Macatonia et al., 1986; Sato et al., 1998;
Weinlich et al., 1998; Antonopoulos et al., 2001), independientemente del tipo de hapteno
empleado, confirmandose que la respuesta pico se da entre las 24 y 48 h. Por lo anterior,
concluimos que la respuesta observada y medida en los pollos es reflejo de un régimen
eficiente de inmunizacion con DNFB, lo cual nos permitiria analizar la respuesta de las CL
a la dosis de sensibilizacion de este hapteno.

El aumento de la celularidad en la dérmis superficial y profunda, observada a los 30, 60, y
sobre todo, a las 4 h de la aplicacion epicutanea del DNFB permite especular que tal
infiltrado podria estar formado por células que salen de la circulacion sanguinea hacia la
dermis y/o por CL que han captado el hapteno y han iniciado su emigracion hacia vasos
linfaticos, pasando por la lamina basal y la dermis. En estudios realizados en mamiferos,
se sabe que después de la aplicacion epicutanea de un hapteno por contacto, el numero
de CL epidérmicas disminuye entre un 40% a 72% (Bergstresser et al.,, 1980; Bothan et
al., 1987; van Wilsem EJG et al.,, 1994; Weinlich et a/., 1998; Antonopoulos et al., 2001;
Stoitzner et al., 2003). Concomitantemente, se observa un incremento de CL CD1a
positiva en la dermis (Groves et al., 1995) y de células veladas, como se llama a las CL
dentro de los vasos linfaticos eferentes de la dermis, 2 h después de aplicado el hapteno
(Silberberg-Sinakin et al., 1976, Lenz et al., 1993) y en los ganglios linfaticos regionales,
entre las 4 h y 24 h del contacto con el hapteno (Silberberg-Sinakin et al.,, 1976; Knight et
al., 1985; Macatonia et al, 1986; 1987; Kinnaird et al., 1989; Kimber et al., 1990;
Cumberbatch & Kimber 1990). Por lo anterior, es muy probable que las CL migratorias
estimuladas por el DNFB sean las responsables de Ja celularidad dérmica observada en el
presente trabajo. Sin embargo, no puede descartarse la participacion de otras células
como macrofagos y CD dérmicas, aun no caracterizadas en pollos, en dicho infiltrado, ya
que se les ha asignado un papel en la induccion de la HC (Streilein, 1989; Kurimoto et al.,
1995; Bacci et al., 1997; Sato et al., 1998).

Interesantemente, también observamos que la aplicacion epicutanea del DNFB provocd
una disminucion en el numero de CL clase H positivas, de hasta un 65 % a los 30 miny 4
h, que se acompano de un incremento de CL clase Il positiva en la dermis subyacente a la
epidermis tratada con dicho hapteno. Una observacion importante relacionada con lo
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anterior, fue la identificacion de estructuras vasculares o en forma de “cordones” a los que
se asociaban CD y otras mas redondeadas, que expresaban moléculas clase Il del CPH.
La presencia de estas células y el calibre de los “cordones” fue mas notable 4 h después
de la aplicacion de la dosis de sensibilizacion del DNFB. Estas estructuras cordonales han
sido descritas en la dermis de ratén en un modelo de cultivo de organo para estudiar la
migracion espontanea de CL en trasplantes y explantes de piel (Larsen et al.,, 1990). En
este estudio se demostré que las CL salen de la epidermis entre las 4 y 24 h de cultivo y a
los 3 dias forman arreglos en hileras no azarosas en los linfaticos dermicos artes de salir
de la piel hacia el medio. Posteriormente, se observo lo mismo en cultivos de piel
humana, demostrandose que mas del 50% de las CD con una alta expresidn de
moléculas clase Il del CPH asociadas a los “cordones” también eran positivas para el
antigeno Lag, especifico para el GCL. Asimismo, se demostrd ultraestructuralmente que
los “cordones” eran vasos linfaticos y que carecian de marcadores del endotelio vascular
sanguineo como el Ag reiacionado al factor Viil y la positividad al AcMo PAL-E (Lukas et
al., 1996). En un estudio mas detallado de cuitivo de piel de raton sensibilizada a
trinitroclorobenceno, quedoé claro que estos “cordones” pueden formarse in vivo, que son
CDS4/1ICAM-1 negativos, que poseen todas las caracteristicas de vasos linfaticos y que a
través de ellos migran CL y CD dérmicas con signos estructurales de maduracion, como
son las vesiculas endociticas. menor numero de GCL y un citoesqueleto prominente
(Weinlich et al.,, 1998). Estas células entran a la luz de los vasos linfaticos través de
grandes espacios intercelulares dejados por las delgadas células endoteliales, las cuales
carecen de lamina basal y de uniones estrechas (Stoitzner et al.,, 2002). Dos trabajos mas
recientes confirman plenamente los conceptos anteriores, definiendo mas aun que las CL
que entran a los vasos linfaticos dérmicos son Langerina positivas, clase Il positivas y que
expresan marcadores de maduracion como 2A1 y moléculas coestimulatorias como CD40
y CD86 (Ratzinger et al., 2002; Stoitzner et al.,, 2003).

