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IRTRODUCCION.

En la epldermis de los mamiferos, las células de Langerhans
son las Gnicas células dendriticas presentadoras de antigenos, que
poseen la ectoenzima ATPasa (dependiente de <cCa**/Mg*') vy
constitutivamente expresan moléculas clase II del conplejo
principal de histocompatibilidad. Estudios previos en nuestro
laboratorio demostraron la presencia de células de Langerhans en la
epidermie del pollo. El propésito del presente trabajo es demostrar
la presencia de células parecidas a las de Langerhans, en la
epidermis de la tortuga Kinosternon integrum, con histoquimica
aenzimftica para ATPasa utilizando microscopfa de luz y microscopia
electrénica de transmisién, Las células dendriticas ATPasa
positivas se observaron en l&minas epidérmicas cuyo nimero miximo
fue de 192 cels/mm’ . En los cortes de piel con histoquimica para
ATPasa, procesados para microscopfa electrénica, se observé un
presipitado electrodenso en la membrana plasm&tica de células
dendriticas claras localizadas basal y suprabasalmente entre los
queratinocitos, ultraestructuralmente similares a las células de
Langerhans. En cortes seriados, algunas células dendriticas
presentaron gré&nulos de Birbeck. En el presente trabajo se describe
la presencia de células dendriticas ATPasa positivas,
morfolégicamente similares a las de Langerhans en la cpidermis de

reptiles.



ANTECBDENTES GBNERALES.

Siempre se ha considerado a la plel, el 6rgano m&s grande del
cuerpo humano, como una barrera fisica de proteccién entre el
organismo y el medio externo., Esta funcién "protectora™ ha sidc
explicada por las propiedades fisicoquimicas de la epidernis.
Contrariamente, Fichtelius, en 1970, propuso que la piel podria
tener la categoria de 6rgano linfoide primario y funcionar como un
érgano inmunolégico. En 1978, Streilein acufi6 el concepto de tejido
linfoide asocliado a la piel (TLAP), que incluye a las células de
Langerhans (cL), las  subpoblaciones de linfocitos T
epidermotrépicos, 1los queratinocitos y el drenaje linfdtico
regional. Las propuestas de que la piel es un 6rgano inmunolégico,
constituyen uno de los desarrollos m&s excitantes de la biologia
cutinea en las dltimas décadas y el papel central para el
establecimlento de este concepto lo ocupan las CL.

La historia de las CL empieza en 1868 cuando el estudiante de
Medicina Paul Langerhans describe una poblacién de células
intraepidérmicas, suprabasales y dendriticas en la pilel humana,
usando una técnica de impregnacién wmetdlica a base de cloruro de
oro. Aunque se contaba con microscopioc muy primitivos, los dibujos
publicados por Langerhans dan una wuy clara vision de células
dendriticas, regularmente espacliadas dentro de la epidermis, cuyas
prolongaciones basales estaban en aparente continuidad con nervios
dérmicos y algunas llegaban hasta el estrato c6brneo. Langerhans
pensé que dlchas células constitufan un "aistema de células

nerviosas intraepidérmico”.



Inicialmente 1la informacién acerca de las CL era 86l
morfolégica, ya que para evidenciarlas se utilizaban técnicas de
impregnacién met&lica y tinciones supravitales que no sor
especificas y si muy caprichosas. Esto explicaria el progreso
extraordinariamente lento durante el primer siglo de investigacioér
en CL, a las que se relacion6 ontogénicamente con el sistema
nervioso (teorfa neural) y también con los melanocitos (teoria
melanocitica).

TEORIA MREURAL

Langerhans (1868), al hacer la descripcién morfolégica de las
ctilulas que llevan su nombre, estaba convencide de que eran
estructuras nerviosas y este concepto permanecié inalterable por
casi cien afios, Para evidenciar a las CL se usaban cortes gruesos
de piel impregnada con sales met&licas (cloruro de oro) en los que
también se observaban fibras nerviosas en las papilas dérmicas, lo
que fue interpretado como una continuidad entre nervios y CL. El
origen nervioso de las CL se fortaleci6 en 1928 al ser consideradas
como c€lulas de Merkel (Kreibich, 1928); en 1957, Perreira-Mirquez,
basado en la heterogeneidad de sus dendritas, sugirid que las CL
podian ser células de Schwann migrando hacia la epidermis y que
podrian funcionar como receptores al dolor o tener una diversidad
de funciones sensoriales. Por otro lado, Wiedmann (1956) propuso la
existencia de una unidad anatomofunclonal formada por las CL, los
melanocitos y las fibras nerviosas de la dermis papilar. Las CL

representarfan receptores para esti{mulos ambientales, 1los



melanocitos funclionarfan como sitios de relevo y la red de fibras
nerviosas conducirfan los impulscs y as{ se provocarfa una
respuesta neuroendécrina con 1la liberacién de sustancias
vasoactivas. Hasta ahora, la continuidad anatémica entre CL,
melanocitos y nervios nunca ha sido demostrada. Recientemente, se
ha incrementado el interés en la relacién entre CL y slstema
nervioso, luego de que Hosoi y colaboradores (1933), informaron que
fibras nerviosas que contienen el péptido relacionado al genec de
calcitonina (CGRP), un neuropéptido vasodilatador, establacen
contactos directos con las CL en la epidermis. Lo interesante de
este hecho es que CGRP inhibe la presentacién de antigenos por las
CL in vitro (vide infra).
TEORIA MELANOCITICA

La teoria melanocitica, postulada originalmente por Masson en
1948, consideraba a las €L como "melanocitos desgastados" o
melanocitos postdivisionales que habfan perdido la capacidad de
producir pigmentos y que estaban en vias de ser descamados. En
1957, Silvers refutd esta teoria al utilizar las experiencias de
Mary Ravwles (quien habia demostrado el orlgen de los melanocitos a
partir de las crestas neurales) y demostré la presencia de células
dendri{ticas aureofilicas en piel de ratones experimentalmente
deprivados de las crestas neurales; concluyé que las CL no se
originaban de &stas ni tenfan relacién con los melanocitos.
Zelickson (1966), por su parte, insiste en la idea de que la CL es
una célula transicional, descendiente directo de los melanoblastos

o bilen un estado estacionario entre melanocitos tuncionales y



melanocitos desgastados, capaz de producir melanosomas y el gréinulo
caracteristico de las CL o grinulo de Birbeck. A pesar de lo
anterior, todavia durante la primera mitad de la década de los 60,
la teoria melanocitica continuaba ejerciendo una influencia
importante en el estudio de las CL.

Michael 5. Birbeck, Aodan S. Breathnach y John D. Everall, en
1961, trabajando con piel humana con leslones de vitiligo,
observaron que no era posible identificar histoquimicamente células
que correspondieran a melanocitos pero si numerosas células con las
sigulentes caracterfsticas ultraestructurales distintivas:

1. Una cubierta nuclear marcadamente anfractuosa debldo a la
presencia de surcos profundos llegando a dividir el nficleo en
lébulos,

2. La regién del complejo de Golgi blen desarrollada, formando
racimos de vesficulas yuxtanucleares donde también se observaban
estructuras centriolares.

3. Las mitocondrias eran cortas, pequefias y pocO numerosas.

4, El citoplasma era claro en comparacién con los
queratinocitos veclnos, aunque algunas veces era posible observar
algunos haces de material fibrilar adyacentes a numerosas veslculas
pequefias.

5, La membrana plasmitica carecia de desmosomas, encontrindose
separada de las células vecinas por un espacio o hendldura.

6. No contenian premelanosomas ni{ melanosomas, pero Bse
digtinguia otro tipo de grédnulo que no se encontraba en los

queratinocitos ni en los melanocitos normales. Estos granulos



aparecfan como estructuras lineales con extremos redondsados y
atravesados a todo lo largo y por el centro por una linea estriada.
De acuerdo a las im&genes observadas, mis que parecidos a bastones,
los grinulos semejaban estructuras laminadas o discoides de 0.3um
de dismetro, con un arreqlo bidimensional de particulas responsable
de la estriacién de la linea central, cuya periodicidad en ambas
direcciones era de 9 nm, aproximadamente. Estos grénulos
caracteristicos no se observaban en todas las CL, posiblemente
debido al plano de corte. Asi, Birbeck y colaboradores describieron
los rasgos ultraestructurales de las CL y sus marcadores
morfolégicos; mostraron que en lesiones con vitiligo, donde los
melanocitos estan ausentes, las CL abundan y aparentemente
sustituyen a las células pigmentadas, sugiriéndo que las CL no son
células en involucién o células agonizantes o moribundas. Sin
embargo, a pesar de haber establecido los criterios
ultraestructurales para identificar a las CL, estos investigadores
no las consideraron como una poblacién celular epidérmica
independiente, sino como un melanocito desgastado que sintetizaba
un grinulo citoplésmico caracteristico, llamado grénulo de Birbeck
o grinulo de las CL (GCL), en lugar de los gr&nulos de melanina
caracteristicos de los melanocitos activos. La forma anfractuosa o
indentada del nGcleo, la explicaron como el reflejo de una funcién
desordenada o expresién de vejez celular.

