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I N T R o D u e e I o N 

El tejido periodontal enfermo muestra como una característica 

constante, la presencia de un infiltrado inflamatorio denso -

compuesto por células inmunocompetentes que pueden ser activa 

das desde etapas tempranas del padecimiento (1~3). 

Las interacciones que ocurren entre estas células y los produc­

tos de los microorganismos que forman la placa bacteriana, dan 

como resultado el establecimiento de mecanismos efectores inmu 

nol6gicos y otros de orígen no específico que actúan como me­

diadores del daño que sufre el periodonto (4-8). 

Los efectos potenciales que se derivan de la activaci6n de es 

tos diferentes sistemas que pueden participar en las enfermed~ 

des periodontales (E.P.) han sido estudiados en forma amplia 

(9-12),sin embargo, el conocimiento que se tiene no permite es 

tablecer la importancia de la participaci6n relativa a .e cada­

uno de ellos. 

La dificultad que ha representado la identificaci6n y la natu­

raleza de los componentes celulares inmunocompetentes que están 

presentes en diversos procesos, ha ocasionado que el conoci~~ · 

miento que se tiene de esto resulta poco profundo y básicamente 

permanece a un nivel de identificaci6n morfol6gica. 
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Actualmente estas limitaciones se han ido superando a · medida­

que se han logrado utilizar diferentes marcadores celulares -

para la identif icaci6n de poblaciones celulares inmunocompeten 

tes con propiedades funcionales definidas (13-15). De esta -

manera, la investigaci6n en áreas donde confluyen la inmunolo-

gía y l~ biología celular ha logrado grandes avances. 

Una gran parte de este d~sarrollo se ha debido a la repercusi6n 

de los trabajos de Kohler y Milstein (1975). Estos investig~ 

dores lograron demostrar por medio de la fusi6n de células de 

mieloma de rat6n con células linfoides de bazo de ratones in-

munizados, que los híbridos resultantes originan clonas que s~ 

cretan anticuerpos mono-específicos para cada uno de los antíge 

nos empleados en la inmunizaci6n (16-17). 

Los híbridos celulares obtenidos por este procedimiento pueden 

ser separados y mantenidos indefinidamente en cultivo (18) dis-

poniendo con ello de una fuente practicamente inagotable de -

anticuepos monoclonales (AcMc) de especificidad conocida diri-

gida hacia un solo determinante antigénico. 

La tecnología de los AcMc ha tenido una gran penetraci6n resul­

tando de particular importancia en campos relacionados al inm~ 

no diagn6stico, la purificaci6n de antígenos y la identifica­

ci6n de determinantes anEigénicos presentes en las membranas-
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de células humanas, animales y bacterianas (19-22). 

Los adelantos obte nidos en relación al análisis y separaci6n 

de poblaciones celulares por medio de la identificación de mar 

cadores antigénicos de membrana exclusivos para cada estirpe­

celular, han permitido conocer con mayor profundidad el compor­

tamiento en la respuesta inmunol6gica(RI) de cada uno de los -

elementos que participan (23-25). 

Algunas de estas células del sistema inmunol6gico, como los -

linfocitos T, se han ido subdividiendo de acuerdo con algunas 

de sus característic.as funcionales identificadas por la expre­

sión de diferentes moléculas de superficie que resultan exclu­

sivas para cada subpoblaci6n (26-28). Otras células, como las 

de Langerhans presentes en los epitelios y otros tejidos, pue­

den ser ahora identificadas mediante antisueros que proporcio­

nan un elevado grado de confiabilidad (29-31). 

La~ células de Langerhans (C.L.), que durante mucho tiempo -

permanecieron sin que fueran conocidas sus funciones, son con­

sideradas ahora como un componente importante del sistema in­

munol6gico con la capacidad para presentar antígenos (32) y -

controlar el paso de linfocitos T en epitelios (33). 

Esta capacidad para actuar en epitelios como un análogo funcio-
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nal de los macr6fagos en la captaci6n de antígenos, representa 

una nueva área de investigacl.6n que seguramente permitirá com-

prender con mayor claridad los mecanismos de expresi6n local -

de la respuesta inmunol6gica. 

Recientemente, se han conocido marcadores específicos que son 

utilizados para la identificaci6n de las C.L., entre los cua-

les se encuentran: 

1) El. anticuerpo monoclonal anti~T-6 {OKT-6 ,Ortho Pharmaceuti-

cal) , con especificidad para antígenos presentes en las membra 

nas de células tímicas normales, pero que también reconocen a 

un -antígeno similar de la membrana plasmática de las C .·L. 

2) Los anticuerpos monoclonales con especificidad para molé­

culas DR {HLA tipo II) que están presentes en células inmune-

competentes. En relaci6n a los epitelios las células de Lan-. 

gerhans parecen ser las ünicas células residentes que expresan 

este antígeno, por lo cual el empleo de este marcador es alta-

mente específico. 

3) La proteína S-100, presente en el citoplasma de algunas cé-

lulas normales y tumorales. - Esta . proteína se consflier6 inicial 

mente como exclusiva para células del sistema nervioso central, 
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sin embargo, se han acumulado evidencias de que puede estar -

presente en otras células no relac~onadas, como ocurre con los 

melanocitos y células de Langerhans en la piel-(34-36). 

Dentro de los objetivos fijados en el presente trabajo se en­

cuentra, la demostraci6n preliminar por medio de técnicas in-­

munohistoquímicas de la existencia de proteían S-100 en células 

del epitelio gingival, así como la posibilidad de utilizar una­

doble reacci6n tintoreal para diferenciar en un mismo campo de 

una muestra de epitelio: queratinocitos, melanocitos y células 

de Langerhans. 

De igual forma se intenta realizar un análisis del valor de la 

proteína S-100 para ser utilizado como una ayuda en el diagn6s­

tico de diferentes patologías y en el desarrollo de modelos de 

experimentaci6n. 
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REVISION DE LA LITERATURA 

Se realizó una revisión bibliográfica, con el objeto de propor 

cionar un marco teórico elemental en relaci6n a los campos de 

investigación citados en este trabajo. 