Otros hallazgos interesantes debido a la aplicacion de DNFB, son los cambios
morfologicos y en el fenotipico de las CL que permanecen en la epidermis y que tal vez
también ocurrieron en las que migraron a la dermis. Muchas de las CL, sobre todo las
localizadas en los cumulos, tienen un aspecto mas dendritico, son mas grandes y la
inmunoflucrescencia parece ser mas intensa. Estas caracteristicas han sido consideradas
como datos de maduracion de {a CL en mamiferos (Aiba & Katz 1990; Cumberbatch et al.,
1991; 1992; Ratzinger et al/., 2002) y también ocurren, como en el pollo, dentro de las
primeras 4 h después de aplicado el DNFB (Antonopoulos et a/., 2001). La relevancia de
estos cambios es que esta plenamente aceptado que la hiperrregulacion de las moléculas
clase Il del CPH, entre otros parametros, acompana a la transformacion de las CL en una
célula con gran eficiencia en la induccion de respuestas T especificas (Aiba & Katz 1990),
lo cual también es observado cuando las CL son cultivadas por periodos cortos de tiempo
que van de 24 a 72 h (Schuler & Steinman 1985; Shimada et al., 1987).

Los hallazgos de microscopia electronica del presente trabajo aportan evidencia adicional
de que las CL de pollo responden de manera similar a las de los mamiferos ante la
estimulaciéon con un hapteno de contacto. A los 30 min después de ia aplicacion
epicutanea de DNFB, las CL suprabasales presentaron hoyos y vesiculas cubiertas,
cuerpos multivesiculares y algunas vesiculas citoplasmicas probablemente endociticas; a
los 60 min, las CL tienen prolongaciones citoplasmicas dirigidas hacia la lamina basal,
poseen las estructuras endociticas observadas a los 30 min y algunos organelos tubulares
similares a GCL atipicos, localizados en la vecindad de la membrana plasmatica. A las 4
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h, la mayoria de las CL son de mayor tamafo, cercanas a la lamina basal, contienen mas
mitocondrias y vesiculas claras; en la dermis superficial y profunda, las CL se localizan
dentro de espacios limitados por células endoteliales, cuyas caracteristicas recuerdan a
los vasos linfaticos descritos en la piel (Skobe & Detmar, 2000). Es notable que estos
hallazgos ultraestructuraies sean muy parecidos a los encontrados en las CL de cobayos,
a los mismos tiempos posteriores a la aplicacion epicutanea de una dosis de
sensibilizacion de DNFB (Hanau et a/., 1989).

tas CL de humanos y murinos endocitan moléculas propias expresadas en |la membrana
como las del CPH y el Ag CD1a, asi como moléculas externas unidas a su superficie
como Ac o proteinas de la cubierta del VIH (Hanau et al., 1987; Girclomoni et a/.,, 1990).
Los haptenos incrementan marcadamente este proceso (Becker et al.,, 1992a, b), tanto in
vivo {(Kolde & Knop, 1987) como in vitro (Becker et al.,, 1994). La induccion de numerosas
estructuras endociticas en las CL “"haptenizadas” parece ser selectiva o especifica ya que
los compuestos analogos a los haptenos mas potentes o los compuestos no haptenos o
tolerogénicos, practicamente no producen cambios ultraestructurales y los irritantes
provocan darno celular irreversible y no activacion endocitica (Kolde & Knop, 1987; Becker
et al.,, 1994). En este sentido, la pérdida del aspecto dendritico de numerosas CL después
de la aplicacion de DNFB podria estar relacionada con la internalizacidon de moléculas
clase Il del CPH para el ensamblaje intracelular del complejo hapteno-péptido-molécuias
clase lI. Sin embargo, como ya mencionamos anteriormente, también observamos CL
mas dendriticas y con mayor intensidad de la inmunofluorescencia. Por ello, y a reserva
de emplear otra metodologia posteriormente, los cambios morfologicos y en el fenotipo de
las CL descritas aqui, sugieren que estas células hiperrregulan moléculas clase Il del CPH
y luego las endocitan en las primeras 4 h después de la aplicacion epicutanea de DNFB,
como ocurre con las CL de mamiferos.