En 1964, Breathnach revisé la ultraestructura de las CL
daescribié otras caracteristicas del GCL y de los organelos de estas

células. Breathnach observé que las CL podian localizarse a



diferentes niveles de la epidermis, desde el estrato basal hasta ol
estrato espinoso; nunca so encontraron en los estratos granuleso y
cérneo. Notd que las CL que se localizaban basalmente carecfan de
los GCL. Una caracteristica constante en las CL, independientemente
de su localizacién dentro de la epidermis, fue la presencia de una
gran cantidad de vesi{culas localizadas principalmente en la regién
del complejo de Golgi. Propuso que estas estructuras podian sufrir
alguna transformacién y originar la porcién en forma de bastén de
los GCL; debido a que también observé una continuldad entre los GCL
y la membrana plasmitica concluyé que estos organelos podfan
originarse de ambos sitios.

BL GRANULO DE LAS CRLULABS DE LAMGERHANS.

Aunque los trabajos de Breathnach pudieron haber proporcionado
mayor informacién para especular acerca del origen y funcién del
G6CL, siguié considerandoc a las CL como producto de los melanccitos
que nunca se involucran en la melanogénesis. Zelickson (1967), por
su parte, reafirma la idea de que la CL es una célula transicional
o un estado estacionario entre melanocitos desgastados vy
melanocitos funclionales, capaz de producir melanosomas y el GCL.
Interesantemente, Zelickson observé CL no s6lo en la epidermis,
sino también en la dermis y ademés atravesando la membrana basal;
eatas células presentaban GCL, descritos por Zelickson como
estructuras en forma de raqueta de tenis. En 1967, Klaus Wolff
contirm6 esta forma del GCL, sugiriéndo que estos se originaban de
las cisternas del complejo de Golgi, bas&ndose en la estrecha

relacién estructural entre ambos. Wolff propuso que el GCL se



*movia" hacia la membrana para abrirse al espacio extracelular, con
lo que supuso una funcién secretoria de las CL.

Un afic m&s tarde, Sageblel y Read (1968), hacen una
reconstruccién tridinmensional del GCL utilizando cortes seriados.
Sin embargo, no abundaron m&s y no especularon acerca de su posible
origen.

En 1968, Cancilla demostré que el lantano, un trazador del
espacio extracelular, marcaba la membrana plasmética de las CL y
los grénulos unidos a éstu. Este es un antecedente importante de la
teoria endocitica de la formacién del GCL, propuesta por Hashimoto
en 1971, luego de los resultados que obtuvo al trabajar con piel
previamente inyectada con peroxidasa. Hashimoto demostré la
presaencia de esta enzima en GCL unidos a la membrana y en vesiculas
cercanas a la regién del complejo de Golgi; ya que la peroxidasa no
atraviesa la membrana plasmtica, esto indicaba que era tomada de
la superficie por el GCL a través de un mecanismo endocitico.
Esquema 1.

Takahashi, en 1985, emple6é una técnica de inmunoperoxidasa
ultraestructural con el anticuerpo anti cDila (un marcador de
membrana de las CL) en CL en cultivo y observdé que los GCL y la
membrana eran positivos, con lo que apoya fuertemente la teoria de
que dicho organelo se origina de la membrana plasm&tica.

En 1987a, Hanau Yy colaboradores realizaron algunos
experimentos similares utilizando técnicas de inmuno-oro
ultraestructural en una suspensién de CL epldérmicas humanas,

incubadas con los anticuerpos CDla y para moléculas clase II del



Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC) (HLA-DR), a
diferentes tilempos. Inicialmente, el marcaje se encontrd en
vesiculas cublertas, posteriormente en los GCL en continuidad con
endosomas y mds tarde en lisosomas. Hanau concluye que posiblemente
la CL toma antf{genos del exterior a través de vesiculas cubliertas
y de los GCL, transportdndolos al interior de la cé&lula para
"degradarlos" cuando se fusionan con los lisosomas. En un trabajo
posterior, Hanau Yy colaboradores (1989), ohservaron que se
incrementaba la capacidad endocitica de las CL y la formacién del
GCL después de la aplicacién eplcutidnea del hapteno
dinitrofluorohenceno (DNFB).

Lo mds importante de todos estos resultados es que lniciaron
uno de los aspectos fundamentales en la hioclogia de las CL que es
1a captacién, el procesamiento y presentacién de antigenos a los
linfocitos, y la posible participacién del GCL.

Actualmente el GCI, sigue siendo considerado como el criterlo
ultraestructural de certeza para la identificacién de cCL,
independientemente de su localizacién, sin embargo, no se ha dicho

la Gltima palabra con relacién a su origen y su funcién.



1, Formacién del GCL; 2, internalizacién del GCL;
én total; 5, Fusién con otras

Esquema 1.
parcial; 4, vesiculaci

3, Vesiculacién
estructuras endosémicas, Vv, yesiculas, t, Estructuras tubulares.
(Tomado de Bartosik, 1992}.
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Estructura del GCL en forma de ragqueta de tenis con

microscopia electrénica.
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METODOS DE IDENTIPICACYON.

Paul Langerhans identificot y describié a las CL utilizando una
impregnacién met&lica de cloruro de oro disefiada por Cohnheim. La
técnica no es especifica ya que también evidencia elementos
nerviosos presentes en la pilel. No obstante, durante mucho tiempo
continué utiliz&ndose en la forma original o conjuntamente con
nmicroscopia electrénica de transmisién (Zelickson y Mottaz, 1968).

Champy en 1913, y posteriormente Niebauer y Weidmann en 1958,
demostraron la afinidad de las CL por una mezcla de 4cido 6smico y
jodure de potasio. En 1969, Niebauer y colaboradores, utilizando
las modificaciones previamente hechas por Maillet (1959) a 1la
técnica de Champy, demostraron que las CL en piel noxmal y
patoldgica presentaban sitios reactivos en la cubjerta nuclear, el
complejo de Golgi y particularmente en los GCL, a una mezcla
formada por tetrdxido de ésmio-ioduroc de zinc (210).

Las CL diffcilmente sa pueden observar con anilinas. Las
tinciones supravitales con colorantes como el azul de metileno y el
azul brillante de cresilo, demuestran células con las mismas
caracteristicas y en la misma localizacién epidérmica que las
descritas al usar las impregnaciones con cloruro de oro, mientras
que los melanocitos y las fibras nerviosas no muestran afinidad
hacia estos colorantes.

Un hecho fundamental en el estudio de las CL fue 1la
demostracién de la actividad de la enzima ATPasa en estas células
por Mustakallio en 1962, En 1967, Wolff y Winkelmann utilizaron la

histoquimica enzimitica ultraestructural para determinar la

11



localizacién de 1la ATPasa y encontraron gque el producto
elactrodenso de la reaccién se localizaba exclusivamente en 1la
membrana plasmitica de las CL.

La histoquimica para ATPasa aplicada en l&minas epidérmicas
separadas, permiti§ observar la distribucién y facilité el andlisis
cuantitativo y cualitativo de las CL, por lo que es considerada
altamente confliable y especifica para identificar a estas células
epidérmicas (Mackenzie y Squier, 1975; Juhlin y Shelley, 1977;
Robins y Brandon, 1981).

