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INTRODUCCTION

El tejido periodontal enfermo muestra como una caracteristica
constante, la presencia de un infiltrado inflamatorio denso -
compuesto por células inmunocompetentes que pueden ser activi

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
nolégicos y otros de orfigen no especifico que actian como me-

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

Los efectos potenciales que se derivan de la activacién de es
tos diferentes sistemas que pueden participar en las enfermeda
des periodontales (E.P.) han sido estudiadbs en forma amplia
(9-12) ,sin embargo, el conocimiento que se tiene no permite es
tablecer la importancia de la participacién relativa de cada-

uno de ellos.

La dificultad que ha representado la identificacién y la natu-

raleza de los componentes celulares inmunocompetentes que estén

presentes en diversos procesos, ha ocasionado que el conoci== -
jgenuaque se tiene de esto resulta poco profundo y bésicamente

permanece a un nivel de identificacién morfolégica.
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Actualmente estas limitaciones se han ido superando a medida-
que se han logrado utilizar diferentes marcadores celulares -
para la identificacién de poblaciones celulares inmunocompeten
tes con propiedades funcionales definidas (13-15). De esta -
manera, la investigacién en dreas donde confluyen la inmunolo-

gia y la biologia celular ha logrado grandes avances.

Una gran parte de este desarrollo se ha debido a la repercusién
de los trabajos de KChler y Milstein (1975). Estos investiga
dores lograron demostrar por medio de la fusidén de células de
mieloma de ratdén con células linfoides de bazo de ratones in-
munizados, que los hibridos resultantes originan clonas que se
cretan anticuerpos mono-especificos para cada uno de los antige

nos empleados en la inmunizacibén (16-17).

Los hibridos 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 tecnologfa de los AcMc ha tenido una gran penetracibén resul-
tando de particular importancia en campos relacionados al inmu
no diagnéstico, la purificacién de antfigenos y la identifica-

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

Los adelantos obtenidos en relacién al andlisis y separacibn
de poblaciones celulares por medio de la identificacién de mar
cadores antigénicos de membrana exclusivos para cada estirpe-
celular, han permitido conocer con mayor profundidad el cdmpor—'
tamiento en la respuesta inmunolégica(RI) de cada uno de los -

elementos que participan (23-25).

Algunas de estas células del sistema inmunolégico, como los -

linfocitos T, se han ido subdividiendo de acuerdo con algunas

de sus caracteristicas funcionales identificadas por la expre-
si6én de diferentes moléculas de suverficie que resultan exclu-
sivas para cada subpoblacibén (26-28). JOtras 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).

Las 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-
munoldgico con la capacidad para presentar antfigenos (32) y -
controlar el paso de linfocitos T en epitelios (33).

Esta capacidad para aétuar en epitelios como un andlogo funcio-
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nal de los macrb6fagos en la captacién de antfigenos, representa
una nueva 4rea de investigacién que seguramente permitird com-
prender con mayor claridad los mecanismos de expresién local -

de la respuesta inmunol&égica.

Recientemente, se han conocido marcadores especificos que son
utilizados para la identificacién de las C.L., entre los cua-

les se encuentran:

1) El anticuerpo monoclonal anti-T-6 (OKT-6,0rtho Pharmaceuti-
cal), con especificidad para antigenos presentes en las membra
nas de células tfmicas normales, pero que también reconocen a

un antfigeno similar de la membrana plasmitica de las C.L.

2) Los anticuerpos monoclonales con especificidad para molé-
culas DR (HLA tipo II) que estén presenteé en células inmuno-
competentes. En relacién a los epitelios las cé&lulas de Lan-
gerhans parecen ser las finicas células residentes que expresan
este antigeno, por lo cual el empleo de este marcador es alta-

mente especifico.

3) La proteina S-100, presente en el citoplasma de algunas cé-
lulas normales y tumorales.- Esta proteina se consilierd inicial

mente como exclusiva para células del sistema nervioso central,
' 4



sin embargo, se han acumulado evidencias de que puede estar -
presente en otras células no relacionadas, 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 deméstracién preliminar por medio de técnicas in--
munohistoquimicas de la existencia de protefan S-100 en células
del epitelio gingival, asi como la posibilidad de utilizar una-
doble reaccién 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 andlisis del valor de la
proteina S-100 para ser utilizado como una ayuda en el diagnés-
tico de diferentes patologias y en el desarrollo de modelos de

experimentacidn.



REVISION DE LA LITERATURA

Se realiz6 una revisién bibliogr&fica, con el objeto de propor
cionar un marco tebrico elemental en relacién a los campos de

investigacién citados en este trabajo.