Los t6picos generales que enmarcan este capítulo se describen 

en los siguientes incisos: 1) Células de Langerhans. 2) Anti­

cuerpos monoclonales y 3) Proteína S-100. 

CELULAS DE LANGERHANS 

En 1968 Paul Langerhans describi6 una célula dendrítica que -

se encuentra presente en la epidermis y que se pensó era un -

elemento sensorial con receptores extra-cutáneos para el sis­

tema nervios (37). Estas células han sido poco estudiadas -

debido a su dificultad para ser analizadas por métodos conven­

cionales. 

EN los mamíferos, las C.L., son encontradas en la mayoría de 

los epitelios escamosos incluyendo la piel (38), mucosa oral 

{39) es6fago, vagina y mucosa del recto (40). Las C.L., son 

actualmente consideradas como residentes normales de la epi­

dermis de mamíferos, sin embargo, han sido observadas en otras 

estructuraS"' como los ganglioslinfáticos (41), conductos de 
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glándulas ceb~ceás (42), y conductos de glándulas ap6crinas -

(43), entre otras . 

Esta estirpe celular representa una poblaci6n menor de los e-

pitelios escamosos y epidermis humana, en donde son observadas 

en porcentaje de 2-6% del número total de células epidérmicas 

( 44) • 

En la piel, las C.L., aparecen principalmente en la porci6n -

media de la epidermis eh donde reciben el nombre de C.L. tipo 

I, debido a su gran número de dendritas, su citoplasma electro-

denso y los numerosos gránulos de Birbeck. Las C.L. tipo II, 

aparecen en la capa basal de la epidermis conteniendo pocas -

dendritas y gránulos de Birbeck (45). 

En 1961 Birbeck y Cols. (46) describieron este gránulo distin-

tivo que se presenta en el citoplasma y que ha sido utilizado 

como un marcadOLcelular para la identificaci6n en microscopía 

electr6nica (47), no habiéndose conocido a la fecha su orígen 

y funci6n. 

El conocimiento del tejido que dá orígen a las C.L., parece 

estar siendo establecido recientemente. Una serie de descu-

brimientos han mostrado que estas células no encuentran su -

orígen en la cres ta-neural (48). Silvers y Cols. (49) demos-
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traron que la piel de ratones carentes de estos elementos de 

la cresta-neural pueden desarrollar células de Langerhans pe-

ro no melanocitos y células de Schwann. 

Actualmente las evidencias se han ido acumulando para indicar 

que las C.L. tienen un orígen mesenquimal (50). En relaci6n 

a ello, ha resultado un hallazgo importante el hecho de que-

las células presentes en la histiccitosis X (Fig. 1) semejan 

morfol6gicamente a las C.L., además de contener igualmente -

gránulos de Birbeck (51), esto parece sugerir que las C.L. -

pueden pertenecer a la línea celular macr6fago-monocito. 

La foto 1 muestra un corte histol6gico de una caso de histio-

ci:tosis X pulmonar; se observa un espacio alveolar el cual -

contiene un número importante de células con caracter histio-

cítico. En el intersticio, también se observan en menor can-

tidad este tipo de células. El citoplasma presenta una colo-

raci6n rojiza como resultado de la positividad de la proteína 

S-100 (ver Resultados) • 

La visualizaci6n de las C.L. en los tejidos ha representado -

un problema importante para su estudio, debido a la poca es-

pecificidad de las técnicas disponibles y a la dificultad en 

su manejo. Habitualmente han sido utilizadas para su demos-

traci6n una gran variedad de métodos, entre los cuales desta-
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Fig. No. 1 

HISTIOCITOSIS X (PULMON) .- SE MUESTRA LA IMAGEN DE UNA 
REACCION DE INMUNOPEROXIDASA (PAP) UTILIZANDO COMO 

ANTICUERPO PRIMARIO UN ANTISUERO ANTIPROTEINA S-
100. ANTERIORMENTE A ESTE ANALISIS SE OBSERVO ME 

DIANTE MICROSCOPIA ELECTRONICA (95) LA PRESEN-
CIA DE GRANULOS RAQUETOIDES DE BIRBECK - 9 



can impregnaciones con sales de oro tinciones supravitales,-

histofluorescencia con DOPA, sistemas enzimáticos corno la --

ATPasa-sulfidrilo, o bien su reconocimiento a nivel ultraes-

tructural (52). 

Recientemente el estudio de la C.L. ha sido facilitado debido 

a la incorporaci6n de metodología para demostrar marcadores -

celulares de superficie corno las moléculas Ia en rat6n o HLA-

DR en humanos, mediante anticuerpos monoclonales conocidos -

corno OKT-6 y por la existencia de otros marcadores citoplásrni 

cos corno la proteína S-100. 

Durante más de 100 años, las funciones de las células de Lan-

gerhans permanecieron oscuras, sin embargo, el trabajo expe-

rirnental realizado en la última ciécada ha ocasionado ,que estas 

células sean cons ideradas en la actualidad por su capacidad -

inrnunocornpetente para captar y presentar antígenos en la in-

ducci6n de la respuesta inrnunol6gica. La funci6n de las C.L. 

parece tener una expresi6n local en diversos epitelios (53-55~ 

Stingl :y Cols. (56) demostraron mediante rosetas con eritrocitos 

de carnero cubiertas con IgM o IgG que las C.L. de epitelios -

humanos son capaces de unir el fragmento Fe de la Ig, además 

de tener receptores para el componente c3 del complemento. En 

adici6n, las C.L. de humano y rat6n unen antígenos de histo-

compatibilidad de las especificidades D/DR (57) e I-A e I-E/C 
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(58) respectivamente. Las C.L. representan la única poblaci6n 

celular de la epidermis que expresa estos antígenos de histo-

compatibilidad tipo II. 

Actualmente es conocido que los genes del complejo principal-

del complejo HLA codifican para un gran número de funciones -

del sistema inmunol6gico (59-61). La regulaci6n de la capa­

cidad de respuesta timo-dependiente, depende de un grupo es­

pecífico de estos genes al cual se denomina como genes Ir; -­

estos genes son a su vez responsables de la expresi6n de glu­

coproteínas en la membrána ~!asmática de células inmunocompe­

tentes y reciben el nombre de antígenos Ia en células de ra­

t6n o bien, antígenos DR en el humano (62). 