Las CL no s8lo presentan actividad de ATrasa, sino también de
otras enzimas como son la fosfatasa alcalina (Gshnait y, Brenner,
1979); aminopeptidasa; a~D-manosidasa (Elleder, 1975} y B-
glucuronidasa (Hayashi y colaboradores, 1964). Jarret y Riley
(1963) fueron los primeros en informar de la actividad de esterasa
inespecifica en las CL de ratones, Posteriormente, Campo-Aasen y
Pearse (1966) realizaron un extenso estudio histoquimico de las CL
en cortes de piel y léminas epidérmicas de ratones albinog en el
cual no lograron demostrar la actividad de fosfatasa alcalina,
fosfatasa fcida, aril sulfatasa y ubiquinonas, pero si de ATPasa y
esterasa inespecifica, obteniéndo muy buenos resultados para esta
Gltima cuando utilizaron la pararcsanilina como agente acoplador y
el naftol AS nonoato como sustrato. Los autores concluyeron que la
CL no es una célula moribunda o desgastada y mucho menos de origen
neural, sino que es una célula viva, con intensa actividad
hidrolitica y, de acuerdo a la actividad de esterasa inespecifica,

que podria ser el equivalente a un macréfago intraepidéruico. La
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ATPasa y la esterasa inespecifica son los métodos enzimiticos mis
usados para la identificacién histoquimica de las CL epidérmicas.
Los distintos estudios realizados para conocer mejor las
caracteristicas morfolégicas y funcionales de las CL han comprobado
gue estas células difieren de las otras células epidérmicas por los
antigenos de superficie y receptores que poseen. La utilizacién de
procedimientos inmunohistoquimicos e inmunofluorescentes, ha
permitido identificar plenamente a las CL y reconocer la presencia
de varios antigenos de membrania. Schmitt y colaboradores (1983,
1985) describieron técnicas utilizando particulas de oro coloidal
adsorbidas a porciones de anticuerpos especificos e
identificéndolas a nivel de wmicroscopia electrbnica, haclendo
posible cuantificar la densidad de antigenos de superficle en las
CL.
ORIGEN.

La década de los 608 representd un periodo importante en 1la
investigaci6tn de las CL. El concepto que se tenia acerca de la
estrecha relacién entre CL, melanocitos y células nerviosas ya era
fuertemente rebatido, Por otra parte, se fueron acumulando
evidencias que sugerfan un origen mesodérmico de las CL. Células
con caracteristicas ultraestructurales similares a las CL de la
epidermis fueron identificadas en tel}idos normales y patolégicos
diferentes a la piel como en los casos de histiocitosis X
estudiados por Basset y Turiaf en 1965. Por otro lado, se sabla que
las CL no estaban restringidas a la epidermis, pues atravesaban la

unién dermoepidérmica y eran observadas en la dermis y dentro de
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log vasos linf4ticos (Silberbergq y colaboradores, 1974).
Actualmente sa conoce cono granulomatosis de CL a la histiocitosis
X.

Las caracteristicas morfolégicas y los marcadores para
macréfagos eran bien conocidos; al encontrar que las CL compartiarn
algunas de ellas, se pensb en la posible relacién ontogénica entre
anmbos tipos celulares. Previamente se habfa propuesto la hipétesis
de que las CL constitufan un sistema fagocitico intraepitelial por
las similitudes que presentan con los macréfagos, con la diferencia
que aquellas tenfan el GCL y eran una poblacién intraepidérmica que
so mantiene por si misma (Hashimoto y Tarnowski, 1968). ILa
evidencia ds que las CL fagocitaban material exégeno como
peroxidasa (Wolff y Schreiner, 1970) y ferritina (Sagebiel,1972)
apoyaba la idea del macréfago intraepldérmico, pero al compararlas
con los queratinocitos, estos presentaban una actividad fagocitica
mayor, por lo que al parecer la fagocitoeis no era la funcién
primaria de las CL. A partir de este momento, surge una nueva ldea:
si las CL son células inmunocompetentes, deben expresar en su
superficie los receptores presentes en células del sistema
inmunolégico, particularmente los de los macréfagos.

Entre 1977 y 1979, se demostré que las CL en humanos, cobayos
y ratones expresaban en su superficle receptores para el fragmento
cristalizable (Fc) de la IgG (Stingl y colaboradores, 1977), para
el componente C3b del complemento (Burke y Gigli,h1980) y también
moléculas clase II (HLA/DR en humanos, Ia en roedores) (Rowden y

colaboradeores, 1977 ; Klareskog Yy colaboradores, 1977). En
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conjunto, estos hallazgos indicaban que las CL podfan pertenecer al
sistema fagocftico mononuclear y por lo tanto originarse en la
médula 6sea.

Fue en 1979, cuando Katz, Tamaki y Sachs demostraron que
después de 3 semanas, la mayoria de las CL epidérmicas de ratones
a los que les habian transplantado piel de un ratén (A/J a hibridos
A/J x Balb/c) se originaban del receptor, mientras que los
queratinocitos permanecieron con caracteristicas del donador. Enun
ensayo de formacién de rosetas se observé que el porcentaje de
células formadoras de rosetas (Fc-IgG positivas, Ia positivas) se
incrementaban hasta el 100% a los 49 dias del injerto. Ademis,
cuando se llevaron al cabo trasplantes de piel singénicos (cepa A/J
haclia cepa A/J), el antisuero empleado contra el antigeno Ia de las
CL de los ratones Balb/c no marcaba ninguna de las células
epidérmicas, pero si se marcaban al usar un suero policlonal que
detecta antigenos Ia. Todos estos resultados sugerfan que las CL de
la piel trasplantada se originaban de células mbéviles del receptor.
Un segundo experimento fue disefiado para evaluar mds directamente
el origen de estas células. Ratones C57B1/6 fueron irradiados y se
les transfundieron células de la médula 6sea de un ratén Balb/c; a
los 62 dias después de la quimerizacién, mis del 45% de las CL
tenfan especificidad del donador (Balb/c). En una segunda
conbinacién, ratones B10.A irradiados, recibieron intravenosamente
células de la médula 6sea de un ratén F1 (B10XB1OA) y se deternmin$,
a los 85 dfag de la quimerizacién, que el 80% de las CL fueron del

donador de médula ésea. Ademfs, ultraestructuralmente se observé
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que las células formadoras de rosetas presentaban todas las
caracteristicas de CL y en ambos modelos experimentales, los
queratinocitos tuvieron especificidad del receptor.

Asi, los autores concluyen que las CL epidérmicas derivan y
son continuamente restituidas por precursores méviles originados en
la médula 6sea, proponiéndo que el precursor m&s probable seria el
monocito ya que éste y las CL exhiben marcadores de superficie
similares a los de la serie de células monocito-macréfago.

En 1984, Volc~-Platzer y colaboradores obtuvieron evidencia del
origen de las CL humanas a partir de células presentes en la médula
6sea, con lo que se confirmaban los estudios en ratones quiméricos,

Consider&ndo la posible relacién de las CL con las células da
la serie monocito-macréfago y la hipétesis de que pudieran estar
involucradas en respuestas inmunolégicas se desperté una gran
controversia con respecto a su papel funcional. Entonces, ¢cu&l era
la funcién primaria de estos "macréfagos intraepidérmicos"?.
FUNCION,

Las CL se localizan en un microambiente en el que establecen
interacciones con otras poblaciones celulares presentes en la plel.
Su apariencia dendritica es considerada como una estrategia para
realizar contactos con la mayor cantidad posible de linfocitos y
queratinocitos.

En el contexto de la {nmunocompetencia de las CL, fue
Pruneiras, en 1969, quien formulé la hipétesis de que las CL podian
capturar material antigénico y tener un papel en la respuesta

inmunolégica primaria.
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En 1973, Silberberg observaré el contacto directo entre
células mononucleares parecidas a linfocitos y CL en piel humana y
de cobayos con hipersensibilidad retardada, pocas horas después del
reto antigénico. Ademis, notaron que las CL aparecian dafiadas y en
menor ndmero, por lo que sugirieron que estas células eran
estructuras blanco en las reacciones de hipersengibilidad,
Posteriormente, los mismos autores encontraron un gran ndmero de CL
en la dermis, los vasos linf&ticos dérmicos y en los linfonodos
regionales de animales sensibilizados con DNFB, por lo que proponen
que las CL capturan material antigénico de la plel (DNFB) y lo
transportan a los linfonodos regionales, donde lo "transfieren" a
los linfocitos.

Teniendo como antecedentes los trabajos de Silberberg con
respecto al dafio producido a las CL con la aplicacién tépica de un
sensibilizador por contacto (clorurc de mercurio), la aposicién de
células mononucleares con las CL y la presencia de CL en vasos
linfaticos dérmicos en dermatitis por contacto, Shelley y Juhlin
(1976) , demuestran que las CL captan selectivamente sustancias que
ge conoce producen dermatitis por contacto, incluyendo metales,
aldehidos y aminas; ellos sugieren que las CL forman un sistema
reticuloepitelial importante en el manejo de los antigencs y en la
respuesta a la hipersensibilidad. Posteriormente, Hunziker y
Winkelmann (1978), reportan datos similares a los anteriores perc
trabajando con piel de cobayo tratada con dinitroclorobenceno

(DNCB) .
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Subsiguientemente, Elofsson y colaboradores (1981), describen
la actividad endocitica de las CL en piel normal y su incremento en
pilel de pacientes con dermatitis por contacto alérgica causada,
principalmente, por niquel. Ademis, obhservan un aumento en el
nGmero de CL en aposicién con diferentes tipos celulares; también
demuestran una gran cantidad de GCL, sugiriendo que estos podrian
mediar el transporte de alergenos de contacto haclia el interior de
1= célula y concluyen que las CL forman un importante sistema de
defensa en la epidermis.

