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RESUMEN 
Las células de Langerhans (CL) de los mamíferos son miembros de una familia de células 
originadas en la médula ósea, especializadas en la presentación de antígenos, conocidas 
como células dendríticas (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 identificación de las CL requiere de la demostración histoquímica 
de la actividad de adenosintrifosfatasa (ATPasa), de la microscopía electrónica para la 
búsqueda de un organelo citoplásmico característico llamado gránulo de las CL o gránulo 
de Birbeck y la demostración de la expresión de moléculas clase 11 del complejo principal 
de histocompatibilidad (CPH). Las CL migran a través de los vasos linfáticos aferentes 
hacia los linfonodos o ganglios linfáticos después de la aplicación epicutánea de un 
hapteno y pasan por un proceso de maduración que las transforma de células 
procesadoras de antígenos a células presentadoras de antígenos. 
En el presente trabajo se demostró que las células epidérmicas ATPasa positivas del pollo 
pueden ser identificadas como CL, con base a que expresan moléculas clase 11 del CPH, 
a que poseen organelos similares al gránulo de Birbeck y a su respuesta migratoria luego 
de la aplicación epicutánea de una dosis de sensibilización del hapteno 2,4-dinitro-1-
fluorobenzeno. Además, fue demostrada la presencia de células dendríticas parecidas a 
CL ATPasa positivas/moléculas clase 11 positivas, las cuales no presentaron gránulos de 
Birbeck, en los epitelios planos estratificados de las mucosa del ojo, la lengua y el 
esófago. Finalmente, se observó que las CL epidérmicas del pollo tienen una ontogenia 
posteclosión peculiar con dimoñismo 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 inteñace 
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, electron microscopy for searching the unique trilaminar 
cytoplasmic organelles, the LC granules ar Birbeck granules, and the expression of majar 
histocompatibility complex (CPH) class 11 molecules. Following epicutaneous application of 
hapten, LC migrates via the afferent lymphatics vessels to lymph nades 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 11 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 11-positive LC-like dendritic cells, which lacked Birbeck granules, within 
stratified squamous epithelia of mucosa! suñace of the eye, tangue and oesophagus. 
Finally, was observad that epidermal LC of the chicken has a peculiar posthatching 
ontogeny with sexual dimorphism. 
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RESEÑA HISTORICA DE LAS CELULAS DE LANGERHANS 

En 1868, Paul Langerhans (Langerhans, 1868) evidenció las células epidérmicas que hoy 
llevan su nombre, describiéndolas como "cuerpos negros, los cuales son muy distintos de 
las células epiteliales" (Figura 1 a, b). Seguramente influido por la forma dendrítica de las 
células, por la afinidad de éstas a la impregnación 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 planteó que las células de Langerhans (CL) eran 
receptores para el dolor y el tacto, células precursoras de las células de Merkel, de células 
ganglionares autonómicas o de células de Schwann y que por ello desempeñarían 
funciones neurovegetativas, neurohormonales o neurosensoriales dentro de la epidermis 
(revisado por Shelley & Juhlin, 1978). De hecho, la primera búsqueda histoquímica de la 
actividad de ATPasa en las CL se diseñó pensando en que la presencia de la enzima 
sería favorable a la conducción de impulsos nerviosos, al actuar como bomba de iones 
(Mustakallio, 1962). Hasta ahora, la única relación anatomofuncional entre las CL y el 
sistema nervioso se da a través de las terminaciones nerviosas que liberan el 
neuropéptido CGRP. Este, inhibe la función presentadora de antígenos de las CL al 
inducir una hiporregulación de la molécula coestimuladora 87 (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 observación de células dendríticas (CD) aureofilicas (es decir CL) en la 
piel de los primordios de las extremidades de ratones experimentalmente deprivados de 
las crestas neurales (Silvers, 1957) era una evidencia en contra del origen melanocítico y 
nervioso de las CL. Poco después, se demostró que las CL presentaban características 
ultraestructurales de una célula metabólicamente activa y no de una "célula desgastada", 
con un organelo distintivo que al corte era similar a un bastón o a una raqueta de tenis, el 
gránulos de las CL (GCL) o gránulos de Birbeck (Figura 2a, d, e y 3) (Birbeck et al., 1961 ). 
Finalmente, los resultados de los experimentos de deprivación de crestas neurales en 
ratones fueron reproducidos al identificarse ultraestructuralmente que las CD aureofílicas 
correspondían a CL (Breathnach et al., 1968). 
Entre 1965 y 1976, se aportaron evidencias que culminaron con la demostración del 
origen de las CL en la médula ósea. Las primeras evidencias de la relación de las CL con 
el sistema fagocítico-mononuclear surgen con el descubrimiento de que las células 
proliferantes en la histiocitosis X (hoy granulomatosis 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 láminas epidérmicas de ratón, que las CL 
presentan actividad de esterasa no especifica (Figura 2c, g) y se sugiere que son 
macrófagos 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 epicutáneamente, algunas células 
parecidas a linfocitos establecen contactos estrechos con CL, las cuales se incrementan 
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notablemente en los vasos linfáticos (llevando consigo el alergeno) y en los linfonodos 
regionales (Silberberg, 1971; 1973; Silberberg et al., 1975; 1976). 
La posible función inmunológica de las CL, sugerida por los trabajo de hipersensibilidad 
por contacto, fue robustecida al demostrarse histoquímicamente que estas células 
captaban selectivamente haptenoes de contacto como algunos metales, aminas y 
aldehídos, tanto en los cobayos como en Jos humanos, formando un "sistema 
reticuloepitelial", relacionado con el sistema fagocítico-mononuclear (o reticuloendotelial) 
(Shelley & Juhlin, 1976). La conclusión general de los trabajos antes mencionados fue 
que si las CL eran células inmunocompetentes deberían poseer algunos marcadores 
característicos de las células con funciones inmunológicas conocidas. 
A finales de los años ?Os se demostró que las únicas células de una suspensión 
epidérmica que formaban rosetas con eritrocitos cubiertos eran las CL (Figura 2i). De 
acuerdo al diseño experimental, se concluyó que las CL poseían receptores para el 
fragmento cristalizable (Fe) de la lgG (pero no para el de la lgM) y para el factor C3b del 
complemento (Stingl et al., 1977, Berman & Gigli 1979). Igualmente relevante fue la 
demostración que las CL poseían moléculas clase 11 (la, HLA-DR) de Complejo Principal 
de Histocompatibilidad (CPH) (Rowden et al., 1977, Klareskog et al., 1977, Tamaki et al., 
1979). Estos resultados sugirieron que las CL estaban relacionadas ontogénicamente con 
los macrófagos y, por lo tanto, podrían originarse en la médula ósea. Lo anterior fue 
estudiado en ratones irradiados subletalmente y tratados posteriormente con trasplante de 
médula ósea. en Jos que se estudió la especificidad de los antígenos la y H-2 (homólogos 
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 ósea de ratones BALB/c) el 
45% de las CL tenia especificidad del donador de médula ósea a los 62 días de la 
quimerización, mientras que en un sistema semialogénico (ratones B10.A irradiados y 
transfundidos con médula ósea de ratones F1 (B10 X 810.A) el porcentaje de CL era del 
80°/o después de 85 días de quimerización; interesantemente, los queratinocitos siempre 
tuvieron la especificidad del receptor de la médula ósea (Katz et al., 1979, Frelinger et al., 
1979). En los humanos se obtuvieron resultados similares cuando se estudió la piel de 
una paciente que había recibido un trasplante alogénico de médula ósea proveniente de 
su hermano. En este caso se demostró que las CL de la paciente poseían cuerpos Y, 
segmento distal del cromosoma Y que fluoresce con mostaza de quinacrina (Volk-Platzer 
et al., 1984). 
Lo anterior sugirió que las CL constituían una población de células derivadas de 
precursores circulantes provenientes de la médula ósea, que al entrar a la epidermis 
asumirían localmente las características morfológicas de las CL. Estos precursores menos 
diferenciados originarían casi la totalidad de las CL ya que se sabía que menos del 1 % de 
éstas hace mitosis in situ (Giacometti & Montana 1967, Mackenzie 1975). 
Más de cien años después de su descubrimiento, las CL iniciaban su consolidación como 
células del sistema inmunológico, con una identidad morfológica, ontogénica y funcional 
propia, que las han llevado a ser consideradas en la actualidad como los "adyuvantes 
inmunológicos de la naturaleza". 
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IDENTIFICACION DE LAS CELULAS DE LANGERHANS 

Las CL son células de forma dendrítica localizadas en la parte basal y suprabasal de la 
epidermis, dentro de la cual forman una red contigua de prolongaciones citoplásmicas. En 
los humanos, constituyen el 2 al 8% del total de la población de células epidérmicas. La 
densidad de CL muestra grandes variaciones numéricas que oscilan entre 200 a 1000 
CL/mm2 en láminas epidérmicas, siendo en la cara y en el cuello donde son más 
abundantes (Berman el al., 1983). Las variaciones numéricas también se han observado 
entre cepas de ratones y cobayos, asociado principalmente a los patrones regionales de 
cornificación (revisado en Saint-André Marchal et al., 1 997), siendo la cola la región con 
menor densidad (Bergstresser et al., 1980). Las CL no se identifican con las técnicas de 
tinción ordinarias como la hematoxilina y eosina. Sin embargo, pueden observarse con 
impregnaciones metálicas (Langerhans 1868, Gairns 1930, Billinham & Medawar 1953, 
Silvers 1957, Niebauer et al., 1969), histoquímica enzimática, microscopía electrónica o 
con técnicas inmunohistológicas. Debido a que las tres últimas son las más empleadas en 
el estudio de las CL, serán abordadas con mayor extensión. 

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 dendríticas de la 
epidermis", como los melanocitos. Posteriormente. se planteó que las CL eran las únicas 
células ATPasa positivas de la epidermis del cobayo ( Wolff, 1964), lo cual fue confirmado 
ultraestructuralmente al observarse que el producto electrondenso de la reacción 
enzimática estaba confinado a la membrana plasmática, libre de desmosomas, de células 
con citoplasma claro que poseían GCL (Wolff & Winkelmann, 1967). A partir de entonces, 
la demostración histoquímica de ATPasa es considerada como marcador altamente 
específico para identificar CL epidérmicas y de mucosas, comparable a la demostración 
inmunofenotípica de otros marcadores. La técnica es particularmente útil cuando se 
emplea para demostrar CL en láminas epidérmicas separadas, ya que esto permite 
cuantificar fácilmente las células ATPasa positivas por mm2 y observar su morfología y 
distribución espacial (Mackenzie & Squier, 1975). (Figura 2b) 
Hasta ahora no se conoce cuál es la importancia funcional de la actividad de A TPasa para 
las CL La enzima podría ser modificada por factores normales y patológicos y la ausencia 
de tinción no significaría, necesariamente, ausencia o número 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 endocítica, manifestada por un mayor número de GCL y 
de vesículas, después de la aplicación epicutánea del hapteno dinitrofluorobenceno 
(Hanau et al., 1989). Por otro lado, la aplicación tópica y sistémica de corticosteroides y 
testosterona disminuye el número y la dendricidad de las CL, probablemente por un 
deterioro selectivo en la expresión de ATPasa (Belsito et al., 1982, Barman et al., 1983, 
Koyama et al., 1989). La presencia o ausencia de la actividad de ATPasa en las CL 
epidérmicas podría ser un factor importante en la respuesta a estímulos migratorios 
(Kimber et al., 2000). Las CL ATPasa positivas serían resistentes a los efectos del ATP 
extracelular y permanecerían en el microambiente epidérmico, mientras que las que son 
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ATPasa negativas, un 20% aproximadamente, responderían al ATP extracelular 
(Girolomoni et al., 1993) liberando IL-113. como ocurre con macrófagos (Perregauz & 
Gabel, 1994; Griffiths et al., 1995), proceso que está mediado por receptores purinérgicos 
P2Z (Ferrari et al., 1997) y que las CL también expresan (Di Virgilio, 1995). La fuente 
principal de IL-113 epidérmico son las CL (Heufler et al., 1992) y junto con TNFa, son dos 
de las citocina proinflamatoria fundamentales para la movilización de CL (ver capítulo 
migración de CL). 

Esterasa no especifica. 
La demostración de la actividad de esterasa no específica en CL repercutió 
importantemente en la investigación de estas células, ya que se propuso que se trataba 
de macrófagos 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 más recientemente de CL en piel y mucosas de Ja 
rana Rana pipiens (Castel! et al., 2001 ). No se ha demostrado que las CL de piel humana 
normal sean esterasa no específica positivas pero si las que se encuentran en piel 
afectada por micosis fungoides (Sterry & Steigleder, 1979) y en las células proliferantes 
de la histiocitosis X (Jaubert et al., 1980). Ultraestructuralmente, la actividad enzimática se 
localiza en la membrana plasmática y en los GCL (Maruyama et al., 1980, Jaubert et al., 
1980), pero no se conoce la importancia de esta enzima para la función de las CL 

Peroxidasa endógena. 
La actividad de peroxidasa endógena en las CL de humanos (Dubertret et al., 1981: 1982) 
y de murinos (Maruyama et al., 1980) está dada probablemente por una enzima similar a 
la de monocitos adherentes y de macrófagos humanos (Bedel et al., 1977; Beelen et al., 
1978) ya que también se localiza en la cubierta nuclear y en el retículo endoplásmico y es 
inhibida por las mismas sustancias, como el fijador de Karnovsky, la mezcla aldehído
ácido tánico y el 3-amino-1,2,4, triazol) (Dubertret et al., 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 
plasmática y en el GCL. En el cobayo albino, las CL también presentan actividad de 
aminopeptidasa en condiciones normales y la conservan después de la aplicación de 
dinitroclorobenceno o de "stripping" (Gschnait & Brenner, 1979). Las CL de la piel y la 
mucosa oral de murinos, pero no de humanos ni de monos rhesus, muestran una gran 
positividad perinuclear a la 13-glucuronidasa (Mackenzie et al., 1982; Mackenzie & 
Bickenbach, 1985). Este patrón de tinción 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 fagocítica (Holden et al., 1982). 
De acuerdo a lo anterior, poca actividad de fosfatasa ácida se ha demostrado con 
histoquímica ultraestructural (Rowden, 1967). Finalmente, se sabe que las CL de 
murciélagos y de ovejas presentan actividad de colinesterasa específica, que es inhibida 
con fisostigmina y diisopropilfluorofosfato (Bourlond et al., 1962; Lyne & Chase, 1966). 
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Aunque abundante y heterogénea, la relevancia funcional de la actividad enzimática para 
las CL es, en gran parte, desconocida. 

MICROSCOPIA ELECTRONICA 
La microscopía electrónica ha dado a las CL su identidad. Las características 
ultraestructurales básicas, principalmente su marcador moñológico distintivo, el GCL 
(Birbeck et al., 1961 ), han permitido demostrar CL en la mayoría de las especies 
estudiadas y en otros sitios distintos a la epidermis, como la dermis, los vasos y ganglios 
linfáticos, el timo y diferentes mucosas. A pesar de que sigue siendo casi enigmático en 
su origen y función, la gran mayoría de los estudios sobre CL establecen que la 
característica absoluta para designar a una célula como CL es la presencia del GCL 
(Figuras 1 c; 2a, d, e y 3). Además de este organelo, las CL se distinguen entre las células 
de la epidermis por presentar un citoplasma claro debido a la ausencia de tonofilamentos, 
desmosomas, melanosomas y a la presencia de un núcleo indentado. La descripción 
original del GCL los refiere como estructuras lineales con extremos redondeados y 
atravesados a todo lo largo y por el centro, por una línea estriada. Más que parecidos a 
bastones, los GCL semejan estructuras laminadas o discoides de 0.3 µm de diámetro, con 
un arreglo bidimensional de partículas, responsable de la estriación de la línea central 
(Birbeck et al., 1961; Breathnach, 1964). 
A partir de las observaciones ultraestructurales, derivaron dos hipótesis sobre el origen 
del GCL; una postulaba que los gránulo en forma de varilla o bastón se originaba por 
colapso de las vesículas vecinas al complejo de Golgi (teoría secretoria) (Hashimoto & 
Tarnowski, 1968) o que por la continuidad entre las membranas del GCL y la plasmática, 
el gránulo se originaba por invaginaciones de la membrana celular (teoría endocítica) 
(Breathnach, 1964). A partir de aquí, el GCL suscitó numerosos trabajos tendientes a 
conocer su origen, su estructura y su función. La metodología empleada ha sido muy 
variada e incluye la microscopía electrónica de transmisión rutinaria (MET) (Breathnach, 
1964; Wolf, 1967) y con trazadores del espacio extracelular (Cancilla, 1968; Hashimoto, 
1970), la MET de cortes seriados y reconstrucción tridimensional (Sagebiel & Reed, 
1968), la impregnación metálica ultraestructural (Niebauer et al., 1969, Rodríguez & 
Caorsi, 1978), la criofractura (Caputo et al., 1976), la difractometría óptica de la MET 
(Caputo et al., 1976, Runge et al., 1981 ), la microdensitometría ultraestructural (Rodríguez 
& Caorsi, 1978) y la inmunohistoquímica ultraestructural (Takahashi & Hashimoto, 1986). 
Los resultados obtenidos constituían evidencias estáticas y circunstanciales que 
apoyaban a alguna de las dos teorías mencionadas. Sin embargo, la teoría endocítica se 
consolidó más que la secretoria debido a que correspondía satisfactoriamente con las 
funciones reconocidas de las CL (Hashimoto, 1970; lshii et al., 1984; Takigawa et al., 
1985; Takahashi & Hashimoto, 1986). 
La observación de vesículas cubiertas unidas a invaginaciones tubulares de la membrana 
plasmática, con el patrón típico estriado de un GCL y la posterior separación de éste de la 
membrana celular fue interpretado como evidencia de la participación del gránulo 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) (lshii et al., 1984; Takigawa et al., 1985; Bartosik, 1992). La demostración inicial 
de que los GCL de CL en suspensión incorporan selectivamente ferritina acoplada a 
concanavalina A, pero no sola, sugirió que el mecanismo de endocitosis estaría mediado 
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por lectinas, mismo que era inhibido con el pretratamiento de las suspensiones de CL con 
manosidasa (Takigawa et al., 1985). 
El incremento en el número de GCL en la dermatitis de contacto alérgica (Elofsson et al., 
1981) hizo pensar que la unión de haptenos, antígenos o algún otro ligando, induciría la 
formación del organelo. En este sentido, es interesante que el GCL en CL de humano 
pueda formarse por incubación con un anticuerpo (Ac} anti-CD1 (T6} y cointernalize 
moléculas clase 11 (HLA-DR) (Hanau et al., 1987a; 1987b; 1988} ya que, en conjunto, 
antígenos (Ag) exógenos y receptores de las CL podrían coexistir dentro del GCL, 
sugiriendo un papel de este organelo en la captación y transporte intracelular de Ag. Por 
otro lado, la localización preferencial de GCL en los sitios de contacto entre CL y linfocitos 
generó el concepto de que la formación del organelo estaría relacionada con la 
presentación de Ag (Concha et al., 1988) 
Los GCL en los humanos poseen una glucoproteína de 40 kDa que es reconocida por el 
Ac monoclonal (AcMo) Lag (Kashihara et al., 1986) y que se emplea para la identificación 
de CL o de células relacionadas a las CL, a nivel de microscopía fotónica. Otro AcMo, el 
DCGM4, al parecer identifica la misma molécula, que ha sido rebautizada como 
Langerina, la cual es una lectina tipo 11 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 capturaría Ag y los canalizaría 
hacia los GCL y así crear Uf1a vía no clásica de procesamiento de Ag no dependiente de 
moléculas clase 11 (Valladeau et al., 1999; 2000). Es interesante que la transfección de 
fibroblastos con cDNA de Langerina resulta en la formación de GCL (Valladeau et al., 
2000). 
Una hipótesis reciente sobre la biogénesis y función de GCL establece que si la Langerina 
es una molécula que se acumula en el compartimiento endosomal, el GCL representaría 
un subdominio de dicho compartimiento, sirviendo como reservorio de los Ag, antes que 
las CL maduren a CD presentadoras de Ag, cambio que se acompaña de depleción de los 
GCL (Me Dermott et al., 2002). A pesar de lo antes mencionado, la naturaleza exacta de 
las señales que disparan la formación del GCL es desconocida y aún es debatible si este 
gránulo juega un papel crítico 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 dependería del grado de queratinización del epitelio donde 
se encuentran las CL (Hoefsmit, 1982). Otra propuesta interesante es la que considera al 
GCL como un marcador de las vías de diferenciación de las CL a partir de sus 
precursores circulantes (Mackensen et al., 1995; Strunk et al., 1996). 

INMUNOFENOTIPO 
Tal vez uno de los temas más complejos con relación a las CL es su fenotipo, ya que está 
determinado por cambios moleculares de los diferentes microambientes en los que se 
encuentran estas células. Aunque no se conoce la relevancia de ciertos marcadores 
inmunológicos de las CL, muchos de ellos son moléculas que se usan para identificarlas, 
otros están involucrados en la función de captar y presentar Ag, algunos son receptores 
para quimocinas, citocinas y factores de crecimiento o son moléculas que participan en la 
migración y de localización (homing) de las CL. Como todos los leucocitos, las CL son 
CD45 positivas (T200, Ly-5, antígeno común leucocitaria} y expresan los marcadores 
mieloides CD13 y CD33, tanto en humanos (Wood et al., 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 al., 19a3; Gielen et 
al., 19a8) y de algunos murinos (Witmer et al., 1988; Lenz et al., 19a9) expresan 
moléculas clase 1 del CPH, las cuales están formadas por una cadena pesada polimóñica 
y la cadena no polimóñica ¡32microglobulina. La expresión de estas moléculas podría 
conferir a las CL la capacidad de presentar Ag a los linfocitos citotóxicos coa positivos Ag 
específicos, restringidos por moléculas clase 1, siguiendo una vía de procesamiento de Ag 
endógenos o citoplásmicos como Ag virales, tumorales o de parásitos que sobreviven 
intracelularmente, escindidos por proteasomas multicatalíticos hacia péptidos que son 
llevados al retículo endoplásmico (RE) por un transportador asociado con la presentación 
de Ag. En el RE, los péptidos son asociados a las moléculas clase 1 con la participación 
de J32microglobulina y, subsecuentemente, este complejo molecular es transportado a 
través del complejo de Golgi y sale de la red transGolgi en la membrana de vesículas de 
secreción, quedando incorporado a la membrana plasmática donde es reconocido por los 
linfocitos CDa positivos (York & Rock, 1996). 
Desde que se describió que las CL de humanos expresan moléculas clase 11 del CPH 
(Figura 2h) (Rowden et al., 1977; Klareskog et al., 1977), se ha establecido que en 
láminas epidérmicas hay una imbricación completa entre las moléculas codificadas por el 
HLA-DR (análogo a 1-E de murinos) (Kaufman et al., 1984), el HLA-DQ (análogo del 1-A de 
murinos) (Kaufman et al., 1984) y el HLA-DP (Sontheimer et al., 1986). Se ha demostrado 
la existencia de un porcentaje menor al 1 0°/o de CL intensamente positiva a moléculas 
clase 11 en láminas epidérmicas de humano (Romani et al., 1985; 1989) y un porcentaje 
mayor a 30% en suspensiones celulares (Dezutter-Dambuyant et al., 1984 ). La causa y la 
importancia de la existencia de esta subpoblación de CL grandes y activadas in situ no ha 
sido determinada, pero se ha propuesto que son CL que están por emigrar de la 
epidermis ya que tienen una posición basal, contienen pocos GCL, expresan CD40 y 
RFD1 y pocos niveles de FcRll (Romani et al., 1991 ). Ya que son estimuladores potentes 
de la reacción leucocitica mixta primaria (Schmitt et al., 1990), son equivalente a las CL 
que han madurado in vitro. 
La expresión de moléculas clase 11 del CPH está relacionada con la función presentadora 
de antígenos de las CL ya que estas moléculas poseen un ranura especial en la que unen 
no covalentemente a los péptidos derivados de Ag exógenos. Después de ser sintetizadas 
en el RE, las moléculas clase 11 se asocian no covalentemente a la cadena invariante 
(CD74) (Claesson-Welsch et al., 1986) para prevenir la unión de Ag endógenos con la 
ranura de las moléculas clase 11. La cadena invariante se mantiene unida a la ranura 
durante el paso de las moléculas clase 11 a través del complejo de Golgi y la red 
transGolgi hasta el compartimiento endosomal, donde es eliminada por proteolisis. Esto 
permite la unión de los Ag exógenos con la ranura especial de las moléculas clase 11, 
formándose 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 específicos (Watts, 
1987). 
En los humanos se ha demostrado que las CL expresan una molécula de diferenciación 
de timocitos: el antígeno T6, identificado originalmente con el AcMo OKT6 (Fithian et al., 
1981; Murphy, 1981 ), actualmente conocido como CD1 a. Ya que CD1 a no se expresa en 
ninguna otra célula de la epidermis, se le considera como el marcador más 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 débilmente (Schmitt et al., 1986). La isoforma 
CD1b no ha sido demostrada en ninguna célula epidérmica pero si en células dendríticas 
de la dermis (Nestle et al., 1993; Lenz et al., 1993). Las isoformas de CD1 están 
relacionadas estructuralmente a las moléculas clase 1 del CPH, aunque a diferencia de 
estas que son polimórficas y codificadas por el cromosoma 6, aquellas son no 
polimórficas y están codificadas por el cromosoma 1 (Calabi & Milstein, 1986). La 
importancia de las moléculas CD1 es que representan una familia nueva de moléculas 
presentadoras de Ag, que presentan lípidos y glucolípidos típicamente encontrados en las 
paredes celulares bacterianas (Porcelli & Modlin, 1999). Al parecer no se conoce si esto 
ocurre en las CL, pero si existe, esta vía de presentación de Ag involucraría la captación 
de glucolípidos por receptores de manosa expresados en la CL y luego la liberación de 
aquellos en el compartimento endosomal, donde se formaría el complejo CD1/lípído
glucolípido (Prigozy et al., 1997). En los murinos, CD1 presenta una ranura similar a la del 
CPH, de naturaleza hidrofóbica, ideal para presentar lípidos hidrofóbicos o glucolípidos a 
células T (Zeng et al., 1997). 
Las CL de murinos y otras CD expresan una glucoproteína integral de membrana de 205 
kDa, el receptor multilectina del tipo C, llamado DEC-205, que es reconocido por el AcMo 
NLOC-145 (Kraal et al., 1986; Swiggard et al.. 1995). DEC-205 posee 1 O dominios 
externos contiguos (Jiang et al., 1995) con una alta homología con el receptor de manosa 
de macrófagos (Ezekowitz et al., 1990) aunque es hasta 100 veces superior a éste en la 
función presentadora de Ag (Mahnke et al., 2000). En los humanos, DEC-205 presenta un 
77% de homología con su contraparte del ratón y se incrementa su expresión durante la 
diferenciación y activación de las CD (Kato et al., 1998; Guo et al., 2000). Hasta ahora, no 
se conoce la especificidad de unión del receptor DEC-205 y con ello poder determinar su 
función en la captación de Ag. Las CL de los humanos no expresan el receptor de 
manosa de macrófagos (Mommaas et al., 1999); sin embargo, expresan Langerina, la 
cual tiene sitios de unión específica para manosa y podría estar involucrada en la 
internalización y procesamiento de moléculas que contienen este carbohidrato (Valladeau 
et al., 2000). 
De acuerdo con su capacidad de captar Ag, las CL son las únicas células epidérmicas 
que expresan receptores para el Fe de la lgG del tipo 11 (CD32) (Romani et al., 1991; de la 
Salle et al., 1992). Además, poseen receptores de alta y baja afinidad para la porción Fe 
de la lgE (FcD-RI y Fa:-Rll (CD23)), todos ellos implicados en la captación de alergenos 
(Bieber et al., 1992a, b, c; Rieger et al., 1992). 