Basándose en el hecho de que la gran mayoría de los estudios­

referentes a la participaci6n de células con capacidad para -

presentar antígenos estan realizados en macr6fagos, es nece-

sario relacionar algunos conocimientos obtenidos sobre la 

funci6n de estas células con las ;células de Langerhans: 

Los macr6fagos considerados desde hace muchos años como célu­

las fundamentales para la expresi6n de la respuesta imunol6-

gica en donde desempeñan un papel crítico en la regulaci6n -­

de la activaci6n y proliferaci6n de linfocitos (63-66), pare­

cen poseer diversa~ analogías con ~as C.L. En la actualidad 
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se han acumulado muchas evidencias que apoyan la hip6tesis de 

que la membrana plasmática del macr6fago es el substrato para 

el reconocimiento de antígeno por medio de subpoblaciones de 

linfocitos T (67). Por otro lado, existen también datos que 

demuestran que las interacciones entre las células presenta-

doras de antígenos con linfocitos son mediadas a través de mo-

léculas Ia. Esto representa la expresi6n funcional de los ge-

ner Ir en células como los macr6fagos o en las C.L. que son -

su equivalente funcional en la epidermis (68). 

Las variaciones en la expresi6n de moléculas Ia en los macr6-

fagos se correlacionan con cambios en su capacidad para pre-

sentar antígenos (69). En cobayos se ha visto que unicamente 

15 a 20% de los macr6fagos obtenidos a partir de exudado peri-

toneal poseen antígenos Ia. Aparentemente esta subpoblaci6n 

de macr6f agos está determinada para realizar una funci6n fun- . 

damental en la activaci6n de células T (70) . aún más, la pérdi-

da de moléculas Ia de los macr6fagos durante cultivos resulta 

en una disminuci6n proporcional de su capacidad para la presen-

taci6n antigénica, mientras que la adquisici6n de las mismas 

mediante exposici6n a linfocitos dá por resultado un incremen-

to en su actividad como célula accesoria (71) • 

Estos resultados demuestran una funci6n para las células de-

Langerhans,siendo considera4~s actualmente como células acce-
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sorias con capacidad para captar y presentar antígenos, desde 

el momento en que los hallazgos citados en relaci6n a los ma­

cr6fagos han sido corroborados funcionalmente en las células 

de Langerhans. 

El conocimiento de las diferentes analogías entre macr6fagos 

y células de Langerhans ha proporciorado un nuevo campo de in­

vestigaci6n que intenta conocer la funci6n de las C.L. en las 

respuestas inmunol6gicas que ocurren localmente en epitelios. 

ANTICUERPOS MONOCLONALES · 

En 1975 Kohler y Milstein proporcionaron una de las mayores -

aportaciones en el campo de la investigación biológica. Estos 

autores lograron obtener células híbridas mediante la fusi6n­

de una célula productora de anticuerpos, tomada de bazo de ra 

t6n y una célula de mieloma de la misma especie (16-17). El 

resultado es una célula que produce anticuerpos con capacidad 

ilimitada de proliferación. (Hibridoma). 

Las células empleadas en este primer sistema experimental fue­

ron todas provenientes de cepas de ratones singénicos BALB/C 

y las clonas híbridas que se obtuvieron demostraron su capaci­

dad para inducir tumores al ser inoculadas en ratones de la -

misma cepa, o bien, la posibilidad de reproducirse in vitro 
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en cultivos celulares, proporcionando as! grandes cantidades 

de anticuerpos específicos conocidos como anticuerpos mono-

clonales (AcMc) • 

Uno de los beneficios más importantes que se obtuvieron al di~ 

poner de AcMc es la posibilidad( 1.de identificar, marcar y purifi 

car antígenos presentes en células que no habían podido ser -

purificadas por lo métodos convencionales y que por lo mismo 

eran totalmente desconocidas (23-25). 

Los anticuerpos obtenidos por inmunizaci6n deliberada de dife-

rentes especies animal~s carecen de reproducibilidad y mani-

f iestan una gran heteroespecificidad que corresponde a los --

múltiples determinantes antigénicos que pueden estar presentes 

( 7 2) • 

En la producci6n de los híbridos de células somáticas,el pri-

mer paso importante es lograr la fusi6n de las células. Esto 

ha sido posible mediante la utilizaci6n de agentes como el vi-

rus de Sendai inactivado y más recientemente con agentes como 

es el polietilenglicol (PEG). (73-74). 

La introducci6n del PEG para la fusi6n celular es una Lde las 

modificaciones re~lizadas a la descripci6n original de la téc-

nica, con lo cual, se .ha conseguido s~mplificar notablemente 
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el procedimiento (75). Es importante señalar que unicamente 

en un porcentaje pequeño de las células fusionadas se puede -

lograr la fusión del núcleo, para que con ello exista la po-

sibilidad de mantener una línea de células híbridas viables-

y con la capacidad para llevar a cabo la síntesis de AcMc de 

especificidad conocida. Los detalles en relac·ión a la metodo-

logía para la producción, identificaci6n y mantenimiento de -

los híbridos productores de AcMc no son uno de los objetivos 

de esta revisi6n, por lo que se sugiere revisar las citas 76-

y 77 en donde se reúne una amplia información al respecto. 

Subsecuentemente a los trabajos de Kohler y Milstein han se-

guido una serie de estudios que demuestran la obtenci6n de -

AcMc que identifican antígenos restringidos a subclases fun-

cionales de células T y otras células leucocitarias. Los pri 

meros que se obtuvieron fueron producidos por una compañía -

privada (Ortho Pharmaceutical) y a los AcMc los denomin6 con 

las siglas OK, seguida de la letra que indica la estirpe celu~ 

lar y un número de identificaci6n. Posteriormente han apare-

cido otros AcMc que utilizan nomenclaturas diferentes, algu-

nas de las cuales se resumen en el cuadro l. 