Los tépicos generales queAenmarcan este capitulo se describen
en los siguientes incisos: 1) Células de Langerhans. 2) Anti-

cuerpos monoclonales y 3) Protefna S-100.
CELULAS DE LANGERHANS

En 1968 Paul Langerhans describié una célula dendritica que -
se encuentra presente en la epidermis y que se pensd era un -
elemento sensorial con receptores extra-cutd@neos 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 mamiferos, las C.L., son encontradas en la mayorfa de
los epitelios escamosos incluyendo la piel (38), mucosa oral
(39) es6fago, végina y mucosa.del recto (40). Las C.L., son
actualmente consideradas como residentes normales de la epi-
dermis de mamiferos, sin embargo, han sido observadas en otras

estructuras~como los ganglioslinfdticos (41), conductos de --
' 6



glédndulas cebdceas (42), y conductos de glidndulas ap6crinas -

(43), entre otras.

Esta estirpe celular representa una poblacién menor de los e-
pitelios escamosos y epidermis humana, en donde son observadas
en porcentaje de 2-6% del nfmero total de células epidérmicas

(44) .

En la piel, las C.L., aparecen principalmente en la porcién -
media de la epidermis en donde reciben el nombre de C.L. tipo
I, debido a su gran nfimero de dendritas, su citoplasma electro-
denso y los numerosos gr&nulos de Birbeck. Las C.L. tipo II,
aparecen en la capa basal de la epidermis conteniendo pocas -

dendritas y grdnulos de Birbeck (45).

En 1961 Birbeck y Cols. (46) describieron este gr&nulo distin-
tivo que se presenta en el citoplasma y que ha sido u;;lizado
como un marcadar celular para la identificacién en microscopia
electrdnica (47), no habiéndose conocido a la fecha su orfgen

y funcién.

El conocimiento del tejido que da origen a las C.L., parece
estar siendo establecido recientemente. Una serie de descu-
brimientos han mostrado que estas células no encuentran su -

origen en la cresta-neural (48). Silvers y Cols. (49) demos-
7



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.vtienen un origen mesenquimal (50). En relacidén
a ello, ha resultado un halla;go importante el hecho -de que-
las células presentes en la histioccitosis X (Fig. 1) semejan
morfolégicamente a las C.L., ademds de contener igualmente -
grédnulos de Birbeck (51), esto parece sugerir que las C.L. -

pueden pertenecer a la linea celular macr6fago-monocito.

La foto 1 muestra un corte histol6gico de una caso de histio-
citosis X pulmonar; se observa un espacio alveolar el cual -

contiene un nGmero importante de células con caracter histio-
citico. En el intersticio, también se observan en menor can-
tidad este tipo de células. El citoplasma presenta una colo-
racibén rojiza como resultado de la positividad de la proteina

S-100 (ver Resultados).

La visualizacién de las C.L. en los tejidos ha representado -
un problema importante para su estudio, debido a la poéa es-
pecificidad de las técnicas disponibles y a la dificultad en
su manejo. Habitualmente han sido utilizadas para su demos-

-

tracién una gran variedad de métodos, entre los cuales desta-
8



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



can impregnaciones con sales de oro tinciones supravitales,-
histofluorescencia con DOPA, sistemas enzimdticos como la --
ATPasa-sulfidrilo, o bien su reconocimiento a nivel ultraes-

tructural (52).

Recientemente gl estudio de la C.L. ha sido facilitado debido
a la incorporacién de metodologfa para demostrar marcadores -
celulares de superficie como las moléculas Ia en ratém o HLA-
DR en humanos, mediante anticuerpos monoclonales conocidos -

como OKT-6 y por la existencia de otros marcadores citoplasmi

cos como la proteina S-100.

Durante mds de 100 afios, las funciones de las células de Lan-
gerhans permanecieron oscuras, sin embargo, el trabajo expe-
rimental realizado en la fltima década ha ocasionado gue estas
células sean consideradas en la actualidad por su capacidad -
inmunocompetente para captar y presentar antigenos en la in-
duccibén de la respuesta inmuholégica. La funcién de las C.L;

parece tener una expresién 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 Fc de la Ig, ademds

de tener receptores para el componente C3 del complemento. En
adicibén, las C.L. de humano y ratén unen antfgenos de histo-

-

compatibilidad.de las especificidades D/DR (57) e I-A e I-E/C
10



(58) respectivamente. Las C.L. representan la Gnica poblacién
celular de la epidermis que expresa estos antigenos de histo-

compatibilidad tipo II.

Actualmente es conocido que los genés del complejo principal-
del complejo HLA codifican para un gran nGmero de funciones -
del sistema inmunoldbgico (59-61). La regulacién de la capa-
cidad de respuesta timo-dependiente, depende de un gfupo es-
pecifico de estos genes al cual se denomina como genes Ir; --
estos genes son a su vez responsables de la expresi6n de glu-
coproteinas en la membrana plasmdtica de células inmunocompe-
tentes y reciben el nombre de antigenos Ia en células de ra-

tén o bien, antigenos DR en el humano (62).