Es importante senalar que los haptenos provocan hiporregulacion de E-cadherina en las
CL vy en los queratinocitos con |la consecuente pérdida de la adhesion entre estas células
y la pérdida del aspecto dendritico de las CL, lo cual es uno de los muchos eventos
preparatorios para la emigracion de las CL. (Tang et al/.,, 1993; Borkowski et al., 1994;
Bilauvelt et al/.,, 1995; Cumberbatch et a/., 1996). Si esta activacion y migracion de las CL
del pollo son ciertas y tiene la relevancia funcional conocida para las CL de mamiferos, los
queratinocitos del pollo también deben jugar un papel importante en los cambios de tas
CL. Los queratinocitos son la principal subpoblacion de células epidérmicas. Desde hace
tiempo, se sabe que sintetizan y liberan diversos factores de crecimiento y citocinas (Chu
& Morris, 1997). Con técnicas de RT-PCR en combinacion con hibridacion liquida, se ha
demostrado que en la piel se hiperregulan, a nivel de RNAm, IL-1a, IL-18, MIP-2, IP-10 e
I-Aa, esta ultima precede a la identificacion de moléculas clase Il del CPH, después de la
aplicacion epicutanea del hapteno dinitroclorobenceno. La aplicacion de irritantes o
tolerogenos hiperrregulan IFN-y, TNF-a y GM-CSF (Enk & Katz, 1992). El RNAmM de IL-18
se incrementa a los 15 min y el de TNF-a a los 30 min, después de aplicado el hapteno, y
alcanzan un pico a las 2 a 4 h. Las CL son el origen de IL-18 y de I-Aa, mientras que los
queratinocitos lo son de IL-1a, TNF-a, IP-10 y MIP2 y los linfocitos originan el IFN-y (Enk
& Katz, 1992). Esta secuencia rapida de eventos moleculares (de 15 min a 4 h),
identificadas en los mamiferos, podria también ocurrir en los pollos y expficar el
establecimiento de los diversos cambios morfologicos y de fenotipo relacionados con la
activacion-maduracion-migracion de CL de estos animales, inducido por DNFB. El papel
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de IL-13 como la primera senal, en tiempo y en la induccion de TNF-a, esta claramente
demostrado ya que la inyeccion cutanea de esta citocina mimetiza exactamente los
cambios celulares y moleculares inducidos por alergenos (Enk et al.,, 1993).

Asi, aunque el abordaje presentado aqui para explorar la funcionalidad de las CL
epidérmicas del pollo, teniendo como modelo la induccion de HC a un hapteno por
contacto, es basicamente morfologico, los resultados obtenidos son muy alentadores
porgque sugieren que la reactividad de las CL de pollos comparte o tiene una gran similitud
con la de los mamiferos. Sin embargo, una primera gran diferencia entre la migracion de
CL de mamiferos y las de pollo es que aquellas migran hacia ganglios linfaticos y las
aves, excepto los patos y algunas especies marinas, no presentan estos organos linfoides
secundarios bien organizados, sino como nddulos linfoides murales (White, 1981). Sin
embargo, este asunto es aun controversial ya que algunos autores han aportado
evidencia de la existencia de verdaderos ganglios linfaticos en los pollos (Biggs, 1957;
McCorklie et al., 1979, Olah & Glick, 1983, 1984). Esta circunstancia obliga a definir el sitio
donde se llevarian a cabo las respuestas inmunoldgicas primarias inducidas por las CL
epidérmicas del polio. Un buen candidato es el bazo, en el cual se han identificado CD
(Gallego et al., 1992, 1993) que podrian tener una relacion ontogénica y funcional con las
CL epidérmicas.
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CONCLUSIONES GENERALES

1. Las células dendriticas epidérmicas ATPasa positivas/clase Il positivas, de citoplasma
claro, sin desmosomas, tonofilamentos y melanosomas y con GCL son las CL
epidérmicas de los pollos.