Recientemente un anticuerpo monoclonal denominado OKT-6, que 

había sido identificado inicialmente por su capacidad para re-

conocer un antígeno presente en timocitos normales ha demostra-
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cuadro 1 

ANTICUERPOS MONOCLONAES PARA ANTIGENOS DE SUPERFICIE 

DE LINFOCITOS T HUMANOS 

Anticuerpos 

MJnoclonales 
Anti-T-1 

Anti-T-3 

Anti-T-12 

Anti-T-4 

Anti-T-8('1'-5) 

Anti-T-6 

Anti-T-10 

Anti-T-11 

Anti-'IQl 

Clave: 
Anti-T 
Leu 
OK 
NA.1/34 

Poblaci6n 

definida 
Todas las Células T rraduras y 
tirrocitos rredulares eXpresados, 
Tl, T3 y T12. Además, Tl es ex 
presado en tirrocitos de la cor 
teza. -

La rrayoría de los tirrocitos y 
50-65% de células T periféri­
cas. 

La rrayoría de los tirrocitos y 
25-35% de células T periféri-
cas. 

70-80% de tirrocitos 

Todos los tirrocitos, células 
T activadas y células plásma. 
Todos los ti.nocitos y células 
T. 

50% de Células T perifªricas 
la rrayoría de las cuales son 
del subtipo T4+ 

Fabricante: 

Nombres 

C.orrerciales 

Anti-T-3A 

Leu4, OKT3 

Anti-T-4 
A 

Leu3a,b 
OKT4 
Anti-T-8A 

Leu 2a,b 
OKT-8 

Anti--'!'::-~ 
Leu6, CJKTff 

Nal/34 

OKTlO 

Anti-T-11, 9 ,6. 
LeuS, OKTll 

Coulter Electronics, Hialeah, Florida 
Bceton, Mountain View, california 
Ortho Pha.nnaceutical, Rai tan, New Jerse: 
Accurate Olemicals, New Jersey. 

Reinherz E. 1982 
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do identificar un antígeno similar en la membrana de las célu-

las de Langerhans (78) • 

Los antisueros OKT-6 están constituidos por anticuerpos de-

la subclase IgG1 , no poseen capacidad para ~ijar complemento, 

muestran afinidad a ft2M y son hom6logos a los aloantígenos­

TL de rat6n (moléculas presentes en timocítos y algunas leu­

cemias de rat6n, pero nunca en células de la médula 6sea o -

linfocitos periféricos) (79). 

Mediante diferentes pruebas inmunocitcquímicas el AcMc OKT-6 

ha probado ser un reactivo que identifica específicamente cé­

lulas de Langerhans, lo que resulta muy importante en relaci6n 

a las posibilidades de estudio de esta poblaci6n celular, ya­

que la mayoría de sus- características histoquímicas o recepto-

res de membrana anteriormente conocidos no resultan específi-

cos para ellas (80). 

Por otro lado Stingl y Cols. han demostrado que las C.L. expre­

san en su membrana celular antígenos Ia/DR (HLA tipo II) (81). 

La disponibilidad de antisueros de AcMc anti DR humano propor­

ciona otra valiosa posibilidad para la identificaci6n de las­

células de Langerhans, ya que aún cuando las moléculas Ia/DR 

son compartidas por diferentes células inmunocompetentes, las 

C.L. representan las únicas cé.1::-ulas residentes en epitelios -
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que lo poseen (82). 

La descripci6n de nuevos métodos para la visualizaci6n de las 

células de Langerhans mediante anticuerpos monoclonales con-

jugados con peroxidasa o moléculas fluorescentes abre nuevas 

posibilidades para el estudio de su distribuci6n y comporta~ 

miento en diferentes estados patol6gicos, superando con ello 

las dificultades técnicas y falta de especificidad que habfan 

prevalecido en el estudio de esta lfnea celular. 

PROTEINA S-100 

En 1965 Moore y Cols. lograron extraer y purificar a partir -

del cerebo bovino una proteína a la cual denominaron S-100 --

(83). Su nombre se debi6 a la solubilidad que presenta esta 

molécula en sulfato de amonio saturado al 100% en pH neutro-

( 84) • 

Isobe y Cols. demostraron que la S-100 está constitufda por~ 

dos proteínas que resultan muy similares entre sí: la proteí-

na S-lOOa ( ,subunidades ) y S-lOOb ( ,subunidades, 

que presentan un peso molecular de 20,900 y 21,000 respecti-

vamente (85). 

La metodología que se utiliza comunmente para la visua1izaci6n 
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del antígeno S-100 se basa en la técnica peroxidasa- anti­

peroxidasa (PAP), en la cual se utiliza como anticuerpo pri-

maria un antisuero anti-S-100 (86). Otra posibilidad para -

realizar su identif icaci6n se encuentra en la utilizaci6n de 

microscopía electr6nica (87). 

Inici~lmente se supuso que esta proteína resultaba exclusiva 

para el sistema nervioso y que era sintetizada por células --

gliales (88-89). En consecuencia, la presencia de S-100 se -

utiliz6 como si se tratara de un marcadorespecífico para cé-

lulas de este sistema y algunos tumores der:i..vados de él (90) • 

A medida que se ha ido obteniendo mayor conocimiento del com- · 

portamiento y distribuci6n de esta proteína intracelular~ tan 

to en tejidos normales como en tejidos patol6gicos, se ha es-

tablecido que no resulta estrictamente específica para el sis-

tema nervioso y que otras células normales o tumorales de di-

ferente or!gen pueden contenerla (91-92). 