Bas&dndose en el hecho de que la gran mayoria de los estudios-
referentes a la participacién de células con capacidad para -
presentar antigenos estan realizados en macréfagos, és nece-
sario relacionar algunos conocimientos obtenidos sobre la --

funcién de estas células con las .c€lulas de Langerhans:

Los macr6fagos considerados desde hace muchos afios como célu-
las fundamentales para la expresién de la respuesta imunol6-

gica en donde desempenian un papel critico en la regulacién =--
de la activacién y proliferacién de linfocitos (63-66), pare-

cen poseer diversas analogias con d1as C.L. En la actualidad
11



se han acumulado muchas evidencias que apoyan la hip6tesis de
que la membrana plasm&tica del macr6fago es el substrato para
el reconocimiento de antigeno 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 antigenos con linfocitos son mediadas a través de mo-
léculas Ia. Esto representa la expresién funcional de los ge-
ner Ir en células como los macrb6fagos o en las C.L. que son -

su equivalente funcional en la epidermis (68).

Las variaciones en la expresifén de moléculas Ia en los macr6-
fagos se correlacionan con cambios en su capacidad para pre-
sentar antigenos (69). En cobayos se ha visto que unicamente
15 a 20% de los macr6fagos obtenidos a partir de exudado péri-
toneal poseen antigenos Ia. Aparentemente esta subpoblacién
de macréfagos estd determinada para realizar una funcién fun-
damental en la activacién de cé€lulas T (70) aGn m&s, la pérdi-
da de moléculas Ia de los macréSfagos durante cultivos resulta
en una disminucién proporcional de su capacidad para la presen-
tacién antigénica, mientras que la adquisicién de las mismas
mediante exposicibén a linfocitos da por resultado un incremen-

to en su actividad como célula accesoria (71).

Estos resultados demuestran una funcién para las células de-

Langerhans, siendo consideradas actualmente como cé&lulas acce-
12



sorias con capacidad para captar y presentar antigenos, desde
el momento en que los hallazgos citados en relacién a los ma-
cr6fagos han sido corroborados funcionalmente en las células

de Langerhans.

El conocimiento de las diferentes analogias entre macr6fagos
y c€lulas de Langerhans ha proporcioredo un nuevo campo de in-
vestigacién que intenta conocer la funcién de las C.L. en las

respuestas inmunolfgicas que ocurren localmente en epitelios.

ANTICUERPOS MONOCLONALES

En 1975 Kohler y Milstein proporcionaron una de las mayores -
aportaciones en el campo de la investigacibén bioldgica. Estos
autores-lograron obtener células hfbridas mediante la fusién-
de una célula productora de anticuerpos, tomada de bazo de ra
tén y una célula de mieloma de la misma especie (16-17). E1

resultado es una célula que produce anticuerpos con capacidad

ilimitada de proliferacibén. (Hibridoma) .

Las células empleadds en este primer sistema experimental fue-
ron todas provenientes de cepas de ratones singénicos BALB/C
y las clonas hibridas 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 -
13



en cultivos celulares, proporcionando asf grandes cantidades
de anticuerpos éspecificos conocidos como anticuerpos mono-

clonales (AcMc).

Uno de los beneficios mds importantes que se obtuvieron al dis
poner de AcMc es la posibilidad/'de identificar, marcar y purifi
car antigenos presentes en células que no habian podido ser -
purificadas por lo métodos convencionales y que por lo mismo

eran totalmente desconocidas (23-25).

Los anticuerpos obtenidos por inmunizacién deliberada de dife-
rentes especies animales carecen de reproducibilidad y mani-

fiestan una gran hetercespecificidad que corresponde a los --
mltiples determinantes antigénicos que pueden estar presentes

(72} «

En'la produccibén de los hibridos de células somdticas,el pri-
mer paso importante es lograr la fusibén de las células. Esto
ha sido posible mediante la utilizacién de agentes como el vi-
rus de Sendai inactivado y m&s recientemente con agentes como

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

La introduccién del PEG para la fusién celular es una.de las
modificaciones realizadas a la descripcibén original de la téc-

nica, con lo cual, se ha conseguido simplificar notablemente
14



el procedimiento (75). Es importante serialar que unicamente
en un porcentaje pequefio de las células fusionadas se puede -
lograr la fusién del nficleo, para que con ello exista la po-
sibilidad de mantener una linea de células hibridas viables-
y con la capacidad para llevar a cabo la sintesis de AcMc de
especificidad conocida. Los detalles en relacibén a la metodo-
logfia para la produccidn, identificacidbn y mantenimiento‘de -
los hfibridos productores de AcMc no son uno de los objetivos
de esta revisibén, por lo que se sugiere revisar las citas 76-

y 77 en donde se refine una amplia informacién al respecto.