2. Las CL del pollo responden rapidamente a la aplicacion epicutanea del hapteno por
contacto dinitrofluorobenceno, aumentado las estructuras endociticas, la expresion de
moléculas clase Il de CPH y migrando de la epidermis a la dermis y a los vasos linfaticos.
Asi, desde el punto de vista funcional, existe una gran homologia entre las CL de la
epidermis de pollos y las de los mamiferos.

3. Los epitelios de la cérnea, conjuntiva, lengua y esofago del polio, poseen CD ATPasa
positivas, clase 1l positivas y con los criterios ultraestructurales suficientes para se
consideradas equivalentes a las CL de la epidermis.

4. En el periodo de 35 dias posteclosion hay una deplecion natural de CL en la epidermis
det pollo. Durante este periodo, las diferencias sexuales en el nimero CL y en la dinamica
de expresion de la ATPasa y de las moléculas clase Il del CPH, sugieren la existencia de
un dimorfismo sexual en las CL del pollo.
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PERSPECTIVAS

1. La deplecion natural de CL epidérmicas en el pollo durante los primeros 35 dias
posteclosion podria ser aprovechada para saber si en esas condiciones se induce
tolerancia inmunoldagica y no HC a un hapteno, como ocurre en los mamiferos que reciben
ia dosis de sensibilizacion en una zona naturaimente depletada de CL o por tratamiento
con radiacidén ultravioleta o con corticoides.

2. En este orden de ideas, también podria explorarse la sobreviva, tolerancia y rechazo de
aloinjertos cutaneos, en diferentes edades del pollo hasta que se alcanza el numero de
CL del adulto.

3. En la vida postnatal de los mamiferos, los sitios naturalmente depletados de CL
permanecen con esa disminucion durante toda la vida. La piel de los pollos durante los
primeros 35 dias posteclosion podria ser un modelo adecuado y de facil acceso para
estudiar los eventos moleculares necesarios para la llegada de los precursores de las CL
a la piel. También podria evaluarse la participacion de la division celular in situ en la
poblacién de CL epidérmicas.

4. La primera forma de organizacion morfoldgica intraepidérmica de las CL es |a
formacion de cumulos de células ATPasa positivas/moléculas clase Il positivas. Los
cambios morfologicos y de fenotipo de las CL presente en estos cumulos son muy
llamativos en la induccion de HC. Tenemos evidencia de que en dichas estructuras
coexisten CL y linfocitos CT4 (CD4) y CT8 (CD8) positivos. Aun no hemos descrito las
relaciones estructurales intraepiteliales de estas poblaciones celulares y cual es su
comportamiento ontogénico o funcional, por ejemplo, en la HC. Creemos que esta
caracteristica particular de los pollos podria dar mas informacion de las relaciones .
funcionales intraepidérmicas entre una célula que presenta antigenos y otra gque
responde. La ausencia de ganglio linfaticos regionales en el pollo podria tener relacion
directa con la presencia de estos cumulos intraepiteliales de CL y linfocitos.

5. Hasta ahora no se conoce el destino de las CL pollo que migran a la dermis y a los
vasos linfaticos. Resulta atractivo pensar que es el bazo el érgano linfoide a donde
llegarian las CL epidérmicas después de la aplicacion epicutanea una dosis de DNFB.
Dos alternativas podrian responder esta interrogante. Identificar CL con GCL en la vaina
periarteriolar del bazo después de la estimulacion cutanea con DNFB o utilizar un hapteno
fluorescente como FITC o TRICT, el cual, al ser captado, podria facilitar la identificacion
de las CL que hubieran migrado al bazo. Esta misma estrategia podria emplearse para
buscar CL en los escasos nodulos linfoides identificados sobre algunas venas de las
patas y las alas.