A pesar del cuestionamiento de la especificidad de la S-100 -

como un marcador para células gliales y que por lo mismo su -

presencia no pueda ser considerada específica de una sola es-

tirpe celular, su distribuci6n no ocurre en forma aleatoria,-

por lo cual el conocimiento que se tiene de ella ha motivado 

el planteamiento de diferentes posibili~ades para ser utiliza-
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da dentro del campo de la patología ·diagn6stica (93~94) • 

Acutualrnente no se conoce la raz6n de que la proteína S-100 es~ 

té presente en diferentes células normales provenientes de -

distintas capas germinativas durante la ontogenia, sin embar­

go, se ha propuesto que los tipos celulares que contienen la 

S-100 derivan de un antecesor común y que han emigrado durante 

la embriogénesis a diferentes tejidos que han constituído su 

localizaci6n final (94) • 

Dentro de los tejidos normales en que se ha detectado la S-100 

destacan: Las neuronas y células de Schwan en tejido nervioso, 

melanoci tos y célilas de Langerhans en pie l , célulás . rnioepi te­

liales y conductos de algunas glándulas, corno las salivales -

etc, y en relaci6n a los tejidos neoplásicos: el melanoma ma­

ligno, adenoma pleomorfo, osteocondroma e nistiocitosis X en-

tre otros. {86) 

En lo referente a la presencia de p r oteína S-100 en las célu­

las que constituyen los epitelios, las células de Merckel y los 

queratinocitos, resultan negativos y por lo tanto son facilmen 

te distinguibles de los melanocitos y las células de Langerhans 

en las cuales se ha demostrado la proteína (87). 

La primera observaci6n de que las C.L. contienen esta proteína 
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fue realizada por Nakajima y Cols. ( ~94), quienes encontraron 

que la capa suprabasal de la epidermis presenta células den-

dríticas positivas compatibles a las células de Langerhans;-

posteriormente esta asociaci6n fue confirmada por Cocchia y 

Cols. ( " 87) quienes demostraron mediante microscopía electr6-

nica que los elementos suprabasa1es de la epidermis que con-

tienen proteína S-100 son efectivamente células de Langerhans. 

La reciente disponibilidad de marcadores celulares para las -

células de Langerhans como la proteína S-100 y los anticuer-

pos monoclonales anti-T-6 y anti-Ia/DR, ha permitido la iden-

tificaci6n de la célula con un elevado grado de confiabilidad1 

lo cual ha ocasionado un gran interés por desarrollar modelos 

experimentales que permiten conocer el comportamiento de estas 

células en diferentes condiciones biol6gicas. 

En cuanto a los reactivos que hemos mencionado para la identi-
• 

ficaci6n de las C.L., cabe señalar que existen diferencias mar 

cadas en relaci6n a su especificidad, sin embargo, resulta muy 

importante conocer las ventajas y limitaciones de cada uno de 

ellos para adquirir de esta manera un criterio que nos permita 

las selecci6n adecuada del reactivo de acuerdo a nuestros .obje-

ti vos. 

...... 
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MATERIALES Y METODOS 

Se realiz6 un análisis de la presencia de la proteína S-100-

en diferentes tejidos sanos y enfermos, mediante la técnica­

de inrnunoperoxidasa {PAP), utilizando corno anticuerpo prima­

rio un antisuero anti-proteína-S-lOO{DAKO). El método de in­

rnunoperoxidasa fue igualmente utilizado con la rnodificaci6n­

de una doble reacci6nJal ser incluído previamente el tejido­

fresco en 3, 4-dihidroxifenilanalinia {DOPA) con el objeto -

de diferenciar en forma clara a los rnelancoitos residuales -

en la estructura epitelial, debido a que estas células tam­

bién contienen proteína S-100 en su citoplasma. 

Las muestras estudiadas fueron gentilmente donadas por el In~ 

tituto Nacional de Cancerología, S.S.A., así como por el Ins­

tituto de Salubridad y Enfermedades Tropicales {Departamento 

de Dermatología} • EL tejido gingival estudiado fue obtenido -

en el Departamento de Periodoncia de la División de Posgrado,. 

Facultad de Odontología, U.N.A.M. 

TEJIDOS.- encía normal, piel normal, cerebelo, piel con viti 

ligo, tejido nervioso periférico, histiocitosis maligna, his­

tiositosis X, y melanorna maligno. 

CONTROL POSITIVO.- Los cortes de histiocitosis X fueron"tltili-
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zados como control debido a que anteriormente había sido ana-

lizado su contenido de proteína S-100 ( 95 ). El especímen-

provenía de un paciente de 18 años de edad con lesiones pul-

manares en las cuales se había demostrado previamente mediante 

microscopía electr6nica la presencia de granules "raquetoides 

de Langerhans" (Birbeck), en las células histiocíticas y de -

proteína S-100, usando el mismo antisuero primario que se -

utilizaría en este estudio (DAKO) . 

CONTROL NEGATIVO.- Se emplearon cortes de rnelanoma maligno -­
~ 

·utilizando suero diluído de conejos no inmunizados, en lugar 

del anticuerpo primario. 

PROCEDIMIENTO.- A. Desparafinizaci6n y rehidrataci6n de los -

cortes. 

l. Se colocan las secciones en un horno a 56-60°C durante 30 

minutdis. 

2. Se ·· tra.risfiere la laminilla a un recipeinte con Xilol, y -

así se mantine durante 3 minutos. 

\ 3. Se elimina el exceso de líquido y se coloca la laminilla -

en alcohol absoluto durante 3 minutos. ( Se repite el procedí 

miento). 
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4. Se elimina nuevamente el exceso de l!quido y se coloca la 

laminilla en alcohol al 95% durante 3 minutos. (Se repite el 

procedimiento) • 

5. Se enjuaga la laminilla en agua circulante durante 30 se­

gundos, evitando que el agua golpee directamente el tejido, -

con el objeto de eliminar el alcohol. Finalmente se deja en 

soluci6n salina de fosfatos (PBS) durante 5 minutos. 

B. Eliminaci6n de la actividad de la peroxidasa end6gena. 

l. Este paso es fundamental debido a que varias células nor­

malmente contienen peroxidasa, entre las que se incluyen las 

células de Langerhans. 

2. Los cortes deben colocarse en una soluci6n de per6xido de 

hidr6geno y metanol (Per6xido de hidr6geno al 3%, SOml. y me­

tano! 200 ml.) por 20 minutos. Se lavan las laminillas en -

agua circulante por un minuto y se colocan en soluci6n amor­

tiguadora (TRIS) durante 5 minutos. 

c. Proceso para eliminar futuras reacciones inespecíficas en­

tre las inmunoglobulinas, la queratina y la colágena de los -

cortes. 