A pesar de numerosas evlidencias, el papel funclonal de las CL
continuaba sujeto a conjetura. Durante la década de los 80,
numerosos experimentos in vitro e in vivo condujeron a documentar
el papel de las CL en la presentacién de antigenos. La primera
evidencia al respecto, la aportan Stingl y colaboradores, quienes
en 1978, realizan estudlos adaptando los disefios experimentales que
dieron excelentes resultados para la demostracién de la funcién
presentadora de antigenos de los macréfagos. Utilizaron animales de
cepas endogémicas 2 y 13 de cobayo, los cuales fueron inmunizados
con ovalbGmina (OVA) y protefna derivada de tuberculina (PPD).
Despuds de intervalos de 2 a 3 semanas, las c8lulas T de estos
animales fueron incubadas con células estimuladoras pulsadas con
OVA y PPD (macréfagos de exudado peritoneal, células epidérmicas
enriquecidas con CL y células epidérmicas depletadas de CL) o con
c6lulas no tratadas de animales no inmunizades (singénicos o
alogénicos). Después de 3 dfas de cultivo, la proliferacién de

c6lulas T antigeno especificas fue medida y se demostrd que las
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células epidérmicas enriquecidas con CL pulsadas con OVA y PPD
inducen una fuerte respuesta proliferativa en las cé&lulas T
singénicas, similar en magnitud a la observada con nmacré6fagos
pulsados con antigenos. En contraste, las células epidérmicas
depletadas de CL no produjeron proliferacién de células T. Los
autores concluyeron que las CL pueden presentar antigenos protéicos
de un modo inmunolégicamente relevante a los linfocitos T y que las
CL son la Gnica poblacién celular dentro de la epidermis capaz de
mediar esta funcibn.

El desarrollo de anticuerpos monoclonales dirigidos contra
antigenos de superficie especificos en humanos, facilité 1la
identificacién funcional de diferentes subpoblaciones celulares,. En
1981, Murphy y colaboradores, describen la presencia del antigeno
T6é (hoy CDla) en la superficie de CL empleando inmunocitoquimica a
nivel de microscopia foté6nica y de microscopia electrénica de
transmisién. Asi mismo, las CL expresan la proteina citopl&smica S~
100 (Cocchia y colaboradores, 1981) y comparten esta caracteristica
con células dendriticas (CD) de la dermis, células interdigitantes
(CID) de 6rganos linfoides, del epitelio de amigdalas y con células
gliales del cerebro., La proteina S-100 estd altamente conservada en
diferentes especies y comprende un grupo de proteinas pequefias
ligadoras de calcio.

Asl, a m8s de 100 afics de su descubrimiento, las CL han
gufridc una motamorfosis conceptual, desde células nerviosas a
melanocitos, posteriormente a histiocitos y finalmente a células

dendri{ticas presentadoras de antigenos.
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BL SISTEMA DE CELULAS DE LANGERHANS.

Existen poblaciones celulares localizadas en tejidos
extraspidérmicos con caracteristicas morfolégicas,
inmunohistoquimicas y funcionales similares a las CL. Al conjunto
de estas celulas se le ha denominado Sistema de Células de
Langerhans (SCL) (Barbey y Nezelof, 1986 ; Pérez y Castell, 1989),
debido a que las CL son las células mds representativas,
distinguiéndose de las células del sistema fagoc{tico mononuclear.
Un concepto similar es el del Sistema de las Células Dendriticas
propuesto por Steinman. Ambos sistemas estén constitufdo por las CL
epldérmicas e intraepiteliales, las células veladas (CV), las
células interdigitantes del timo y linfonodos (CID), las células
dendriticas intersticiales y las células dendriticas esplénicas (CD
de Steinman y cohn, 1973).

El establecimiento de estos conceptos parte desde los trabajos
de XKondo (1969), quien observs, en linfonodos axilares de conejo,
un tipo celular con caracteristicas morfolégicas parecidas a las
CL, las cuales fueron denominadas por Veldman, en 1970, como
células interdigitantes (CID), porque presentaban prolongaciones
citoplésmicas que se entrelazaban con las protrusiones en forma de
dedo de los linfocitos que las rodeaban, Al principio no parecia
haber relacién entre las CL y las CID, pero los trabajos de
hipersensibilidad de contacto orientaron hacia dicha relacién
morfofuncional. En 1974, Silberberg y colaboradores, observaron CL
marcadas con ferritina en el seno marginal y en la corteza de

linfonodos que drenan el sitio de aplicacién intradérmica con
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ferritina, lo cual no s6lo indicaba que las CL y las CID
constituian la misma poblacién celular, sino que adem&s sugeria que
aquéllas eran capaces de captar antigenos, migrar y estimular a
linfocitos inmunolégicamente competentes, ya sea periféricanmente en
la plel o centralmente en los linfonodos, Mis adelante, Kelly y
colaboradores (1978), observaron que un porcentaje de las células
mononucleares de la linfa tenfan un organelo semejante al GCL y
prolongaciones en forma de velo, por lo que fueron denominadas
células veladas (CV), gque corresponden a la forma migratoria o
linf&tica de las CL, es decir la forma intermedia antre CL y CID.
Hoy est8 plenamente demostrado que las CL epidérmicas, en
condiciones normales y después de la estimulacién antigénica,
migran hacia la dermis y a los linf&ticos aferentes como CV y
posteriormente como CID en las Arcas paracorticales de los
linfonodos regionales (Macatonia, 1987)

En 1873, Steinman y Cohn identificaron un tipo especial de
célula diferente de 1los granulocitos, linfocitos y fagocitos
mononucleares, durante sus estudios sobre células del bazo de
ratdn, las cuales se adherfan a superficies de vidrio o plasticoy
se localizaban en la pulpa blanca del bazo. Subgecuentemente,
Steinman y colaboradores demostraron que las radiaciones ionizantes
y los esteroides reducian considerablemente la poblacién de CD
egplénicas de ratén, siendo restituidas con la transferencia
pasiva de médula 6sea de ratones singénicos. Al afio siguiente,
Steinman y colaboradores, identificaron in situ células esplénicas

de rat6én con caracteristicas ultraestructurales idénticas a las ¢D
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caracterizadas In vitro y concluyeron que las CD eran an&logas a
lag CID descritas por Veldman en los linfonodos.

En 1981, fue demostrado que las CID, al igual que las CL,
poseian la proteina S-100 (Cocchia, 1981). Rowden y colaboradores
{1985), posteriormente, demostraron la presencia de esta proteina
en las CD de la vaina linf&tica periarteriolar de la pulpa blanca
del bazo y en la médula timica de roedores y de humanos,

LA PIEL COMO UN ORGANO INMUROLOGICO.

Es posible que los tegumentos constituyan un elemento corporal
con un significade ovolutivo muy importante ya que reflejan
morfofuncionalmente la adaptacién estrecha del organismo a su
nedio.

El sistema tegumentario estd formado por la piel y sus
derivados o faneras: gl&ndulas, escamas, plumas, ufias y pelo. En
conjunto, el primer papel que cumplen es el de proteger al
organismo al que pertenecen. Asi, evitan la pérdida de liquidos y
la invasién o introduccién de sustancias noclvas y de
microorganismos patégenos. Sin embargo, y tal vez de mancra més
relevante, los tegumentos también tienen funciones mas activas en
coordinacién con otros sistemas. En este sentido, la piel puede
ser un 6rgano respiratorio importante, elimina desechas metab6licos
y funciona como osmorregulador. Por su asociacién a elementos
sensoriales, los organismos pueden relacionarse con el medio y
adaptarse a sus cambios de wuna manera eficiente para s
supervivencia, La acumulacién de reservas grasas en la piel de

algunas especies les permite utilizarlas en situaciones de
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restriccién alimenticia (Pirlet, 1986).

La plel y sus capas (epidermis y dermis) presentan variaciones
morfofuncionales de acuerdo a la especie de vertebrado de que se
trate, En general, es muy fina en los vertebrados acudticos y
bastante gruesa en las especles terrestres.