Subsecuentemente a los trabajos de Kohler y Milstein han se-
guido una serie de estudios que demuestran la obtencién de -
AcMc que identifican antigenos restringidos a sub&lases fun-
cionales de células T y otras células leucocitarias. Los pri
meros que se obtuvieron fueron producidos por una compania -
privada (Ortho Pharmaceutical) y a los AcMc los denominé con
las siglas OK, seguida de la letra que indica la estirpe celu-
lar y un nimero de identificacién. Posteriormente han apare-
cido qtros AcMc que utilizan nomenclaturas diferentes, algu-

nas de las cuales se resumen en el cuadro 1.

Recientemente un anticuerpo monoclonal denominado OKT-6, que
habia sido identificado inicialmente por su capacidad para re-

conocer un antigeno presente en timocitos mormales ha demostra-
' 15



Cuadro 1

ANTICUERPOS MONOCLONAES PARA ANTIGENOS DE SUPERFICIE

DE LINFOCITOS T HUMANOS

Anticuerpos Poblacién Nombres
Monoclonales definida Comerciales
Anti-T-1 Todas las c€lulas T maduras y AntiTiA
timocitos medulares expresados,
T1l, T3 y T12. Ademds, Tl es ex
presado en timocitos de la cor
teza. -
Anti-T-3 Anti—T—3A
Anti-T-12 Ieud4, OKT3
Anti-T-4 Ia mayoria de los timocitos y Anti—T-4A
50-65% de células T periféri-
cas. Ieu3a,b
OKT4
Anti-T-8(T-5) La mayoria de los timocitos y Anti—T—8A
25-35% de c€lulas T periféri- '
cas. Ieu 2a,b
OKT-8
Anti-T-6 70-80% de timocitos Anti-T-6
Ieub, QKﬂ%
Nal/34
Anti-T-10 Todos los timocitos, células
T activadas y c€lulas plésma. OKT10
Anti-T-11 Todos los timocitos y cé€lulas
< Anti-T-11, 9,6.
Ieu5, OKT1l
Anti-TQ1 50% de células T periféricas
la mayoria de las cuales son
del subtipo T4+
Clave: Fabricante:
Anti-T Coulter Electronics, Hialeah, Florida
Ieu Bceton, Mountain View, California
CK Ortho Pharmaceutical, Raitan, New Jerse:
NA1l/34 Accurate Chemicals, New Jersey.

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

las de Langerhans (78).

Los antisueros OKT-6 estdn constitufdos por anticuerpos de-

la subclase IgGl -y no poseen capacidad para fijar complemento,
muestran afinidad a B2M y son hom6logos a los aloantigenos-
TL de ratén (moléculas presentes en timocitos y algunas leu-
cemias de ratdn, pero nunca en células de la médula 6sea o -

linfocitos periféricos) (79).

Mediante diferentes pruebas inmunocitcquimicas el AcMc OKT-6

ha probado ser un reactivo que identifica especificamente cé-
lulas de Langerhans, lo que resulta muy importante en relacibn
a las posibilidades de estudio de esta poblacién celular, ya-
que la mayoria de sus caracteristicas histoquimicas o recepto-
res de membrana anteriormente conocidos no resultan especifi-

cos para ellas (80).

Por otro lado Stingl y Cols. han.demostrado que las C.L. expre-
san en su membrana celular éntigenos Ia/DR (HLA tipo ITI) (81).
La disponibilidad de antisueros de AcMc anti DR humano propor-
ciona otra valiosa posibilidad para la identificaciébn de las-
células de Langerhans, ya que afin cuando las moléculas Ia/DR
son compartidas por diferentes células inmunocompetentes, las

C.L. representan las finicas células residentes en epitelios -
17



que lo poseen (82).

Lé descripcién de nuevos métodos para la visualizacién de las
células de Langerhans mediante anticuerpos monoclonales con-
jugados con peroxidasa o moléculas fluorescentes abre nuevas
posibilidades para el estudio de su distribucién y comporta-
miento en diferentes estados patolbgicos, supefando con ello
las dificultades técnicas y falta de especificidad que habfan

prevalecido en el estudio de esta lfinea celular.
PROTEINA S-100

En 1965 Moore y Cols. lograron extraer y purificar a partir -
del cerebo bovino una protefina a la cual denominaron S-100 --
(83) . Su nombre se debid 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 estd constituida por-
dos proteinas que resultan muy similares entre sf: la protei-
na S-100a ( ,subunidadés ) v S=100b ( ,Subunidades, )
que presentan un peso molecular de 20,900 y 21,000 respecti-

vamente (85).

La metodologia que se utiliza comunmente para la visualizacién
18



del antigeno S-100 se basaen la técnica peroxidésa— anti-

peroxidasa (PAP), en la cual se utiliza como anticuerpo pri-
mario un antisuero anti-S-100 (86). Otra posibilidad para -
realizar su identificacién se encuentra en la utilizacién de

microscopia electr6nica (87).