24 
• 



• 

l. Se uso suero porcino normal al 3%, obtenido de Dako Corpora 

tion C.A. instilado sobre los cortes colocados en forma hori­

zontal en una caja húmeda (se incuban durante 40 minutos a -

temperatura ambiente) • 

2. Se elimina el exceso de suero y los corte se colocan en un 

baño de soluci6n TRIS durante 20 minutos sobre un vibrador. 

D. Colocaci6n del anticuerpo primario. 

l. El anticuerpo primario se coloca cubriendo cuidadosamente 

todo el tejido y se incuba durante 20 minutos. 

2. Se realizan dos baños en soluci6n TRIS con duraci6n de 20 -

minutos cada uno. 

E. Aplicaci6n del anticu~rpo de uni6n. 

l. Se us6 para este prop6sito suero porcino anti-suero de cone­

jo a una dilusi6n 1:20 (DAKO), con el objeto de unir por medio 

de este anticuerpo al anticuerpo primario con el siguiente an­

ticuerpo antiperoxidasa. 

2. Los corte deben ser cubiertos con este suero e incubarse -

durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se elimina el exceso 
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de suero y se bañan . las laminillas en soluci6n TRIS durante-

20 minutos sobre un vibrador. 

F. Aplicaci6n del complejo peroxidasa-antiperoxidasa. 

l. El PAP es un complejo inmune, soluble, que consiste de la­

encima peroxidasa y su anticuerpo correspondiente inducido -

en conejos. Fue obtenido de Dako Corp. C.A., y utilizado a 

una diluci6n de 1:100. 

2. Los cortes fueron cubiertos con este suero e incubados por 

20 minutos a temperatura ambiente. Al terminar se elimina el 

exceso de suero, se lavan las laminillas y se dejan en baño­

con soluci6n TRIS durante 40 minutos con el objeto de elimi­

nar el anticuerpo no fijado. 

G. Aplicaci6n de la soluci6n de substrato. 

l. Se prepara una soluci6n fresca de 3, amino,9-etilcarbazol 

al 0.05% y per6xido de hidr6geno al 0.01% en una soluci6n amor­

tiguadora de acetatos al O.lM, pH 5.2. Los cortes se incuban 

en esta soluci6n durante 40 minutos a temperatura ambiente y 

se lavan en agua destilada para eliminar los precipitados de 

la reacci6n. 
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H. Tinci6n de contraste y montaje final de las laminillas. 
/ 

l. Se utiliza hematoxilina de Mayer, por no contener alcoholes. 

Las laminillas son colocadas en una rejilla y son incluídas en -

la soluci6n de hematoxilina por 5 minutos. Se lavan en agua 

corriente a 20 ºC. durante 7 minutos con el objeto de hacer-

el viraje de la tinci6n. 

2. Estando húmedas las laminillas se colocan los cubre-objetos 

utilizando gelatina/glicerol (DAKO) a 37ºC. 

MATERIALES Y REACTIVOS * 

- Per6xido de hidr6geno al 3%. 

- Suero porcinó, prediluído en soluci6n amortiguadora(TRIS) 

O.OSM, pH 7.6 

-Antisuero de conejo antiproteína S-100, prediluído en solu-

ci6n amortiguadora TRIS. O.OSM, pH7.6 

- Antisuero porcino anti-Ig de conejo, prediluído en soluci6n 

TRIS, o.OSM pH7.6 

- Soluci6n de complejo peroxidasa anti-peroxidasa (PAP) • 

3-amino-9-etilcarbazol 

- Soluci6n amortiguadora de acetatos al O.lM, pHS.2 

- Alcohol 

-Xilol ,..,.., 27 



- Agua bidestilada. 

- Soluci6n salina de fosfatos (PBS) • 

- Soluci6n arrortiguadora TRIS, O. OSM, pH7. 6 

- Tubos de ensayo graduados 

- Pipetas Pasteur 

- Columnas filtro 

- Hematoxilina de Mayer 

- Soluci6n glicerol/gelatina 

- Porta-objetos y cubre-objetos 

- Lápiz de diamante 

- Microscopio de luz standard 

* Tod0s l·JS :reactivos utilizados fueron obtenidos en los Laboratorios 

DAKO. 
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R E S U L T A D O S 

En la presente investigaci6n fue realizada la demostraci6n -

preliminar de la presencia de tejido gingival de células que 

contienen proteína S-100 en su citoplasma (Fig. 2-3) .Esto in­

dica, que es posible llevar a cabo la identificaci6n a nivel 

morfol6gico por medio de técnicas inmunohistoquímicas (PAP). ,·­

utilizando un anticuerpo primario que se una en forma especí­

fica a un antígeno presente en las células de Langerhans y m~ 

lanocitos en epitelios u otros tejidos, para de esta manera­

visualizarlas e identificarlas facilmente por medio de un mi­

croscopio de luz. 

Con el objeto de facilitar ,la identificaci6n de estas dos es­

tirpes celulares se muestra una modificaci6n a la técnica con­

vencional a la técnica de peroxidasa anti-peroxidasa (95) me­

diante la realizaci6n de una doble reacci6n tintoreal, colo­

cando el tejido fresco en una soluci6n de 3, 4-dihidroxifeni~ 

alanina (DOPA) al 0.1% durante 5 minutos, fijando en formalina 

al 10% con soluci6n amortiguadora de fosfatos,antes de ser in 

cluída la muestra en parafina. El resultado de la misma pro­

porciona una mayor confiabi.lidad en la identificaci6n de estas 

células,como puede apreciarse en la figura 4. 
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Fig. 2 CORTE DE ENCIA.- en la estructura epitelial destaca 

una célula ovoide cuyo citoplasma presenta una coloraci6n ro­

jiza corno resultado de su positividad a la reacci6n anti-pro­

teína S-100. 

Fig. 3 CORTE DE ENCIA.- se observa intercalada entre las célu 

las epi teli.ales una célula de morfología dendrítica que puede 

ser visualizada claramente debido a que fue utilizado el antí­

geno S-100 corno marcador celular. 