ONTOGENIA DE LAS CELUbAS DE bANGERHANS 
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 láminas epidérmicas (Foster et 
al., 1986). Antes de los 60 días de gestación, la mayoría de estas células son CD1a 
negativas (menos de 10/mm2

) pero a las 11 ó 12 semanas hay un incremento significativo 
de la positividad a CD1 a. (Foster et al., 1986; Cattoreti et al., 1989). Esta edad gestacional 
es interesante porque coincide con el momento de la actividad hematopoyética de la 
médula ósea (Miler, 1983); antes de las 11 semanas, las CL provenientes del saco vitelino 
o del hígado parecen ser incapaces de sintetizar y expresar CD1 o la epidermis aún no 
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presenta ciertas características microambientales que induzcan algunos rasgos en la 
diferenciación de las CL Alrededor de las 1 O semanas de gestación. las CL son más 
pequeñas, menos dendríticas y más heterogéneas en su fenotipo, en comparación a las 
fetales y las del adulto. A las 14 semanas de gestación, las CL ya expresan CD1a, HLA
DR y presentan GCL {Breathnach & Willie 1965; Breathnach, 1983; Monti, 1985), aunque 
el número es de sólo 100 CL/mm2 (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 área pero son similares fenotípica y morfológicamente a 
las del adulto. lnteresantemente, las CL estarían presentes en la epidermis mucho antes 
de que el sistema inmunológico sea reactivo o funcional (Hayward. 1981 ). 
Los fetos de ratón de 16 días poseen CL ATPasa positivas que carecen de GCL, los 
cuales aparecen hasta los 6 ó 18 días posnatalmente {Reams & Tompkins, 1973; Weiss & 
Zelickson, 1975). A los 18 dias de gestación, la epidermis del ratón contiene alrededor de 
280 CL ATPasa positivas/mm2 pero sólo se identifica 1 CL la positiva/mm2

. La expresión 
del antígeno la, junto con la adquisición de las características estructurales, es 
considerada como un rasgo 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, rápidamente se hacen la positivas y, al mismo tiempo, adquieren 
la capacidad de estimular células T alogénicas (Elbe et al., 1989) 
En la rata, las CL llegan a la epidermis e incrementan significativamente su número entre 
los días 17 y 20 de gestación. 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; 
simultáneamente, adquieren forma dendrítica y son la positivas. A los 21 días de 
gestación o pocos días después del nacimiento las CL la positivas presentan GCL La 
capacidad proliferativa de las CL fetales de rata parece asegurar la expansión de la 
población en esa etapa, ya que el indice de marcaje con 5-bromo-2'-deoxiuridina es del 
18°/o a los 17 días, y luergo disminuye a 5-6o/o en el período posnatal (Hsiao et al., 1989; 
Mizoguchi et al., 1992). Finalmente, en las ovejas, las CL se identifican hasta el día 103 
de gestación {Hollis & Lyne, 1972). 

D!STRIBUC!ON DE LAS CELULA§ DE LANGERHANS 
Las CL de humano y de roedores son, sin duda, las más conocidas. De acuerdo a los 
criterios ultraestructurales, histoquímicos, histoquimicos enzimáticos e 
inmunocitoquimicos mencionados, todos los mamíferos estudiados contienen CL Más 
aún, la presencia de CL ya no está restringida a la epidermis. Además de ésta y sus 
derivados, las CL se localizan en epitelios de diferentes mucosas como la bucal, 
esofágica, conjuntiva!, cornea!, vesical, traqueobronquial, vaginal y del cuello uterino (De 
Fraissinette, 1989). 
El número de CL muestra grandes variaciones regionales y aún dentro de una misma 
región, entre diferentes sujetos, pueden identificarse diferencias significativas (Brown et 
al., 1967; Lisi, 1973; Friedmann, 1981; Bermann et al., 1983; Thomas et al., 1984; Hartan 
et al., 1984; Thiers et al., 1984; Chen et al., 1985; Ashworth et al., 1986; Bieber et al., 
1988). Es recomendable saber que el rango numérico de las CL en el humano va de 460 
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a 1000 célulaslmm2 y que representan del 2 al So/o de la población total de células 
epidérmicas. Esto es importante y debe tomarse en cuenta cuando se quiere investigar la 
variación en el número de CL en circunstancias experimentales o en lesiones cutáneas; el 
mejor control será el número de CL del sitio sano adyacente a la lesión. 
El número de CL también cambia con la edad. La piel lateral del antebrazo de personas 
mayores de 64 años tiene menos CL ATPsa positivas (6701mm2

) que en individuos 
menores de 25 años (10141mm2 ); en estos grupos el número de CLlmm2 en la piel de 
glúteos es de 853 y 990, respectivamente (Thiers et al., 1984). Esto ha sido confirmado 
para todas las regiones corporales, resaltándose que las zonas expuestas a la radiación 
solar son las que presentan menos CL {Scheibner et al., 1983), como la piel con daño 
actínico solar, en la que la reducción del número de CL es de hasta un 50°/o en 
comparación a las misma regiones sanas {Delo et al., 1981; Gilchrest et al., 1983). 
Los roedores también muestran variaciones regionales en el número de CL, 
identificándose notorias diferentes interespecie e intraespecie. En los cobayos, el número 
promedio de CL ATPasa positivas es de 900/mm2

, 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, by c). 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 número de CL; el 
número 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 orquiectomía 
{Koyama et al., 1987). 

DENSIDAD DE CUmm2 EN TRES ESPECIES DE ROEDORES 

Dorso 
Oreja 
Boca 
Cojinete plantar 
Cola 
Córnea 

cobayo 
1460 

900 
950 
830 

ausentes 

hamster sirio 
1300 
620 
130 {abazón) 
760 

ausentes 

ratones C57BU6 
760 
470 
690 
820 
110 

ausentes 

Un hecho interesante es que dentro de una misma región hay variaciones numéricas de 
CL, aparentemente relacionadas con el patrón de la queratinización y con la presencia o 
no del estrato granuloso. En la cola del ratón, las CL son más numerosas en las zonas 
interescamosas ortoqueratinizadas, mientras que están prácticamente ausentes en las 
escamas, que son paraqueratóticas (Figura 2g) {Schweizer & Marks. 1977; Schweizer 
1980). La naturaleza de la interrelación de CL y procesos de queratinización es un enigma 
y prácticamente no ha sido estudiada. 

Con el empleo de algunas de las metodologías mencionadas anteriormente se ha 
demostrado que las CL tienen una distribución muy amplia en el organismo. Han sido 
identificadas en todos los anexos cutáneos, en la circulación sanguínea y linfática, en la 
zona paracortical de ganglios linfáticos, en la región corticomedular del timo y en la 
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mayoría de las mucosas, sobre todo las que están revestidas por epitelios planos 
estratificados_ La siguiente lista es una referencia de las principales localizaciones de las 
Cl: 

Localizaciones de la CL: 

1. Vaina radicular externa del folículo piloso y conductos de glándulas sebáceas 
(Breathnach, 1963; Jimbow et al., 1969) 

2. Conductos de glándulas apocrinas (Ita et al., 1976). 
3. Dermis normal de feto y adulto (Zelickson, 1965; Hashimoto & Tarnowski, 1968; Wolff, 

1972; Breathnach, 1977, 1978; Murphy et al., 1983). 
4. Capilares sanguíneos dérmicos (Silberberg et al., 1974; Zelickson, 1979)_ 
5. Vasos linfáticos en piel normal y con dermatitis por contacto (Silberberg et al., 1975 y 

1976; Breathnach, 1977 y 1978). 
6. Sangre periférica normal (Dezutter-Dambuyant et al., 1984; Wood et al., 1984). 
7. Sangre periférica de pacientes quemados (Wood et al., 1984; Gothelf et al., 1988). 
8. Sangre del cordón umbilical (Gothelf et al., 1986). 
9. Timo (Hoshino et al., 1970; Warchol et al., 1984). 
1 O. Linfonodos (Kondo, 1969; Jimbow et al., 1959; Vermon et al., 1973; Silberberg et al., 

1976; Raush et al., 1977; Kobayashi & Hashimoto, 1977)_ 
11. Epitelios planos estratificados: 

Lengua, mejillas y encías (Waterhouse & Squier, 1967; Hutchens, 1971; Al Yassin & 
Tener, 1976). 
Esófago (Al Yassin & Tener, 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 (Bóck & Hanak, 1971 ). 
Limbo corneal (Vantrappen et al., 1985). 

12. Urotelio vesical (lellouch-Tubiana et al., 1986). 
13. Epitelio traqueobronquial (Richard et al., 1987). 
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Figura 1. Paul Langerhans (1868) describió las células dendrfticas aureofilicas en la piel humana, hoy 
llamadas células de Langerhans (CL), como cuerpos negros, distintos a las células epiteliales, cuyas 
prolongaciones alcanzan el estrato eófneo y se extienden hasta la dermis (a). Las CL tienen una posición 
basal y supn1basal dentro de la epidermis (b); por su morfologla, se postuló que eran elementos del 
sistema nervioso o melanocitos inactivos y en proceso de descamación. Estas ideas pennanecieron 
durante 100 anos, hasta que se demostró que las CL no tienen ninguna relación ontogénica con 
melanocitos o con células nerviosas. Por el contrario. las CL poseen caracterfsticas ultraestructurales 
propias, como es el núcleo indentado, un citoplasma daro por la ausencia de tonofllamentos y 
melanosomas, cuya membrana no establece uniones tipo clesrnosoma con los queratinocitos vecinos (c, 
d). Sin embargo, el rasgo distintivo en la identidad de las CL es el gránulo de las CL o gránulo de Birbeck 
(c. recuadro), organelo endosotnal involucnldo en la captación y po <e samiento de antlgenos. La aposición 
de CL y linfocitos intraepidénnlcos (d) en piel normal y, sobre todo, en f'OaCCiones de hipersensibilidad por 
contacto, cambió el concepto de las CL La presencia de estas células dentro de vasos linfáticos (células 
veladas) y su arribo a las regiones paracorticales T dependientes de los ganglios linfáticos (células 
interdigitantes), sugirió que las CL captan antlgenos en la piel, los procesan durante su migración y los 
p.-esentan a los linfocitos T, induciendo respuestas inmunológicas primarias. 
(Figuras tomadas de "Epidennal Langertians cells", Ed. G. Schuler, CRC Press. 1991) 
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Figura 2. Características morfológicas e inmunofenotipicas fundamentales de las células 
de Langerhans (CL) de los mamiferos. Las CL presentan un organelo en forma de bastón 
o de raqueta de tenis llamado gránulo de las CL (o de Birbeck) (a, d y e, recuadro y figura 
3). Los marcadores histoquimicos más confiables para identificar a las CL en láminas 
epidérmicas son la demostración de la actividad de ATPasa (b) y de esterasa inespecifica 
(e). En algunas regiones como la córnea (f) y la cola de roedores (g), las CL presentan 
una distribución peculiar que se ha asociado a las propiedades inmunológicas particulares 
de estas regiones corporales. Desde el punto de vista inmunofenotfpico, las CL expresan 
moléculas clase 11 de Complejo Principal de Histocompatibilidad (moléculas la) (h) y 
receptores para el Fe de la lgG, receptores para C3b pero no para el Fe de la lg M, de 
acuerdo al ensayo de formación de rosetas (i). 
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Figura 3. El esquema superior representa los eventos en la formación del gránulo de las 
CL de acuerdo a la teoria endocitica. Formación del GCL (1) e internalización del GCL (2); 
vesiculación parcial (3) y total del GCL (4); fusión del GCL con otras estructuras del 
sistema endosomal (5, v, t). {Tomada de Bartosik, 1992). En la micrografia electrónica 
inferior se observa en el centro un GCL con la típica imagen de raqueta de tenis, de 450 
nm de longitud. 
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FUNCION DE LAS CELULAS DE LANGERHANS 
La demostración ultraestructural de la aposición de CL y linfocitos intraepidérmicos en 
dermatitis por contacto (Figura 1d) y la similitudes histoquímicas e inmunofenotípicas de 
las CL con las células del sistema fagocítico-mononuclear fueron el punto de partida para 
investigar si, además, compartían propiedades funcionales. Ahora está perfectamente 
establecido que las CL son muy importantes en las fases inductivas de las respuestas 
inmunológicas originadas en la piel. Numerosas evidencias obtenidas de estudios in vitro 
e in vivo en humanos y en animales fundamentan el concepto de que las CL son potentes 
estimuladores de la activación de células T. La mayoría de los estudios in vitro har1 
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 antígenos (CPAg) en respuestas antígeno específicas 
de células T; 2) las CL son estimuladores en la reacciones leucocíticas mixtas alogénicas 
y autólogas; 3) las CL son células accesorias en respuestas de células T inducidas por 
lectinas y 4) son células accesorias en la generación de linfocitos T citotóxicos 
alorreactivos y hapteno-específicos. Los hallazgos que fundamentan estas conclusiones 
son que las CL son más eficiente que los monocitos/macrófagos 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 continución 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 surgió de la observación de que los linfocitos T de cobayos sensibilizados 
previamente con albúmina 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 albúmina 
de huevo. Esta proliferación, observada a los 3 días de cultivo, estaba prácticamente 
abolida cuando se utilizaban suspensiones depletadas de CL o que habían 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 antígenos, 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 ratón 
(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 presentación de antígenos. Esta cuestión fue parcialmente resuelta al 
utilizarse suspensiones celulares en las que las CL la positivas constituían más del 95% y 
demostrarse que la función de presentación de antígenos recaía en las CL (lnaba et al., 
1986). 
También se demostró que una suspensión 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 observó 
que con tan sólo 6000 CL la positivas, "haptenizadas"in vitro con TNP e inoculadas por 
vía intravenosa, se inducía 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 demostración de que este 
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efecto no se obtenía al utilizar queratinocitos puros haptenizados. En este contexto están 
los hallazgos en pacientes alérgicos al níquel, cuyos linfocitos son estimulados 
intensamente por CL "haptenizadas" con sulfato de níquel (Braathen, 1980; Braathen & 
Torsby, 1983; Rasanen, 1986; Res eta/., 1987; Kapsenberg eta/., 1987). 
Los estudios funcionales in vitro pusieron de manifiesto, además, que las CL modifican 
importantemente sus características histoquimicas, ultraestructurales, inmunofenotipicas y 
funcionales, en relación directa con el tiempo de cultivo. Las CL recién aisladas de la 
epidermis son muy débiles estimuladoras de la reacción leucocítica mixta primaria y de la 
respuesta humoral, mientras que las CL obtenidas después de 72 h de cultivo y 
estimuladas con las citoquínas derivadas de los queratinocitos, se parecen a las células 
dendríticas esplénicas en su capacidad para evocar respuestas primarias de células T y B 
(lnaba et al., 1986). Esto confirmaba la hipótesis de que las CL recién aisladas de la 
epidermis representaban células dendríticas inmaduras (Schuler & Steínman 1985), las 
cuales, luego de periodos cortos de cultivo, pierden o disminuyen, entre otras 
características, el número de GCL, la actividad de ATPasa y de esterasa no específica y 
la expresión de los receptores para el Fe de la lgG; por el contrario, incrementan la 
expresión de moléculas clase 1y11 (Witmer-Pack et al., 1988; Shimada et al., 1987) y de 
receptores para IL-2 (Steiner et al., 1986). Posteriormente, se demostró que estos 
cambios son mediados en gran parte por ciertas cítoquinas como el GM-CSF e IL-1 
(Witmer-Pack 1987; Heufler et al., 1988). 

Funciones in vivo. La primera función 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 aposición entre CL y linfocitos observada ultraestructuralmente 
en la piel con HC, sugirió que aquéllas podrían jugar un papel importante en la fase 
inductiva de la HC (Silberberg, 1973). Posteriormente, se demostró que la aplicación 
epícutánea del hapteno dinitrofluorobenceno (DNFB) en sitios naturalmente deficientes de 
CL, como la cola del ratón y la "bolsa" bucal del hamster, o artificialmente depletados de 
CL, como la piel irradiada con UV, no inducía HC sino un estado especifico de no 
respuesta inmunológica o de tolerancia (Toews et al., 1980; Elmets et al., 1983). 
Los injertos de piel de ratón tratada previamente con DNFB, sensibilizan a receptores 
singénícos pero no a los alogénicos, indicando que los requerimientos inmunológicos 
asociados a la presentación de un Ag y a la inducción de HC, se cumplen dentro de la piel 
misma (Streilein et al., 1984 ). La administración subcutánea de macrófagos haptenizados, 
induce un estado de sensibilización en el receptor mientras que se provoca una no 
respuesta específica cuando se aplican por vía intravenosa (Ptak et al., 1980). Cuando 
esto último se realiza conjuntamente con suspensiones celulares enriquecidas con CL 
haptenízadas, no sólo se induce sensibilización sino que se revierte o se elimina el efecto 
tolerizador de los macrófagos haptenizados aplicados por vía intravenosa (Ptak et al., 
1980, Sullivan et al., 1986). Uno de los posibles mecanismos de lo anterior es la 
generación de células T hapteno-específicas capaces de mediar directamente la fase 
efectora de la HC (Hauser, 1990). 
A partir de estudios morfológicos se sugirió que después de la aplicación epicutánea de 
un hapteno, las CL salían de la piel para migrar a los ganglios linfáticos regionales 
(Silberberg-Sinakin et al., 1976, Silberberg-Sinakin el al., 1978). La evidencia directa de 
que estas CL migratorias fueran funcionales apareció poco a poco. La aplicación 
ísotiocianato de fluoresceína (FITC) en la piel de ratones no sólo produce reacciones de 
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hipersensibilidad similares a las observadas con DNFB, sino que va seguida de la 
aparición de células con el fluorocromo en los ganglios linfáticos 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 al., 1980). Por 
otro lado, el cultivo de linfocitos singénicos normales con células FITC positivas aisladas 
de ganglios linfáticos, origina una fuerte respuesta proliferante de linfocitos T citotóxicos 
hapteno-específicos (Macatonia et al., 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 morfología dendrítica (Macatonia et al., 1986) y 
algunas poseen el GCL (Macatonia et al., 1987). En otros estudios se ha enfatizado, con 
evidencias más directas, que las células la positivas/FITC positivas de los ganglios 
linfáticos se originan en la piel y migran después de la aplicación de un hapteno. En los 
trasplantes de piel de ratones C3H a ratones BALB/c desnudos y tratados con FITC a 
través del injerto, se ha observado que las células la positivas/FITC positivas aisladas de 
los ganglios linfáticos, algunas con GCL, son capaces de inducir HC cuando se transfieren 
a ratones C3H. Estos resultados permitieron elucubrar que las CL y las CD de los 
ganglios linfáticos son diferentes formas o momentos del mismo tipo celular, cuyo fenotipo 
y características ultraestructurales dependen del microambiente que las rodea. Un hecho 
esencial surgido de los experimentos anteriores fue la observación de la capacidad 
migratoria de !as CL, monitoreada directamente en láminas epidérmicas obtenidas de 
aloinjertos, isoinjertos y explantes, en las que se observó que las CL incrementaban su 
tamaño y la expresión de moléculas clase 11 mientras que su número disminuía a 113 del 
normal a las 24 h de realizado cualquiera de los tres procedimientos mencionados. A ese 
mismo tiempo, el mayor número de CL se ubicaba a nivel de la unión dermoepidérmica; 3 
días después de iniciados los experimentos, estas células parecen formar cordones 
asociados a los vasos linfáticos dérmicos, antes de abandonar la piel. Otro hallazgo 
interesante del mismo trabajo fue el incremento espontáneo 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 días 
de cultivo (Larsen et al., 1990). 
En piel humana mantenida en cultivo de órganos 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 maduración funcional de 
las CL comienza en la epidermis y continúa durante su migración, o en el cultivo, y que no 
necesitan ser totalmente maduras en fenotipo y función 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 linfáticos dérmicos y de aquí a los 
ganglios linfáticos regionales, tanto en condiciones normales como en HC. 
Un desafio a lo mencionado anteriormente es la demostración de que las CL dérmicas 
observadas en reacciones de hipersensibilidad retardada se originan, en número 
considerable, de células circulantes en la sangre (Kaplan et al., 1987). Hasta ahora, el 
recambio exacto de CL en condiciones normales, experimentales o patológicas, casi no 
se ha estudiado, por lo que su conocimiento podría definir aún más el papel de éstas y 
otras células en las fases de la HC. 
Las diferencias fenotípicas 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 astan 
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determinadas por diferentes estados de diferenciación, maduración y activación. Así, las 
CL intraepidérmicas, al igual que otras CD de los órganos no linfoides, poseen una 
potencia limitada para estimular linfocitos T en reposo vírgenes (na"ive), pero son 
altamente eficientes en la captación de Ag (Romani et al., 1989). Aunque los mecanismos 
implicados no se conocen del todo, las CL son capaces de captar grandes partículas, 
desde esferas de latex (Wolff & Honrad, 1972) hasta amastigotes de Leishmania majar 
(Blank et al., 1993). Las CL cultivadas, o después de ciertos estímulos microambientales, 
pasan por un proceso conocido como activación o maduración de las CL (Schuler & 
Steinman, 1985). Como consecuencia de ello, las CL pierden la capacidad de captar Ag 
pero adquieren la capacidad de procesarlos y presentarlos y, con ello, estimular a los 
linfocitos T en reposo vírgenes, para el desempeño de funciones cooperadoras y de 
citotoxicidad. Los Ag que son presentados por las CL para la inducción de respuestas 
inmunológicas primarias incluyen a los aloantígenos (Aberer et al., 1982; lnaba 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 función 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 activación y 
maduración 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 migración y 
con ello, por lo tanto, evitan la expresión funcional de estas células. 
Las CL humanas pueden madurar por la acción de LPS, TNFa o IL-113. pero la acción de 
TGF-¡31, secretado constitutivamente por los queratínocitos y las mismas CL inmaduras, 
previene esta maduración (Geissman et al., 1999). Asimismo, los queratinocitos normales 
producen pequeñas cantidades de IL-1 O, misma que se incrementa después de varias 
dosis bajas de radiación uve y que podría mediar la abolición de la respuesta a la 
aplicación de haptenoes por contacto e inducir tolerancia (Niizeki & Streíling, 1997). En 
este sentido, IL-10 podría también participar en el mecanismo de evasión inmunológica 
observado en algunos melanomas (Enk et al., 1997). En los humanos, la migración de CL 
in vitro es inhibida por IL-4 a través de la hiporregulación de la expresión del receptor 11 de 
TNF (Takayama et al., 1999). 
La función presentadora de Ag de las CL cultivadas es inhibida por el peptido relacionado 
al gen de calcitonina (CGRP) liberado por fibras nerviosas que están en estrecha 
aposición a las CL (Hosoi et al., 1993). Estos y otros factores pueden ser relevantes en la 
inducción de anergia o tolerancia para la prevención o tratamiento de enfermedades 
autoinmunes o del rechazo de transplantes, en donde estarían involucradas las CL. 

ORIGEN Y DIFERENCIACION DE LAS CELULAS DE LANGERHANS 
Un concepto ampliamente aceptado y fundamentado es el que las CL son leucocitos 
CD45 positivos que expresan marcadores característicos del linaje mieloide como CD13 y 
CD33 y que, por lo tanto, sus precursores se originan en la médula ósea (MO). El 
conocimiento actual que se tiene del origen y diferenciación de las CL es el resultado de 
numerosos estudios in vitro realizados en los últimos 1 O años. La determinación de que 
las CL pertenecen a la familia de las CD y que son inmaduras en comparación a las CD 
de los órganos linfoides (Schuler & Steinman, 1985) promovió que las CL y sus 
precursores fueran estudiados intensamente dentro del contexto de las CD. Así, la 
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generac1on de CDICL a partir de la MO o de sangre periférica en murinos (lnaba et al., 
1992a; 1992b) y a partir de sangre obtenida de cordón umbilical humano (Caux et al., 
1992) es el comienzo de la conformación de una red ontogénica muy compleja de las 
CL/CD (revisado por Ardavín et al., 2001) 
Las CD mieloides pueden ser generadas in vitro a partir de progenitores CD34 positivos 
obtenidos de MO o de sangre de cordón umbilical, en presencia de GM-CSF y TNF-a. 
(Santiago-Schwartz et al., 1992; Caux et al., 1992). Esta diferenciación de CD sigue dos 
vías independientes y mutuamente excluyentes de acuerdo a la expresión de CD1 a y de 
CD14 (Caux et al., 1996). La estimulación continua de los intermediarios CD1a 
positivos/CD14 negativos origina CD parecidas a CL, de acuerdo a los marcadores 
fenotípicos y funcionales que expresan como GCL, E-cadherina y antígeno Lag, siendo 
esta vía independiente de TGF-f3; en las mismas condiciones de cultivo, los intermediarios 
CD14 positivos/CD1a negativos originan macrófagos o CD con morfología, fenotipo y 
función diferentes a las CL. 
La diferenciación de CL también puede lograrse a partir de una fracción celular CD11 b 
negativa obtenida de los intermediarios CD14 positivos/CD1a negativos, en una vía 
dependiente de TGF-131 (Jaksits et al., 1999). De la misma manera, las CL pueden se 
diferenciadas a partir de monocitos (Geissmann et al., 1998) o de CD CD1 a 
positivas/CD11 c positivas (Ita et al., 1999) incubados en una mezcla de GM-CSF, IL-4 y 
TGF-f31 y, subsecuentemente, incubando en TNF-a. e IL-1 para logran la maduración de 
las CL. Se ha sugerido que la vía de diferenciación de CL independiente de TGF-(l1, tanto 
en ratones como en humanos, puede reflejar un defecto en el proceso de diferenciación o 
maduración de CL o en la expresión de marcadores, no relacionado a la contraparte 
fisiológica in vivo de las CL {Ardavín et al., 2001 ). 
La importancia de TGF-J31, por encima de GM-CSF, TNF-a. e IL-4, en la diferenciación 
más completa y funcional de las CL {incluido el "homing" a la piel) está claramente 
demostrada por la observación de que los ratones TGF-p-1-1 carecen de CL, hecho que no 
se debe a un defecto a nivel del progenitor (Borkowski et al., 1996; 1997). Recientemente, 
se ha demostrado que también el Ligando FL T3 podría ser relevante en promover una 
diferenciación más fisiológica 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 está en 
duda si induce una diferenciación 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 positivoslCLA 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 
identificación in vitro de una población de CD de origen linfoide que expresa la molécula 
de superficie CD8a. (Saunders et al . 1996). En condiciones normales, aún 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 lkaros, los cuales carecen de todas las 
poblaciones derivadas del linaje linfoide, tengan un número normal de CL epidérmicas, 
enfatizando el origen mieloide de estas células. (Georgopoulos et al., 1994; Wu et al., 
1997) Por otro lado, la alteración de los genes que codifican para el factor de transcripción 
relB produce ratones con una ausencia casi completa de CD en órganos linfoides pero 
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con un número normal de CL en la epidermis (Burkly et al .• 1995). Por todo lo anterior, 
está 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 circulación o en 
la piel que promueven la diferenciación final y fisiológica de las CL. 