Inicialmente se supuso que esta protefna resultaba exclusiva
para el sistema nervioso y que era éintetizada por células --
gliales (88-89). En éonsecuencia, la presencia de S-100 se -
utilizé como si se tratara de un marcadorespecifico para cé-

lulas de este sistema y algunos tumores deriwvados de &é1 (90).

A medida que se ha ido obteniendo mayor conocimiento del com- '
portamiento y distribucifn de esta proteina intracelular, tan
to en tejidos normales como en tejidos patolbégicos, se ha es-
tablecido que no résulta estrictamente especifica para el sis-
tema nervioso y que otras células normales o tumorales de di-

ferente orfigen 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 especifica de una sola es-
tirpe celular, su distribucién no ocurre en forma aleatoria,-
por lo cual el conocimiento que se tiene de ella ha motivado

el planteamiento de diferentes posibiligades para ser utiliza-
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da dentro del campo de la patologia diagnéstica (93+94).

Acutualmente no se conoce la razén de que la proteina 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 com@in y que han eﬁigrado-durante
la embriogénesis a diferentes tejidos que han constitufdo su

localizacibén 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,
melanocitos y c€lulas de Langerhans en piel, c&lulas . mioepite-
liales y conductos de algunas gldndulas, como las salivales -
etc, y en relacibén a los tejidos neoplésicos: el melanoma ma-
ligno, adenoma pleomorfo, osteocondroma = histiocitosis X en-

tre otros. (86)

En lo referente a la presencia de proteina S-100 en las célu-

las que constituyen los epitelios, las cé&lulas 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 proteina (87).

La primera observacién de que las C.L. contienen esta proteina
20



fue realizada por Nakajima y Cols. (94.), gquienes encontraron
que la capa suprabasal de la epidermis presenta células den-
driticas positivas compatibles a las células de Langerhans;-
posteriormente esta asociacién fue confirmada por Cocchia y
Cols. ( 87) quienes demostraron mediante microscopfa electr6-
nica que los elementos suprabasales de la epidermis que con-

tienen proteina S-100 son efectivamente células de Langerhans.

La reciente disponibilidad de marcadores celulares para las -
células de Langerhans como la protefina S-100 y los anticuer-
pos monoclonales anti-T-6 y anti-Ia/DR, ha permitido la iden-
tificacién de la célula con un elevado grado de confiabilidad,
lo cual ha ocasionado un gran interés por desarrollar modelos
experimentales que permiten conocer el comportamiento de estas

células en diferentes condiciones biol&gicas.

En cuanto a los reactivos que hemos mencion%do para la identi-
ficaci6n de las C.L., cabe sefialar que existen diferencias mar
cadas en relacibén 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 seleccién adecuada del reactivo de acuerdo a nuestros obje-

tivos.
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MATERIALES Y METODOS

Se realizé un anflisis de la‘presencia de la protefna S-100-
en diferentes tejidos sanos y enfermos, mediante la técnica-
de inmunoperoxidasa (PAP), utilizando como anticuerpo prima-
rio un antisuero anti-protefina-S-100(DAKO). El método de in-
munoperoxidasa fue igualmente utilizado con la modificacibn-
de una doble reaccién,al ser incluido previamente el tejido-
fresco en 3, 4-dihidroxifenilanalinia (DOPA) con el objeto -
de diferenciar en forma clara a los melancoitos residuales -
en la estructura epitelial, debido a que estas cé&lulas tam-

bién contienen proteina S-100 en su citoplasma.

Las muestras estudiadas fueron gentilmente donadas por el Ins
tituto Nacional de Cancerologfia, S.S.A., asi como por el Ins-
tituto de Salubridad y Enfermedades Tropicales (Departamento

de Dermatologfa). EL tejidé gingival estudiado fue obtenido -
en el Departamento de Periodoncia de la Divisién de Posgradoh

Facultad de Odontologia, U.N.A.M.

TEJIDOS.- encfia normal, piel normal, cerebelo, piel con viti
ligo, tejido nervioso periférico, histiocitosis maligna, his-

tiositosis X, y melanoma maligno.

CONTROL POSITIVO.- Los cortes de histiocitosis X fueron utili-
22



zados como control debido a que anteriormente habfa sido ana-
lizado su contenido de protefna S-100 ( 95). El especimen-
provenfa de un paciente de 18 anos de edad con lesiones pul-
monares en las cuales se habia demostrado previamente mediante
microscopfa electrénica la presencia de granulos "raquetoides
de Langerhans" (Birbeck), en las células histiocfticas y de -
proteina S-100, usando el mismo antisuero primario que se -

utilizaria en este estudio (DAKO).

CONTROL NEGATIVO.- Se emplearon cortes de melanoma maligno --
™

‘utilizando suero dilufdo de conejos no inmunizados, en lugar

del anticuerpo primario.