Fig. 4 PIEL CON VITILIGO.- se muestra una imagen histol6gica 

de un corte de una mancha vitiliginosa en la cual se realiz6 

una doble tinci6n mediante 3, 4-dihidroxifenilalanina y anti­

suero anti-proteína S-100. 

Las células DOPA positivas, se observan en el estrato basal­

de la epidermis, caracterizándose por su pigmento rnarr6n obs­

curo y su configuraci6n dendrítica. Por arriba de estas célu 

las y en la mitad de la epidermis aparecen otras células con 

el citoplasma rojizo, lo cual indica una positividad S-100 ~­

compatible con células de Langerhans. 
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Fig. No. 2 

CORTE DE ENCIA 
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Fig. No. 3 

CORTE DE ENCIA 
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Fig. No. 4 

PIEh CON VITILIGO.- SE MUESTRA UNA IMAGEN HISTIOLOGICA EN 
DONDE SE REALIZO UNA DOBLE TINCION QUE PERMITE IDENTIFICAR 
CONJUNTAMENTE CELULAS DOPA POSITIVAS (MELANOCITOS, EN EL -
ESTRATO BASAL DE LA EPIDERMIS) Y CELULAS PROTEINA S-100 PO-

. SITIVAS EN LA PORCION MEDIA DE LA MISMA (CELULAS DE LANGER-
HANS.) 33 



Por otro lado, fue igualmente confirmada la presencia de este 

marcador celular en tejidos sanos y patol6gicos no asociados-

a la cavidad oral. 

Los estudios iniciales consideraron a este marcador como es-

pecífico para células del sistema nervioso; las figuras 5, 6, 

y 7 muestran respectivamente la presencia de proteína S-100 en 

células de cerebelo, receptores nerviosos y tejido nervioso 

periférico. 

Fig. 5 CORTE DE CEREBELO HUMANO.- se muestran varias células 

de Purkinge, algunas con sus prolongaciones dendríticas típi­

+ cas, cuyo citoplasma es S-100 • 

Fig. 6 TEJIDO NERVIOSO PERIFERICO.- corte trasversal de un ner 

vio de tejido celular subcutáneo en el cual se encuentran en-

marcadas dentro del perineurio, numerosas células fusiformes, 

+ onduladas, con citoplasma proteína S-100 y que corresponden 

a células de Schwann. 

Fig. 7 PIEL NORMAL.- se presenta la imagen histol6gica de una 

zona acral en la cual se aprecia en la dermis papilar corpus-

culos nerviosos constituídos por células fusiformes en ovillo, 

compatibles con receptores de Meissner con citoplasma S-100+. 

34 



Fig. No. 6 

CORTE DE CEREBELO HUMANO.EN DONDE PUEDEN APRECIARSE AL­

GUNAS CELULAS DE PURKINGE (S-100 POSITIVAS) • 
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Fig. No. 5 
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Fig. No. 6 
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La proteína S-100 fue también analizada en algunos tumores de 

orígen no-neurogénico. Su presencia indica como anteriormen­

te había sido reportada que no es posible considerar a este 

marcador como específico para células del sistema nervioso. 

Fig. 8 y 9 HISTIOCITOSIS MALIGNA.- se muestra la imagen de un 

corte de un ganglio linfático, producto de autopsia de un ca­

so de histiocitosis maligna. Se observan numerosas células­

de aspecto histioide con muescas, algunas de las cuales se -

presentan en peripolesis. Otro número importante de células 

histiocíticas contie nen una coloraci6n rojiza del núcleo como 

evidencia de la presencia de la proteína s~100. 

Fig. 10 MELANOMA MALIGNO.- corte histol6gico en el cual se ob­

servan tecas de células anaplásicas, poliedricas, algunas de­

las cuales contienen pigmento melánico de color marr6n como­

evidencia de su histogénesis. Se observa además un aspecto­

rojizo del citoplasma de todas las células melánicas que de­

muestra su positividad al reactivo anti-S-100. 
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Fig. No. 8 

HISTOCITOSIS MALIGNA (GANGLIO LINFATICO) 
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Fig. No. 9 

HISTOCITOSIS MALIGNA (GANGLIO LINFATICO) 
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Fig. No. 10 

MELANOMA MALIGNO 41 



D I S C U S I O N 

Las células de Langerhans, residentes normales de los epite-

lios escamosos y de la epidermis de humanos y otros mamíferos, 

son actualmente motivo de intensa investigaci6n debido a que-

parecen realizar una actividad importante como. células presen-

tadoras de antígeno en las respuestas inmunol6gicas que ocu­

rren localmente en piel y epitelios. 

Recientemente las C.L. han sido reconocidas por ser los únicos 

componentes de los epitelios que contienen moléculas clase II 

(HLA-DR). Este hallazgo resulta muy importante debido a que 

las moléculas Hµ\/DR en humanos y H-2/Ia en rat6n y cobayo -

son expresadas selectivamente en células que poseen capacidad 

inmunol6gica. 

Conforme se ha progresado en el estudio de las C.L. se han ido 

acumulando evidencias que parecen sustentar la hip6tesis de -

su participaci6n en la captaci6n y presentaci6n a los linfoci-

tos T de moléculas inmunogénicas que logran acceso a los epi-

telios. Debido a ello, las enfermedades periodontales y otros 

padecimientos con participaci6n en su patogenia de mecanismos 

inmunol6gicos con expresi6n local, representan una nueva e im-

portante área de investigaci6n, que permite explorar la funci6n 

bil6gica de la células de Langerhans, la cual, hasta hace po~ 
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co tiempo era desconocido. 

La realizaci6n de estas investigaciones requiere de la crea-

ci6n previa de una infraestructura que permita desarrollar -

con resultados confiables la línea de trabajo en estudio. Es 

por ello, que hemos iniciado en el presente trabajo con la -

demostración en tejido gingival de un marcador celular (pro-

teína S-100) que ha sido reconocido previamente por estar pr~ 

sente en las células de Langerhans. 