MIGRACION Y MADURACION DE LAS CELULAS DE LANGERHANS 
La propiedad migratoria de las CL es un componente esencial de su función. Durante la 
migración, las CL se transforman de una células "inmadura" que capta y procesa Ag a una 
células madura que los presenta (Schuler & Steinman, 1985). Algunos estímulos como IL-
1, GM-CSF, TNF-a (Heufler et al .• 1988) y LPS (revisado en Banchereau & Steinman, 
1998) promueven la maduración de las CL. Este cambio fundamental en las CL se 
caracteriza por la hiperregulación de moléculas clase 1 y 11, de moléculas de adhesión 
como ICAM-1, de moléculas coestimulatorias como CD24, CD40, CD50/ICAM-3 
CD54/ICAM-1, CD58/LFA-3, CD80/B7-1 y CD86/B7-2 (Maurer & Stingl, 2001); asimismo, 
se induce la síntesis de IL1-j3, IL-6 (Schreibereta/., 1992), IL-12 (Kang eta/., 1996), IL-15 
(Blauvelt et al., 1996) e IL-18 (Stoll et a/., 1998). También se incrementa la expresión de 
algunos receptores de citocinas y factores quimiotácticos, como los receptores a (CD116) 
y 13 (CD131) de GM-CSF, el receptor 11 de IL-1 (CD121b), los receptores a (CD25) y 13 
(CD122) de IL-2 y CCR7 (Maurer & Stingl, 2001 ). Concomitantemente, las CL maduras 
disminuyen la expresión de los receptores para Fe de lgG (receptor ll/CD32), la actividad 
de ATPasa y esterasa, y disminuye el número de GCL y la expresión de Langerina 
asociada a estos organelos. La consecuencia de lo antes mencionado es que las CL 
adquieren la capacidad de estimular linfocitos vírgenes en reposo para que manifiesten 
actividad cooperadora y/o citotóxica. Como ya se mencionó, los Ag que pueden ser 
presentados por las CL e inducir respuestas inmunológicas primarias incluyen a 
aloantígenos (Aberer et al.. 1982; lnaba 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 intrínsecos que regulan 
la entrada de los precursores de las CL a la piel, su estancia y emigración epidérmica y el 
movimiento posterior hacia los ganglios linfáticos. Los progenitores o precursores de CL y 
las CL se enfrentan a diferentes microambientes durante su migración. Lo anterior inicia 
con un movimiento transendotelial desde los vasos sanguíneos hacia el tejido conectivo 
de la dermis y de aquí hacia la epidermis, atravesando la lámina basal. Dentro de la 
epidermis, las CL deben mantenerse en movimiento y guardar su posición 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 ámina basal y la dermis papilar, antes de interactuar con 
los capilares linfáticos, entrar en ellos y, a través del flujo linfático, llegar a los ganglios o 
linfonodos regionales, ubicándose en la zona T dependiente paracortical, sitio en el que 
presentarán los Ag a los linfocitos T. 
A continuación revisaremos brevemente las evidencias de la regulación molecular del 
patrón migratorio de las CL 
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Arribo a la piel. Este es uno de los aspectos que 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 la piel. Los precursores CD34 positivos-CD1 a 
positivos de las CL expresan el único receptor conocido para MIP-3a/CCL20, el CCR7 
(Dieu et al., 1998; Charbonnier et al., 1999; Dieu-Nosjean et al., 2000). Por otro lado, la 
ausencia de CL en la epidermis de ratones knockout para TGF-131, 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 adhesión que media la unión selectiva entre queratinocitos y CL in 
vitro (Tang et al., 1993; Blauvelt et al., 1995). Hasta un 40% de las CL activadas in situ por 
alergenos o por citoquinas proinflamatorias, disminuyen la expresión de E-cadherina, lo 
que podría interpretarse como un hecho preparatorio para la migración de las CL. Las dos 
citoquinas proinflamatorias más relevantes en la inducción de la emigración de las CL, IL-
113 y el TNF-a (Cumberbatch et al., 1997), parecen actuar, por lo menos en parte, a través 
de la reducción de la expresión de E-cadherina (a nivel de RNAm y de la molécula de 
adhesión en membrana), y con ello, atenúan la unión entre CL y queratinocitos (Jacob & 
Udey, 1998). E-Cadherina también se reduce en las CL después de la aplicación de 
haptenoes por contacto (Schwarzenberger & Udey, 1996), lo cuales son potentes 
inductores de la neosintesis de IL-1 J3 y TNFa y otros mediadores proinflamatorios (Enk & 
Katz 1992; Enk et al., 1993; Rambukkana et al., 1996). 

Emigración de la epidermis. Debido a la acción de los estimulas arriba mencionados, 
las CL empiezan a moverse activamente para enfrentar y atravesar la membrana basal y 
la dermis. La lámina densa de la membrana basal está formada principalmente de 
colágena tipo IV, que es un sustrato específico 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 artificialmente (Kobayashi et al., 1994) y 
todo sugiere que lo hacen a través de la acción de MMP (Uchi et al., 1998; Kobayashi et 
al., 1999; Ratzinger et al., 2000), particularmente MMP-9, ya que la inyección de Ac anti
MMP-9, antes de la aplicación de haptenoes por contacto, bloquea la emigración de las 
CL desde la epidermis (Kobayashi et al., 1999; Labre et al., 1999; Ratzinger et al., 2000). 
lnteresantemente, la MMP-9 es activada por TNF-a e IL-113 (Zhang et al., 1998), que, 
como ya se mencionó, promueven la emigración de CL probablemente al hiporregular la 
expresión de E-cadherina. 

Movimiento a través de la dermis. Es muy probable que las MMP y el sistema 
multienzimático activador del plasminógeno (Chapman 1997; Ferrero et al., 2000) 
participen en la migración de CL a través del tejido conectivo dérmico. Sin embargo, son 
las integrinas la que han recibido mayor atención al respecto. Las integrinas 132 son 
moléculas de adhesión heterodiméricas que median las interacciones célula-matriz y 
célula-célula. La matriz extracelular y la lámina basal contienen colágenas, fibronectina y 
laminina, que unen selectivamente a las combinaciones de integrinas a y 13 (Hynes, 1992). 
Varias integrinas 131 (VLA-1 a VLA-6) se han identificado en las CL (Le Varlet et al., 1991; 
Aiba et al., 1993). La integrina asl34 parece jugar un papel en la emigración de las CL 
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epidérmicas de murinos ya que los Ac antia6 que bloquean la unión de esta integrina con 
la laminina, inhiben la migración espontánea de CL en explantes de piel in vivo, inducida 
por TNF-a y haptenoes por contacto (Price et al., 1997). Adicionalmente, la integrina asJ34 

parece ser importante en la transmigración de las CL a través de lámina basal. 
Las CL en migración expresan varias isoformas de la molécula CD44, que es un receptor 
para el ácido hialurónico, componente fundamental de la matriz extracelular. Algunos Ac 
anti-CD44 inhiben la migración espontánea de CL en explantes de piel y en la fase de 
inducción de la HC. Algunas isoformas de CD44 están implicadas en la localización de las 
CL maduras en las regiones paracorticales de los ganglios linfáticos (Osada et al., 1995; 
Weissetal., 1997; 1998). 

Entrada a los vasos linfáticos y búsqueda de la paracorteza. 
Una de las primeras evidencias de las propiedades migratorias de las CL es la 
identificación de estas células dentro de los vasos linfáticos aferentes, después de la 
aplicación de haptenoes por contacto (Silberberg et al., 1976). Hoy se sabe que estímulos 
diferentes son capaces de inducir la migración y maduración de las CL, entre ellos: 
activación de factores del complemento (Morelli et al., 1996), lipopolisacárico (Roake et 
al., 1995), haptenos fluorescentes (Macatonia et al., 1987), radiación con luz ultravioleta B 
(Moodycliffe et al., 1992), trasplantes de piel alogénica y explantes de piel (Austyn & 
Larsen 1990; Larsen et al., 1990) e inmunización genética (Condon et al., 1996; Progador 
et al., 1998). 
Muy poco se sabe de las moléculas involucradas en la "intravasación" de las CL a los 
vasos linfáticos. Es importante recordar que los capilares linfáticos presentan una pared 
muy delgada, cuyas células endoteliales tienen una lámina basal discontinua y entre ellas 
existen grandes espacios. Lo anterior podría facilitar la entrada de las CL a la circulación 
linfática. Sin embargo, hay evidencia de que esto podría estar regulado por quimocinas. 
En los ratones, las células endoteliales de los vasos linfáticos expresan la quimocina 
SLC/6Ccina/CCL21 (Gunn et al., 1998; Saeki et al., 1999), cuya administración exógena 
incrementa el número de CD que emigran de explantes de piel de ratón (Kellermann et al., 
1999), mientras que su bloqueo deteriora la emigración de CD maduras de la dermis in 
vivo (Saeki et al., 1999). Una primera consecuencia de la maduración de las CL es la 
pérdida de funciones como la captación de Ag, lo cual ocurre asociado a la 
hiporregulación de receptores endocíticos y a un rearreglo del citoesqueleto. Otro cambio 
que ocurre es que la respuesta a la mayoría de las quimocinas también se pierde 
rápidamente, probablemente por desensibilización secundaria a la saturación de 
receptores debido a la producción endógena del ligando por las CD activadas (Sallusto et 
al., 1998; 1999) o por hiporregulación del receptor a nivel de RNAm (Oieu et al., 1998; 
Sallusto et al., 1998; Sozzani et al., 1998). 
Las CD maduras (Dieu et al., 1998) y las CL mismas (Yanagihara et al., 1998; Saeki et al., 
1999) expresan el receptor para quimocinas -7 (CCR7) cuyos ligandos exclusivos son las 
quimocinas MIP-3¡3, también llamada ELC (Epstein-Barr virus-induce molecule 1 ligand 
chemokine) y SLC (Secondary Lymphoid tissue Chemokine). Estas quimocinas se 
conocen como CCL 19 (ELC/MIP-3J31Exodus-3) y CCL21 (SLCl6Ccina/Exodus-2) de 
acuerdo a una reciente nomenclatura (Zlotnik & Yoshine, 2000). Ambas ejercen una 
acción de quimioatracción muy poderosa para CD y CL (Yanagihara et al., 1998; Chan et 
al., 1999; Kellermann et al., 1999; Saeki et al., 1999; Stoitzner et al., 2001 ). 
lnteresantemente, todas las CD maduras humanas, sin importar su origen pero que 
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expresen CCR7, responden de la misma manera a CCL 19 y CCL21 (Dieu et al., 1998). 

Búsqueda de la región paracortical. Papel de CCR7. En los órganos 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 CCL 19 es 
expresada constitutivamente por las células estromales de las regiones T -dependientes 
de los órganos linfoides secundarios, como es la paracorteza ganglionar (Dieu et al., 
1998; Ngo et al., 1998). Estas observaciones sugieren que las CL maduras que expresan 
CCR7, emigran a través de los vasos linfáticos aferentes CCL21 positivos y son "jaladas" 
o conducidas hacia las zonas T-dependientes de los ganglios linfáticos, una vez que 
llegan al seno marginal o subcapsular, en respuesta a la expresión y producción de 
CCL 19 y CCL21 por las células estromales de esta región ganglionar. 
La relevancia de estas quimocinas y de CCR7 en el reclutamiento de CUCO está 
manifestada también en los ratones naturalmente deficientes de CCL21 (Gunn et al., 
1999) y en ratones que no expresan CCR7 (Forster et al., 1999). Estos animales tienen 
órganos linfoides histológicarnente desorganizados por la ausencia o disminución notable 
de células T y CD. 
Seguramente otras quirnocinas están involucradas, como lo sugiere la acumulación de CD 
maduras alrededor de los linfáticos dérmicos de ratones deficientes del receptor CCR2 
(Sato et al., 2000), el cual une a MCP (Macrophage Chemoattractant Protein), en los 
cuales hay emigración normal de CL de epidermis a la dermis pero no a los ganglios 
linfáticos. 

Papel de IL-1p y TNFa en la migración 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 migración desde la epidermis hacia los vasos linfáticos. Se asume, en 
todos los casos, que el inicio de la migración de las CL se asocia al inicio de cambios 
fenotípicos corno parte de un proceso de maduración hacia CD inmunoestimulatorias. 
Esta maduración funcional de las CL está mediada por citocinas epidérmicas, siendo las 
más importantes GM-CSF, IL-1J3 y TNF-a (Witmer-Pack et al., 1987; Heufler et al., 1988; 
Picut et al., 1988; Koch et al., 1990; Furue et al., 1996; Ozawa et al., 1996). La aplicación 
epicutánea de alergenos de contacto o de irritantes induce la liberación de estas y otras 
citoquinas por los queratinocitos; dos de ellas son señales mandatarias para la 
movilización de CL: IL-1J3 y TNF-a. La aplicación intradérrnica de TNF-a en ratones, 
provoca una reducción rápida, en los primeros 30 min, en el número de CL en la 
epidermis suprayacente al sitio de la inyección; a las 2 h, se observa un incremento en el 
número de CD en los linfonodos regionales (Kimber & Cumberbatch 1992; Cumberbatch 
& Kimber 1992; Cumberbatch et al., 1994). En los humanos, TNFa tiene un efecto similar 
al observado en ratones (Graves et al., 1995; Cumberbatch et al., 1999). La inyección 
intraperitoneal de Ac anti-TNF-a en ratones, abole la migración de CL e inhibe la 
inducción de hipersensisibilidad por contacto a oxazolona (Cumberbatch & Kimber, 1995). 
Además, la inhibición de la producción de novo de TNF-a por dexametasona, también 
inhibe la migración de CL inducida por alergenos cutáneos (Cumberbatch et al., 1999), 
pero no la provocada por la inyección 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), así que los efectos paracrinos directos de TNF
a sobre las CL serían a través de este receptor. Los ratones knockout deficientes de TNF-
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R1 presentan una migrac1on normal de CL dependiente de TNF-a (Wang et al., 1996) 
mientras que los deficientes de TNF-R2 la tienen notablemente inhibida (Wang et al., 
1997). 
Los efectos de TNF-a sobre la migración de CL parecen ser dosis dependientes y 
especie-específicos (Kimber & Cumberbath, 1992; Cumberbatch & Kimber, 1992). Un 
efecto aparentemente paradójico 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 repoblación rápida de la 
epidermis por precursores de CL circulantes en la sangre (Stoitzner et al., 1997; 
Cumberbatch et al., 1999). 
lnterleucina-113, cuya secreción por las CL es constitutiva e inducible, también es 
necesaria para una migración eficiente de las CL hacia los ganglios linfáticos, aunque lo 
hace más lentamente que TNF-a (Cumberbatch et al., 1997). Se ha propuesto que la 
diferente dinámica de la migración de las CL inducidas por ambas citoquinas se debe a 
que IL-113 es la primera señal necesaria para que los queratinocitos secreten TNF-a (Enk 
et al., 1993), que es la segunda señal, que activa al TNF-R2 en las CL y dispara la 
migración. Además de lo anterior, IL-113 parece ser importante en otro aspecto de la 
migración de las CL. Esta citoquina ejerce un efecto autocrino sobre las CL induciendo la 
expresión del receptor tipo 1 para IL-113 (IL-1 RI), necesario para la migración exitosa de las 
CL (Cumberbatch et al., 1998; 1999). La importancia de IL-113 queda manifestada por el 
hecho de que su neutralización con Ac inhibe significativamente la inducción de 
hipersensibilidad por contacto (Enk et al., 1994) y porque no se induce sensibilización a 
trinitrofluorobenceno en ratones knockout para IL-113 (Shornick et al., 1996). 
Como ya fue mencionado, es posible que una consecuencia de la acción de IL-113 y TNF
a sea la modificación en la expresión de moléculas de adhesión entre las CL y los 
queratinocitos. El tratamiento sistémico de ratones con Ac anti-IL-113 y luego 
intradérmicamente con TNF-a no induce migración de CL; las CL permanecen en las 
láminas epidérmicas y tienen un aspecto redondeado, separadas de los queratinocitos 
vecinos. Está demostrado que la movilización de CL se asocia a la pérdida de la 
expresión de E-cadherina (Tang et al., 1993; Borkowski et al., 1994; Blauvelt et al., 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 sólo un 20% a 30 ºA. de las CL migran después de la 
estimulación con haptenoes o con IL-113 o TNF-a. Este porcentaje es similar al número de 
CL ATPasa negativas presentes en la epidermis (Girolomoni et al., 1993) y es posible que 
estas CL sean las que preferentemente liberen IL-1 ¡3, siendo necesaria la participación de 
la p-glicoproteina, una proteína de membrana que confiere a las células resistencia 
multiple a drogas y que es una bomba dependiente de ATP. Lo idea anterior es con base 
a que la inhibición de la p-glicoproteína con Ac o con antagonistas como el verapamil, 
inhibe la migración de CD en explantes de piel y causa retención de CL dentro de la 
epidermis (Randolph et al., 1998). Esta hipótesis que destaca la presencia o ausencia de 
actividad de ATPasa en las CL como un factor importante para las respuestas a estímulos 
migratorios, requiere aún de pruebas. 
La inhibición de la inducción de HC por el tratamiento con Ac contra ICAM-1 y LFA-1, 
sugiere que estas dos moléculas también estarían involucradas en la migración de las CL 
hacia los ganglios linfáticos (Ma et al., 1994; Murayama et al., 1997). 
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Citocinas cutáneas e inhibición de la migración de CL. lnterleucina-1 O es una citocina 
producida por los queratinocitos normales y en respuesta a la sensibilización cutánea 
(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 regulación que ejerce en la expresión de 
moléculas coestimulatorias como 87-1/CDBO (Chang et al., 1995; Ozawa et al., 1996). Por 
\o anterior, IL-1 O es un potente inhibidor de las reacciones inflamatorias cutáneas (Berg et 
al., 1995) y puede inducirse un estado de tolerancia con CD tratadas con ella (Steinbrink 
et al., 1997). Significativamente, más que los ratones normales, los ratones knockout para 
IL-1 O muestran una acumulación muy notable de CD en los ganglios linfáticos de drenaje, 
después de la aplicación epicutánea de un hapteno, además de tener una producción 
incrementada de TNF-a e IL-113 (Wang et al., 1999). Así, la participación de IL-10 en la 
inhibición de la migración de las CL parece operar a nivel de la síntesis de citocinas 
proinflamatorias y el balance entre estas moléculas sería importante en determinar la 
magnitud de la migración. Otra citocina que también puede ser relevante en la inhibición 
de la migración y maduración de las CL es IL-4, ya que ejerce un efecto hiporregulador 
del TNFRll de las CL humanas (Takayama et al., 1999), lo cual interfiere con la acción 
paracrina de TNF-a y, por ende, con su efecto promotor de la migración de estas células. 
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CELULAS DE bANGERHANS EN VERTEBRADOS NO MAMIFEROS 

La piel es el órgano más grande del cuerpo humano y funciona como un sistema de 
defensa general. Para la mayoría de los organismos, la piel constituye la primera barrera 
física 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. Además de esto, y de igual o mayor importancia, la piel ejerce una función de 
defensa más compleja, la cual podría ser denominada como "inmunológica". Al parecer, 
los componentes del sistema inmunológico 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 inmunológico. Los dos más conocidos son: el concepto de tejido linfoide 
asociado a la piel (SAL T), constituido por queratinocitos, CL, linfocitos epidermotróficos, 
células endoteliales y los vasos y ganglios linfáticos regionales (Streilein, 1983); y el 
concepto de sistema inmunológico de la piel (SIS}, más complejo que el primero, que 
incluye, además de las células antes mencionadas, a monocitos/macrófagos, 
granulocitos, mastocitos y componentes "humorales" como peptidos antimicrobianos, 
complemento, inmunoglobulinas, citocinas, neuropeptidos, fibrinolisinas, eicosanoides, 
prostaglandinas y radicales libres (Bos & Kapsenberg, 1986). Los vasos y ganglios 
linfáticos no estan cosiderados dentro del concepto de sistema inmunológico de la piel. 
Prácticamente es desconocida la forma en que ha evolucionado la relación intima entre la 
función general de defensa y la función más específica, inmunológica, de la piel. Por ello, 
es pertinente y apropiado trazar el origen evolutivo de los componentes del SAL T o del 
SIS, comparando su estructura y función 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 mamíferos presentan Ag a los 
linfocitos de la epidermis de la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (Peleteiro & 
Richards, 1985). Más recientemente, se han identificado in vitro CD obtenidas del bazo de 
esta trucha, que presentan una sorprendente similitud morfológica 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 demostración y 
caracterización morfológica de las CL de la epidermis del bagre Arius seemanni Günther, 
1864. Hasta ahora, sabemos que estos animales contienen CD epidérmicas ATPasa 
positivas, con todas ras características ultraestructurales para ser llamadas CL, incluido 
un organelo muy similar al GCL (Pérez-Torres et al., en preparación). 

Anfibios. La primera observación de CD ATPasa/ADPasa positivas en los anfibios se 
realizó en la epidermis de Rana pipiens, Rana catesbeiana y Bufo marinus (Farquhar & 
Palada, 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 demostró que no sólo 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 inespecífica positivas (Castell et al., 2001 ). Alrededor del 
30% de las CD ATPasa positivas de la epidermis coexpresaron moléculas clase 11 del 
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CPH (Castell et al., 1999). Las características ultraestructurales de estas CD de los 
anfibios son similares a las de las CL de los mamíferos; sin embargo, no ha sido posible, 
hasta ahora, la identificación de un organelo equivalente al GCL. 
En ta rana Xenopus laevis, también ha sido desmostrada la presencia de CD epidérmicas 
que expresan moléculas clase 11 del CPH durante una etapa del desarrollo o de la 
metamoñosis (Du Pasquier & Flajnik, 1990). 

Reptiles. En la largatija común europea Lacerta v1V1para se describieron células 
epidérmicas de la piel de la cola, claramente diferentes de los queratinocitos y de los 
melanocitos, con todas las características ultraestructurales de las CL, excepto por la 
ausencia del GCL. Por lo anterior, se concluyó que estos animales carecían de CL típicas 
(Breathnach & Poyntz, 1966). 
Nuestro grupo ha demostrado la 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 características ultraestructurales, incluyendo la presencia de 
organeros citoplásmicos mortológicamente similares a los GCL de las CL de los 
mamíferos (Pérez-Torres et al., 1995). lnteresantemente, notamos que esta especie de 
tortuga presenta variaciones estacionales en el número de CL, probablemente 
relacionadas con una disminución o pérdida de la actividad de la ATPasa de membrana. 
Así, el número máximo fue de 192 ± 5.5 CL/mrn2 en la primavera; en el otoño hubo 153 ± 
1 O CUmm2

, en el verano 57 ± 4 y el número menor fue 1 O ± 2 CUmm2 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 había sido negada por algunos 
investigadores (Reams & Tompkins, 1973). Posteriormente, se informó de la presencia de 
células ATPasa positivas en la epidermis del pollo, cuyas características no eran similares 
a las CL, además de carecer del GCL (Rowden, 1981 ). Poco después, se demostró que la 
piel del pollo poseía CD B-L positivas (la positivas) que recordaban a las CL de los 
mamíferos (Hala et al., 1984; Wick et al., 1984), pero no fueron caracterizadas 
mortológicamente. 
En nuestro laboratorio, demostramos la presencia de CD ATPasa positivas, con un 
número de 688 ± 265/mm2 en la epidermis del pollo doméstico ( Ga//us gallus), cuyas 
características ultraestructurales son similares a las CL, aunque no fueron observados los 
GCL (Carrillo et al., 1991 ). En un estudio realizado en varias especies de aves, se 
obtuvieron resultados similares y se corroboró que ras CD epidermicas del pollo y de 
codornices expresan moléculas clase 11 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 demostró posteriormente al realizarse una 
doble tinción para ambos marcadores, utilizando láminas epidérmicas (Pérez-Torres & 
Millán, 1994, ver artículo anexo). La identidad definitiva de las CD de la epidermis del 
pollo se logró recientemente al demostrarse que poseen organeros moñológicamente 
similares al GCL (Pérez-Torres & Ustarroz, 2001, ver artículo anexo}. Además, hemos 
observado que durante el periodo de 35 días posteclosión, los pollos muestran una 
depfeción natural y dimorfismo sexual en el número CL, de acuerdo a la expresión 
diferencial de la actividad de la ATPasa y de moléculas clase 11 de CPH (Pérez-Torres et 
al., 2002, ver artículo anexo). 
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Estos trabajos se han extendido a las mucosas del pollo y ahora sabemos que los 
epitelios de la córnea, de la lengua y del esófago contienen CD ATPasa positivas/ 
moléculas clase 11 positivas, en las que falta demostrar que poseen GCL para llamarlas 
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 identificación de las células dendríticas adenosintrifosfatasa positivas de la 
epidermis del pollo, con el fin de establecer una homología con las células de Langerhans 
de los mamíferos. Para ello, es fundamental conocer que aquellas poseen marcadores 
típicos adicionales como son: 1) la presencia de un organelo similar al gránulo de Birbeck 
o gránulos de las células de Langerhans, 2) la expresión de moléculas clase 11 del 
complejo principal de histocompatibilidad, 3) la participación o reactividad ante la 
aplicación epicutánea de un hapteno durante la fase inductora de hipersensibilidad por 
contacto. Asimismo, es importante abordar los aspectos del desarrollo ontogénico de las 
células dendríticas epidérmicas del pollo y saber si, como las células de Langerhans de 
los mamíferos, presentan tropismo por los epitelios planos estratificados que revisten 
algunas mucosas. 

HIPOTESIS 
Para que las células dendríticas adenosintrifosfatasa positivas de la epidermis del pollo 
sean consideradas células de Langerhans, deben poseer un organelo similar al gránulo 
de Birbeck, expresar moléculas clase 11 de complejo principal de histocompatibilidad, ser 
reactivas en la inducción de hipersensibilidad por contacto y mostrar tropismo por los 
epitelios planos estratificados que revisten algunas mucosas. 

OB.JETIVO GENERAL 
Completar la identificación y caracterización moñológica de las células dendríticas 
adenosintrifosfatasa positivas de la epidermis del pollo y plantear una similitud funcional 
con las células de Langerhans. 

OB.JETIVOS PARTICULARES 
1. Demostrar la expres1on de moléculas clase 11 del complejo principal de 

histocompatibilidad en las células dendríticas adenosintrifosfatasa positivas 
epidérmicas del pollo. 

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

3. Inducir hipersensibilidad por contacto a un hapteno y estudiar a las células 
dendríticas epidérmicas del pollo durante la fase de inducción de la 
hipersensibilidad. 

4. Demostrar la presencia de células dendríticas adenosintrifosfatasa 
positivas/moléculas clase 11 positivas en algunas mucosas con epitelios planos 
estratificados y buscar si poseen gránulos de Birbeck. 

S. Conocer el desarrollo ontogénico de las células dendríticas parecidas a las células 
de Langerhans, en la epidermis del pollo. 
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RESULTADOS 
Los resultados del este trabajo están representados por los siguientes 4 artículos: 

1. Pérez-Torres A, Millán 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. Millán 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, Zárate Garduño L. Ustarroz Cano M: Diferencias sexuales 
posteclosión en las células de Langerhans epidérmicas del pollo doméstico 
(Gallus gal/us). Lab-acta 14:107-112, 2002. 

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

A final de la parte de resultados, está el trabajo: "Hipersensibilidad por contacto al 
dinitrofluorobenceno y cambios en las células de Langerhans durante la fase de 
sensibilización a este hapteno", con su propia introducción, metodología, resultados y 
conclusiones. 
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Artículo: la antigens are expressed on ATPase-positive dendritic cells in chicken 
epidermis. 