PROCEDIMIENTO.- A. Desparafinizacién y rehidratacibén de los -

cortes.

1. Se colocan las secciones en un horno a 56-60°C durante 30
minutés.
2. Se transfiere la laminilla a un recipeinte con Xilol, y -

asf se mantine durante 3 minutos.

3. Se elimina el exceso de lfquido y se coloca la laminilla -
en alcohol absoluto durante 3 minutos. ( Se repite el procedi

miento) .
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4. Se elimina nuevamente el exceso de liquido 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

solucidén salina de fosfatos (PBS) durante 5 minutos}

B. Eliminacién de la actividad de la peroxidasa enddgena.

1. 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 solucién de per6xido de

hidr8geno y metanol (Peréxido de hidrégeno al 3%, 50ml. y me-

tanol 200 ml.) por 20 minutos. Se lavan las laminillas en -
agua circulante por un minuto y se colocan en solucién amor-

tiguadora (TRIS) durante 5 minutos.

C. Proceso para eliminar futuras reacciones inespecificas en-
tre las inmunoglobulinas, la queratina y la coldgena de los -

cortes.
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1. 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 himeda (se incuban durante 40 minutos a -

temperatura ambiente).

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

bano de solucién TRIS durante 20 minutos sobre un vibrador.
D. Colocacién del anticuerpo primario.

1. El1 anticuerpo primario se coloca cubriendo cuidadosamente -

todo el tejido y se incuba durante 20 minutos.

2. Se realizan dos banos en solucién TRIS con duracién de 20 -

minutos cada uno.
E. Aplicacibn del anticuerpo de unién.

1. Se usb6 para este propSsito suero porcino anti-suero de cone-
jo a una dilusibén 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 bafian las laminillas en solucién TRIS durante-

20 minutos sobre un vibrador.
F. Aplicacién del complejo peroxidasa-antiperoxidasa.

1. E1 PAP es un complejo inmuhe,soluble, que consiste de la-
encima peroxidasa y su anticueréo correspondiente inducido -
en conejos. Fue obtenido de Dako Corp. C.A., y utilizado a

una dilucién de 1:100.

N

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 bano-
con solucién TRIS durante 40 minutos con el objeto de elimi-

nar el anticuerpo no fijado.
G. Aplicacibn de la solucién de substrato.

1. Se prepara una solucién fresca de 3, amino,9-etilcarbazol

al 0.05% y perdxido de hidrdgeno al 0.01% en una solucién amor-
tiguadora dé acetatos al 0.1M, pH 5.2. Los cortes se incuban
en esta solucién durante 40 minutos a temperatura ambiente y

se lavan en agua destilada para eliminar los precipitados de

la reaccién.
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H. Tincibén de contraste y montaje final de las laminillas.

1. Se utiliza hematoxilina de Mayer, por no contener alcoholes.
Las laminillas son colocadas en una rejilla y son incluidas en -
la solucibén de hematoxilina por 5 minutos. Se lavan en agua
corriente a 20 °C. durante 7 minutos con el objeto de hacer-

el viraje de la tincién.

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

utilizando gelatina/glicerol (DAKO) a 37°C.
MATERIALES Y REACTIVOS *

- Per6xido de hidr6geno al 3%.

- Suero porcino, prediluido en soiucién amortiguadora (TRIS)
0.05M, pH 7.6

-Antisuero de conejo antiproteina S-100, predilufdo en solu-
cibén amortiguadora TRIS. 0.05M, pH7.6

- Antisuero porcino anti-Ig de conejo, predilufdo en solucidn

TRIS, 0.05M pH7.6

Solucibén de complejo peroxidasa anti-peroxidasa (PAP).

- 3-amino-9-etilcarbazol

Solucibén amortiguadora de acetatos al 0.1M, pH5.2

Alcohol

-Xilol ' R ¥



- Agua bidestilada.

- Solucién salina de fosfatos (PBS).

- Solucibén amortiguadora TRIS, 0.05M, pH7.6
Tubos de ensayo graduados |

Pipetas Pasteur

Columnas filtro

Hematoxilina de Mayer

Solucibén glicerol/gelatina

Porta-objetos y cubre-objetos

L&piz de diamante

Microscopio de luz standard

Todns los reactivos utilizados fueron obtenidos en los Laboratorios

DAKO.
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RESULTADOS

En la presente investigacién fue realizada la demostracién -
preliminar de la presencia de tejido gingival de células que
contienen protefina S-100 en su citoplasma (Fig. 2-3) .Esto in-
dica, que es posible llevar a cabo la identificacién a nivel
morfol6gico por medio de técnicas inmunohistoquimicas (PAP) ,-
utilizando un anticuerpo primario que se una en forma especi-
fica a ﬁn antigeno presente en las células de Langerhans y me
lanocitos en epitelios u otros tejidos, para de esta manera-
Visualiéarlas e identificarlas facilmente por medio de un mi-

croscopio de luz.