La especificidad de este marcador para diferenciar entre cé-

lulas de Langerhans y rnelanocitcis dentro de la estructura epi 

telial puede ser aumentada mediante una rnodif icaci6n a la tec 

nica conven~ional de inrnunoperoxidasa (anti-S-100) , realizan-

do una doble reacci6n mediante la utilizaci6n previa de 3, 4-

dihidroxifenilalanina (DOPA). De esta forma, los melanocitos 

pueden ser identificados por adquirir una coloraci6n rnarr6n -

obscuro (DOPA+), eliminándose su positividad a la proteína S-

100 y quedándo las células de Langerhans corno las únicas cé-
' 

lulas que expresan en su citoplasma este marcador. La figura 

4 (hoja ) muestra clararnante que l~ identificaci6n de estas 

dos estirpes celulares puede realizarse en forma conjunta. 

Resulta de interés, considerar las posibilidades de la proteína . . 

S-100 para ser uti.lizada corno marcador celular dentro de rnode-
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los de experimen taci6n a desarrollarse en animales. Es ta pro-

teína, ha sido reportada por estar presente en diversas espe­

cies vertebradas, existiendo entre ellas una fuerte reactivi-

dad cruzada, lo cual en determinadas situaciones puede repre-

sentar una ventaja sobre otros marcadores que aún cuando son -

más específicos, solamente puederi. ,ser usados en humanos. 

El carácter local de las enfermedades periodontales, aunado a: 

la participaci6n en su patogenia de mecanismos inmunol6gicos; 

el paso continuo de antígenos bacterianos a través de los epi­

telios gingivales y la presencia inequívoca de células de Lan­

gerhans, las constituye como un excelente modelo para el estu­

dio del comportamiento de estas células, tanto en las E.P. como 

en otros padecimientos que afectan tejidos similares. 

La disponibilidad actual de anticuerpos monoclonales que reco­

nocen con gran especificidad poblaciones celulares humanas, in­

cluyendo las C.L., hacen necesario realizar un análisis cuida­

doso para la elecci6n adecuada de los reactivos que deben em­

plearse en el trabajo experimental, ya que a11n cuando estos an­

tisueros monoespecíficos permiten realizar análisis muy depura­

dos, su elevado costo de adquisici6n no permite su utilizaci6n 

sistemática. 

Por otro ladq, los alcances de la proteína S-100 para utilizarse 
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como un marcador pa~a el diagn6stico de tumores por mediosin­

munohistoquímicos, dependen básicamente de la comprensi6n de­

su distribuci6n en diferentes condiciones patol6gicas. 

Actualmente no es clara la raz6n de que la proteína S-100 se­

encuentre presente en diversas células normales que derivan de 

distintas capas germinativas durante la ontogenia. Sin embar­

go, es posible considerar que estas células pueden originarse 

de un antesesor comúrt imigrar durante la embriogénesis a su­

localizaci6n final en diferentes tejidos (29). 

La presencia de proteína S-100 en algunos tumores puede cons­

ti tuír un apoyo diagn6stico importante, ya que este marcador­

está presente en un número limitado de neoplasias y se encuen­

tra ausente en muchas otras. Aún más, su presencia representa 

una característica de la estirpe celular y no una consecuencia 

de alteraciones de las células tumorales siendo,con ello po­

sible confirmar su histogénesis al identificar la célula pro­

genitora normal productora de la proteína. 
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e o N e L u s I o N E s 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran la 

presencia en el tejido gingival de células que contienen pro­

teína S-100 en el citoplasma. 

Este hallazgo indica que es posible realizar la identificaci6n 

a nivel morfol6gico por medio de técnicas inmunohistoquímicas 

(PAP), de células de Langerhans y melanocitos, utilizando co­

mo marcador celular un anticuerpo primario (Anti-S-100) que se 

una en forma específica a un antígeno dei citoplasma. 

Aún más, la visualizaci6n de estas dos estirpes celulares, pue­

de ser realizada en forma más confiable e individual utilizan­

do una doble reacci6n tintoreal, incluyendo previamente el te-

j ido en 3, 4 , dihidroxifenilala.nina (DOPA). El permitir la reac-

ci6n enzimática de la DOPA,da como resultado que aún cuando -

los melanoci tos residuales hubieran reac.cionado con el anti sue­

ro primario, el producto de la reacci6n no es reconocible debi­

do a lo intenso de la coloraci6n de la DOPA, además de que es­

te procedimiento no interfiere en la técnica inmunohistoquími-

ca. 

La evidente participaci6n de las células de Langerhans en la­

captaci6n y presentaci6n de antígenos en epitelios, aunado al 
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caracter local de las enfermedades periodontales convierte a 

esos padecimientos en un excelente modelo para el estudio del 

comportamiento de estas células bajo diferentes condiciones­

patol6gicas. Los resultados que surjan de este nuevo campo 

de investigaci6n seguramente van a redituar en una mayor com­

prensi6n de los fen6menos de expresi6n local de la respuesta 

inmunol6gica, así como de los elementos que participan en ella. 

La posibilidad de utilizar a la proteína S-100 como un marca­

dor celular para la identificaci6n de las células de Langer­

hans u otras células normales o patol6gicas parece estar de­

terminada a la comprensi6n de su distribuci6n y la consecuen­

te variabilidad de especificidad en relaci6n a los diferentes 

tejidos que pueden estudiarse • 

• 
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R E S U M E N 

Fue demostrada la presencia de proteína S-100 en el citoplas­

ma de algunas células del epitelio gingival, utilizando la -

técnica de inrnunoperoxidasa (PAP) y corno anticuerpo primario 

antisuero antiproteína-S-100 (DAKO) • 

Se rnostr6 la posibilidad de realizar una rnodificaci6n a la -

técnica señalada mediante una reacci6n previa del tejido en-

3, 4-dihidroxifenilalanina (DOPA), y finalmente se realiz6 -

un análisis de los alcances de la proteína S-100 para ser ern 

pleado corno marcador celular, en algunas condiciones patol6 

gicas y en animales de experirnentaci6n. 
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