La resistencia de la plel a daflos ex8genos es debida,
principalmente, a la presencia de su estrato mis superficlal, capa
cbrnea o cornificada de la epidermis. La prevencién de pérdida
indeseable de vapor de agua y la formacion de un eficiente
obst4culo contra la penetracién de agua exbgena y compuestos
solubles se debe, basicamente, a las propiedades fislcoquimicas de
toda la capa superficial (epidermis). Esta funcién de barrera es
atribuida a la produccién de laminas esfingolipidicas que son
continuamente depositadas en los espacios de las capas de los
estratos granuloso y cérneo durante la queratinizacibén de 1la
epidernis. La luz solar, especlalmente la radiacién ultravioleta,
provoca dafio por radicales libres., Por lo anterior, el papel
primario de la pigmentaci6én es proteger contra dichos efectos,
siendo relevante dentro de la funcién "protectora™ de la plel
(Maderson, 1985).

El abordaje cientifico del sistema inmunolégico de la piel
tiene una historia relativamente larga cuando se incluye el
reconocimiento de su funcién de defensa general, pero también es
corta como lo es la historia de la inmunologfa. Fue relativamente
tarde en la historia de las ciencias médicas que la plel es

reconocida cowo un 6rgano independiente e  importante.
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Recientemente ha sido aparente que la piel es también un 6rgano en
el cual el sistema inmunolégico sistémico ha evolucionado hacia un
6rgano especifico especializado con variadas interacciones
celulares y moleculares.

Es en 1970 cuando Fichtelius y colahoradores confieren a la
piel el nivel de érgano inmunolégico primario, como la médula &sea
y el timo., Sugieren que los precursores no competentes de
linfocitos entran contfnuamente a la piel para madurar a células
inmunocompetentes, probablemente por la accién de factores de
diferenciacifn y maduracién presentes en el tegumento.

Posiblemente, la introduccién del concepto del TLAP llevé a
numerosos investigadores a concentrarse en la epldermis,
estudiédndola como un 6rgano inmunolégico con su combinacién de
queratinocitos, CL y linfocitos T.

Ademds de las células de la epidermis asociadas a la respuesta
inmunolégica, se puede incluir también a otras células activas
inmunolégicamente, como las células cebadas, las células
endoteliales, etc,, asi como también mediadores (IL-1,GM-CSF,etc)
que normalmente se encuentran en este tejido. En este sentldo, Bos
y Kapsenberg (1986), proponen un concepto similar al TLAP, que
denoninan Sistema Inmunolégico de la Piel (SIP) y que incluye a:
macréfagos tisulares, células cebadas, neutréfilos, CL, CV y CID,
pero excluyen al drenaje de los linfonodos reglonales. Al respecto,
un desarrollo importante en la inmunologia es la identificacién de
moléculas de adhesién que no s86lo juegan un papel central en el

contacto cdlula-célula dentro del mismo sistema inmunolégico, sing

24



que también determinan en parte el trifico de células
inmunocompetentes. Junto con los constituyentes celulares del SIP,
una amplia variedad de medladores inmunolégicos e inflamatorios
estin presentes dentro del tegumento. Estos constituyentes
humorales del SIP pueden ser dlvididos en mediadores que estan
presentes en estados fislolégicos normales (residentes), mientras
que otros llegan a la piel a través de la circulacién

(circulantes). (Tabla 1)

Tobla 1, Companentss bunnorales y colnlares del Sivioma lnanoligico Cuidneo.

Queratimocitos. Fibrinotisioe
Mosocitos. hut;t-u
ocomplenaento.

Gramlocitos. Eicosanoides.
Mastocitos. Newropéptidos.

Citocings.
Ralucienades principainsnts cna le inmemided adquiride,
Céinles de Longarbugs. Ioammoglobulines secretorias.
Otiulas dendritions tisulares. Iteriencines, interferones.
Othnlm T. Factores estismuladores de
Céinles emdotelinjes. ocolonim.

Otres citocinas (TOF, TNF)

(Tomedo de Bos y Kapeesbar, 199)

Con el establecimiento del concepto del SIP en los mamiferos,
es apropiado considerar los aspectos de su origen evolutivo,
comparando su estructura y su funcién en grupos de animales
representativos, Entre los vertebrados "inferlores," la mayoria de
los constituyentes bAsicos del sistema inmunolégico de 1los

mamiferos estan prescntes. Los camblos en el sistema inmunolégicc
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de la pisl son primariamente de organizacién estructural y reflejan
no s6lo especializacién del sistema inmunolégico y sus componentes,
gino tambien cambios en la morfologia de la piel, los cuales pueden
ser debidos a camblos en el habitat . Algunas de las tendencias
evolutivas de la piel, de la inmunidad y del sistema inmunolégico
de la plel incluyen:

1. Incremento en la cornificacién de 1la epidermis,
particularmente siguiendo el movimiento mediocambiental de acuatico
a terrestre.

2. Incremento del sistema linfatico y desarrollo de centros
germinales en la dermis y tejido subcuténeo para el procesamiento
de antigenos.

3. Cambio de linfocitos a células dendriticas presentadoras de
antigenos como el principal inmunocito de la epidermis.

4. Incremento en el repertorio de antigenos a los que pueden
responder los vertebrados "superiores".

5. Desarrollo de hipersensibilidad retardada asociada a 1la
presencia de células cebadas liberadoras de histamina y a las
miltiples clases de inmunoglobulinas.

6. Una posible disminucién de compuestos defensivos no
especificos, producideos por glé&ndulas o células secretoras.
{Cooper, Grewal y Magor, 1990}.

PIBL DE TORTUGAS.

La piel de los reptiles es tipicamente seca, A diferencia de

la piel de los anfiblos y mamf{feros, contiene pocas gléndulas o

ninguna. Las capas basal y espinosa de la epidermis originan las
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escamas cbrneas que se desprenden perliédicamente en forma de
placas o todas juntas. Por debajo de las escamas, muchos reptiles
desarrollan placas 6seas en la dermis (los llamados osteodermos).
Estas pueden limitarse a la cabeza o pueden recubrir casl todo el
cuerpo. El caparazén de las tortugas estd& formado por componentes
cérneos y 6seos. Las escamas coérneas se modifican a menudo y forman
crestas, espipas u otros apéndices, Los reptiles se caracterizan
por poseer una capa cérnea muy desarrollada y bien queratinizada
formando gruesas escamas. Esta capa es reemplazada gracias a una
serie de mudas periédicas, lo que indica que la capa germinativa
tiene una actividad ciclica de divisiones. Muchos reptiles,
particularmente los lagartos y las gserpientes, tienen coloraciones
brillantes y complejas, las cuales pueden desempefiar un papel en el
canuflaje. (Young, 1981). La dermis se caracteriza por 1la
abundancia variable de cromatéforos, que junto con las escamas
epldérmicas dan a los reptiles su aspecto caracteristico.

La epidermis de los reptiles se caracteriza por un grado
especialmente alto de cornificacién. Existen comGnmente 3 estratos
(con sus respectivas varlaciones Interespecle): un estrato
germinativo donde ocurren las divisiones celulares, un estrato
granuloso donde son  encontrados gré&nulos  bas6filos de
queratohialina y un estrato c6rneo de células muertas
queratinizadas y duras. En reptiles, en contraste con los anfibios,
se encuentran escalas de cornificacién a través de toda la piel. En
los cocodrilos y las tortugas, la descamacién es un proceso

usualmente poco importante y lento (Maderson, 1985).
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En 1972, Matoltsy y Huszar realizan un amplio estudio
ultraestructural de la piel de las tortugas y del proceso de
queratinizaci6n de la epidermis, para obtener informacién sobre los
productos , procesos de diferenciacién y eventos secuenciales an la
formacién del estrato cérneo. Describen que la epldermis de la plel
que cubre el cuello y las patas estd formada de 4 a 6 capas de
células nucleadas y un grueso estrato cdrneo. Las células nucleadas
en la capa basal son chbicas, representan el estrato de células
reproductivas y contienen muchos ribosomas y cisternas de reticulo
endoplésmico rugoso y vesiculas y tfibulos de reticulo endoplésmico
liso. Los filamentos son relativamente escasos; gotas de lipidos y
glucégeno aparecen en cantidad moderada y se llegan a observar
tanbién cuerpos vesiculares y grd&nulos mucosos, adn en células ya
diferencladas. Los grinulos mucosos muestran una estiructura interna
variable y se disponen cerca de la periferia celular para descargar
posteriormente su contenido hacia el espacio extracelular. Sse
observan también cuerpos multivesiculares que contienen una gran
cantidad de pequefias vesiculas y un componente muy peculiar en
forma de disco. Cuando las cé&lulas entran en estado de
transformacién, la membrana plasmitica se engrosa y los organelos
8a desintegran. Las células cornificadas estdn completamente
ocupadas con lipidos y filamentos estrechamente empaquetados dentro
de una matriz relativamente transldcida, La meta final de la
diferenclacién de los queratinocitos es la formacién del estrato
cérneo que provee proteccién contra el medio ambiente particular en

el cual viven estos vertebrados. Las células cornificadas de las
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tortugas son similares a la de otros vertebrados. Los autores
concluyen que el proceso de queratinizacién en la epidermis de
tortugas es comparable al observado en la epldermis de anfibios,
aves Yy mamiferos.