Con el objeto de facilitar la identificacién de estas dos es-
tirpes celulares se muestra una modificacién a la técnica con-
vencional a la técnica de peroxidasa anti-peroxidasa (95) me-
diante la realizacibén de una doble reaccién tintoreal, colo-
cando el tejido fresco en una solucién de 3, 4-dihidroxifenil
alanina (DOPA) al 0.1% durante 5 minutos, fijando en formalina
al 10% con solucién amortiguadora de fosfatos,antes de ser in
cluida la muestra en parafina. El resultado de la misma pro-
porciona una mayor confiabilidad en la identificaci6én 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 coloracién ro-
jiza como resultado de su positividad a la reaccibén anti-pro-

teina S-100.

Fig. 3 CORTE DE ENCIA.- se observa intercalada entre las célu
las epiteliales una célula de morfologfa dendritica que puede
ser visualizada claramente debido a que fue utilizado el anti-

geno S-100 como marcador celular.

Fig. 4 PIEL CON VITILIGO.- se muestra una imagen histol&gica
de un corte de una mancha vitiliginosa en la cual se realizé6
una doble tincién mediante 3, 4-dihidroxifenilalanina y anti-
suero anti-proteina S-100.

Las células DOPA positivas, se observan en el estrato basal-
de la epidermis; caragterizéndose por su pigmento marrén obs-
curo y su configuracién dendritica. 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

PIEE 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 patolégicos no asociados-

a la cavidad oral.

Los estudios iniciales consideraron a este marcador como es-
pecifico para células del sistema nervioso; las figuras 5, 6,
y 7 muestran respectivamente la presencia de proteina 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 dendriticas tipi-

cas, cuyo citoplasma es S-100+.

Fig. 6 TEJIDO NERVIOSO PERIFERICO.- corte trasversal de un ner
vio de tejido celular subcut&neo en el cual se encuentran en-
marcadas dentro del perineurio, numerosas células fusiformes,
onduladas, con citoplasma proteina 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 constitufidos por células fusiformes en ovillo,

compatibles con receptores de Meissner con citoplasma S-100+.
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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 protefina S-100 fue también analizada en algunos tumores de
orfgen no-neurogénico. Su presencia indica como anteriormen-
te habfa sido reportada que no es posible considerar a este

marcador como especifico para células del sistema nervioso.

Fig. 8 y 9 HISTIOCITOSIS MALIGNA.- se muestra ia imagen de_un
corte de un ganglio linfdtico, 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 nlimero importante de células
histiociticas contienen una coloracién rojiza del nfcleo como

evidencia de la presencia de la proteina $-100.

Fig. 10 MELANOMA MALIGNO.- corte histol6gico en el cual se ob-
servan tecas de células anapldsicas, poliedricas, algunas de-
las éuales contienen pigmento mel&nico de color marrén como-
evidencia de su histogénesis. Se observa ademds un aspecto-
rojizo del citoplasma de todas las células mel&nicas 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

-
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DISCUSION

Las células de Langerhans, residentes normales de los epite-

lios escamosos y de la epidermis de humanos y otros mamiferos,
son actualmente motivo de intensa investigacién debido a que-

parecen realizar una actividad importante como. c€lulas presen-
tadoras de antigeno en las respuestas inmunolégicas gue ocu-

rren localmente en piel y epitelios.

Recientemente las C.L. han sido reconocidas por ser los finicos
componentes de los epitelios que contienen moléculas clase II
(HLA-DR) . Este hallazgo resulta muy importante debido a que
las moléculas HLA/DR en humanos y H-2/Ia en ratdén y cobayo -
son expresadas selectivamente en células que poseen capacidad

inmunolégica.

Conforme se ha progreéado,en el estudio de las C.L. se han ido
acumulando evidencias que parecen sustentar la hipStesis de -
su participacién en la captacién y presentacién 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 participacién en su patogenia de mecanismos
inmunolégicos con expresién local, representan una nueva e im-

portante &rea de investigacibén, que permite explorar la funcibn

bilégica de la células de Langerhans, la cual, hasta hace po-
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co tiempo era desconocido.

La realizacién de estas investigaciones requiere de ia cres-
cibén previa de una infraestructura que permita desarrollar -
con resultados confiables la linea de trabajo en estudio. Es
por ello, que hemos iniciado en el presente trébajo con la -
demostracibén en tejido gingival de un marcador celular (pro-
teina S5-100) que ha sido reconocido previamente por estar pre

sente en las células de Langerhans.