Ya que se ha demostrado que FITC puede difundir hasta los vasos sanguineos después
de su aplicacion epicutanea, hariamos una comparacion de resultados utilizando una piel
con numero alto de CL como en las apterias, contra una con disminucion casi total de CL,
como la piel de las patas. La piel depletada naturalmente durante el periodo posteclosion
también podria ser tratada para este fin.
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6. La induccion eficiente de respuestas inmunoldgicas asociadas a la piel requiere de la
presencia morfologica y funcional de ganglios linfaticos regionales. Si el bazo de los polios
tuviera la importancia de los ganglios linfaticos regionales de la piel, la esplenectomia
experimental en pollos disminuiria o aboliria la induccion de respuestas inmunoldgicas a
través de la piel, como es el caso de la HC.

7. Creemos que es importante trabajar con CL aisladas para buscar la presencia de
receptores Fc para Igs. Algunos resultados nuestros muy preliminares sugieren que las
CL del pollo son capaces de formar rosetas de eritrocitos de carnero “cubiertos” con un
suero hiperinmune de pollos diluido 1:160, inactivado por calor y obtenido después de
inyectar varias veces a los pollos con dichos eritrocitos.

8. EL empleo de CL aisladas permitiria estudiar con mayor acuciosidad cual es su
capacidad fagocitica y endocitica, en condiciones normales y luego de la estimulacion con
haptenos o como se induce en macrofagos. Suponemos que la actividad endocitica de las
CL del pollo es similar a la de las CL de mamiferos, mientras que su capacidad fagocitica
sera mas importante. En este sentido, seria interesante estudiar si las Cl del pollo
endocitan moléculas clase 1l en asociacion a la formacion de los granulos de Birbeck.

9. Asimismo, contar con CL aisladas nos permitiria disefiar experimentos de presentacion
de antigenos, similares a los que se emplearon para definir el papel de las CL en la
activacion de linfocitos T.

10. Hasta ahora sabemos que la piel y algunas mucosas del pollo contienen CL. Sin
embargo, los conceptos de SALT (skin-associated lymphoid tissue) o SIS (skin immune
system) y MALT (mucosae-associated lymphoid tissue), incluye a otras células y a
diversas citoquinas y factores de crecimiento. En nuestro laboratorio hemos identificado
con inmunofluorescencia, la presencia de linfocitos CT4, CT8, CT3, TCR1 y TCR2
positivos en la piel y mucosas del pollo. La intencion inicial es contribuir en la integracion
de los conceptos de SALT y MALT para las mucosas estudiadas y otras en el potlo.

Una aportacion del presente trabajo, junto con la ya conocida presencia de CD en timo,
bolsa de Fabricio, tonsila cecal y bazo, es que los polios poseen un sistema de células
dendriticas, posiblemente homologo al de los mamiferos.

11. Ampliar el estudio de las CL del pollo con histoquimica para la demostracion de la
captacion de haptenos como metales, aminas y aldehidos, aportaria elementos
funcionales para completar la homologia de las CL del pollo con |la de los mamiferos.

12. La piel del pollo es mas simple estructuralmente que las de cualquier mamifero. La
epidermis practicamente soélo esta formada por los estratos germinativo o basal y el
estrato corneo, No contiene melanocitos, excepto en el canon de las plumas y el la dermis.
Como la gran mayoria de las aves, la piel carece de glandulas sebaceas y sudoriparas.
Lo anterior hace que la piel de las aves sea un modelo mas simple, aparentemente, para
estudiar la biologia de las CL y ciertos aspectos filogenéticos o evolutivos del sistema
inmunologico de la pietl (SI1S) o del tejido linfoide asociado a la piel (SALT).
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13. Circunstancialmente hemos observado que las CL. ATPasa positivas de los pollos son
mas dendriticas y hacen cumulos de mayor tamafno en los sitios cutaneos con
ectoparasitos. Queremos aprovechar esta situacion para estudiar la CL con
inmunofluorescencia para moléculas clase Il y microscopia electronica, conjuntamente
con el estudio de subpoblaciones de linfocitos T epidérmicos. El objetivo de este estudio
es valorar si podria ser un modelo natural de activacion de CL y de presentacion de
antigenos y activacion in situ de linfocitos T.

14. El concepto de las CL ha evolucionado. Actualmente son consideradas adjuvantes
naturales del sistema inmunolagico, junto con las CD, dtiles en el disefo de nuevas
estrategias de inmunizacion y de tratamiento contra neoplasias. Con la idea de trabajar en
estos topicos, esperamos establecer investigaciones en colaboracion con interesados en
el tema, en producciéon animal y en patologia de aves.
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