La función como células presentadora de antígenos de las CL está relacionada, en 
parte, con la expresión de moléculas clase 11 de CPH. Por ello, la demostración de la 
expresión de moléculas clase 11 en las células dendríticas ATPasa positivas de la 
epidermis del pollo es un criterio necesario para establecer una homología entre estas 
células y las CL de los mamíferos. 
En este artículo se buscó demostrar la presencia de CD en la epidermis del pollo que 
expresaran moléculas clase 11 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 
expresión de estos dos marcadores. 
Se realizó inmunofluorescencia indirecta en láminas epidérmicas y en cortes por 
congelación, utilizando el AcMo TaP1 específico para los antígenos B-L, homólogos a 
las moléculas clase 11 del CPH de mamíferos. Algunas láminas fueron procesadas para 
doble tinción secuencia con inmunofluorescencia e histoquímica enzimática para 
ATPasa. 
Los resultados indican que la epidermis del pollo contiene CD clase 11 positivas, con 
una distribución espacial y numérica idéntica a las CD A TPasa positivas y que no hay 
CD que expresen uno u otro marcador. 
Concluimos que las CD ATPasa positivas/clase 11 positivas de la epidermis del pollo 
son equivalentes a las CL de los mamíferos. 
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Ja antigens are expressed on ATPase-positive dendritic cells 
in chicken epidermis 

ARl\IANDO PÉREZ TORRES ANO DIANA A. 1\-llLLAN ALDACO 

n,•par1111e111 ,~r Ce// '"'" Tis.-.1tc• /Jio/ogy. Facu/ty <~F Afc•dic-Ílu•. A 1110110111011.\· Natio11<1/ U11il•er.,·i1y <~!" Aft'xit·o 

(.-lcn•ptc•d J-1 Decc"111her 1993) 

AHSTRACT 

Langcrhans cetls (LC) are antigen-prcscnting dcndritic cclls Jocatcd in man1malian cpidcnnis and in othcr 
stratificd cPithclia. Wc rcccntly dcn1onstratcd thc prcsencc oí Langcrhans-likc cclls in tite cpidcnnis of thc 
chickcn using ultrastructural histochcmistry íor adcnosinc triphosphatasc (ATPasc). Thc aitn oí thc prcscnt 
study was to test 'vhcthcr ATPasc-positivc dcndritic cells also exprcss class 11-histocon1putibility moleculcs 
(la antigcns) encodcd by thc major histocompatibility cornplcx (M HC). using a doublc staining tcchniqu~ •. in 
scparated chicken cpidcrrnal shects. Wc concludcd that the cpidcrrnal dcndritic cells obscrvcd 4\rc thc LC of 
thc chickcn. based on thcir morphology and spatiaJ distribution. but mainly on the con1plete ovcrlap for 
ATPase reaction and Ja antigen expression. thcse bcing reliable markers for the idcntification or mamffialian 
LC. 

K&•y JVord..: Lungcrhans cclls: ATPase: major histocompatibility complex.. 

INTRODUCTION 

Langerhans cells (LC) (Langerhans, 1868) are bone' 
marrow-derived dendritic cells (Katz et al. 1979) . 
located.among basal and suprabasal keratinocytes in·., 
the epiaermis of all mammalian species (Rowden•. 
1981), in stratified epithelia (Hutchens et al. 1971; 
Gemmell, 1973; Bock, 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 thc only cells within these siles that possess the 
Ca++ /Mg++-dependént cctoenzyrne adenosine triphos
phatase (ATPase) (Woltr& Winkelmann, 1967; Baker 
& Ha bowsky, 1983), and constitutively express severa) 
irnmunological reccptors and antigcns on their sur
facc, including the class 11 (la) molccules encodcd by 
thc majar histocompatibility complcx (MHC) (Stingl 
et al. 1977; Tamaki et al. 1979; Rowdcn, 1980). The 
exprcssion of mcrnbranc-associated la antigens irn
plics that LC are potcnt antigcn-prcsenting cclls. ablc -
to induce a specific T cell response (Stingl et al. 1978; 
Braathen & Thorsby, 1980; Green et al. 1980). In thi~. · 

sens~., LC. __ ~an be considercd _ .. prima~y . immuno
·conlPc:.le~.1.: ~ell~ t.hat reside in inlm,Un~logicU1lY·, slfa- · 
1egiC::ana1óínic3t siles. · - ' · · · · , 

i:=;~~ ;s·i~dies have been carried. out as,. ~et to 
dCrriOOStrate the existcnce of LangerhanS-like cclls in 

-thc. skiil of nOnmammalian vcrtehratcs. We recently 
'dernonstratcd thc prcscnce of ATPasc-positive 
Larigerhans-like cclls in the epidermis of bullfrogs 
(Rana catesbeiana) and chickens (Gallus do111esticus}., 
usi~g whole mount epidermal tissue preparations and 
by ultrastructural histochcmistry (Carrillo-Farga et 
al. 1990, 1991). Akhter et al. (1993) reported the 
occurrence or Ia-positivc dcndritic cells in thc quail 
a_nd chicken epidermis. Howcver. their rcsults pro
vided ·no conclusive cvidcncc sincc thcy did not 
dernonstratc that ATPasc-positivc and la-positivc 
cclls had a similar spatial and numcrical distribution 
and their attempt to stain ATPasc and la sim
ultancously on the samc ccll was unsucccssíul. 

The aim ofthc prcscnt study was to test whcthcr thc 
ATPasc-positive Langcrhans-likc cclls oí chickcn 
epidermis also exprcss MHC class 11 (la) antigcn by 
simultaneous staining of cpidcrmal shccts. 

Curn:spondence to DrA. Pére;r.Torrcs. Departamento de Biología Celular yTisul;tr. Facultad de Medicina. Universidad Nacional Autónoma 
de MC.,ico. Ciudad Univcrsituria. México D.F. 04510. 
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MATEltlALS AND METl-IODS 

A11i111a/s 

Ten 6-n1onth-old Chickcns ·:or both. scxcs · wcrc uscd. 
Pcctt.~rút .u.~i~rii!s:.~VCr:~·~CtC:.1itcd y.1Jth 70 'Y._, .cttu.tn~t Ilnd 
u nuCst l1'cti.~c~l -,~~~ t.~~~~'.t; .~.il: ~f-'.: •.:~y~·- .~idO~u i né: (~ylocain'?) 
using. .:;n i11Sl11iri SYrii~·gc/Sl.{in spccii11'cns- w~rc obluinCd 

\vilh' ·:., ·.~ 1llnl·-f>~.~.i1~;~.~.-~~~-~~~~-:;~,~ __ : ·--~~, ~:-~~·~-: .:-:· _---'~~>:~~~, :~.~--

~~i';~i~~kii·~f~;~,-~:~;;;cr,c¡r~•ii:~:~tt~i1~i;-21~166~~~~~r~~~ · 
'vaS_ .. sc.P:.irú,t~d frón1 -thc'" ePi~crrnis.-_,V~th. fine· fo~Ccps 
undcr "dissCCting ·n1icrOScope ·contrOI. · 

Cryostat scctions of skin (8-12 ~tm) wcrc fixcd with 
ucctonc for 2 min a~_ roon1 .tcm~craturc. air-dricd far 
30 ffiin :.1rld stórcd:i[\·it Closcd Contitinel-i(4 ºC) Úl-ítit 
staining (nát' tOn.Scr- 11~an:·2.: .. Wk).<-~h:~-.S_C.ct~~nS-::w~r~ 
proccsscd in thc s:.uTic way ¡~s-thc ~pi.dermaf sheetS ·but 
thc · ·¡i1cubation linlc \V:.ls· · rcduc-cd, t.o. 60 min . and 
p~rr~r~éd. in_ il .. ··~Oi_~'l .. ur.c: ~h.mí11?.c:~·,.:, c~CrSSti-CSsé:r & 

·,; Juárcz:· .1984:·. Kra-at:-ct -ai:;: 198.6:~. Olah;cb.al. ,.1992). 
PÍ-cpar:.l ti o ns:·:~ wcrC · .- obSci-Vcd .. ''-;it h · ·, a fl Uoi-csc.encc 
nÍicroscopc (OlynÍpus BH2-RFCÁ).. · 

F~r the··~i~uú~Un~¡:,~s :dcmonstration of la-like anti
, gCn.S ·at:Jd,.AT~a·sC .¡lc~ivity in the same dendritic cclts~ 
:ePidermaJ;,shcé.ts.wcre fixcd with 4% paraformalde-

... , .... , · · hyde.in.O_fM ·phosphate buffer (pH 7.4) containing 
ATP~~~'íe- . ."\:~ai11Ú1g o¡· c.'pider111t1! slteets. _ : 8 º/~'.' "S.~~r~.Se~ for. 60 min at 4 ºC. lnitially they were 

For ~ TPaSe ·histochcmistr)~. thc cpidcr.~al sheetS\~cre·:::·;:,·:~~~\~~~~~~-( bY;· .. :th.~. -- immunot1uorcsc~nce tcch~i~uc de
\Vashcd ·~3 limes in distilled \Va ter far a total ·Qr 1 S ffi¡.,· ,·.:.:·:¿ sc:~~~~~···ª~º:Ve and sorne ficlds \Vlth la-posu1vc den
at rO'orn lcrnperaturc. and then fixcd . .for ·.~~. s:ni~i> ~tt'\'.;-:~j~:,,~~-i.~i~-:~C:!l,~ ~ere photograp~cd. The ep~dcrmal sheets 
formaldehydc-cacodylate (pH 7.4) at 4 ºC. ·After; fix""/n~c.re the.n proce".sed far the dcmonstrauon of ATPa~c 
ation. thc satnplcs \Vcre \.Vashcd 3 times with .0~2 M: as ·so?:n. as posstblc. and thc sanie ficlds \verc aga1n 
tris-malea te buffer (pH 7 .2). and then incubated ·far · photographcd-
60 min at 37 ºC in L32 x 10-3 M ATP incubation 
mixture. Finally. thcy were washed again with distillcd 
\Vatcr and dcvclopcd in 1 º/o ammonium sulphidc for 
30 .s 3.t -rOom tcmpcrature. Control cpidermal sheets 
wcrc incUbatcd in thc samc medium without the 
substratc and control cpidermal shcets wcrc mounled 
with thc dcrmal side upwards in 1 : 9 glyccrol
phosphatc-buffcred saline (PBS) on glass slides 
(Rabi ns & Brandon. 1981 ). 

l111111unoft11oresce11ce stai11i11g of epiderrna/ sheets 

Epidermal shccts obtained as described above wcrc 
washcd j times in POS with 0-01 %, triton X-100 for a 
total of30 minal 4 ºC, and thcn fixcd with acetonc for 
10 min at room temperature. Thcy were rehydratcd· 
with PBS and incubated with culture supcrnatant 
containing the monoclonal antibody TaPl for 18 h al 
4 ºC- TaPI rccognizcs chicken B-L (la-likc) antigcns 
(Guillemot et aL 1984)- Thc epidermal sheets werc 
washed with PBS 3 times during 30 min and thcn 
incubatcd in goal antirnousc lgG couplcd with 
lluorescein isothiocyanatc (ICN) dilutcd 1 :32 for 
60 min at 37 ºC- Finally, thcy wcrc washcd as 
dcscribcd above and mounted in 1 :9 glyccrol-PBS on 
glass slidcs. Control cpidermal shccts werc incubatcd 
with an isotypc-matchcd irrclcvant antibody or thc lst 
antibody \vas 01nittcd. 

RESULTS 

ATPase sraini11g of epidcr111al s/wets 

ATPase-positive cclls wcrc observcd in thc epidcrrnal 
sheets, which had the identical number. morphology 
and spatiat distribution as prcviously dcscribed by us 
(Carrillo-Farga et al. 1991). Most of thcm had a 
characteristic dendritic appcarance. but sorne ex
hibited long and slender proccsses and only a fcw had 
a polyhcdral shapc or very short proccsscs (Figs 2, 4)-

/111n1u11of/uore.'icence staining of epider,,wl s/ieets 

lndircct imrnunofluorcsccncc staining with thc mono
clonal antibody TaPI dcrnonstratcd thc prescncc of 
la-positivc dcndritic cclls .. whose immunorcactivity 
sccmcd lo be locatcd in thc plasma mcmbranc but \vas 
also obscrvcd as a bright intracellular patch. often 
conccntratcd in thc ccll body (Figs l. 3). Thc 
distribution of lhcsc brightly staincd cclls was not 
uniform: thcy frcqucntly fonncd high dcnsity clustcrs. 
although thcir shapc and nurnbcr othcrwisc rcscmbted 
thc ATPasc-positivc dcndrilic cclls. In cryostat sec
tions of skin. la-positivc cclls "'ere locatcd supra
basally in thc epidermis. bcncath thc dcrn10-cpidcrmal 
junction :.and in lhc dcnnal papillac (Figs S. 6). 



La11gerhc11t.\' ce/Is i11 chi<'Á:l.'11 epidennis 

• .. :_ . ,...~, 

Fig. 1. h1-positivc <lcndritic cdls in thc epidermis of 1hc chickcn. Somc cdls show long and slcndcr proccsscs (a.-row); othcrs havc a polyhcdr.d 
shapc or short proccsscs H1rro\,;hcad). x :?.OO. 

Fig. 2. ATJ>usc-positivc dcndritic cclls in ;.111 cpidcrn1al sheet. In thcir spatial and numcrical distribution thcsc cclls rcscmblc thc immuno
nuorcsccnt cclls in Figure 1. x :?OO. 

Fig. 3. liigh nmgnilic:.ttion of la-positivc dcmJritic cclls in an cpidcrmal sheet. Note thc bright irnrnunorcactivity locatcd in thc ccll body 
(arrows) and lhc dcndritic procc!loscs intcrdigitatcd with kcratinocytcs (arrowhcad). x 400. 

Fig. 4. ATPasc-positivc dcndritic cclls. Note that thc shapc of thcsc- cclls is similar to thc la-positivc dcndritic cclls in Figure 3. x 400. 

Fig.. S. Crythl:.11 !'>ccth111 ofthc chil.'.'l..cn ~l..in st-.incd with n1onoclun:.ll antihudy T:.1PI. Ja-positivc dcndritic cclls are locatcd within thc cpidcrn1is 
(arrnwhcads) and hcnl!';.tlh lhc dcnnu-1...•pidcrrnal junction (nrro\.\"S). E. cpidcnnis; D, dcnnis. x 400. 

Fig.. '1. l111111unulluorc ... 1...·cn1...·c ... 1a1111n,!.! of cryo:-.1;11 ~cc1Hu1 uf •he chicl..cn sl..:in. ::?. prohahly 1ni~ran1. J:.1-positivc cclls c;1n he' ohscrvcd in dcrmal 
papill:ic 1ani1\\"ht:ad'I :1nd 1hc d1...•1u..ln1u: C!>lt1pla~n1 t1f a1111thcr j..,; ~ccn \\•ilhin thc cpi<lcnnis (arro\'- J. E. cpidcnuis: I:>. Ucnnis. x 400. 
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Figs 7. 8. Corn:sponding po.lirs of mirror photomicrographs of thc sume cpidcnnal sheet aftcr staining consccutivcly with an immuno
lluorcscencc h:chni4uc fur Ja ;.mtigcns and thcn by ATPasc cnzymc histochcmistry. Note that all Ja-posi1ivc dendritic cclls are also ATPasc
positivc and vice versa. Asterisks indica te sorne cclls. x t 50. 

Figs 9. IO. Mirror photomicrugraphs of the samc ticld ,,·ith scvcral Ja-positivc (Fig. 7) and ATPasc:-positivc (Fig. 8) Langcrhans-tikc cclls 
in an cpidennal sheet. No1e thc complete ovcrlap bctween thc :?. markers (astc.-isks). x 150. 

l:;-igs l t. J:?.. t lig.h m;1gnilic;1tion ofcpidcrmal sheet stuincd consccutively h., dcmonstr..1te la untigcn und .-\. TPasc activity in ~pidcrmal dendritic 
cells. Thcre is un Hpp<1rcnt discrcpuncy in the overl;ap bctwecn thc:?. murkcrs bc.."Causc immunofluorcsccncc is obscurcd by thc ATPasc rcaclion 
product (•trrowhe.ads) and only a fcw lu-positivc deru.lritic '--"Clls are e'\·ident (al"l"ows). x 1000. 



La11gerl1<111.'i ce/Is in chickeu epiden11i.\0 

Double stai11i11g of epidernuíl s.heets 

Double staining of the epidcrmal sheets. first with the 
monoclonal antibody to la-likc antigens -.1nd thcn 
\Vith ATPase enzyme histochcmistry. revealcd a 
complete ovcrlap for both ~ark~rs_ in thc cpidcrmal 
dendriÜc cclls. Thc- so:Ú~1e deiidritic cells prcscntcd la
like antigens and were ATPase-positivc (Figs 7-10). 
Sincc the ATPase reaction product aftcr double 
staining \Vas faint. thc n1atching of la-positivc dcn
dritic cells with ATPase-positive dcndritic cclls had to 
be pcrformcd carcfully (Figs 7-10). lf lhc epidermal 
sheets are not obscrvcd until ufter doublc staining the 
overlap bet\veen dendritic cells is not evidcnt sincc the 
stronger ATPase reaction masks the imn1unofluor
escence (Figs t t. 12). In ali anin1als. the rcsults wcrc 
highly reproducible \vhen thc staining tcchniques wcre 
made as described. The scquence for thc double 
staining-in1munofluorcsccncc. photomicrography 
enzymatic histochernistry-is critical in arder to 
obtain reliable results. Occasionally in sorne epidcrmal 
sheets from the samc animal it was not possiblc to 
demonstrate a complete overlap bctween the 2 
markers. possibly because after 24 h ATPase activity 
was exhausted. 

DISCUSSION 

The present study demonstrates thc presence ofMHC 
class 11-positiVe den.dritic cclls in the chicken epi
dermis, which show .the same morphology and 
distribution pattern observcd previously for A TPase
positive dendritic cells in these animals (Carrillo
Farga et al. 1991). The results obtained with the 
double staining of epidennal sheets provide strong 
evidence that A TPase-positive and la-positive dcnd
ritic cclls are the sarne. In the normal mamrnalian 
epidermis only LC 3.re A TPase-positive and con
stitutively express MHC class U antigens (Wolff & 
Winkelmann, 1967; Rowden. 1980). Both features 
have therefore been extensively used as reliable 
markcrs ror these cells. The functional significance of 
the membrane A TPase on LC is unknown. It has 
recently becn proposed that LC are resistant to the 
lytic effects of extracellular ATP and that ATPase is 
involvcd in such resistance (Girolomoni et al. 1993). 
To exert their accessory ccll function •. -LC have to 
cxprcss MHC class 11 antigens and - intcract:.with T 
lymphocytcs (Katz et al. 1985). In this sense, pre
liminary rcsults obtaincd in our laboratory indicate 
the prcsence of intracpidermal T lymphocytes. phe
notypically cquivalent to CD8-positivc lymphocytes. 

which wci-e idcntificd with a monoclonal untibody 
(Chan·et al. 1988). 

A minor · subpopulalion of cpidermal · .LC. forming 
clusters which stain more brighlly for.1':1HC. class. 11 
an.tigens ha ve becn dcscribc.d in ... ·m~n : .. <J?.e.z~_t.tcr-: 
Dambuyant et al. 1984) and the mollsé (Romani ct.aC 

. 1985). ll has bccn proposed that thesé• LC:.that ha.ve. 
rn::uurcd in situ and \Vhich are ,ablc-':(Q·;:mc:avc;·--,-thc
cpidcrmis and tnigratc via thc UfTcr:~f1:(1.Y~'P~···;10'·)he 
paracorlical arcas of regional lymplÍ nades (Schulei- & . 
Steinman. 1985; Steinman. 1991):· The''ru·.;ctio.nál. -
significancc of these subsets of class "'11-: rich.~; LC :~is 
unknown. Howcver. Schmitt et. al. (19S.8)'((¡éirion~ 
stratcd an incrcased stimulatory caPabiliiy.· of ~lhC!Se 
cclls in thc allogeneic mixcd ·ieucóCyiC ,-.-reaCtion. 
Chicken epidermis also has clusters of Iá-PositivC 
dcndritic cells that stain more brightly. _and which 
could be similar to those describcd in __ mani.mals .. In 
addition., the immunotluorcsccnt cclls obscrved in·the~ 
chicken dermis secm to be migrant Langcrhans-like 
ce lis. 

Based on the morphology_ cnzyme histochemistry 
and the characteriscics of Ia-antigen expression. we 
conclude that epidennal dendritic cells in the chicken 
epidermis described in the present work are hom
ologous to LC. Their functional properties will be 
analysed in an allogencic mixed lymphocyte reaction 
employing Langerhans-like ccll-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 únicas células de la epidermis normal que expresan actividad de 
ATPasa de membrana y que expresan moléculas clase 11 del CPH. A nivel 
ultraestructural, el único criterio confiable para darle el nombre de CL a una CD 
epidérmica es que presente gránulos de Birbeck o gránulos de las CL. La forma más 
frecuente de estos organelos es la discoide, con una dilatación periférica, lo que les da 
la apariencia de un bastón o raqueta, con una estriación o línea central, cuando son 
cortados longitudinalmente. En cortes tangenciales se observan como estructuras 
ovales o redondas, con un diámetro entre 250 a 450 nm. El origen y la función de 
gránulo de Birbeck aún no se ha aclarado. Al parecer es un componente del 
compartimento endosomal de las CL, involucrado en la captación y procesamiento de 
antígenos. 
El objetivo del presente articulo fue demostrar la presencia de gránulos de Birbeck en 
las CD epidérmicas del pollo. Para ello, se tomaron 3 biopsias de piel de apteria 
pectoral de 3 pollos clínicamente sano y se procesaron con la técnica para 
microscopía electrónica convencional. Se observaron cortes semiseriados y se buscó 
el gránulo en Birbeck en 50 imágenes de cuerpos célulares y de prolongaciones 
citoplásmicas de CD epidérmicas, por animal. 
Los resultados indican que las CD epidérmicas del pollo poseen organelos en forma 
de bastón, en forma de raqueta, con una estriación central u ovales, morfológicamente 
similares a los gránulos de Birbeck de las CL de mamíferos. En un trabajo previo, 
habíamos demostrado que todas las CD epidérmicas del pollo con citoplasma claro, 
sin desmosomas, tonofilamentos y melanosomas, son ATPasa positivas (Carrillo et al., 
1991 }. En el artículo precedente, demostramos que todas las CD ATPasa positivas 
son clase 11 positivas y viceversa. Considerando todo en conjunto, puede afirmarse 
que los tres marcadores identificados están presentes en las que ya podríamos 
denominar CL epidérmicas de los pollos. 
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Demonstration of Birbeck (Langerhans cells) granules in the 
normal chicken epidermis 

ARl\IANDO l'l~REZ-TORRES AND MARTHA USTARROZ-CANO 

Departa11w1110 de• Biología Cc/11/<1r y Ti...-ular. F<1c11/ttul de Alcdici11<1 .. UNA.,\f. !dc."l:ico 

(Ar:cepu•tl 25 J1111c 200/) 

ABSTltACT 

Ma111n1ali:.an Langcrhans celts (LC) are cpi~ermal dcndritic cells \.Vhich originatc in bonc marro\.V and 
n1igratc toward thc T ccll area of lyrnPh nodcs .. '\.vhcrc thcy act as profcssional antigcn-prescnting cells. A 
varicty of ccll surfa1cc n1arkcrs. such as the ectocnzyn1c adcnosinc triphosphatase (ATPase) .. la and CD Ja 
¡uitigcns .. havc bccn uscd cxtcnsively to identify LC. Ultrastructun1l identification of this cell typc in the 
n1an11nalian cpidcrn1is is n1adc by the den1onstration of a typical and uniquc cytoplas111ic organelle .. thc 
Birbcck granule (BG). Although '-VC had earlicr dernonstratcd thc cocxprcssion of ATPase and la antigcns 
on cpidcrrnal dcndritic cells of the chickcn epidcrrnis. the prcscnce oí the BG has not previously been 
docun1cntcd. Thc ain1 of thc prcsent study \.Vas to invcstigatc \vhcthcr chicken cpidermal LC-like cells 
posscss an organellc sin1ilar to the BG .. and thus to complete their idcntification. Our findings are the first 
dcmonstration of characteristic rod-shaped .. rackct-shapcd and disc-shaped intracytoplasmic organellcs .. 
rnorphologically similar to the mammalian BG9 in avian LC. 

Kcy worcls: Dc:ndritic cclls; birds; skin. 

INTRODUCTION 

Dendritic cells (DC) of the immune system are bone 
marro\v-derivcd leukocytcs that comprise a family of 
profcssional antigen-prcsenting cells involved in the 
cfTcctivc generation of antigen-specific T-ccll 
responses (Steinman. 1991). In mammalian skin, 
epidermal Langerhans cells (LC) are considered to be 
immature DC that pick up antigens by pinocytosis 
and phagocytosis (Reís e So usa et al. 1993; Sallusto el 
al. 1995); subscquently they migrate vía afferent 
lymphatic vessels in the papillary !ayer of the dermis 
to regional lyrnph nodcs. whcrc thcy arrive as maturc 
cclls ho111ing to the T-ccll-depcndcnt arcas where thcy 
activa te rcsting T cells ( Maeatonia et al. 1987; Kripkc 
et al. 1990). 

At thc light 111icroscopic levcl .. the classic rnarkers to 
idcntify LC in norni.al 1nan1malian skin are thc ccll 
surf.acc cxprcssion of thc cnzyn1e adcnosinc tri
phosphatase (ATPase) (\Volff & Winkelmann. 1967). 
class 11 (la) n1olcculcs cncodcd by n1ajor histo-

compatibility complex (MHC) (Klareskog et al. 1977; 
Rowden et al. 1977) and CD la antigen (Fithian et al. 
1981). At the ultrastructural levcl, the only reliable 
criterion to designate a cell asan LC is the presencc of 
the typical and unique intracellular organelle termed 
the Birbeck (Langerhans cell) granule (BG) (Birbeck 
et al. 1961 ). Three-dimensional reconstructions 
showed that the BG may assume a variety of shapes .. 
from a disc shape to a· cup shape (Sagebiel & Reed, 
1968). The most cornmon sectional profile of the BG 
is a rod-shaped structurc of variable length with a 
central linear density bctwccn 2 limiting rnembranes; 
occasionally an elcctron-lucent vesicular portian is 
found at one cnd which givcs the BG a tcnnis racket
like appearancc (Wolff. 1967). If tite granule is cut 
tangcntially it appcars as a rounded or oval body 
containing a squarc latticc of particlcs9 with a vesiclc 
located in tite periphcry (Wolff. 1967; Sagebicl & 
Reed. 1968). 

Although '\.Ve had dcrnonstrated thc prcscnce of 
cpidcrn1.:tl Langcrhans-likc cclls in thc chickcn epi-

Co1·n:spum.tcncc 10 Dr A. PCrcz·Torres. Dcp:1rtamcnto de Biología Celular y Tisular. Faculwd <le f\.1cdicina~ Universidad NaciOnal 
Aul<.~IUllll<I de :-..1..:~ico. f\·tcxico. DF cr 04510. C•mail: :1rm:1ndo1'f@lscrvidor.una1n.n'1X 
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auacluncnl bctwccn plasrna n1embrane and DG-likc 
organcllcs \V.:iS obscrvcd. 

Thc. cell bodies of LC-like cells were practically 
d.~v~id :o~ .. ~G-Jikc structurcS. Somctimes. a few· 
containcd ~ racket-shaped organcllcs located in thc 

.vichiity.ofthe nuclei (Fig. 2). Tite rod portian ofthese 

<.lcnnis using ultrastructural histochc111istry far 
A TPase (Carrillo-Farga et al. 1991) tlml also expresses 
Ml-IC class 11 (la) antigens (Pércz-Torres & Millán. 
1994), thc prescnce of organelles· similar to the BG 
\V:1s not invcstigatcd. Thc purposc of this study is to 
1nakc an cXtcnsive ullrastructural search for thc BG in 
cpidcrrnul LC-Jikc ccJJs of tite nor111~tl chic.ken s~!~:: 

MATliRJALS AND MHTllODS 

-: ~.~~rg-~~úie~~~~ ~prCsentcd two diffcrcnccs with rcspcct to 
. rodCshapcd BG-like organelles (Fig. 1. inserta-e): the 

_. ;_-.itb~-c~cc. pf ~ thc_· clcctron-dcnsc central linc and a 
."slightly increased thickness (20-22 nm). This racket

.A11i111a/s ·. likc.appcarancc :'vas thc most rarc irnage ofall DG-likc 

Thrcc 8-\vk-old nutlc chickcns \Vcrc uscd •. ~Thc ªP""'. .. _ :str'~C-túrcs obscrvcd. but also uncornmon were imagcs 
parcntly norrnal skin of pectoral apteriaS Wcre' Cl~iúlCd ·. ::. ': Or. 'tarlgcntial scctions of these organclles. lf such 
with 70 % ethanol and amtesthetised wilh .• Ínl 0(1·%·. ., scclions occurred (as they did jusi 3 times). they 

subculaneous lidocaine (Xylocaine); .·~.4 in.TI., P'u:OCli. 
biopsics wcrc obtaincd and iln111edi.ately·:_r~risÍ:d·-~~i~h 
stcrilc distillcd water. cut 1nanU~11Y.·~.i.niO_':"'.(-:-~ ~n1·~ 
picccs and proccsscd for trans~i-~s~~p .. -eJCcl~é:i~: "?_i~,·:· 
croscopy. 