La especificidad de este marcador para diferenciar entre cé-

lulas de Langerhans y melanocitos dentro de la estructura epi
telial puede ser aumentada mediante una modificacién a la tec
nica convencional de inmunoperoxidasa (anti-S-100), realizan-
do una doble reaccibén mediante la utilizacién previa de 3, 4-
dihidroxifenilalanina (DOPA). De esta forma, los melanocitos
pueden ser identificados por adquirir una coloracién marrén -
obscuro (DOPA+), elimindndose su positividad a la protefna S-
100 y queaéndo las células de Langerhans como las Gnicas cé-

lulas que expresan en su citoplasma este marcador. La figura
4 (hoja ) muéstra claramante que la identificacién de estas

dos estirpes celulares puede realizarse en forma conjunta.

Resulta de interés, considerar las posibilidades de la proteina

S-100 para ser utilizada como marcador celular dentro de mode-
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los de experimentacibén a desarrollarse en animales. Esta pro-
teina, ha sido reportada por estar presente en diversas espe-
cies vertebradas, existiendo entre ellas una fuerte reactivi-
dad cruzada, lo cual en determinadas situaciones puedeﬂrepre—
sentar una ventaja sobre otros marcadores que ain cuando son -

mis especificos, solamente pueden ser usados en humanos..

El cardcter local de las enfermedades periodontales, aunado a:
la participacién en su patoéenia de mecanismos inmunol&gicos;
el paso continuo de antigenos bacterianos a.través de los epi-
telios gingivales y la presencia inequivoca 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 celulafes humanas, in-
cluyendo las C.L., hacen necesario realizar un andlisis cuida-
doso para la eleccidén adecuada de los reactivos que deben em-
plearse en el trabajo experimental, ya que atn cuando estos an-
tisueros mdnoespecificos permiten realizar andlisis muy depura-
dos, su elevado costo de adquisicién no permite su utilizacién

sistemética.

Por otro lado, los alcances de la proteina $-100 para utilizarse
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como un marcador para el diagnéstico de tumores por mediosin-
munohistoquimicos, dependen bédsicamente de la comprensibén de-

su distribucién en diferentes condiciones patolbgicas.

Actualmente no es clara la razén de que la proteina 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 comfin imigrar durante la embriogénesis a su-

localizacién final en diferentes tejidos (29).

La presencia de proteina S-100 en algunos tumores puede cons-
tituir un apoyo diagndstico importante, ya que este marcador-
estd presente en un nlmero limitado de neoplasias y se encuen-
tra ausente en muchas otras. Afin m8s, su presencia representa
una caracteristica 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 proteina.



CONCLUSTIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran la
presencia en el tejido gingival de células que contienen pro-

teina S-100 en el citoplasma.

Este hallazgo indica que es posible realizar la identificacién
a nivel morfoldégico por medio de técnicas inmunohistoquimicas
(PAP), de células de Langerhans y melanocitos, utilizando co-
mo marcador celular un anticuerpo primario (Anti-S-100) que se

una en forma especifica a un antigeno del citoplasma.

Aln mds, la visualizacidn de estas dos estirpes celulares, pue-
de ser realizada en forma mds confiable e individual utilizan-
do una doble reaccidén tintoreal, incluyendo previamente el te-
jido en 3, 4, dihidroxifenilalanina (DOPA). El permitir la reac-
cién enzimidtica de la DOPA,da como resultado que aln cuando -
los melanocitos residuales hubieran reaccionado con el antisue-
ro primario, el producto de la reaccidén no es reconocible debi-
do a lo intenso de la coloracién de la DOPA, ademds de que es-—
te procedimiento no interfiere en la técnica inmunohistoquimi-

ca.

La evidente participacidn de las células de Langerhans en la-

captacibén y presentacién de antfgenos 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-
patolégicas. Los resultados que surjan de este nuevo campo
de investigacidn seguramente van a redituar en una mayor com-
prensibén de los fenémenos de expresién local de la respuesta

inmunolégica, asf como de los elementos que participan en ella.

La posibilidad de utilizar a la protefna S-100 como un marca-
dor celular para la identificacién de las células de Langer-
hans u otras células normales o patolSgicas parece estar de-
terminada a la comprensién de su distribucién y la consecuen-
te variabilidad de espeéificidad en relacibén a los diferentes

tejidos que pueden estudiarse.
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RESUMEN

Fue demostrada la presencia de proteina S-100 en el citoplas-
ma de algunas células del epitelio gingival, utilizando la -
técnica de inmunoperoxidasa (PAP) y como anticuerpo primario

antisuero antiprotefna-S-100 (DAKO) .

Se mbstré la posibilidad de realizar una‘modificacién a la -
técnica seﬁaiada mediante una reaccidn previa del tejido en-
3, 4-dihidroxifenilalanina (DOPA), y finalmente se realizé -
un anélisis de los alcances de la proteina S-100 para ser em
pleado como marcador celular, en algunas condiciones patold

gicas y en animales de experimentacién.
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