La funci6n de la piel en las tortugas, como en el resto de los
reptiles y los demids grupos de vertebrados, se divide
principalmente en dos categorias. La funcidn primaria es la de
barrera y la funcién secundaria es la de coloracién, que es mucho
mis varlable dentro de los reptiles puesto que dicho patrén
involucra el medio ambiente sexual y la depredacién. La piel de las
tortugas tamblén es un 6rgano sensitivo y puede ser una fuente de
secrecién de feromonas y estar involucrada en la defensa u ofensa
(Maderson, 1985).

Otro aspecto estrechanente relacionado con el presente trabajo
es el que la piel de las tortugas ha sido utilizada para el estudio
del sistema inmunolégico y las reacciones de transplantes cutdneos.

En 1969a, Borysenko realiza un amplio trabajo con injertos de
plel en varias especies de tortugas en el cual informa que los
aspectos fundaumentales de la reaccién a los injertos no difieren
mucho de los observados en otros vertebrados. Borysanko describe
dos fases en la permanencia de los injertos: la fase de latencia,
que involucra la cicatrizacién del injerto y el ajuste al nuevo
medio y la fase de rechazo, caracterizada por una invasién de
células linfoides, un colapso vascular y, finalmente, necrosis del
tejido injertado, Las fases se observan de la misma manera,

independientemente de que el injerto sea aloinjerto o xenoinjerto,



pero existiendo diferencias en el tiempo de rechazo. Borysenko
propone tres posibles explicaciones para el rechazo crénico de
estos injertos en las tortugas; en la primera menciona que puede
deberse a una razén puramente fisica; en la segunda considera que
las tortugas presentan un sistema inmunolégico filogenéticamente
primitive o deficiente y en la tercera propone que pueden
explicarse con bases genéticas de histocompatibilidad.

En un trabajo posterior, el mismo Borysenko (1969b) reporta
que a diferencia de otros vertebrados que alcanzan la maduracién
inmunol6gica al nacimiento o eclosién, las tortugas lo hacen varios
meses después, lo cual puede explicar el quo estos organismos
presenten un rechazo crénico y no agudo a los injertos de piel.
BSTRUCTURA DEL SISBTEMA INNUNOLOGICO DE REPTILES.

Introduccidn,

En comparacidn con la inmensa variedad de formas de expresién
del sistema inmunolégico de los phyla de invertebrados, 1los
vertebrados poseen un plan basico de organizacién y a diferencia de
aquellos, pertenecen a un sélo phylum. Aunque existe una notable
divergencia evolutiva dentro de los vertebrados, los componentes
bdsicos celulares y moleculares de la inmunidad se conservan
fundarentalmente en todas las especies existentes. Sin embargo, la
creciente espacializacién del tejido linfoide y de las funciones de
los linfocitos, junto con 1la gran variedad de clases de
inmunoglobulinas, parecen estar asociados con grados mis complejos
de organizacién. Asf, el sistema inmunolégico m&s complejo desde

los puntos de vista estructural y funcional es el que poseen los
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maniferos (Roitt, 1996). Sin embargo, el sistema inmunolégico de
los reptiles no es tal vez muy diferente. El principal problema er
el estudio de 1la inmunidad de 1los reptiles se presenta
principalmente a nivel celular, por ejemplo, en la delineaci6én de
las subpoblaciones de linfocitos B y 7. Otra &rea de gran interés
es la respuesta inmunoldgica a los efectos medjiocambientales,
especificamente la temperatura, que es de particular importancia
cuando se analizan las influencias estaclonales. Esto hace de los
reptiles, y en particular a las tortugas (puesto que son capaces de
rechazar injertos y montar otras respuestas inmunolégicas de la
nisma manera que lo hacen los 1llamados vertebrados "superiores"} un
modelo interesante para intentar dar un paso m&s en el conocimientc
de la evoluci6n de la inmunidad. (Grey,1963; Maung,1963).

Los reptiles poseen células circulantes que se caracterizan
por llevar a cabo funclones inmunolégicas, come son los
eosinéfilos, granulocitos neutréfilos, baséfilos, linfocitos,
monocitos y células plaswdticas. Otro tipo celular, 1llamado
granulocito azur6filo, se considera una etapa en la maduracién de
los granulocitos neutréfilos.

Varios de estos tipos celulares no sble se localizan en la
circulacién, sino también en los &rganos constituyentes del sistema
inmunolégice u 6rganos linfoides (Cooper y colaboradores, 1985).

El sistema linfolide de los reptiles esta formado por &6rganos
como el timo, el bazo, los agregados linfoldes difusos localizados
en varios 6rganos y sistemas (digestivo, respiratoric, endécrino y

urogenital) y 6rganos parecidos a linfonodos.
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Aunque las funciones inmunol6gicas de la médula 6sea de
reptiles son un tanto desconocldas, las observaclones suglieren que
contiene células linfoides y células madre hematopoyéticas (Cooper
Y colaboradores, 1985, Zapata y Cooper, 1990a).

M&dula Osea.

La médula G6sea no ha sido del todo estudiada en estos
vertebrados y la escasa informacién existente estd relacionada sélo
con su funcién hematopoyética, lo cual explica la carencla de
resultados con respecto a la respuesta Iinmunolégica. La
organizacién de la médula 6sea es similar en todas las clases de
vertebrados. Estudios relacionados con varlaciones estacionales en
la misma especie y entre diferentes especlies de diferentes clases,
han revelado que la granulopoyesis Yy trombopoyesis ocurren
exclusivamente en la médula 6sea. En algunas lagartijas, el bazo es
el principal 6rgano que realiza la eritropoyesis, pero en la
mayorfa de las especies dicha funcién la realiza la médula Osea,
mientras que en las tortugas la eritropoyesis se realiza en ambos
érganos, por lo que los reptiles parecen representar un grupo
transicional entre los anfiblos, en los que el bazo es
principalmente eritropoyético, y las aves adultas cuya médula ésea
es la que realiza esta funcién (Zapata y Cooper, 1990a).

El microambiente celular que rige la diferenciacién de células
sanguineas est& creado por un "estroma® celular formado por células
reticulares adventiciales, cé&lulas reticulares estromales Yy
sinusoides sangufneos (células endoteliales). Esta estructura es

similar en todos los vertebrados. Las células endoteliales se
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alinean en sinusoides sanguineos, son electrodensas y contienen
uniones tipo hendidura o comunicantes; son un componente esencial
en la médula &sea por su funcién endoc{tica. Aunque la médula Ssea
de los vertebrados tiene macrdfagos y células reticulares con
capacidades endociticas, el revestimlento de células endoteliales
representa el principal tipo celular que "remueve™ material ajeno
de la circulaci6n (Cooper y colaboradores, 1985, Zapata y Cooper,
1990a). En reptiles y mamiferos, las prolongaciones de las
células reticulares constituyen una capa discontinua de células
adventiciales por fuera del revestimiento de células endoteliales
sinuscidales.

Adenés del revestimiento de células endoteliales fagociticas,
hay una gran cantidad de macréfagos libres en el estroma, pero son
pocos los encontrados en la luz de los sinusoides sanguineos. Junto
con los macréfagos, siempre estdn presentes linfocitos y células
plasmiAticas en el parénquima, ademfs de otras células sanguineas
maduras y en desarrollo. Los linfocitos pequefios presentan una
relacién n@cleo~citoplasma alta, abundante cromatina condensada y
un nGmero escaso de organelos citopldsmicos. El citoplasma de las
células plasmiticas contiene caracterfsticamente, cisternas
dilatadas de retfculo endoplésmico rugoso.

La médula 6sea como fuente de células inmunolégicanente
competentes ha sido estudiada principalmente en anfibiog anuros y
los resultados experimentales muestran funciones equivalentes a la
de los mamiferos (Cooper, Klempau y Zapata, 1985; Zapata y Cooper,
1990a) .
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Tiro.

El timo es un 6rgano presente Gnicamente en los vertebrados.
Ademds de las pequefias diferencias anatémicas y el nimero de bolsas
faringeas que contribuyen a su formacién, no hay variaciones
histolégicas en la organizacién del timo en todos los vertebrados,
excepto por la discutida presencia o ausencia de los llamados
corptisculos de Hassall en vertebrados ectotérmicos y la variable
presencia de cé&lulas mioides (Zapata y Cooper, 1990b).