Tra11s111issio11 e/ec1ro11 n?icrosc:opy. 

Esiopsy sa1nples \Vcre fixcd in· 2.-? % 'glutaraldehydC in 
0.1 M cacodylate buffer (pH 7.2) for 2.5 11 at 4 ºC. 
Aftcr 3 washes in O.IS M cacodylate buffer (pH 7A) at 
4 ºC. skin fragn1ents were postfixed with 1 o/o osmium 
Letroxide in 0.2 M cacodylate buffer (pH 7.4) during 
45 n1inutes at 4 ºC. dehydrated in gradually increasing 
concentrations of cthanol,. transfcrred to propylcne 
oxide and embedded in Araldite 6005. Ultrathin 
scctions, obtained with a diamond knife and con
trasted \vith uranyl acctate and lead citrate9 were 
cxarnined \Vith a Zciss EM-109 electron microscope. 

At least 50 images of the cell body and dendritic 
processcs of epidcnnal clear dendritic cells per animal 
\vere examincd. 

a¡)peared as roundcd or oval bodics with a maximurn 
diainetcr of a_boul 200 11111 .. íormcd by an eccentric 
vCsicle attachcd to a discoid or curvcd portian (Fig. 3. 
insert)9 \Vhich ncvcr had a clearJy evident square
.lattice arrangen1enl of small particles. 

Finally. no BG-likc structures wcre obscrved in thc 
kcratinocytes or in other cell type diffcrent from clcar 
dendritic cells. 

DISCUSSION 

Previous studies in sevcral avian spccics (Carrillo
Farga el al. 1991; Akhter et al. 1993) and in the frog 
(Carrillo-Farga et al. 1990) have demonstrated the 
presence of -A TPase-positive epidermal OC, ultra
structuralJy similar to mammalian LC except for the 
lack ·oí BG. When sequential immunofluorescence to 
MHC class 11 (la) antigens and ATPase enzyme 
histochemistry is employed, a complete overlap of 
ttiese reliable LC markers is observed on tite epidermal 
OC.in the chicken (Pérez-Torres & Millán, 1994) and 
in tite 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. 

RESULTS 199~c 

Clear dendritÍc cells identical to those described before .The present results reveal that chicken epidermal 
(Carrillo-Farga et al. 1991) were observed among LC-like cells also possess BG-like organelles which 
basal keratinocytes of epidermal stratified squamous a¡)¡:}ear as rod-shapcd. rackct-shapcd and flat. disc-
epithelium and consequently identified as LC-like shaped structures, depending on tite plane of scction. 
cells. ·These' profiles correspond to tite most frequently 

BG-likc organelles \vere recogniscd inside of' rnany_'.. ·dc.Scribed BG in mammalian LC. However. sorne 
cytoplasmic processes and occasionally in the ceJL:, . ··differences" were noted: 1) tite rod-shapcd BG-like 
body. They ha ve a characteristic rod-shaped profile > · :organelles described in the present study had a 
111ade of parallel mcmbrancs cnclosing a central.·. ~ thickness of 13-15 nrn .. \.Vhcreas thc DG are about 
clcctron-dense line (Fig. I; insert a-e). of variable·.:· .43 nm in mice (Kobayashi & Hoshino. 1987) and 
length and aboul 13-15 nm in thickness. The longer 30-35 nm in human (Elofsson et al. 1981); tite 
BG-likc organcllcs rcscmblcd 111orc a tubular structurc significancc of thc thickncss of BG in rcgard to 
but \vcrc quite silnilar to thc cross-scction of a disc- in1111unological function of LC IH1S not bccn analyscd; 
shapcd BG (Fig. 1. inscrt e-e). No continuily or 2) thc BG-Jikc organcllcs (thc rod-shapcd and thc 



/Jirheck $!1"<11111/es in chicken Langerllan. .. · ce//.\· 

Fig. 1. Transmission clcctron micrograph of chickcn normal skin showing a Langcrhans ccll dcndritic proccss. Scvcral rod-shapcd Birbcck 
granulc-like organcllcs with typical clcctron-dcnsc central Jamella are dcnoted by lettcrs (u-e) and magnitied in the corrcsponding gallcry of 
inscrts. Thc longcr organcllcs (inserts e-e) display a cored tubulc appcarancc. K. kcratinocytcs with tonofilarncnts. Bar. S µm (Fig. I); bars. 
l 00 nm (inserts a-e). 

disc-shaped) werc found more frequcntly in dendritic 
processes than in the cell body of chicken LC-like 
cclls, \Vhich is opposite to the localisation of thcse 
structures in mammalian LC-(Wolff. 1972), and 3) the 
"atypical .. aspcct of the rOd portien of the rackct
sltaped and disc-shapcd organelles (increase of tltick
ncss, abscncc of clcctron-dense central line and 
squarc-latticc arrangemcnt .. rcspectivcly) probably is 
due to the unzipping of timiting membranes causing a 
disintcgration of thc central electron-densc lamella .. a 
phcnorncnon that reficcts the fusion bctween a BG 
disc and an acidic compartment likc an endoson1al 
vesicle (Bartosik. 1992). According to this propos"I· 
scvcral fcaturcs suggest that BG derive fron1 ccll 
111e111branc invuginations (Takahashi & Ha~hirnolo~ 

1985) and are involvcd in a specialiscd fonn of 
adsorptivc cndocytosis. transporting ligo.tnd-rcceplor 
co111plcxcs frorn thc C\!ll surn.1cc t.o pri111ury lysoson1cs 

(Takigawa et al. 1985; Hanau el al. 1987; Bartosik, 
1992). Howcver. for tite present. tite nature of the 
signals that triggcr BG formation is still unknown .. 
and the real significance of BG in thc antigen-trapping 
and antigcn-prcscnting function of LC is a con
troversia) theme (Mornmaas et al. 1994). 

Recently it has bcen reported that only CD34+ 
progenitor cclls from human peripheral blood that 
express the Lag antigen (Caux et al. 1996), a specific 
glycoprotein on BG (Kashihara et al. 1986), and the 
skin-horning receptor CLA (cutaneous lyrnpltocyte
associated antigen} diffcrcntiatc into LC with BG 
(Strunk et al. 1997). Thesc new aspects concerning the 
BG suggcsl that lheir prescncc rnay be rclatcd with thc 
diffcrcntialion and 111aturation pathways of the LC 
(Mackenscn el al. 1995; Strunk et al. 1996). 

Thc rcsulls oblained in thc prcscnt study are the 
firsl cvidcncc of thc prcscncc of BG-likc organcllcs in 





A. !'érc•=-Torrc•.,· a11d J\I. u.,·tarro=-Cºa110 

Fig. 2. Transmission clcctron micrograph oí chickcn norntal skin showing an cpidcrmal Langcrhans ccll in thc basal laycr. Note thc rod 
(arrow) and thc vesicular C.'l:pansion (arrowhc.a<ls) of a rackct-shapc<l Hirbeck granulcs-likc organcllc. Thc ro<l ponion lacks of thc clcctron
dcnsc central l:.uncllot. K. h•1sal kcn1tinocytcs. Uar. 250 nin. 

Fig. 3. Transmission clcctron micrograph of chickcn norrnal skin showiug a h1rgc cytupl;1s1nic riroccss with uhrastructur-.il fcaturcs of" 
Langcrhans cclls including a Jisc-sh;qi.:d Birhcck gr;111ulc-likc urgancllc. which hus hccn cut tangcntially (íra111c). Thc inscrt rcprescnts a 
highcr 1nagnification of thi~ ~tructurc fonncd hy a llat <lisc (:1rrows) with an clcclron-luccnt vcsiclc a1to1cltc<l in tite pcriphcry (arrowhcads). 
Corrclatc this ;ispcct of Birhcck grnnuh:-likc nrgancllc with its crnss-scction that !?ivcs rise 10 thc r.:1ckct-:dmpc<l profilc (Fig. 2). K. 
kc!nllinocytc~. B;1r. 200 11111. 
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/Jirbeck gra1111/c-s in chicken La11¡:erha11s ctdls 

nonnul chickcn skin and thus co1nplclc thc idcnti
fication of thc LC in this anhnals~ 
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Articulo 3. Langerhans cell-like dendritic cells in the cornea, tangue and 
oesophagus of the chicken (Ga/lus gallus) 

Las CL son elementos constitutivos de numerosos epitelios que revisten mucosas. 
En el segmento anterior del ojo, en epitelio conjuntiva! y el de la región periférica de 
la córnea poseen CL. mientras que el epitelio de las regiones central y paracentral 
de la córnea de caracteriza por la ausencia casi total de estas células. En la 
mucosa oral, las CD ATPasa positivas/clase 11 positivas de diferentes especies de 
mamíferos, incluido el hombre, captan y procesan antígenos, general señales 
accesorias y migran a los ganglios linfáticos regionales donde funcionan 
eficientemente como células presentadoras de antígenos. En tracto 
gastrointestinal, la mayor parte del conocimiento de la respuesta inmunológica ha 
sido obtenida de estudios en la mucosa intestinal. Muy poco se sabe de la 
relevancia de la mucosa esofágica en la respuesta inmunológica. 
El objetido del presente artículo fue demostrar la presencia de CL en ras mucosas 
del pollo que entran en contacto inicial con antígenos ambientales y de la dieta. 
Estudiamos el segmento anterior del ojo, de la lengua y del esófago, utilizando la 
misma metodología empleada en la identificación de CL epidérmicas del pollo. 
Los resultados demuestran que las mucosas estudiadas contiene CD A TPasa 
positivas y clase 11 positivas, parecidas a las CL. En el segmento anterior, la 
distribución de estas células es idéntica a la observada en diferentes especies de 
mamíferos y contradice resultados de otros que negaron la existencia de estas 
células en la córnea del pollo. Ultraestructuralmente, las CD de las mucosas 
estudiadas tienen todos los criterios de las CL de mamíferos y de la piel del pollo, 
excepto los gránulos de Birbeck. 
Concluimos que las mucosas del segmento anterior, de la lengua y del esófago del 
pollo contiene CD equivalentes a las CL de la epidemis del mismo animal y a las 
CL de los mamíferos. La escasez de gránulos de Birbeck es una característica de 
las CL de las mucosas en mamíferos. Esto puede ser el caso también para las CD 
de la muecas del pollo. Sin embargo, una búsqueda más exhaustiva podría 
demostrarlos en las CD de mucosas normales del pollo o después de la 
estimulación con la aplicación de un hapteno. 
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Sun1n1nry 

Langcrhans cells are dendritic Jcucocytes which reside mainly ""'irhin stratified squamous epithelia of skin and mucosa. 
Their visualization rcquircs the use of ATPase histochemistry. clc- :tron microscopy far idcntifying the unique trilaminar 
cytoplasmic organclles (the Langerhans cell granules or Birbeck gr.mules). and the cx.pression of major histocompatibility 
complex class JI malccules. Following uptake ofantigcn. Langerha··.,. cclls migrate via the affercnt lymphatics to lhe Jymph 
nades and undergo differentiation from an antigen-processing ceJJ h• an antigen-presenting cetl. Using the same approach as 
that cmployed in prcvious studies for the identification of chickcn ~pidcrmal Langcrhans cells. we show here the presence 
of ATPasc-positivc and majar histocompatibility complex class 11-pasitive Langerhans cell-like dendritic cells at the mucosa) 
surface of the eyc. tangue and oesophagus of the chicken. Ultr:1stru,·rura1Iy. these cclls qualified as Langerhans cells except 
that they lack Ln.ngcrhans cell granules. Thus. as in mammalian ski11 .. •d mucosa. chicken mucosa. contains mucosal dendritic 
cclls with morpholagical and phcnotypical featurcs for thc cngngen· :t of incoming antigcns within epithelium and lamina 
propria. 

Introduction 

Epidcnnal Langerhans cclls (LC) are immature dendritic 
celts (DC) (Langerhans 1868). Titey originate in bone mar
row (Katz et al. 1979) and are locatcd among basal and 
suprabasal keratinacytes whcre they fonn a contiguous 
network of potent antigen-presenting cclls (APC) (Stingl 
et al. 1978. Braathcn & Thorsby 1980, Green et al. 1980). 
These cells are the only intraepidennal cclls that consti
tutively possess Ca2+&tg2 +-dependcnt ectoenzyme ATPase 
(Wolff & Winkelmann 1967). class O molecules cncoded 
by the major histocompatibility complex (?d:HC) (Klareskog 
et al. 1977. Rowden eta/. 1977) .. and CD Ja antigen (Fithian 
et al. 1981) and express reccptors for JgG (FcyRJJ) and 
C3b (CDllb/CDl8) (Stingl et al. 1977. Schmitt et al. 
1990). Ultrastructurally .. LC can be identified by their lob
ulated or indentcd nucleus and clcar cytoplasm contain
ing microtubules. microfilaments. lysosomes. mitochondria. 
but lacking tonofilaments. dcsmosomes and mclanosomes. 
Howcver. thc hallmark featurc for dcsignating a ccll as a 
LC is thc prcscnce of typical disc- or cup-shapcd cytoplas
mic organellcs tcnncd Langerhans cell granules (LCG) or 
Birbcck granules (Birbeck eral. 1961). which are involvcd 
in a specializcd form of adsorptive endocytosis. transponing 
ligand-receptor complcxes from lhe cell suñace to lyso
somcs and/or prclysasomcs (Takigawa et al.1985. Hanau 
et al. 1987. Bartosik 1992. Mommaas et al. 1994). lt is 
now well-cstablished that LC are capabJe of take up anti
gens and migratc to regional lymph nodcs where lhey prescnt 

pro1 · .;~cd antigcns to na"ive or memory T cells (reviewcd in 
Ban. ncrcau & Stcinman 1998). 

In -.1ddition to the epidermis. LC have also been identificd 
in stratified squamous epithelia that line mucous mem
branrc; throughout the body (reviewcd by de Fraissineue 
et <• 1989). For example. the epithelia of pcripheral 
corn . Jirnbus region and conjunctiva of many mammalian 
specH."S including rat. mouse. guinea pig. rabbit. catlle and 
man contain MHC class 11-positive LC (Klareskog el al. 
1979. Rodrigues et al. 1981. Gillcne et al. 1982. Chandler 
et al 1985 .. Pels & van der Gaag 1985). Tilcse cells are 
ATPa~c-positivc .. CDJa-positive. possess FcyRD and C3b 
rcccptors (Rodrigues et al. J 981. Bhan et al. 1982. Hazlett 
et al. 1982. Chandler et al. 1985. Coulston et al. 1986. 
Tresclcretal. 1986) and contain LCG (Bock &Hanak 1971. 
Rodrigues et al. 1981 ). Interestingly. the epithelium of the 
ccntr.<t• cornea. in most species. is typically devoid of LC 
(Strc~, 1n eta/. 1979. Bergstresser et al. J980a .. Gillctte et al. 
1982. daudouin et al. 1988. Latina et al. 1988). This unique 
circurn:->tancc seems to be one of severa! microanatomical 
factor for lhe immunc privilege status of the cyc (Strcilein 
199~) and for lhc high success rate of comeal transplantation 
(Rubs ,men~ra/. 1984, Williamsera/. 1986.Rosseta/.1991). 

Thc mucosal suñaces of the upper gastrointestinal tract 
.ais~ 1 l ·ntain a network of LC. In lhe oral mucosa of 
n~\:-t.· .. -,d humans. cpithclial DC exhibit a phcnotype sim
jJ¡ r h· ~hat of LC. including ATPase ;ictiviry. CJlpression 
of llit.h levcls of MHC class 11 moJecules and COia 
(J-t.:: ...;· .. rsscr et al. J 980a. Daniels 1984. Walsh et al. 1984. 
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1986. DiFranco et al. 1985. Cruchlcy et al. 1989. Van Loon 
et al. 1989. Ericksson et al. 1996. Dcsvigncs et al. 1998) and 
havc ali tite ultrastructural crilcria to be considcrcd as LC 
(Schrocdcr & Thciladc 1966. Waterhousc & Squicr 1967. 
Hu1chcns et al. 1971. Marlincz. 1971. Ahlfors & Larsson 
1985. "rakchana et <JI. 1985). fo..1orcovcr. oral mucosa LC can 
function as cfficicnt APC bo1h in vitro (Barren et al. 1993. 
Ericksson et al. 1996) and in t•ivo (Dcsvignes et a/. 1998). 

In addition to non-spccific dcfcnsc n1cchanisms. therc 
is a potcntially cffcctivc immunological system in normal 
ocsophagcal n1ucosa. Uhraslructural studies havc dcmon
stratcd thc occurrcncc of typical LC in tite normal ocsoph
agus of 1hc mousc (Ro,.vdcn 1967. Btick 1974) and man 
(Al Yassin & Toncr 1976). In thc lauer. CDJa-positivc. MHC 
class 11-positivc LC are n1ainly localizcd in thc suprabasal 
laycr and along thc papillac of thc lamina proprin (Gcbocs 
et al. 1983. Tcrris & Potct 1995). A similar distribution has 
also bccn reportcd for ocsophagcal ATPase-positivc LC in 
guinea pig (Carrillo et al. 1985). 

The presence of ATPase-. MHC class JI... and LCG
positive DC ha ve bcendcmonstrated in thcchicken epidermis. 
Thcy are. therefore. considered analogous to mammalian LC 
(Pérez-Torres & Millán 1994. Pérez-Torrcs & Ustarroz 2001 ). 
However. nothing is kno ... vn about their prescncc and distri
bution in stratified squamous epithelia lining sorne mucosa of 
tite chickcn. Thcrcfore. v..·e have analysed the eye. tangue and 
ocsophagcal mucosa for the presence of LC using the same 
approach as that uscd for tite idcntification of epidcrmal LC 
in these animals. 

Matcrials and mcthods 

Animals 

Five 8-wcek-old male white Leghom chickens were kindly 
providcd by lhc Veterinary Facully of UNAM and were 
maintaincd in conventional conditions with food and water 
ad /ibitum. The animals were clinically healthy at lhe time to 
·be sacrificed by an overdose of cther. 

Preparatiott of epitliclial slieets andfroz.en sections 

Cornea. lmmcdiately af1er death. whole cycs werc placed 
bricfty in · phosphate-buffcred satine {PBS) at room tcm
pcrature. The·anterior segments were removed and divided 
into two equal pans with a razor blade. One pan was incu
batcd in PBS (pH 7.3) containing 20mM EDTA (Sigma) for 
60-90 min at 37 ºC (Juhlin & Shclley 1977) with continuous 
agitation. Whole cpithclial shcets of the cornea and adja
cent conjunctiva were peeled offthe underlying stroma using 
fine f"orceps under dissccting microscope.control. Thcy were 
washcd in cold PBS. fh.ed ovemighl at 4 ºC in 4% fonnalde
hyde in 0.2 M sodium cacodylatc buffer (pH 7.4) containing 
7% sucrose. and washed again in cold PBS to continuc with 
ATPasc histochcmistry (see bclow). Thc other pan of the ante
rior segmcnt was cut in10 1 x 10mm2 samples ofperiphcral 
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cornea nnd limbus region for ultrastruc1ural analysis (see 
bclow). Thc remainder of thc spccimcn was immediately 
frozcn after embcdding in OCT compound (Tissue-Tek. 
Sakura Finctck. USA. lnc.}. 8-µ.m-lhick frozcn scctions were 
cut. mounted on slides coated with poly-L-lysine. air-dried at 
room lempcrature for 1 h. fixed in cold acetone for 20 min and 
processcd for immunofluorcscence staining of MHC class 11 
antigen (scc below). 

Tong11c at1d ocso¡,/u1g11s. Whole tongue and thc cervical 
part of the oesophagus wcre obtaincd and biscctcd with a 
longitudinal incision and then cross-sectioncd al the apical 
rcgion. body and thc base of the tonguc and at thc proximal 
and distal halvcs of 1hc cervical oesophagus. Sorne mucosa! 
spccin1cns of both organs. 1 x 5 mm2 • ·wcrc separated for 
ultrastructural analysis (see bclow). Tengue mucosal sam
ples were removed from the underlying connective tissue 
and oesophageal mucosa from its muscular layers with 
blunt dissection. After that. specimens werc processed as 
dcscribed above for the cornea. The cpitheJial sheets and 
the frozen sections were fixed in cold acctone in prepa· 
ration for MHC class 11 molecules immunofluorescence 
or in formaldehydc-cacodylate for ATPase histochemistry 
(cpithelial sheets only). 

ATPase ltistoche111istry of epithelial sheets 

A modified ATPase histochcmical method (Robins & 
Brandon 1981) bascd on Jead precipitation was used to iden
tify LC in all epithelial shcets. Briefly. thcse specimens 
were washcd three times in 0.2 M Tris-maleate buffer (0.2 M 
Tris [Sigma] plus 0.2 M maleic acid [Merck. Darmstadt, 
Gcnnany]}. pH 7 .2. al room lemperalure and then werc incu
bated f"or 1 h (comeal epithelium) or 30min (tangue and 
oesophagus epithelia) at 37 ºC. in freshly prepared medium 
con1aining JO mi distilled water. JO mi 0.2M Tris-maleare 
buffer (pH 7.2), 2.5 mi 0.1 M MgS04 • 2.5 mi 2% Pb(NO,),. 
1.5 g dextrose and 20 mg disodium salt ATP (Sigma). Finally. 
the epitheliat shects were washed thoroughly in distilled 
water and the histochemisuy reaction products dcvclopcd in 
1 % (NH.),S (Merck. Darrnstadt, Gennany) for 30 s (tangue 
and oesophagus cpithelia) or 1-2 min (comeal epithclium) al 
room temperaturc. and rinscd thrcc times in distillcd water. 
Control epithelia sheets were incubatcd in thc 5alllC medium 
without the substratc. ~e epithelial sheets werc mounted 
with the boi.sal suñace upwards in 1 : 9 v/v glyccroJ-PBS. 

Ultrastr11ct11ral ATPase l1istochemi.stry 

Samples of peripheral cornea. tengue and oesophagus 
obtained as described abovc were immerscd for 30min in 
2.5% glutaraldehydc in 0.1 M cacodylate buffer (pH 7.2) at 
4ºC. The spccimens were thcn cut manually into 8-10 frag
menlS. and thc fixation continucd for 60 min in the samc 
fixa1ive. Afrer thrce washes at 4ºC in O.lSM cacodylalc 
buffer (pH 7.4) containing 0.025 M sucrosc and O.OS% cal
cium chloride. the fragments were incubated for 45 min al 
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37 ... C in cithcrWachstcin &Mcisct•s medium (0.83 mM ATP) 
as modificd by Farquhar & Palade (1966) or in Robins & 
Brandon•s (1981) medium (L32mM ATP). Control samplcs 
werc incubatcd in the same mcdium devoid of ATP.. Aftcr a 
wash in thc samc cacodylatc buffer. the spccimcns wcrc post
fixed with 1% Os04 in 0.2M cacodylatc buffer (pH 7.4) for 
45 mio at 4 ºC. dchydratcd in gradually incrcasing conccntra
tions of ethanol. transfCrred to propylcne oxide and cmbeddcd 
in Aralditc 6005. Ultrathin scctions. obtaincd with a diamond 
knifc and contrasted with uranyl acetate and Jcad citratc. 
were examined with a Zciss EM-10 clectron microscope. Ten 
semi-serial scctions of both control and ATP-incubatcd sam
ples wcre analyscd in ordcr to search for organcllcs similar 
to LCG. At least 50 imagcs of the cell body and dendritic 
processes of LC-like OC pcr animal \vere exam incd. 

/11direcr immmzofl11oresce11ce staining for 
MHC class JI antigen 

Indircct immunonuorescence was carried out according to 
the method described elsewhere (Pérez-Torrcs & Millan 
1994). Briefly. fixed epithclial sheets and frozen sections 
v.·ere rehydrated and blocked for non-speclfic :intigenic sites 
using l % bovine scrum ulbumin (BSA) in PBS contain
ing 0.01% Triton X-100 (pH 7.2) for 1 h at 4ºC. They 
were then incubated with 1 : 10 dilutcd TaPI monoclonal 
antibody (spccific to B-L antigcns. the MHC class · II 
molecules of thc chicken. Guillemot et al. 1984) overnight 
at 4 ºC in a moist chambcr. Following thrcc washes in 
PBS--0.1 % BSA. bound primary antibody was dcvelopcd 
with 1 : 100 Fluoresccin isothiocyanate-labelled conjugatcd 
goat anti-mousc IgG (FITC-F[ab]'2) (Zymed Laboratories~ 
San Francisco. California). incubatcd for 60 min in dark
ness at 37 ºC. Control specimens were incubated with normal 
mouse IgG ( 1 : 1 OC)) as the primary antibody. Tite prepa
rations werc washed with PBS. mounted with polyvinyl 
alcohol (Merck. Dannstadt. Gennany) and obs::rved in an 
epinuorescence Olympus BH2-RFCA microscope. 

Quantitative evaluation of ATPase-positive 
ce/Is in epithelial sheets 

Epithclial shccts stained for ATPase were examined at x400 
to determine thc number of positive DC. using a calibrated 
grid that represented 97 .344 µm 2 • Ten to fifteen separated · 
fields per animal were randomly chosen and the results 
cxpresscd as mean± SEM cells/mm2 • 

Results 

ATPase histoclrenzistry of epirlzelial sheet.s 

Conrea. ATPase-positivc DC werc a constant finding asso
ciated with the epithelium of the peripheral cornea) region 
(105 ± 24 ccllslmm2 ) (Figure JA). No ATPase-positive DC 
were identified in any other corncal region. which evidenced a 
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Figure J. ATPasc-positivc dcndritic cdls (arrowhcads) localcd in.lhc 
limbus rcgion of an cpithclial sheet scparated from chicken cornea (A). 
Note lhat thcre are no ATPasc-positive Langcrhans-Jikc cclls 1oward 
central rcgion of thc comcal cpithclium (arrow). At lhe uhrastructural 
Jcvel (B). thc clectron-dcnse product ofthc ATPasc rcaction dclinates thc 
plasma membrane of intracpithelial cclls. lacking dcsmosomcs. tonofil
a.ments and melanosomcs. "lllc prccipilatc is also localized in thc nuclear 
cnvelopc and in membra.nous organclles (rough cndoplasmic rcticu
Jum and lysosomes). k = kcratinocytes. Magnification IA: 500x: 
b::ir ID= 1 µm. 

wcll-defincd peripheral-ccntral gradicnt ofLC-Jikecells den
sity. The background fonned by keratinocytes was practically 
unstained. 

Tong11e. The cpithclial sheets obtained from the ventral 
surface of thc ·1ongue contained elongated ATPase-positive 
cells with prominent dendritcs. The cells werc prcsent in 
the mucosa) folds (340 ± 37 ce1Js/mm2 ) but absent in thc 
inlerfolds epithelium (Figure 2A). In the lateral border ofthc 
tongue (Figure 20). the ATPase-positive cells hada decreased 
dendricity or wcre almost rounded; however. their number 
density was similar (310±: 48 cells/mm2 ) to that in the ven
tral suñace. The kcratinocytes in both tongue arcas had a 
moderate brown colour but was clcarly diffcrentiated from 
the dark brown colour of the developed enzymatic product 
reaction (lead sulphite). Epithelial sheets from thc dorsal sur
face of the tonguc wcre not included beca use their separation 
was not possible. probably due lo the heavy kcratinization 
observed. 

Oesoplrag•ts. Tite epithelial shects from 1he proximal 
half of the cervical oesophagus werc charactcrized by 
the paucity of elongated or bipolar ATPase-positive cells 
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Fi;;ure 2. Epithclial sheet of vcnt.tal surface of the chickcn tangue (A) 
showing ATPasc-positivc cclls (arrowheads) with vcry long dcndritic pro
ccsscs. Thcsc cclls wcrc found pn:dominantly in thc thinncr cpithclium 
zoncs and show a linear or longitudinal arrangcmcnt. Thc ATPasc
posifrvc dcndritic cclls dcficicnt arcas corrcspond to lhc thickcr cpithc
Jium. In the cpilhclial sheet oftltc Ja1cral bordcr ofthc chickcn longuc (0), 
ATPasc-positivc cclls wcre long and slcndcr or non-dcndritic and polyg
onal in shapc. Arrow points toward dorsum tangue. Al thc ulLtastructural 
lcvcl (C). hcavy dcposits of ATPasc rcaction product wcrc obscrvcd 
a.round and in thc vicinity of cclls charactcrized by indcntcd nuclci 
and clear cytoplasm dcvoidc:d of tonofilamcnts and dcsmosorncs. Note: 
that also pcrinuclcar and rough cndoplasmic cistcrnac: wcr-c: positivc: 
to this rcaction. k = kcratinocytcs. Magniflcations 2A.B: 200x; bru-
2C = lµm. 

(42 :i:: J 3 cells/mm2 ) (Figure 3A). Jncontrast. theoesophageal 
ATPase-positive cell of the distal half assumed a dcndritic 
aspect and wcre more numcrous (286 :i:: 86 cells/mm2

) 

(Figure 38). Thcy were distributed among the openings of 
the secretory ducts. Thc background had a faint brown colour. 
but the glandular structures were strongly stained. 

U/rras1rucrural ATPase lris1oclren1is1ry 

Electron microscopy of ATPase-staincd scctions of cornea 
(Figure J B). tangue (Figure 2C) and ocsophagus (Figure 3C) 
demonstrated the prcscnce of ;:in electron-densc precipitatc 
in thc plasma membranc. nuclear envelopc and mcmbra
nous organelles (probably rough endoplasmic rcticulum) of 
basal nnd suprabasal clcar OC which lackcd tonofilamcnts. 
desmosomes and mclanosomcs and cxhibitcd roundcd or 
indenccd nuclei. No LCG-like organcllcs we..-e obscrved in 
ATP-incubatcd samples ur in cont..-ol samplcs of the thrcc 
spccimens studicd. 
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¡;lgure 3. ATPasc: his.tochcmistry of ep11hclial sheet of thc pro-'umal (AJ 
and distal (B) halvcs of thc cervical ponion of thc chickcn ocscphagus. 
Thc fonncr- has scarsc elongated or bipolar ATPase-positive ccll;;. with a 
poorly dcndritic aspcct (arrowheadsJ. mainly found at thc longitudinal 
mucosal mcmbranc folds. In thc lattc:r (8). ATPase-positivc celI;;. ha ... ·e a 
more dcrutrilic morphology and an c:..-cn distribution across the epithclial 
surface (:UTowhcads). A strong posit1 ... ity is c:vidcnt at thc secrcle>ry ducts 
(arrows) of thc esophagcal glands. At thc ultrastn.ictural levcl (CJ. repr-c
sentalivc ocsophagcal ATPasc-positi ... ·c cc:lls have an irregular iodentcd 
nuclt"i, with a pale cytoplasm lack.ing o( dc:smosomc:s and tonofilamcnts. 
contrnsting with adjacent kcratinoc::ytes (k). Note that cnzymatic rcaction 
prodm:t is Jocalizcd at thc plasma mcmbranc. thc: pcrinuclear cistemae 
and in ill-dcfincd cytoplasmic organcllcs. MagnHications JA.B: 200x; 
bar3C _,,_2µm. 

lmmuno.fluorescenc~for MHC class 11 anligens 

Coniea. In the frozen sections of the ocular anterior seg
ment. ;1 high expression of 1'-fHC class JI antigcns was 
obscrvcd in thc conjunctival epithelium and in lhe cpi.scleraJ 
or buxtalimbal subcpithelial conjunctival conncctivc tissue 
(Figure 4A). Frequcntly. MHC class 11-positivc cells fonned 
clusters in. or nex.t to. epithelium. In thc loosc subepithe
lial tissue. these cclls were elongated and hada perivascular 
distribucion. Towards the Jimbus regían. the class U pos
itivicy w:1s identified in basal and suprabasal DC ... which 
suddL"nly 1lccreascd in number and were rcstricted to the ante
rior cpithclium of thc peripheral (timbal) cornea (Figure 4A). 
Occa~ionally. MHC class 11-positive cells werc Obsen.·ed in 
anterior and posterior epithelia. but not at thc stroma. of thc 
peril.cntral cornea. 

Ton;:ue. In the frozen sections of the ventral surface of thc 
tonguc. MHC class 11-positivc cells were mainly prescnt in the 
basal and suprabasal layers of epithelium. showing a linear 



Mucosa/ /..,a11¡.:c!rhan.o; ce/Is <if the chick1..•11 

V V ' L • • • 1 )( 
.. -~ ·- ...... - ~-.s- - ... ~ - ··- ---:-1·. \ . ~ ~-- - ..... - - -~ --" \ \ 

º
_.,... _,,-_ .-

, ' ,- -~ ____...... --
, - _.r" 

. A A . 

Figure 4. lrnrnunofluorcsccncc of chickcn MHC class 11-positivc cclls localcd in lhc cpithclium and thc lamina pr-opria or conjunctiva (anowhcads). 
Thcsc cclls are also prcscnl. bul fowcr in numbcr. in lhc cpilhclium of the pcriphcral cornea al limbus lcvcl <L. arrows). and are vcry rarcly scen in 
lhc periccntral cornea (pe} and abscnl lowards lhc ccnual cornea. In thc frozcn sections of lhc mucosa) vcnlral surfacc of lhc IOngue (B.C) and lhc 
proximal (F) and disutl (G) halvcs of lhc cervical ocsophagus. lhe MHC class 11-posilivc cclls are Bl'Tangcd along lhc bascrncnt mcmbrane in a linear 
pauem wilh a lcndency 10 cluster around tips of connectivc tissue papillac (anows). Howcvcr. numerous immunofluorcsccnt cclls are situatcd in lhc 
midzones of both epilhclia and sorne are vcry near to lhc tangue cpithclium suñace (arrowhcads). Nc;,lcworthly. the nurnerous oesophagcal Jymph 
follielcs (G. open arrow) in thc vicinity of thc flask-shapcd tubulo-alvcolar glands CG. g) show a strong positivity to MHC class 11 molcculcs. In thc 
cpitlteJial shccts. bipolaror dendritic MHC class ll-posi1ivc cclls are prcsent in thc ventral suñacc oflhc tonguc (O.E) and in thc distal halfoflhcccrvical 
ocsophagus (1). whcr~as roundcd cclls arccharactcristic ofthc ocsophagcal proxim:il haJf(H). Magnifications: 40.D,F-I: IOOx; 4A,C:200x;4E:400x. 

arrangcment atong thc basamcnt mcmbranc (Figure 48). 
Frequcntly. thesc cells wcre seen ncar thc suñace of the 
cpithclium (Figure 4C). A constant finding was the prcsence 
of immunofluore.-;ccnt ne: in the conncctive tissue of the lam
ina propria. bcneath the basament mcmbrane (Figurc4B). The 
epithclial shcets of thc ventral surface of thc tangue showed 
a population of bipolar or elongatcd MHC class 11-positive 
cclls. oriented al thc mucosal folds (Figure 40). No evidcnce 

of deficient arcas of these cells was notcd. but the focus of 
the all positivc ceJls was difficult (Figure 4E). which corre
sponds to lhcir widc intraepit.helial distribution observed in 
the frozcn scctions. 

Oesopllag1ts. The intraepithelial pattem of distribution of 
oesophagcal MHC class 11-positivc cells was similar to 
t.hat describcd above in the frozcn scctions of tongue. but 
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lhcsc cclls wcrc ncvcr obscrvcd ncar thc luminal surfacc 
(Figure 4F). Morcovcr. thc cpithclium of mucosal glnnds 
and thc lamina propria also contained thcsc ccllular typcs. 
A vcry strong immunonuorcsccnce was obscrvcd in thc abun
dant lymph folliclcs. mainly localizcd at thcdistal halfofthc 
cervical ocsophagus (Figure 4G). A roundcd aspcct was char
acteristic of MHC class 11-positivc cclls in lhc proximal half 
of thc cervical ocsophagus (Figure 4H). whcrcas more dcn
drifonn cclls wcrc obscrvcd in the distal half(Figurc 41). Ali 
control spccimcns wcrc ncgativc. 

Discussion 

Thc goal ofthc prcscnt study was to demonstratc thc presence 
of LC-like OC at sorne mucosal membrancs of thc chicken 
and thus to cxtcnd our prcvious studies about cpidcrmal LC 
in this spccies (Carrillo et al. 1991. Pérez-Torrcs & Millán 
1994. Pérez-Torrcs & Ustarroz 2001 ). 

Our results indicate that thc peripheral but not the central 
cornea epithelium contain a population of ATPasc-positive 
DC which determine a gradient of thesc LC-like cclls as has 
been dcmonstrated in several mammalian spccics including 
rat. mousc. guine:i pig. catt!e. humans (Rodrigues et al. I 981. 
Guillcttc et al. 1982. Coulston et al. 1986) and the frog Rana 
pipiens (Castell et al. J 999). Our findings refute a prcvious 
rcport that DC were not idcntified by ATPase staining in the 
cornea of thc chicken (Rodrigues et al. 1981 ). Morcover9 
obscrvations of MHC class Il-positivc cells in thc periph
eral cornea] cpithelium ofthe chicken reinforcc the asscrtion 
ofthc presence of comeal LC-likc DC. Although the assump
tion that thc normal central cornea is completely dcvoid 
of LC in human. mouse. rabbit and guinea pig (Klareskog 
et al. 1979. Bergstresser et al. J980a. Rodrigues et al. 1981. 
Guillctte et al. t 982) is widcly accepted. ocassional lvfHC 
class Il-positive cells havc been described in the normal cen
tral cornea. both in thc epithelium (Guillctte et al. 1982) 
and anterior stroma (Wang et al. 1987). Our findings are 
similar to these reports. Howcver9 frequently scarce f\.fHC 
class 11-positive cells were also observcd in the pcricentral 
cpithclium of the cornea and in DesccmeCs mcmbrane or in 
thc underlying endothelium. but not in corneal stroma. 

MHC class 11-positive cells werc also observed in conjunc
tival cpithclium and in buxtalimbal subepithelial conjunctival 
conncctive tissue. Probably9 many of thcsc cells are endothc-
1 ial cclls of blood vcsscls and others display a peri vascular 
Jocation as had bccn obscrved in the human (Vantrappcn et al. 
1985. Sacks et al. 1986) and rat (McMcnamin & Holthousc 
1992). A grcatcr dcnsity of intraepithelial MHC class U
positive DC was notcd in thc cpibulbar conjunctiva. which is 
in agrcemcnt with a study carricd out in humans (Sacks et al. 
1986). Thus. the conjunctiva and thc periphcral cornea ofthe 
chickcn contains a very rich plcxus of residcnt or migrat
ing MHC class 11-positive cells that probably mature as LC 
as had beco proposed in mammalian specics (McMenamin 
1994). 

Oral mucosa) LC havc bccn describcd in scvcral mam
malian spccies. including human (Schrocder & Thcilade 
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1966. Waterhousc & Squicr 1967. Danicls 1984). Rhcsus 
monkey (Hutchens et al. 1971). mousc (Dos & Burkhardt 
1980. Bergstrcsscr et al. 1980a). rat (Hill 1977 .. Takehana 
et al. 1985). albino guinea pig (Bcrgstrcsser et al. 1980a. 
Carrillo et al. 1985). hamster (Bcrgstrcsser et al. 1980a) and 
cat (Saint-Andre Marchal et al. 1997). Functional evidencc 
suggcsts that the buccal mucosa rcprcsents a compartment 
of mucosal-associatcd lymphoid tissuc and that ATPasc
positive/MHC class 11-positive DC can generare acccssory 
signals. process antigens and migrare to regional Jymph nades 
maturating to cfficicnt APC (Ahlfors & Czerkinsky 19919 
Barrett et al. J 993. Hasseus et al. J 995. Eriksson et al. J 996. 
Desvigncs et al. 1998). 

There is disagrcement whcther oral mucosa LC have 
regional differenccs in dcnsity and distribution. mainly 
relatcd to thc degrcc of kcratinization (Barrett et al. J 996). 
Although discrepancies may be attributablc to interspecies 
variations and to differem quantitativc and staining meth
ods employed9 the density of oral mucosa LC is higher 
in non-keratinized epithelium than in keratinizcd epithe
lium (Daniels 19849 Cruchley et al. 1989). Considering that 
regional variation in such density is a real phcnomcnon. the 
LC-like ceJJs dcscribed in thc tengue of thc chicken correlate 
with mammalian oral mur.:osa LC in morphology9 density. 
ATPasc activity and lYll-IC class 11 molcculcs cxpression. 
To our knowJedge. the presence of ATPase-positive/MHC 
class IJ-positive DC in the tongue epithclium of the chicken 
reported here is the first demonstration of oral mucosa LC-like 
cclls in non·mammalian spccics. 

Oesophageal 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 k:nowledge about thc presence of 
an effcctive immunoJogical systcm in the digestivc system 
comes from studies canied out in the intestinal mucosa. 
Moreover. it is surprising that compared with other mucosa 
(de Fraissinette et al. 1989). littlc work has been performed 
to idcntify the cellular types that might be relevant in the 
immunological defence system of the ocsophagus. LC have 
bccn identified in the uppcr gastrointestinal tract ofthe sheep 
(Gemmell 1973). mouse (Back 1974). bovine (Gernecke 
1977). human (Al Yassin & Toner 1976) and guinea pig 
(Carrillo e1 al. 1985). Our findings of ATPase-positive/11.fHC 
class 11-positive OC are the first cvidence of thc prescnce of 
LC-Jike cclls in the oesophageal mucosa of the chicken and 
are equivalcnt to thosc previously reponed in thc epidermis 
oflhe chicken (Pérez-Torres & Millán 1994). 

Thc variation in ATPase-positivc DC density betwccn 
proximal half and distal half of the oesophagus is diffi
cult to explain. The fonner seems to be an arca naturally 
deficicnt of LC-likc cells and this suggests that it proba
bly may be immunologically analogous to siles depleted 
of LC such as rodent tail skin. cornea and hamster check 
pouch (Bergstresseretal. 1980a.b). regardcd as immunolog
ically privilcged sitcs. where grafts of allogcncic skin have a 
longcr survival whereas grafts placed onhotopically are read
ily rcjccted (Barker & Billingham 1977) or do not support 
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thc induction of contacl hypcrscnsitivity 10 diniuonuoroben
zcnc ('lbcws et al. 1980). Probabty. central cornea and the 
proximal half of lhc ocsophagus of thc chicken havc similar 
in1n1unological propcrtics. 

At thc ultrastruc1urul lcvcl. mucosa) ATPasc-posilivc I:>C 
of thc cornea. longue and ocsophagus havc all lhe criteria 
of LC cxccpt that thcy lackcd LCG. ahhough wc carricd out 
a sirnilar scarch as cmploycd for dcmonstrating that cpider
mal LC of thc chickcn posscss LCG-likc organcllcs with the 
typical rod-shapcd and rackct-shaped profilcs of the LCG in 
mammalian LC (Pércz-Torrcs & Ustarroz 2001). Probably. 
mucosal LC-likc cclls of 1hc: chicken contain fcw LCG and 
a more cxtcnsivc search using serial ullrathin scctions or a 
goniomcuicdcviccarc rcquircd to idcntify a similarorganelle 
(Andcrsson et al. 1981) and to thcn dcsigna1c these cells as 
LC. This point is relcvant despilc thc fact lhat thc origin and 
function of LCG rema inclusive. ahhough rcccnt studies ha ve 
provided sorne insight into the nature of lhcse organclles. 
Their prescncc may be rclated to diffcrentiation and matu
rntion pathways of thc LC (Mnckenscn et al. 1995. Slrunk 
et al. 1996) LCG represcn1 subdomains of the endosomal 
recycling compartment. where langerin. a protcin implic;ued 
in LCG biogencsis. accumulates (Me Dermott et al. 2002). 
Becnusc LCG are depletcd when LC are activated. they couJd 
serve as a Joading co1npanmen1 and/or a rncmbrane rcser
voir for anligcns bcfore LC maturation (Me Dermott et al. 
2002). In summary. we show here the cxistcnce of LC-like 
OC which cxhibit a characterislic plcomorphic. dcndriform 
morphology. with intense mcmbranc ATPase activity nnd 
staining for MHC class 11 molecules. Ultrastructural anal
ysis establishcd that ATPase-posi1ive DC localed within thc 
normal intact mucosal cpithelia qualify as LC except for the 
absencc of GCL. Our obscrvations suggest that LC-Jike DC 
at the mucosal surfaccs of the cye. tangue and ocsophagus 
of the chickcn have relevant morphological and suñace phe
notypical properties for cngagement with incoming antigens 
within the epithclia and lamina propria. 
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Artículo 4. Diferencias sexuales posteclosión en las células de Langerhans epidérmicas 
del pollo doméstico (Gallus gallus). 

En los estudios de los artículos previos se utilizaron pollos adultos y sabíamos que el 
número de CL ATPasa positivas era de 688±265/mm2 . Circunstancialmente, notamos que 
la epidermis contenía un número evidentemente menor de CL ATPasa positivas cuando 
era obtenida de pollos menores a 30 días. Este hallazgo nos pareció interesante y 
decidimos hacer un estudio ontogénico posteclosión, cuantificando las CL epidérmicas de 
hembras y machos, de acuerdo a la expresión de ATPasa y de moléculas clase 11. Hasta 
donde sabíamos, las CL de mamíferos aparecen en la epidermis durante el desarrollo 
embrionario o fetal. Inicialmente son A TPasa positivas, luego expresan moléculas clase 11 
y, posnatalmente, presentan gránulos de Birbeck. Además, estaba demostrado que en 
ratones adultos, las hembras tiene más CL ATPasa positivas que los machos, diferencia 
que desaparece después de la orquidectomía. 
Utilizamos pollos de 4 a 35 días de edad, sacrificados por sobredosis de eter a diferentes 
edades. El sexo se identificó por observación directa de las ganadas después de 
laparotomía. Las láminas epidérrmicas se obtuvieron de la piel de las apterias pectorales. 
La cuantificación por mm2 de las CL ATPasa positivas o clase 11 positivas, por edad y 
sexo, se realizó con una cámara lúcida, calibrando el área para un objetico 40X. 
Los resultados obtenidos indican que las CL aparecen a los 7 días posteclosión en ambos 
sexos, utilizando ambos marcadores. En los machos, las CL ATPasa positivas/clase 11 
positivas se mantienen por debajo de 1 00 células/mm2 durante todo el estudio, mientras 
que las hembras incrementan a más de 100 CL ATPasa positivas/mm2 durante la 
segunda semana posteclosión y vuelven a incrementar este número hasta un 50% del 
número del adulto a los 35 días de edad. Durante las primeras 3 semanas, no hay 
diferencia numérica entre hembras y machos en el número de CL clase 11 positivas; 
posteriormente, sólo las hembras incrementan este número a 338/mm2

. 

Concluimos que los pollos nacen con una depleción casi absoluta de CL hasta la primera 
semana de vida y que luego se establece un dimorfismo sexual en el número y expresión 
de ATPasa y moléculas clase 11, siendo las hembras las que alcanzan un número de CL 
cercano al 50% del número en adultos poco después del primer mes de vida, 
independientemente del marcador empleado para la cuantificación. Aún así, la depleción 
de CL sigue existiendo y podría ser empleada para comparar, sin el uso de radiación 
ultravioleta o corticoides, algunas respuestas inmunológicas en las que se ha involucrado 
a las CL, como la inducción de hipersensibilidad por contacto o de tolerancia a haptenos. 
La secuencia de expresión de actividad de ATPasa y de moléculas moléculas clase en las 
CL del pollo recuerda a la de mamíferos. La presencia del gránulo de Birbeck no fue 
explorada. 
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Diferencias sexuales posteclosión 
en las células de Langerhans epidérmicas 

del pollo doméstico (Galius gallus) 

Abstract 

Armando Pérez-Torres,• Laura Zárate-Garduño,• 
Martha Ustarroz-Cano• 

The epidermis of the chicken (Gall11s gallus) has cells with morphological. 
histochernical. uhrastructural and phenotypic features similar to the rnam
malian L'lngerhans cells {LC). We search in the present study the ATPase 
activity and the expression of the Majar Histocornpatibility Complex class 
11 rnolecules (MHC class 11) in the LC of mate 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 rnale chicks have a global 
significantly Iower nurnber of LC (:5 100/rnm2 ) than female chicks. and these 
reach a nurnber of LC (250 ATPase+ cells/mm2 ; 338 MHC class 11+ cells/ 
mm2 ) that corresponds to the 50º/o approxirnately of the adult chicken. We 
conclude that there is a sexual dimorphism and an initial natural depletion 
in the LC of the domestic chicken. 

.•. :;· ·~ • ···-t ''•.· ·.,.·t;{."!i~.c.::~ ·~·-~·'-'••)'~t;;:::;~·;-;•.;3 

Keywords: Langerhans ce/Is. Orttogeny. Cl1ic1lens. 
Sexual dimorpl1is1n. 

de moléculas clase 11 del Complejo Principal de 
Histocompatibilidad (MHC clase 11) en las CL 
epidérmicas de pollos hembras y machos desde los 
4 días hasta los 35 días posteclosión. Los resultados 
indican que estos animales prácticamente carecen 
de CL durante la primera semana posteclosión, 

Resumen 

La epidermis del pollo (Ca//us gal/us) contiene 
células con características morfológicas, 
histoquímicas, ultraestructurales y fenotípicas 
sin1ilares a las de las células de Langerhans 
(CL) de Jos man,íferos. En el presente estudio 
investigamos la actividad de ATPasa y la expresión 

que los machos tienen un número global 
significativamente menor de CL {S IOO/rnrn2) y 
que las hembras alcanzan un número de CL (250 
células ATPasa+/mrn2 ; 338 células MHC clase 11+/ 
mm2 ) que corresponde aproximadamente al 50º/o 
del de Jos pollos adultos. Concluirnos que existe 
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dil11orfis1110 sexual y una depleción natural inicial 
en las CL del pollo doméstico. 

Palabras clave: Célu/t1s de Lan ... ~erltans. Ontogenia. 
Pollos. Di111orfis1no sexiu1/. 

Introducción 

Las células de 1-"lngerhans epidérmicas (CL) 
de los n1a1nífcros son células dendríticas (CD) 
inmaduras localizadas entre los queratinocitos 
basales y suprabasales. formando una red continua 
de células que captan antígenos por pinocitosis y 
fagocitosis. Posteriorrnente migran por los vasos 
lint:;ticos aferentes hacia las zonas paracorticales 
de los ganglios linfáticos regionales donde activan 
a los linfocitos,~ en reposo, al presentarles los 
antígenos procesados. ahora como CD maduras.C 1 > 
L"ls CL son las únic:is células intraepidérmicas 
que constitutivamente expresan una ATPasa 
de membrana dependiente de Ca••/Mg••,C2l las 
moléculas clase 11 del complejo principal de 
histocornpatibilidad (M HC clase ll),C3 -4 l el antígeno 
CDia,C5l el receptor tipo 11 para el Fe de la lgG 
(FcR-yll, CD32) y receptores para C3bi 
(CD ll b-CD 18).C 6 l La característica ultraestructural 
cardinal de las CL es el gránulo de Birbeck 
o gránulo de las CL (GCL),C7 > organelos que 
representan subdorninios del compartimiento 
endosornal reciclante involucrado en las vías 
intracelulares del procesamiento de antígenos.<8 > 

L,s CL se originan en la médula ósea<9 > a partir de 
células progenitoras hematopoyéticas CD34• que 
estimuladas con GM-CSF yTNFa se diferencian 
a células CDia•, GCL•, E-cadherina•, que 
expresan la molécula CLA (cutaneous leukocyte 
homing antigen) y que manifiestan propiedades 
inmunoestimulatorias similares a las de las CL 
aisladas de la pie1.c10.12) 

El estudio de las CL en vertebrados no mamíferos 
cuenta con muy pocos informes.< 13> En el caso de 
las aves, se ha demostrado que la epidermis del 
pollo doméstico contiene CL ATPasa•~C• 4 > que 
ca-expresan MHC clase IIC 15l y que poseen 
organelos similares al CCL.C 16l En el curso de 
estos estudios notarnos que había una aparente 
diferencia en el número de CL relacionada con la 
edad y sexo de los animales empleados, sobre todo 
si estos eran menores a los 30 días. Para confirmar 

l .... '-111t1L'-T~acca Vol. 14 No. 4· 20 

T"E.SlS CON "!'.' 

FALLP..~-DE ORlG~N 

si esta observación es real, iniciamos el presente 
trabajo cuyo objetivo principal es cuantificar las 
CL en pollos hembras y machos desde los 4 días 
posteclosión. hasta los 35 días de edad y establecer 
que existe dimorfismo sexual en el número, 
morfología y expresión 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 días posteclosión; se 
n1antuvieron en condiciones habituales de bioterio, 
con control pennanente de ten1peratura y acceso al 
alimento y al agua tui libitum. Los animales fueron 
sacrificados por sobredosis de éter a los 4. 7, 10~ 
IS, 21. 28 y 35 días de edad. Al menos 4 animales 
por cada edad y por sexo fueron utilizados en 
el estudio. La determinación del sexo se realizó 
por inspección directa durante la necropsia. El 
desarrollo notable de la gónada izquierda identificó 
a las hembras mientras que gónadas bilaterales y 
de tamafio similar identificaron a los machos. Los 
casos dudosos no fueron considerados. 

Obtención de láminas epidérmicas. Se obtuvieron 
fragmentos de piel de 0.5 cm2 de ambas anerias 
pectorales y fueron incubados en CaCl 2 2M 
durante 20 min a temperatura ambiente (TA).(1 7 1 
Las láminas 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 solución de 
formaldehído-amoniguador de cacodilato de 
sodio (pl-1 7.2) durante 60 mina 4ºC y realizar 
la histoquímica enzimática para ATPasa o 
fueron fijadas en acetona total durante 10 min 
a TA para la demostración de MHC clase 11 con 
inmunofluorescencia. 

Histoquímica para ATPasa.Cl 8 > Después de fijar en 
formaldehído-cacodilato, las láminas epidérmicas 
fueron lavadas durante 15 min en amortiguador 
Tris-malcato 0.2M (pl-1 7.2) a TA y luego fueron 
incubadas durante 60 min a 37ºC en el siguiente 
medio, preparado al momento de su uso: AD, 10 
mL; an1oniguador Tris-maleato 0.25M (pl-1 7.3), 
10 mL; Mgso. O.IM, 2.5 mL; Pb(NO,), al 2°/o, 2.5 
mL; dextrosa 1.5 g y ATP disódico (Sigma), 20 mg. 
Posteriormente, las láminas epidérmicas fueron 
lavadas 3 veces durante 15 min con abundante 



AD y el producto de la reacción enzin"Iática 
(l'bl'04 ) fue revelado con (Nl-1 4 ),S (Merck) al 1°/o 
en AD durante 1 min a 'li\. Los controles fueron 
especímenes incubados en el mismo medio pero 
sin ATP y los testigos fueron algunas lá1ninas 
de ani111ales adultos ... rodas las lán1inas fueron 
111ontadas con el lado dénnico (de coloración café 
oscuro) hacia arriba utilizando gelatina glicerina.da 
de l<aiscr. 

lnn1unofluorcsccncia para MHC clase 11. Después 
de la fijación en acetona, las lán1inas epidérmicas 
se secaron al aire durante 20 min y luego se 
rehidrataron y bloquearon con albúmina sérica 
bovina (ASB) al 1 %>diluida en una solución salina 
amortiguada de fosfatos (PBS) con tritrón X-100 al 
0.01°/o, durante 1 ha 4ªC; luego fueron incubadas 
en el sobrenadante con el anticuerpo monoclonal 
TaPl (obsequio del Dr. Max D. Cooper, University 
oí Alabama at Birmingham) específico para las 
moléculas B-L del pollo, homólogas a las MHC 
clase 11 o la (ln1n1une-associated) de mamíferos.C 19> 
Finaln1entc, después de lavar las láminas en PBS, 
fueron incubadas en un anticuerpo secundario 
tluoresceinado (cabra anti-lgG de ratón, lCN) 
diluido 1:32 en PBS-ASB al 0.1º/o-tritón X-100 
0.01°/o, durante.! ha 37ºC en cámara húmeda 
y en oscuridad. L,s láminas controles fueron 
incubadas con un anticuerpo primario irrelevante 
y del mismo isotipo. Todos los especímenes 
fueron montados con una resina hidrosoluble no 
autotluorescente (Merck). 