Existen algunos 6rdenes de reptiles en los que no se describe
la presencia de timo, mientras que en las tortugas, algunocs
investigadores describen un sélo l6bulo y otros lo describen como
un &érganc multilobulado (Borysenko y Cooper, 1972; Leceta Yy
Colaboradores, 1984).

El timo en todos los reptiles estd delimitado por una cidpsula
de tejido conjuntivo formada principalmente por fibroblastos y
fibras de coligena, por debajo de la cual, existe una capa continua
de los procesos de las c6lulas reticulares con una membrana basal
continua. Dicha capa separa los linfocitos corticales de 1los
componentes de la c&psula. En las tortugas, la cipsula proyecta
septos hacia el parénquima tfmico, los cuales 1llevan vasos
sanguineos y nervios y dividen al &érgano en 1l6bulos. Existen
evidencias de que el timo es el primer &rgano que llega a ser
linfolide durante la ontogenia de reptiles (Zapata y Cooper,1990b).

El timo de todos los reptiles se divide en corteza y médula.
En la corteza, las largas células raticuloepiteliales con un ndcleo

irregular con cromatina condensada y largas prolongaciones unidas

34



por desmosomas constituyen una red en la cual descansan los
linfocitos. Dentro de la corteza existe un tipo celular que
recuerda a las llamadas cé&lulas nodrizas del timo de mamiferos, por
su asociacién aparentemente estrecha con las células reticulares y
porgue se observan rodeadas por linfocitos, haciendo contacte con
la superficie de aquellas, Sin embargo, nho existen evidencias
funcionales de estas cé&lulas en ningGn tipo de vartebrado no
mamifero (Zapata y Cooper, 1990b).

En la médula del timo existen numerosas células epliteliales
diferentes, muchas de las cuales podrian tener actividad secretora;
frecuentemente se observan células quisticas.

Los timocitos de tortugas (y en general de todos los reptiles)
son células en maduracién, con un didmetro de 4 a 8ym, presentan un
ndcleo grande con abundante cromatina condensada y son equivalentes
a los llamados linfocitos medlanos y pequefios, siendo obviamente
las células mds abundantes del timo. Los linfoblastos son células
grandes poco electrodensas y frecuentemente se observan en mitosis,
localizadas principalmente en la corteza (Zapata y Cooper,1990b),

Los macré6fagos y células plasmiticas son un componente comdn
en el timo y su nGmero varfa de acuerdo a la especie,

En 1984, Leceta y colaboradores, confirman la presencia de
células interdigitantes en el timo y en otros Srganos linfoldes de
tortugas; los autores describen la presencia de CID en la corteza
timica, aunque son més numerosas en la regién cortico-medular,
presentando un ndGcleo irreqular con cromatina condensada en la

periferia y un citoplasma con escasos organelos y numerosas
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prolongaciones interdigitadas con linfocitos pequefios. Los autores
dejan abierto a discusién su posible papel funclonal. Concluyen que
por criterios morfolégicos era imposible confirmar la naturaleza u
origen de 1las CID, pero sugleren que podrian originarse de
monocitos circulantes.

Una caracteristica importante de la médula timica de las
tortugas, es la ausencia de los llamados corplsculos de Hassall,
que al parecer son caracteristicos de los vertebrados endotérmicos
(aves y mamiferos) (Zapata y Cooper, 1390b).

La estructura de los vasos sanguineos del timo de todos los
reptiles es similar al descrito en mamiferos. Se observa una capa
de cé&lulas reticuloepiteliales, con membrana basal, la cual esté
situada entre los timocitos y los espacios perivasculares. Este
arreglo es la base estructural de la barrera hematotimica.

La involucién del timo en todos los reptiles, como en otros
vertebrados, se caracteriza por un incremento de tejido conjuntivo
y disminucién celular (linfocitos, células epiteliales, CID, etc.).
La involucién normal puede estar relacionada con el ciclo anual y
ser transitoria; después se asocia con la edad cuando es definitiva
(Cooper y colaboradores, 1985).

Bazo,

El bazo de los reptiles es un 6rgano redondo u oval de tamafio
variable; se encuentra siempre asoclado al pincreas y al estémago.
En muchas especies estdn bien diferenciadas la pulpa blanca y la

pulpa roja.
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La pulpa blanca incluye 4reas linfoldes densamente
enpaquetadas, rodeando arteriolas centrales, constituyendo una
verdadera vaina 1linfatica periarteriolar. cCélulas reticulares
aplanadas rodean la pulpa blanca y la separan de la pulpa roja, la
cual consiste de un sistema anastomosado de cordones celulares y
sinusoides cuyas paredes estén delimitadas por células reticulares
(Zapata y Cooper, 1990c).

En 1976, Borysenko describié la estructura del bazo de la
tortuga Chelydra serpentina, en la que la pulpa blanca contiene
linfocitos pequefios y un nGmero bajo de linfoblastos; las células
reticulares también se encuentran entre los elementos linfoldes,
pero estén bdsicamente distribufdas en la periferia de la pulpa
blanca donde forman una zona marginal entre la pulpa blanca y la
pulpa roja; las CID, a las cuales se les ha adjudicado una funcién
fagocitica, tienen un niGcleo largo y frecuentemente lobulade y
pueden formar clmulos entre los linfocitos, aunque en ocasiones se
han observado en estrecha asociacién con éstos, lo que recuerda a
las células presentadoras de antigenos de los 6rganos linfoides
periféricos de los llamados "vertebrados superiores". La pulpa roja
contiene un gran nimero y variedad de tipos celulares como grupos
pequefios de linfocitos dentro de cordones, macréfagos y células
plasméticas (Zapata y Cooper, 1990c).

Linfonodos.

Con respecto a los linfonodos, la situacién en reptiles puede

ser mids avanzada en comparacién a los peces y a los anfibios en los

que no se describen, como tales, 6rganos pareclidos a linfonodos
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(excepto en anuros); en los reptiles se ha descrito la presencia de
tejido linfoide axilar en estrecha asocilacién con los sistemas
linfatico y sanguineo (Cooper, Klempau y Zapata, 1985; Zapata y
Cooper, 1990d). Como en todos los tejldos linfoldes, los linfocitos
se localizan en un soporte interno compuesto de células y fibras
reticulares. Todos los vasos sanguineos Yy 1linfaticos estan
recubiertos por un epitelio plano simple, a través del cual los
linfocitos pueden movilizarse por diapedesis. Los 1linfonodos
presentan foliculos linfoides carentes de centros germinales.

Aunque su funcién ha sido diffcilmente estudiada, se ha
descrito también tejido linfoide asociado al i{ntestino en varias
especles de reptiles, formado principalmente por c&lulas linfoides
y células plasmiticas.

Inmunidad Celular,

Con los trabajos realizados por Borysenko (196%a), en los
cuales demuestra el rechazo de injertos cuténeos en las tortugas,
es clara la presencia de una inmunidad mediada por células en estos
organismos, Ademds, observd que las tortugas son capaces de llevar
a cabo reacciones inflamatorias. Cooper y colaboradores, en 1985,
mencionan que a este nivel de rechazo de injertos, pueden existir
complejos similares al MHC, El mismo Borysenko (1969a), habia
sugerido que los resultados obtenidos pudieran estar regidos por
genes de histocompatibilidad. Es hasta 1990, que Kaufman y
colaboradores presentan evidencias de la posible presencia de
moléculas clase I y II en reptiles, ya que observaron reaccién

cruzada con antisueros de pollo contra moléculas del MHC.
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Inmunidad Humoral.

Todos los vertebrados elaboran anticuerpos frente a una amplia
variedad de antigenos; los anticuerpos, comprenden cadenas
polipeptfdicas pesadas y ligeras, con miltiples dominjos. Existe
IgM polimérica en todos los vertebrados y constituye el isotipo mis
conservado (Roitt,1996).

La inmunidad humoral (cuyo estudio involucra usualmente la
blisqueda de anticuerpos), es el aspecto mejor estudiade de la
inmunidad de reptiles. Aparentemente el 50% de los esplenocitos son
células IgM positivas, mientras que un nimero pequefio de linfocitos
expresan IgM e IgY simulténeamente, siendo la IgY la segunda clase
de inmunoglobulinas en reptiles (Cooper, Klempau y Zapata, 1985).

En 1963, Maung comenta que las tortugas pueden precipitar
antfgenos solubles, ademis de aglutinar la toxina de Brucella
abortus y que ésta respuesta es T dependiente.

Complenmento.