Cuantificación de CL ATPasa•/MHC clase 11•. 
Las CL ATPasa• fueron cuantificadas utilizando una 
cámara lúcida y un objetivo de 40X. Cada campo de 
conteo fue calibrado con un micrómetro y representó 
97 344 µm2. Por lo menos 10 a 15 campos por 
animal fueron considerados para convertir los 
resultados en número de células/mm2 • Las CL MHC 
clase lf+ fueron cuantificadas en fotomicrogafías cuya 
área correspondía a 384 800 µm 2 y el número total 
se expresa como células/mrn2 • 

Resultados 

Histoquímica para ATPasa. Tanto en hembras 
con10 en machos, las CL ATPasa+ aparecieron 
por primera vez alrededor del día 7 posteclosión, 
siendo notable la ausencia casi absoluta de estas 

células al día cuarto del nacimiento (figs. 1 y 2). 
Entre los días 7 y 15, los machos mantuvieron un 
incremento lento pero sostenido en el número de 
CL (menos de SO/mm 2 } las cuales mostraron una 
distribución homogénea. En ese n1isn10 lapso, las 
hembras incre1nentaron a más de 100 el número de 
CL/m111 2 , con una distribución heterogénea debido 
a la formación de cún1ulos de células Krrasa• 
(figs. 1 y 2). En el día 21, el aumento paulatino en 
el número de CL A1'Pasa+ obse1Vado en los machos 
cambia y el número aumenta hasta alcanzar a las 
hembras. Aparecen algunos cúmulos de células 
positivas en los machos. Entre los días 21 y 28, 
ambos sexos manifiestan una disminución en las 
CL, coincidiendo en el número de éstas al día 28 
(82/mm2). Para el día 35, los machos mantienen 
un número de CL ATPasa• por debajo de 100/mm> 
mientras que las hembras muestran un incremento 
muy significativo a más de 250 CL/mm2 

(fig. 2). Para entonces, las áreas intercúmulos 
en las hembras están ocupadas por estas células 
(fig. 1). 

Desde el punto morfológico, en ambos sexos 
se observó que las CL ATPasa• son pleimórficas, 
siendo más constante Ja presencia de células 
poliédricas o redondas. Algunas formas dendríticas 
se observan hasta el día 35 en las hembras. 

Inmunofluorescencia para MHC clase 11. Las 
primeras CL MHC clase 11• fueron observadas el 
día 7 posteclosión, en ambos sexos (fig. 3). Desde 
esta edad y hasta el día 21, el número de células 
fluorescentes no mostró un incremento notable, ni 
diferencias entre los animales (fig. 4). Nuevamente, 
en las hembras las células positivas formaron 
cúmulos y en los machos la distribución fue 
homogénea. En los días subsecuentes, el cambio 
más notable en los machos es la formación de 
cúmulos de CL MHC clase 11• al día 35, ya que el 
número máximo de éstas se observó hasta el día 
28 (menos de 100 células/mm') y luego disminuyó 
discretamente (figs. 3 y 4). Por su parte, las 
hembras presentaron un incremento sorprendente 
en el número de CL MHC clase 11• entre el día 21 
y el 35, pasando de 38 a 338 células/mm2 (fig. 4). 
Morfológicamente, las CL Jl,ll-lC clase IJ• en ambos 
sexos exhibieron unas formas más dendríticas; en 
las hembras, desde el día 28 posteclosión, parecen 
ser de mayor tamaño que las de los machos 
(fig. 3). 
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Figura 1. Células de Langerhans ATPasa positivas en láminas 
epidérmicas de pollos machos y hembras de diferentes 
edades posteclosión. Nótese la escasez de células a los 7 
días posteclosión en ambos sexos y el aumento significativo 
y la formación de cúmulo en las hembras. sobre todo a los 
35 días de edad. 90X. 

Discusión 

EJ presente estudio demuestra que en el pollo 
doméstico (Gallus gallus) existe una depleción casi 
absoluta de CL ATPasa• y MHC clase 11• durante 
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Figura 2. Cuantificación de células de Langerhans ATPasa 
positivas en la epidermis de pollos de ambos sexos. 
Se demuestra claramente que los machos poseen menor 
número de estas células que las hembras. estableciéndose 
una diferencia sexual significativa. particularmente después 
de los 28 días posteclosión. 

los primeros 7 días posteclosión. En las hembras, 
el número de estas células alcanza el 50º/o. 
aproximadamente, del de los pollos adultos 
(688 ± 265/mm2)1 14> a los 35 días de edad. 
En los machos. el número máximo de CL es de 
alrededor de 100 CL/mm2 al día 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 posteclosión en los polJos. sobre todo entre 
los 21 a 35 días de edad, independientemente 
del marcado utilizado para la identificación de 
estas células. Estos resultados son similares a los 
informados para ratones de la cepa C57BL/6 de 8 
semanas de edad. en los que las hembras muestran 
un n1í1ncro significativamente mayor de CL 
ATPasa•/fa• que los machos y esta diferencia 
se ph!rde después de realizar orquiectomfa pero 
no se modifica después de la ooforectomia.<20J Esto 
sugiere que las diferencias sexuales en la densidad 
de CI. estarían relacionadas con las concentraciones 
mayou:s de testosterona o sus rnetabolitos en los 
ratones n1achos. En este sentido, se ha demostrado 
que los niveles preeclosión de testosterona en 
pollos no son diferentes entre ambos sexos; sin 
embargo. la concentración de la esta hormona es 
significativamente mayor en los machos en edades 
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Figura 3, lnmunofluorescencia de células de Langerhans 
MHC clase 11 positivas en la epidermis de pollos de ambos 
sexos. en diferentes dlas posteclosión. Las células están 
prácticamente ausentes en la primera semana de edad 
y su incremento en muy lento entre los 15 y 21 días 
posteclosión en ambos sexos. Nótese que en los machos la 
distribución de las células de Langerhans es homogénea 
(cabezas de flecha) mientras que en las hembras se forman 
cúmulos (flechas). A partir del día 28 postedosión las 
hembras poseen más células MHC clase 11 positivas que los 
machos y de morfologfa dendritica. 7 y 28 dias: 100X; 15 y 
21 días: 40X. 

posteclosión.121 l Además de la posible acción de la 
testosterona sistémica en determinar las diferencias 
sexuales en el número de CL, es interesante 
que haya diferencias regionales y sexuales, en 
ratas y humanos, en Ja actividad de la enzima 
Scx-reductasa,<22•23> la enzima que conviene a la 
testosterona en Sa-dihidrotestosterona, un potente 
andrógeno. En las ratas macho, la actividad de esta 
enzirna es mayor en la piel de la cola, menor en la 

Diferencias posteclosión en cétulBs'dB "Lañgef1ía.~I 
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Figura 4. Cuantificación de células de Langerhans MHC 
clase 11 posit;ivas en la epidermis de pollos de ambos sexos. 
El dato más importante es el ma).'Or número de células de 
Langerhans en las hembras. después de los 21 a 28 días 
posteclosión. Nótese como los machos nunca rebasan las 
100 células/mm:z como ocurrió con las células de Langerhans 
ATPasa positivas. 

de lo oreja y más baja aún en la piel del cojinete 
plantar,C22 > lo que guarda una relación inversa con 
el número de CL de esas regiones en el ratón. C24 ) 

1-lasta donde sabemos, no existen estudios similares 
en la piel de pollos que nos permitan hacer una 
correlación con los resultados del presente trabajo. 

Por otro lado, la administración tópica y 
sistémica de glucocorticoides disminuye el 
nún1ero y el aspecto dendrítico de las CLf2 5·26) y 
Ja adrenalectomía en ratones machos y hembras 
incrementan significativamente la densidad de 
CL,<201 por lo que debe considerarse la posibilidad 
de que estas hormonas también pudieran influir 
en las diferencias sexuales de CL en los pollos 
estudiados. 

1-lasta ahora no se conocen los n1ecanismos 
íntimos 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, podría especularse 
que las hormonas esteroides, en panicular la 
testosterona, ejercerían alguno o varios de los 
siguientes efectos: disminución de los precursores 

(RO TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



1 .?;A Pérez-Torres y co/s. 

111cdularcs o circulantes de las CL, rnodificación 
de los 111ccanisni.os de 111igración de las CL 
hacin o desde la cpidcrrnis y disminución de la 
actividad ni.itótica intraepidénnica de las CL. Otra 
posibilidad es que las CL estén presentes pero 
no son observadas porque la actividad de ATPasa 
y la expresión de 111oléculas clase 11 del r-...-tCJ-1 
estarían alteradas selectivani.cntc por el a111biente 
honnonal do111inado por la testosterona y/o los 
glucoconicoides.<25- 27 > Esto podría explicar, en 
parte, por qué los machos del presente trabajo 
tuvieron globalmente n1cnos CL A'TPasa• que las 
hembras y también ni.cnos CL Ml-IC clase JI• en 
las últimas dos seni.anas del estudio. En el caso 
de las he1nbras, podría interpretarse que las CL 
inicialni.ente son ATPasa•, luego expresan ni.oléculas 
clase 11 del Ml-IC y al final del estudio son positivas 
para los dos n1arcadores. En múridos se ha 
identificado una cinética similar de diferenciación 
de las CL. En el día 18 de la gestación hay 280 CL 
ATPasa•/rnm 2 por 1 CL ia•/mrn 2 .C2 •l 

En conclusión, el presente trabajo demuestra que 
en los pollos menores a 35 días de edad existe 
dilnorfismo sexual en el nú111ero y expresión 
de 1narcadores de CL y que, en comparación al 
número de CL de los animales adultos, estos 
animales presentan una depleción natural de 
CL. Esto podría ser útil en la evaluación de los 
fenómenos de hipersensibilidad y tolerancia, 
los que han sido estudiados con depleción 
experimental de CL. Por otro lado, pollos de las 
edades estudiadas podrían constituir un modelo 
interesante en el estudio del dimorfismo sexual de 
las respuestas inmunológicas. 
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HIPERSENSIBILIDAD POR CONTACTO AL DINITROFLUOROBENCENO Y CAMBIOS 
EN LAS CÉLULAS DE LANGERHANS DEL POLLO DURANTE LA FASE DE 
SENSIBILIZACIÓN A ESTE HAPTENO. 

Introducción 
La HC (revisado en Bour et al., 1997) es una reacción inflamatoria mediada por células 
T que ocurre en los sitios de desafio con alergenos de contacto en individuos 
sensibilizados. La expresión clínica en humanos, cuando los alergenos entran por la 
piel, es la dermatitis de contacto alérgica, caracterizada por hiperemia, edema, 
vesículas cutáneas, exudación y descamación. 
La HC involucra tres elementos: CL, linfocitos T hapteno-específicos y el hapteno. 
El origen y la naturaleza de los haptenos es muy variada. Estos químicos son de bajo 
peso molecular y no son inmunogénicos por si mismos. Para actuar como tales se 
unen a proteínas acarreadoras cutáneas a través de residuos lipofílicos y electrofílicos. 
Muchos haptenos derivan de prohaptenos que requieren de una metabolización in vivo 
dentro de la epidermis para poder hacer uniones covalentes con las proteínas 
cutáneas. Algunos haptenoes metálicos no hacen tales uniones, sino interacciones 
débiles con las proteínas acarreadoras. Otros, se unen directamente y con gran 
afinidad a las moléculas clase 11 de las CPAg (Clement et al., 1979, Sinigaglia 1994). 
Así, lo que activa a los linfocitos T activados es un péptido "haptenizado", expresado 
en el contexto de moléculas clase 1 y 11 del CPH. Lo anterior implica que el estado 
metabólico del hospedero podría 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 sensibilización, también 
llamada aferente o de inducción, ocurre por el primer contacto del hapteno con la piel. 
Las CL captan el hapteno y migran a la región paracortical de los ganglios linfáticos 
regionales, donde lo presentan y provocan una generación de linfocitos T hapteno
específicos, que después migran a la piel. En los humanos, esta fase tarda de 1 O a 15 
días; en ratones de 5 a 7 días y no tiene manifestaciones clínicas. La segunda fase o 
fase eferente o de reto, ocurre por la activación de linfocitos hapteno-específicos 
dérmicos, lo que desencadena el proceso inflamatorio. Esto se observa pocas horas 
después del segundo contacto o desafío con el hapteno; en el humano se da a las 72 
h y en el ratón a las 24 a 48 h. La reacción inflamatoria persiste unos días y luego 
disminuye rápidamente. Durante ese lapso, la piel manifiesta los signos clínicos 
referidos anteriormente. 
Existen numerosos informes de la participación de las CL en la HC. La observación de 
linfocitos epidérmicos en aposición a CL en la piel de pacientes sensibilizados 
activamente y en cobayos sensibilizados pasiva y activamente es la primera evidencia 
de la vinculación de CL a HC; adicionalmente, se observó que las CL se incrementan 
dentro de los vasos linfáticos dérmicos y en los ganglios linfáticos que drenan la linfa 
de los sitios cutáneos con HC (Silberberg 1971, 1973, Silberberg et al., 1974, 1975). 
Esto sugirió que las CL captarian Ag en la piel y los llevarian a los ganglios linfáticos 
donde los presentarían a "células inmunológicamente relevantes" (Silberberg et al., 
1976, 1978). La demostración de la afinidad especial de las CL por un amplio rango de 
haptenoes de contacto (aldehídos, metales y aminas) reforzó esta hipótesis (Shelley & 
Juhlin 1976, 1977). 
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Otras evidencias menos circunstanciales se aportaron posteriormente. Los animales 
tratados epicutáneamente con un hapteno en un sitio de piel con depleción natural o 
experimental de CL, son incapaces de desarrollar una respuesta de HC; por el 
contrario, se induce un estado de tolerancia inmunológica específica a dicho hapteno 
(Toews et al., 1981, Lynch et al., 1981, Halliday & Muller 1986). Por otro lado, la 
sensibilización de ratones puede inducirse con la inyección de una suspensión de 
células epidérmicas, de CL o de la línea 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 haptenización, es ineficiente en la inducción 
de la sensibilización y también induce tolerancia al hapteno. 
El empleo de FITC como hapteno ha permitido observar más directamente la 
participación de las CL en la captación de un hapteno, la migración a través de los 
vasos linfáticos y la presentación de aquel a los linfocitos T de las áreas paracorticales 
de los ganglios linfáticos (Macatonia et al., 1986, 1987). Otra evidencia aún más 
convincente del papel básico 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 linfáticos del 
ratón desnudo, fueron capaces de inducir una sensibilización a FITC después de la 
inyección a ratones vírgene5 del mismo haplotipo del donador del injerto cutáneo, lo 
que significaba que dichas células eran CL (además de poseer GCL) presentes en el 
injerto y que dentro de éste se habían "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 disminución de hasta un 
40% en el número de CL {Weinlich et al., 1989) o aún puede ser más pronunciada a 
las12 h, cambiando de 770 ± 190/mm2 a 20 ± 20/mm2

, cuando se aplica una dosis de 
sensibilización en la piel abdominal de ratón {Bergstresser et al., 1980). 
Otras modificaciones observadas en las CL inducidas por una dosis de un hapteno son 
la pérdida de las prolongaciones dendríticas {Bergstresser et al., 1980), el incremento 
en el RER y de la expresión de CPH clase 11 (Picus eta/., 1987), disminución o pérdida 
de la actividad de ATPasa (Hanau et al., 1989) e incremento en organelos 
involucrados en la endocitosis mediada por receptor, incluido el GCL (Kolde et al., 
1987, Hanau eta/., 1989). 
En los pollos se ha logrado inducir HC a oxazolona, a ácido pícrico y a DNFB 
(Maguirre et al., 1976), siguiendo una metodología similar a las utilizadas en los 
modelos de HC en mamíferos. Más aún, 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 mamíferos. 
El objetivo de esta parte del presente trabajo de tesis, es reproducir el experimento de 
inducción de HC al hapteno DNFB en pollos (Maguirre et al., 1976}, con algunas 
adaptaciones tomadas del modelo de mamíferos (Bergstresser et al., 1980, Toews et 
al 1981) para analizar la posible participación de las CL, a diferentes tiempos, durante 
la fase de sensibilización de HC al DNFB. 

63 
TESIS CON 

FALLA DE ORIGEN 



Materiales y Métodos 
Animales. Utilizamos pollos machos adultos Leghorn, de plumaje blanco, con barbas 
mayores de 1 cm de diámetro, proporcionados por el Departamento de Producción 
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. 

Sensibilización y reto con DNFB. La sensibilización al DNFB se produjo con la 
aplicación de 50 µL de DNFB al 0.5% diluido en acetona/aceite de oliva (4:1), en una 
superficie de 1 .5 cm2 de la apteria pectoral derecha (n= 8). Siete días después, los 
animales fueron retados con 50 µL de DNFB al 0.25º/o, diluido en el mismo vehículo, 
aplicado en la cara lateral de la barba derecha. La barba izquierda de cada animal se 
utilizó como testigo y sólo se aplicó el vehículo. 
Los animales controles (n= 2) fueron "sensibilizados" con el vehículo en la apteria 
pectoral derecha y retados siete después con 50 µL de DNFB al 0.25 % en la cara 
externa de la barba derecha. A barba izquierda de cada animal se le aplicó sólo el 
vehículo para comparar la respuesta con la barba derecha. 

Cuantificación de la respuesta de la HC. El grosor de las barbas de cada animal se 
realizó antes del reto y a las 24, 48, 72 y 96 11, después de aplicada la dosis de reto o 
del vehículo, según 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. 
Clínicamente, la HC fue identificada entre las 24 a 96 h después de la aplicación del 
hapteno, por la presencia una lesión eritematosa y edematizada, de bordes 
irregulares, seguido de la aparición de pápulas, de pequeñas vesículas, de exudado y 
de descamación. 

Sensibilización al DNFB y cambios en las CL. La sensibilización al DNFB se realizó 
en 3 animales como se mencionó arriba. A los 30 y 60 min y a las 4 h, se obtuvieron 
biopsias de piel de 4 mm de diámetro de la hapteria pectoral derecha tratada. Algunas 
muestras fueron fijadas durante 24 h en formaldehído al 1 O % amortiguado y 
procesadas para realizar cortes en parafina y tinción con H-E. Otras biopsias fueron 
incubadas en CaCl2 2M para separar láminas epidérmicas. Las dermis 
correspondientes fueron incluidas en OCT y congeladas inmediatamente en REVCO a 
-70 ºC, hasta la realización de cortes por congelación de 60 a 100 µm grosor, 
tangenciales a la superficie de la unión dermoepidérmica; ambas preparaciones, 
láminas y cortes por congelación, fueron procesadas para la demostración de células 
CPH clase 11 positivas por inmunofluorescencia indirecta, siguiendo la técnica descrita 
previamente (Pérez-Torres & Millán 1994). 
Para el estudio ultraestructural de las CL y de la piel tratada con DNFB en los 
diferentes tiempos, procesamos algunos fragmento de 1 mm3 de piel de la misma 
manera como se describió con anterioridad (Pérez-Torres & Ustarroz-Cano, 2001 ). 
Decidimos utilizar animales diferentes como controles (sólo recibieron el vehículo) 
debido a que los animales frecuentemente exploran con el pico, la parte interna de las 
alas y ambas hapterias pectorales, de modo que aún la hapteria no tratada con DNFB 
o con el vehículo, 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. 

Cuantificación de las CL epidérmicas CPH clase 11 positivas en h!lminas 
epidérmicas. Las CL epidérmicas CPH clase 11 positivas fueron cuantificadas en 
fotomicrografías obtenidas con el objetivo de 40X, cuyo campo fotográfico calibrado 
es de 96 500 µm2 . Los campos cuantificados (45 por cada animal) representan el 
número de CL en las áreas intercúmulos y se expresa como el número de células± 
OS /mm2

. 

Resultados 
Hipersensibilidad por contacto al DNFB en pollos adultos Leghom. Clínicamente, 
todos los animales sensibilizados y retados con DNFB presentaron hiperemia, edema, 
vesículas, exudación y descamación. En el primer grupo de animales (gráfica 1 ), el 
grosor pre-reto fue un poco menor a 2 mm, notándose 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 las 48 a 72 h. Tres de los 4 animales mostraron una 
disminución en el grosor de la barba a las 96 h, siendo este valor parecido al grosor 
pre-reto. Uno de los animales (línea amarilla, gráfica 1) mostró numerosas vesículas, 
exudado abundante, descamación gruesa y ulceración, lo cual podría explicar la 
disminución 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 las 24 h. 
En el segundo grupo (gráfica 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 aún 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 vehículo no mostraron 
cambios macroscópicos ni de grosor (datos no mostrados). 
Los animales controles (gráficas 1 y 2, flechas) prácticamente 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 recibió sólo el 
vehículo) presentó cambios similares a la barba derecha. Clínicamente, estos 
animales sólo mostraron una discreta coloración amarillenta de la zona retada con 
DNFB. 

Senslblllzaclón al DNFB. Estudio hlstopatológlco. Los cortes de piel (figura 1) 
demostraron un incremento en la celularidad en la dermis reticular, en forma dispersa 
y en cúmulos, a los 30 min después de la aplicación de la dosis de sensibilización al 
DNFB. A los 60 min esto fue observado más ampliamente en toda la dermis, 
incluyendo a la dermis papilar. A las 4 h, el infiltrado celular es más notable, sobre todo 
por la presencia de cúmulos celulares subepidérmicos, cercanos a la lámina basal. Un 
hallazgo destacable fue la presencia de cúmulos longitudinales de células, similares a 
"cordones", tanto en la dermis superficial como en la dermis profunda. 
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Los animales controles (sólo recibieron el vehículo como dosis de sensibilización) no 
mostraron ninguno de los cambios descritos anteriormente y la piel presentó un 
aspecto más plegado que la tratada con DNFB (figura 2a). 

Sensibilización al DNFB. lnmunofluorescencia para moléculas clase 11 del CPH 
en láminas epidérmicas y en cortes tangenciales de la dermis subyacente. En las 
láminas epidérmicas de Jos animales controles no se identificaron cambios en el 
número y distribución de las CL CPH clase 11 positivas (figura 3b), parámetros que 
fueron muy similares a los observados en las láminas epidérmicas procesadas para la 
demostración de ATPasa (figura 3a). Nótese el alto porcentaje de imbricación en la 
distribución y número de las CL ATPasa positivas (830 ± 134/mm2 ) y las CL CPH clase 
11 positivas (783 ± 102/mm2

) (figura 3a y b}. De hecho, las imágenes observadas en los 
tres tiempos estudiados, son semejantes a las de láminas epidérmicas obtenidas de 
una piel normal y sin ningún tratamiento. Los cortes tangenciales de la dermis en los 
animales controles mostraron muy escasas CD CPH clase 11 positivas (figura 2b). 
A los 30 min de aplicar el DNFB, se observan cambios notables en en número y 
morfología de las CL CPH clase 11 positivas (figura 4a-c). El número ha disminuido a 
307 ± 84 CL/mm2

, pero algunas células son de mayor tamaño y muestran una 
fluorescencia más intensa (figura 4a); la distribución en cúmulos y entre cúmulos 
parece normal en algunas zonas de piel aunque hay grandes áreas de depleción 
(figura 4b) y sólo se observan cúmulos con menor densidad celular y escasas células 
vecinas (figura 4c). La dermis subyacente a estas láminas epidérmicas también 
muestra cambios evidentes. La presencia de CD CPH clase 11 positivas se ha 
incrementado notablemente, formando cúmulos (figura 5a) o distribuyéndose más 
homogéneamente en el tejido conjuntivo (figura 5b). Sin embargo, el cambio más 
llamativo es la presencia de estructuras tubulares o "cordonales", con numerosas 
células inmunofluorescentes asociadas a la pared (figuras 5 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 aplicación del DNFB, las CL presentan una distribución similar 
a la normal pero con una evidente disminución en el número (525 ± 92/mm2 ). Los 
cúmulos presentan células más dendríticas y de mayor tamaño que a los 30 min y son 
más fluorescentes que las CL de las áreas intercúmulos (figuras 6a-b). En la dermis 
subyacente, los cordones o estructuras tubulares aparecen de mayor calibre, tal vez 
por el mayor número de células CPH clase 11 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 sensibilización con DNFB, el número (316 ± 76/mm2 ), 

morfología y distribución de las CL CPH clase 11 positivas es muy similar a lo 
observado a los 30 min. Existen áreas de depleción de CL (figura 8b); las CL de los 
cúmulos no muestran dendritas y los cuerpos celulares son muy fluorescentes (figuras 
8a-c). Algunas imágenes de CL son sugestivas de actividad mitótica (figura Bb, flecha). 
En la dermis, los cordones de células fluorescentes son más largos (figura 9b) y 
algunos presentan un gran densidad celular (figura 9c). Las células CPH clase 11 
positivas parecen más numerosas y con distribución más homogénea que a los 30 y 
60 min, aunque la mayoría son redondas y casi no se observan CD (figura 9a). 
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Sensibilización al DNFB. Estudio ultraestructural. Prácticamente 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 vesículas cubiertas, de vesículas citoplásmicas lisas, de cuerpos multivesiculares y 
de estructuras tubulares similares al sistema endosomal (figura 10a-b). Las CL basales 
presentaron prolongaciones citoplásmicas dirigidas hacia la unión dermoepidérmica 
(figura 10c-e), con GCL atípicos (figura 10c-d, flechas). No se observó pérdida de 
continuidad de la lámina basal por el paso de células como las descritas 
anteriormente. En la dermis supeñicial no observamos células parecidas a CL 
Identificamos algunas estructuras vasculares cuyas paredes están formadas por 
células endoteliales de grosor irregular, carentes de lámina 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 1 Of). Los 
queratinocitos no mostraron cambios evidentes. 
A las 4 h de tratamiento con DNFB, todas la células con características de CL se 
localizan en estrato basal de la epidermis, muy cercanas o en contacto con la lámina 
basal, y con numerosas vesículas claras (figura 11 a-c, flechas). Frecuentemente 
contenían un citocentro bien organizado, con más mitocondrias y lisosomas (figura 
11 a). En la dermis supeñicial, se observó que células con prolongaciones largas 
(figura 12a-d, flechas) rodean a otras con características similares a las CL basales 
pero con un mayor contenido de organelos como mitocondrias, vesículas, 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 
citoplásmicos, también fueron observadas dentro de espacios limitados por delgadas 
prolongaciones citoplásmicas que dejaban entre sí grandes espacios o hendiduras, 
comunicadas directamente con el tejido conectivo vecino (figura 13 a-d, flechas). 
Muchos queratinocitos basales presentaron núcleos con abundante eucromatina y 
algunos con 1 ó 2 nucleolos prominentes. 
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Hlperaenalbllldad por contacto a 
DNFB en pollos adultos Leghom 

(n=4) 

Cuantificación de la respuesta de hipersensibilidad por contacto en pollos al hapteno 
dinitrofluorobenceno (DNFB). La sensibilización de los animales se realiZó con 50µL de DNFB 
al 0.5% en acetona:aceite de oliva aplicado epicutáneamente en la apteria pectoral (1.5 cm2 ) y 
la dosis de reto fue 50 µL de DNFB al 0.25% aplicado en alguna de las barbas. Se empleó un 
calibrador micrométrico (Mitutoya~ para realizar las mediciones de grosor de la barba antes y 
después del reto, en los tiempos especificados. Los animales tratados mostraron un 
incremento en el grosor de la 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 presentó veslculas cutáneas y 
descamación gruesa después de 48 h de reto y por ello el grosor de la barba disminuyó 
(amarillo). Las mediciones del animal control (retado sólo con el vehiculo) están seftaladas 
con la flecha. 
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Respuesta de hipersensibilidad por contacto al dinitrofluorobenceno (DNFB) en pollos. 
Los animales fueron sensibilizados con 50 µL de DNFB al O.SºA. en acetona:aceite de oliva 
aplicado en la piel de la apteria pectoral (1.5 cm2) y 7 dfas después fueron retados con 50 
µL de DNFB al 0.25% en alguna de las barbas. El grosor de éstas se midió antes y 
después de la dosis de reto con un calibrador micrométrico (Mitutoya~. Los animales 
control fueron retados sólo con el vehfculo. El incremento de grosor de las barbas de los 
animales tratados alcanzó un máximo entre las 24h a 48h y dos de ellos (amarillo y azul) 
lo mantuvieron hasta las 96 h. El animal control (flecha) prácticamente no muestra 
cambios. 
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Figura 1. Fotomicrografias de piel de pollo adulto tratada con dinitrofluorobenceno al 0.5% 
como dosis de sensibilización al hapteno. A los 30 min se observa mayor celularidad en la 
dermis reticular (profunda) y a los 60 min hay un incremento de células en la dermis 
papilar (superficial). A las 4 h es más evidente la presencia de cúmulos celulares en la 
dermis, muy cerca de la membrana basal. Otra observación destacable es la formación de 
Mcordonesw celulares densos, probablemente asociados a estructuras vasculares 
sanguíneas o linfáticas (flechas). 30 min, 60 min y 4 h izquierda: 320X; 4 h derecha BOOX. 
Hematoxilina-eosina. 
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Figura 2. Células de Langerhans ATPasa positivas (a; 830±134/mm2 ) y moléculas clase 11 
positivas (b; 783±102/mm2 ) de láminas epidérmicas de pollos. separadas de la dermis 1 h 
después de la aplicación del vehículo acetona/aceite de oliva (4: 1 ). en la apteria pectoral. 
La distribución, morfologia y número de las CL son similares a la de una epidermis normal 
o no tratada y a las de epidermis obtenida a los 30 min y a las 4 h de aplicado el vehículo. 
Son característicos los cúmulos densos y la distribución más homogénea intercúmulos de 
las CL Ambas imágenes a 100X. 
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Figura 3. Imagen histológica de piel de pollo (a) tratada con el vehículo 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 cúmulos de células como los observados después de 
aplicación de DNFB al 0.5% diluido en el mismo vehlculo. En la ínmunofluorescencia para 
moléculas clase 11 del CPH de los cortes tangenciales de la dermis, 1 h después de la 
aplicación del vehlculo, 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 11 positivas en láminas epidérmicas de 
pollos adultos separadas de la dermis 30 min después de la aplicación epicutánea de 
dinitrofluorobenceno al O.So/o. Algunas zonas muestran una distribución de CL normal 
aunque con menor número de células (a); sin embargo, es frecuente observan grandes 
zonas con depleción de CL (b) y en otras sólo se conservan en los cúmulos (c). El número 
de CL es de 307±84/mm2

• a=200X; by c=100X. lnmunofluorescencia indirecta. 
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Figura 5. lnmunofluorescencia indirecta para moléculas clase 11 del CPH de pollos, en 
cortes gruesos (10 µm) 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 dendrfticas) se 
encuentran en cúmulos (a) o dispersas en el tejido conjuntivo de la dermis (b). Es notable 
la formación de "cordones" de células CPH clase 11 positivas debido a su relación con 
estructuras probablemente vasculares (flechas). a y b= 100X; c y d=200X. 
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Figura 6. lnmunofluorescencia indirecta para demostrar células de Langerhans (CL) 
moléculas clase 11 positivas en láminas epidérmicas obtenidas del la apteria 
pectoral, 1 h después del tratamiento con dinitrofluorobenceno al 0.5%. Las CL 
asociadas a cúmulos (a y b, flechas) se observan más dendrlticas que las células 
de la figura 4 y aparentemente son más fluorescentes. En las zonas epidérmicas 
entre los cúmulos, el número de CL es ligeramente menor al de una lámina control, 
pero es mayor (525±92/mm2

) que a los 30 min de la aplicación del hapteno. 
a=200X; b=100X. 
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Figura 7. Células moléculas clase 11 positivas del pollo en la dermis de la apteria pectoral, 
después de 1 h de tratamiento con dinitrofluorobenceno al 0.5°/o. Las células fluorescentes 
están más relacionadas con las estructuras vasculares, haciendo que los Mcordones" se 
observen más grueso y con una mayor densidad celular (a y c). Algunas células CPH 
clase 11 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. Láminas epidérmicas del pollo separadas de la dermis, luego de 4 h de la 
aplicación epicutánea del hapteno dinitrofluorobenceno al 0.5%. La distribución, 
moñología y número (316±76/mm2

) 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 cúmulos parecen ser más fluorescentes (a y c, flechas). Algunas imágenes 
como la señalada en la figura b (flecha) podrían interpretarse como mitosis 
intraepidérmica de las CL a, by c=200X. lnmunofluorescencia indirecta. 
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Figura 9. lnmunofluorescencia indirecta para moléculas clase 11 del CPH en células de la 
dermis del pollo, después de 4 h de la aplicación del hapteno dinitrofluorobenceno al O.So/o 
en la piel de la hapteria pectoral. La distribución de las células fluorescentes es más 
homogénea que en los tiempos anteriores (30 y 60 min), la mayoria son redondas y sólo 
se observan algunas células dendriticas. El patrón de "cordones" se mantiene (a y b) y 
algunos muestran una fluorescencia intensa debido a la alta densidad de células clase 11 
positivas asociadas a los mismos (c). a, b, c= 100X. 
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Figura 10. Micrografla electrónica de piel de pollo adulto una hora después de la 
aplicación epicutánea de dinitrofluorobenceno al 0.5%. Las células dendrlticas de 
la epidermis (CL) del pollo muestran algunas veslculas, cuerpos multivesiculares 
y estructuras membranosas de apariencia tubular cercanas a la membrana 
plasmática que semejan algunos gránulos de Birbeck atlpicos (flechas) 
observados en CL de mamlfero que realizan endocitosis in vitro. La mayorla de 
las CL epidérmicas de la piel tratada pl'"esentan prolongaciones citoplásmicas 
dirigidas hacia la del'"mis y en ésta se observan elementos vasculares que 
podl'"ían corresponder a capilares linfáticos. No se observaron CL a tl'"avés de la 
unión dermoepidél'"mica ni células similares en la del'"mis superficial. Barra= 2µm. 
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Figura 11. Micrograflas electrónicas de piel de pollo adulto, 4 horas después de la 
aplicación epicutánea de dinitrofluorobenceno al 0.5%. Algunas células basales con 
características similares a las células de Langerhans presentan numerosas vesículas 
claras (a, b, e, flechas). probablemente endocíticas, y prolongaciones dirigidas hacia la 
dermis. Barras= 5 µm 
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Figura 12. Micrograflas electrónicas de la piel de pollo adulto 4 h después de la aplicación 
epicutánea de dinitrofluorobenceno al 0.5% (dosis de sensibilización). En la dermis papilar se 
observa una célula uHraestructuralmente similar a las descritas en la figura 11 rodeada por 
prolongaciones citoplásmicas largas de espesor variable (flechas) que pertenecen a otra célula 
que carece de lámina basal. Aparentemente. la primera, con un citoplasma rico en filamentos 
delgados, veslculas claras y organelos parecidos a GCL (cabeza de flecha), ocupa un espacio 
formado por la segunda. Barras= 2 µm 
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Figura 13. Micrografías electrónicas de la dermis del pollo 4 h después de la aplicación de 
dinitrofluorobenceno al 0.5% sobre la epidennis. En la dermis superficial (a y b) y en la dermis profunda (c y 
d) se observan células parecidas a CL (a y e) y de aspecto linfoide (b) dentro de espacios que 
probablemente corresponden a vasos linfáticos ya que presentan un contorno de grosor irregular de las 
células endoteliales, no existe una lámina basal y ni pmsentan pericitos. Es notable la p¡esencia de 
grandes hendiduras o discontinuidades (Hechas) en la pared de estos vasos, lo cual facilitaña el paso de 
células y de liquido tisular hacia la luz. La mayor-la de las células •intravasculares· presentan numerosas 
vesículas claras, lisosornas y otras estructuras tubulares que pueden corresponder al sistema endoSOrnal (a, 
e, d). En algunas es posible identificar algunos velos citoplásmioos (d). Barras= 2 ~m. 
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Discusión 

En el presente trabajo se comprobó que los pollos responden a la sensibilización y al reto 
con el hapteno DNFB desarrollando un cuadro clínico compatible con una dermatitis por 
contacto. En la mayoría de los animales sensibilizados, los datos clínicos cutáneos 
correlacionaron con el aumento de grosor de la barba retada, mientras que la 
desaparición paulatina de la hiperemia, el edema y la exudación, acompañó a la 
restauración del grosor previo a la aplicación de la dosis de reto. Por el contrario, la 
ausencia de cambios macroscópicos en los animales controles y en las barbas 
contralaterales de los animales sensibilizados, estuvo asociada a un mínimo 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 sensibilización y al tiempo en que los 
cambios clínicos y de grosor de la piel son máximos en la piel retada (Bour et al., 1997), la 
HC en los pollos es similar a la de los ratones. En estos animales, la dosis de reto 
frecuentemente se aplica en el dorso de la oreja y la respuesta se evalúa 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, confirmándose 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 inmunización con DNFB, lo cual nos permitiría analizar la respuesta de las CL 
a la dosis de sensibilización 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 aplicación epicutánea del DNFB permite especular que tal 
infiltrado podría estar formado por células que salen de la circulación sanguínea hacia la 
dermis ylo por CL que han captado el hapteno y han iniciado su emigración hacia vasos 
linfáticos, pasando por la lámina basal y la dermis. En estudios realizados en mamíferos, 
se sabe que después de la aplicación epicutánea de un hapteno por contacto, el número 
de CL epidérmicas disminuye entre un 40°A. a 72% (Bergstresser et al., 1980; Bothan et 
al., 1987; van Wilsem EJG et al., 1994; Weinlich et al., 1998; Antonopoulos et al., 2001; 
Stoitzner et al., 2003). Concomitantemente, se observa un incremento de CL CD1 a 
positiva en la dermis (Graves et al., 1995) y de células veladas, como se llama a las CL 
dentro de los vasos linfáticos eferentes de la dermis, 2 h después de aplicado el hapteno 
(Silberberg-Sinakin et al., 1976, Lenz et al., 1993) y en los ganglios linfáticos 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 la celularidad dérmica observada en el 
presente trabajo. Sin embargo, no puede descartarse la participación de otras células 
como macrófagos y CD dérmicas, aún no caracterizadas en pollos, en dicho infiltrado, ya 
que se les ha asignado un papel en la inducción de la HC (Streilein, 1989; Kurimoto et al., 
1995; Bacci et al., 1997; Sato et al., 1998). 
lnteresantemente, también observamos que la aplicación epicutánea del DNFB provocó 
una disminución en el número de CL clase 11 positivas, de hasta un 65 % a los 30 min y 4 
h, que se acompañó de un incremento de CL clase 11 positiva en la dermis subyacente a la 
epidermis tratada con dicho hapteno. Una observación importante relacionada con lo 
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anterior, fue la identificación de estructuras vasculares o en forma de "cordones" a los que 
se asociaban CD y otras más redondeadas, que expresaban moléculas clase 11 del CPH. 
La presencia de estas células y el calibre de los "cordones" fue más notable 4 h después 
de la aplicación de la dosis de sensibilización del DNFB. Estas estructuras cardenales han 
sido descritas en la dermis de ratón en un modelo de cultivo de órgano para estudiar la 
migración espontánea de CL en trasplantes y explantes de piel (Larsen et al., 1990). En 
este estudio se demostró que las CL salen de la epidermis entre las 4 y 24 h de cultivo y a 
los 3 días forman arreglos en hileras no azarosas en los linfáticos dérmicos antes de salir 
de la piel hacia el medio. Posteriormente, se observó lo mismo en cultivos de piel 
humana, demostrándose que más del 50°/o de las CD con una alta expresión de 
moléculas clase 11 del CPH asociadas a los "cordones" también eran positivas para el 
antígeno Lag, específico para el GCL Asimismo, se demostró ultraestructuralmente que 
los "cordones" eran vasos linfáticos y que carecían de marcadores del endotelio vascular 
sanguíneo como el Ag relacionado al factor VIII y la positividad al AcMo PAL-E (Lukas et 
al., 1996). En un estudio más detallado de cultivo de piel de ratón sensibilizada a 
trinitroclorobenceno, quedó claro que estos "cordones" pueden formarse in vivo, que son 
CD54/ICAM-1 negativos, que poseen todas las características de vasos linfáticos y que a 
través de ellos migran CL y CD dérmicas con signos estructurales de maduración, como 
son las vesículas endocíticas. menor número de GCL y un citoesqueleto prominente 
('Neinlich et al., 1998). Estas células entran a la luz de los vasos linfáticos través de 
grandes espacios intercelulares dejados por las delgadas células endoteliales, las cuales 
carecen de lámina basal y de uniones estrechas (Stoitzner et al., 2002). Dos trabajos más 
recientes confirman plenamente los conceptos anteriores, definiendo más aún que las CL 
que entran a los vasos linfáticos dérmicos son Langerina positivas, clase 11 positivas y que 
expresan marcadores de maduración como 2A1 y moléculas coestimulatorias como CD40 
y CD86 (Ratzinger et al., 2002; Stoitzner et al., 2003). 
Otros hallazgos interesantes debido a la aplicación de DNFB, son los cambios 
morfológicos y en el fenotípico 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 cúmulos, tienen un aspecto más dendrítico, son más grandes y la 
inmunofluorescencia parece ser más intensa. Estas características han sido consideradas 
como datos de maduración de la CL en mamíferos (Aiba & Katz 1990; Cumberbatch eta!., 
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 al., 2001 ). La relevancia de 
estos cambios es que está plenamente aceptado que la hiperrregulación de las moléculas 
clase 11 del CPH, entre otros parámetros, acompaña a la transformación de las CL en una 
célula con gran eficiencia en la inducción de respuestas T específicas (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 microscopía electrónica del presente trabajo aportan evidencia adicional 
de que las CL de pollo responden de manera similar a las de los mamíferos ante la 
estimulación con un hapteno de contacto. A los 30 min después de la aplicación 
epicutánea de DNFB, las CL suprabasales presentaron hoyos y vesículas cubiertas, 
cuerpos multivesiculares y algunas vesículas citoplásmicas probablemente endocíticas; a 
los 60 min, las CL tienen prolongaciones citoplásmicas dirigidas hacia la lámina basal, 
poseen las estructuras endocíticas observadas a los 30 min y algunos organelos tubulares 
similares a GCL atípicos, localizados en la vecindad de la membrana plasmática. A las 4 
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h, la mayoría de las CL son de mayor tamaño, cercanas a la lámina basal, contienen más 
mitocondrias y vesículas claras; en la dermis superficial y profunda, las CL se localizan 
dentro de espacios limitados por células endoteliales, cuyas características recuerdan a 
los vasos linfáticos descritos en la piel (Skobe & Detmar, 2000). Es notable que estos 
hallazgos ultraestructurales sean muy parecidos a los encontrados en las CL de cobayos, 
a los mismos tiempos posteriores a la aplicación epicutánea de una dosis de 
sensibilización de DNFB (Hanau et al., 1989). 
Las CL de humanos y murinos endocitan moléculas propias expresadas en la membrana 
como las del CPH y el Ag CD1 a, así como moléculas externas unidas a su superficie 
como Ac o proteínas de la cubierta del VIH (Hanau et al., 1987; Girolomoni et al., 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 inducción de numerosas 
estructuras endocíticas en las CL "haptenizadas" parece ser selectiva o específica ya que 
los compuestos análogos a los haptenos más potentes o los compuestos no haptenos o 
tolerogénicos, prácticamente no producen cambios ultraestructurales y los irritantes 
provocan daño celular irreversible y no activación endocítica (Kolde & Knop, 1987; Becker 
et al., 1994). En este sentido, la pérdida del aspecto dendrítico de numerosas CL después 
de la aplicación de DNFB podría estar relacionada con la internalización de moléculas 
clase 11 del CPH para el ensamblaje intracelular del complejo hapteno-péptido-moléculas 
clase 11. Sin embargo, como ya mencionamos anteriormente, también observamos CL 
más dendríticas y con mayor intensidad de la inmunofluorescencia. Por ello, y a reserva 
de emplear otra metodología posteriormente, los cambios morfológicos y en el fenotipo de 
las CL descritas aqui, sugieren que estas células hiperrregulan moléculas clase 11 del CPH 
y luego las endocitan en las primeras 4 h después de la aplicación epicutánea de DNFB, 
como ocurre con las CL de mamíferos. 
Es importante señalar que los haptenos provocan hiporregulación de E-cadherina en las 
CL y en los queratinocitos con la consecuente pérdida de la adhesión entre estas células 
y la pérdida del aspecto dendrítico de las CL, lo cual es uno de los muchos eventos 
preparatorios para la emigración de las CL. (Tang et al., 1993; Borkowski et al., 1994; 
Blauvelt et al., 1995; Cumberbatch et al., 1996). Si esta activación y migración de las CL 
del pollo son ciertas y tiene Ja· relevancia funcional conocida para las CL de mamíferos, los 
queratinocitos del pollo también deben jugar un papel importante en los cambios de las 
CL. Los queratinocitos son la principal subpoblación 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 combinación con hibridación líquida, se ha 
demostrado que en la piel se hiperregulan, a nivel de RNAm, IL-1a, IL-1p, MIP-2, IP-10 e 
1-Aa, esta última precede a la identificación de moléculas clase 11 del CPH, después de la 
aplicación epicutánea del hapteno dinitroclorobenceno. La aplicación de irritantes o 
tolerógenos hiperrregulan IFN-y, TNF-cx. y GM-CSF (Enk & Katz, 1992). El RNAm de IL-1P 
se incrementa a los 15 min y el de TNF-cx. 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-1 p. y de 1-Aa, mientras que los 
queratinocitos lo son de IL-1a, TNF-cx., IP-10 y MIP2 y los linfocitos originan el IFN--y (Enk 
& Katz, 1992). Esta secuencia rápida de eventos moleculares (de 15 min a 4 h), 
identificadas en los mamíferos, podría también ocurrir en los pollos y explicar el 
establecimiento de los diversos cambios morfológicos y de fenotipo relacionados con la 
activación-maduración-migración de CL de estos animales, inducido por DNFB. El papel 
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de IL-113 como la primera señal, en tiempo y en la inducción de TNF-a, está claramente 
demostrado ya que la inyección cutánea de esta citocina mimetiza exactamente los 
cambios celulares y moleculares inducidos por alergenos (Enk et al., 1993). 
Así, aunque el abordaje presentado aquí para explorar la funcionalidad de las CL 
epidérmicas del pollo, teniendo como modelo la inducción de HC a un hapteno por 
contacto, es básicamente morfológico, los resultados obtenidos son muy alentadores 
porque sugieren que la reactividad de las CL de pollos comparte o tiene una gran similitud 
con la de los mamíferos. Sin embargo, una primera gran diferencia entre la migración de 
CL de mamíferos y las de pollo es que aquellas migran hacia ganglios linfáticos y las 
aves, excepto los patos y algunas especies marinas, no presentan estos órganos linfoides 
secundarios bien organizados, sino como nódulos linfoides murales (White, 1981). Sin 
embargo, este asunto es aún controversia! ya que algunos autores han aportado 
evidencia de la existencia de verdaderos ganglios linfaticos en los pollos (Biggs, 1957; 
McCorkle et al., 1 979; Olah & Glick, 1983, 1984 ). Esta circunstancia obliga a definir el sitio 
donde se llevarían a cabo las respuestas inmunológicas primarias inducidas por las CL 
epidérmicas del pollo. Un buen candidato es el bazo, en el cual se han identificado CD 
(Gallego et al., 1992, 1993) que podrían tener una relación ontogénica y funcional con las 
CL epidérmicas. 
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CONCLUSIONES GENERALES 

1. Las células dendríticas epidérmicas ATPasa positivas/clase 11 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 rápidamente a la aplicación epicutánea del hapteno por 
contacto dinitrofluorobenceno, aumentado las estructuras endocíticas, la expresión de 
moléculas clase 11 de CPH y migrando de la epidermis a la dermis y a los vasos linfáticos. 
Así, desde el punto de vista funcional, existe una gran homología entre las CL de la 
epidermis de pollos y las de los mamíferos. 

3. Los epitelios de la córnea, conjuntiva, lengua y esófago del pollo, poseen CD ATPasa 
positivas, clase 11 positivas y con los criterios ultraestructurales suficientes para se 
consideradas equivalentes a las CL de la epidermis. 

4. En el periodo de 35 días posteclosión hay una depleción natural de CL en la epidermis 
del pollo. Durante este periodo, las diferencias sexuales en el número CL y en la dinámica 
de expresión de la ATPasa y de las moléculas clase 11 del CPH, sugieren la existencia de 
un dimorfismo sexual en las CL del pollo. 
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PERSPECTIVAS 

1. La depleción natural de CL epidérmicas en el pollo durante los primeros 35 días 
posteclosión podría ser aprovechada para saber si en esas condiciones se induce 
tolerancia inmunológica y no HC a un hapteno, como ocurre en los mamíferos que reciben 
la dosis de sensibilización en una zona naturalmente depletada de CL o por tratamiento 
con radiación ultravioleta o con corticoides. 

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

3. En la vida postnatal de los mamíferos, los sitios naturalmente depletados de CL 
permanecen con esa disminución durante toda la vida. La piel de los pollos durante los 
primeros 35 días posteclosión podría ser un modelo adecuado y de fácil acceso para 
estudiar los eventos moleculares necesarios para la llegada de los precursores de las CL 
a la piel. También podría evaluarse la participación de la división celular in situ en la 
población de CL epidérmicas. 

4. La primera forma de organización morfológica intraepidérmica de las CL es la 
formación de cúmulos de células ATPasa positivas/moléculas clase 11 positivas. Los 
cambios morfológicos y de fenotipo de las CL presente en estos cúmulos son muy 
llamativos en la inducción de HC. Tenemos evidencia de que en dichas estructuras 
coexisten CL y linfocitos CT4 (CD4) y CTB (CDS) positivos. Aún no hemos descrito las 
relaciones estructurales intraepiteliales de estas poblaciones celulares y cuál es su 
comportamiento ontogénico o funcional, por ejemplo, en la HC. Creemos que esta 
característica particular de los pollos podría dar más información de las relaciones 
funcionales intraepidérmicas entre una célula que presenta antígenos y otra que 
responde. La ausencia de ganglio linfáticos regionales en el pollo podría tener relación 
directa con la presencia de estos cúmulos 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 linfáticos. Resulta atractivo pensar que es el bazo el órgano linfoide a donde 
llegarían las CL epidérmicas después de la aplicación epicutánea una dosis de DNFB. 
Dos alternativas podrían responder esta interrogante. Identificar CL con GCL en la vaina 
periarteriolar del bazo después de la estimulación cutánea con DNFB o utilizar un hapteno 
fluorescente como FITC o TRICT, el cual, al ser captado, podría facilitar la identificación 
de las CL que hubieran migrado al bazo. Esta misma estrategia podría emplearse para 
buscar CL en los escasos nódulos linfoides identificados sobre algunas venas de las 
patas y las alas. 
Ya que se ha demostrado que FITC puede difundir hasta los vasos sanguíneos después 
de su aplicación epicutánea, haríamos una comparación de resultados utilizando una piel 
con número alto de CL como en las apterias, contra una con disminución casi total de CL, 
como la piel de las patas. La piel depletada naturalmente durante el periodo posteclosión 
también podría ser tratada para este fin. 
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6. La inducción eficiente de respuestas inmunológicas asociadas a la piel requiere de la 
presencia morfológica y funcional de ganglios linfáticos regionales. Si el bazo de los pollos 
tuviera la importancia de los ganglios linfáticos regionales de la piel, la esplenectomía 
experimental en pollos disminuiría o aboliría la inducción de respuestas inmunológicas 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 Fe para lgs. 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 permitiría estudiar con mayor acuciosidad cuál es su 
capacidad fagocítica y endocítica, en condiciones normales y luego de la estimulación con 
haptenos o como se induce en macrófagos. Suponemos que la actividad endocítica de las 
CL del pollo es similar a la de las CL de mamíferos, mientras que su capacidad fagocitica 
será más importante. En este sentido, seria interesante estudiar si las CI del pollo 
endocitan moléculas clase 11 en asociación a la formación de los gránulos de Birbeck. 

9. Asimismo, contar con CL aisladas nos permitiría diseñar experimentos de presentación 
de antígenos, similares a los que se emplearon para definir el papel de las CL en la 
activación de linfocitos T. 

1 O. Hasta ahora sabemos que la piel y algunas mucosas del pollo contienen CL. Sin 
embargo, los conceptos de SAL T (skin-associated lymphoid tissue) o SIS (skin immune 
system) y MAL T (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 intención inicial es contribuir en la integración 
de los conceptos de SAL T y MAL T para las mucosas estudiadas y otras en el pollo. 
Una aportación del presente trabajo, junto con la ya conocida presencia de CD en timo, 
bolsa de Fabricio, tonsila cecal y bazo, es que los pollos poseen un sistema de células 
dendríticas, posiblemente homólogo al de los mamíferos. 

11. Ampliar el estudio de las CL del pollo con histoquímica para la demostración de la 
captación de haptenos como metales, aminas y aldehídos, aportaría elementos 
funcionales para completar la homología de las CL del pollo con la de los mamíferos. 

12. La piel del pollo es más simple estructuralmente que las de cualquier mamífero. La 
epidermis prácticamente sólo está formada por los estratos germinativo o basal y el 
estrato córneo, no contiene melanocitos, excepto en el cañon de las plumas y el la dermis. 
Como la gran mayoría de las aves, la piel carece de glándulas sebáceas y sudoríparas. 
Lo anterior hace que la piel de las aves sea un modelo más simple, aparentemente, para 
estudiar la biología de las CL y ciertos aspectos filogenéticos o evolutivos del sistema 
inmunológico de la piel (SIS) o del tejido linfoide asociado a la piel (SAL T). 
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13. Circunstancialmente hemos observado que las CL ATPasa positivas de los pollos son 
más dendríticas y hacen cúmulos de mayor tamaño en los sitios cutáneos con 
ectoparásitos. Queremos aprovechar esta situación para estudiar la CL con 
inmunofluorescencia para moléculas clase 11 y microscopía electrónica, conjuntamente 
con el estudio de subpoblaciones de linfocitos T epidérmicos. El objetivo de este estudio 
es valorar si podría ser un modelo natural de activación de CL y de presentación de 
antígenos y activación in situ de linfocitos T. 

14. El concepto de las CL ha evolucionado. Actualmente son consideradas adjuvantes 
naturales del sistema inmunológico, junto con tas CD, útiles en el diseño de nuevas 
estrategias de inmunización y de tratamiento contra neoplasias. Con la idea de trabajar en 
estos tópicos, esperamos establecer investigaciones en colaboración con interesados en 
el tema, en producción animal y en patología de aves. 
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