Los factores del complemento en el suero, son los que se
presentan primero en la evolucién de los vertebrados. Todos los
grupos poseen proteinas similares al complemento que en conjunto
con clertas moléculas de anticuerpos, son responsables de la lisis
celular, especialmente de bacterias gram-negativas.

Existe poca informacién acerca del complemento en reptiles.
Cooper Y colaboradores (1985), mencionan 1la existencia de
citotoxicidad celular mediada por linfocitos dependiente de

anticuerpos en reptiles.
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Hemoria inmunolégica.

La memoria inmunolégica se reflierse al aumento de 1la
reactividad después de un reto antigénico secundario. Esto sugiere
que es un mecanismo mediado por células, involucrando poblaciones
de linfocitos funcionales. La escasa literatura existente al
respecto en tortugas, habla de la carencia de memoria en eatos
reptiles; sin embargoc, esto podria representar una situacién dnica
en vertebrados, por lo cual se ha sugerido que, probablemente, se
debe a procedimientos inadecuados de inmunizacién, as{ como a la
carencia de controles 6ptimos (Cooper, Klempau y Zapata, 1985).
FACTORES QUE AFECTAN LA RESPUESTA INMUNOLOGICA.

Temperatura: Todos los vertebrados ectotérmicos presentan
respuestas inmunol6gicas dependientes de 1la temperatura. Los
reptiles tienen al menos 3 reacciones dependientes de la
temperatura:

1. Reaccidn hospedero contra injerto.
2. Sintesis de anticuerpos,
3. Rechazo de aloinjertos,

Todos los investigadores concuerdan con el hecho de que los
reptiles poseen una temperatura éptima de sintesis de anticuerpos,
en la que producen los titulos m&s altos durante un tiempo minimo.
Borysenko, en 1969a, demostré que la respuesta inmunolégica en
tortugas hacia los injertos cutfneos es dependiente de la
temperatura: mientras que a 25°C hay un rechazo, a 10°C no hay

reaccién inmunolégica.
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Nutricién: Experimentalmente se ha inducido involucién timica
en reptiles sometidos a malnutricién. E!l resultado de 1la
malnutricién en tortugas es una profunda deficlencia en 1la
respuesta humoral y celular; el timo se atrofia aunque los
linfocitos del bazo son menos afectados. Los 3 mecanlsmos sugeridos
para estos cambios son:

1. Un efecto directo sobre el metabolismo celular y la sintesis de
productos celulares.

2. Un efecto mediado por interacclones m&s complejas con el sistema
end6erino.

3. La influencia del stress, incrementando los niveles de
corticosteroides en el plasma., (Cooper, Klempau y Zapata, 1985),

Las deficlencias de vitaminas y minerales también son una
posible causa directa de la inmunosupresidn observada en tortugas
malnutridas (Borysenko y Lewis, 1979).

variaciones Estacionalest La informacién sobre las variaciones
estacionales que afectan al sistema inmunolégico en vertebrados
ectotérmicos, puede resumirse en 3 categorias bisicas:

1. Diferentes clases de vertebrados o especles sufren cambios
inmunolégicos similares durante distintas estaclones anuales.

2. Las caracteristicas genéticas individuales pueden ser
importantes en la explicaci6n de resultados variables.

3. Diferentes agentes causales cono la temperatura, el fotoperi&dc
Yy los mediadores homeostéticos internos (hormonas,
neuromoduladores, neuropéptidos, etc,) pueden estar involucrados

(Zapata y Cooper, 1990).
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La mayoria de los reptiles, incluyendo lagartijas, serplentes
y tortugas, presentan cambios histolégicos estacionales. En
general, durante el invierno, el timo de reptiles es pequefio,
dificil de localizar y profundamente involucionado, con una pobre
arquitectura y escasos linfocitos corticales, aunque la médula
solamente esté parcialmente depletada. En )la tortuga Mauremys
caspica, ha sido observada una leve involucién timica al inicio de
la primavera; la corteza timica es reducida y pélida, sin
variaciones en la médula. Al final de la primavera se restaura
nuevamente la corteza timica, identificdndose también las CID
{Leceta y Zapata, 1985; Zapata, 1992). La involucién estacional
ocurre por una disminucién en el nfmero de timocitos durante el
invierno; en la primavera, la poblacién de estas células se
restaura luego de una intensa proliferacién linfolde que puede
ocultar los limites de la corteza y la médula. En otofio y verano,
el timo aparentemente no muestra modificaciones.

Las variaciones estacionales que afectan la estructura
esplénica reflejan las descritas en el timo. En general, la pulpa
blanca es depletada en invierno, quedando pocos y pequefios
foliculos linfoides; sin embargo, durante la primavera y verano, el
bazo incrementa su tamafio. El1 otofic representa una fase
aestacionaria intermedia con pocos cambios estructurales. Estos
cambios en la estructura del bazo pueden explicar las diferencias
entre las respuestas de varios reptiles en comparacién con los

mamiferos (Zapata y Cooper, 1990),

42



En verano, la pulpa blanca consiste solamente de pequefios
grupos de linfocitos frégllmente empaquetados; las vainas
linfdticas periarteriolares muestran &reas carentes de linfocitos.

Durante el otofio, hay un incremento gradual en el tejido
linfolde esplénico. No se encuentran otras variaciones durante el
invierno, ademds de las que son evidentes en la pulpa blanca del
bazo. Al inicio de la primavera, aunque no hay cambios en el tamafio
del bazo, el ntmero de linfocitos disminuye. Para el final de 1la
primavera hay un considerable aumento en la pulpa blanca (Leceta y
Zapata, 1985).

El tejido linfoide asociado al intestino de reptiles sufre
canbios ninimos con las varlaciones estacionales, Las condiciones
son extremadamente diferentes entre varias especiles.

Corticonteriodes: El papel que juaegan los cortlicosteroides en
las modificaciones estacionales del sistema inmunolégico de
ectotermos fue afirmado, primero, por el establecimiento de la
correlacién entre las fluctuaciones en 1los niveles de
corticosteroides circulantes e inmunorreactividad estacional. Con
respecto a la inmunorreactividad, se han medido varios pardmetros,
que incluyen: el n@mero de linfocitos periféricos, celularidad de
6érganos linfoides primarios y secundarios, respuesta inmunolégica
humoral y celular.

En las tortugas, se ha reportado la profunda involucién del
timo y del bazo durante el verano coincidiendo con niveles altos de
corticosterona en la circulacién, mientras que la disminucién

moderada en el tejido linfoide fue diffcil de relacionar con
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niveles altos de esteroides circulantes durante el {nvierno
(Cooper, Klempau y Zapata, 1985; Zapata y Cooper, 1990).

Asf, la informacién disponible sobre los efectos de los
corticosteroides sobre el sistema inmunolégico de tortugas es
dispersa y frecuentemente contradictoria (Leceta y Zapata, 1985),
ANTECEDENTES DIRECTOS.

En 1990, Carrillo, cCastell, Pérez y Ronddn informaron de la
presencia de células dendriticas suprabasales ATPasa positivas en
la epidermis de Rana catesbeiana, las cuales ultraestructuralmente
presentaban el productoc de la reaccién histoquimica en la membrana
plasmética y mostraban un citoplasma claro, libre de
tonofilamentos, desmosowas, premelanosomas, melanosomas y un ndcleo
de forma {rregular., Los autores concluyen que dichas células
podrian ser el equivalente morfolSgico de las CL en anfibios,
siendo este trabajo la primera descripcién formal de la presencia
de células parecidas a las CL en este grupo de vertebrados. Ese
mismo aflo, Du Pasquier y Flajnik demuestran la presencia de células
dendriticas que expresan moléculas clase II del MIC en la epidermis
de la piel de Xenopus. Ambos hallazgos podrian considerarse la
evidencia de la presencia de CL en la epidermis de anfibios.

En 1991, cCarrillo, Pérez, Castaell y Antuna al trabajar con
plel de pollo, células epidérmicas con caracteristicas
histoquimicas y ultraestructurales sgimilares a las CL,
Posteriormente, Pérez y Mill&n (1994), demuestran que las células
dendriticas ATPasa positivas de la epidermis del pollo expresan

moléculas clase II, concluyendo gue estas células epldérmicas son
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similares a las CL de la pilel de los mamiferos,

En 1966, Breathnach y Poyntz realizaron una investigacién para
conocer la estructura bésica, el desarrollo y los mecanismos de
transferencia de los granulos de melanina, de los melanocitos de la
piel de la cola de Lacerta vivipara., Para ese entonces, las CL
sequian siendo conslderadas como el destino final de los
melanocitos. En ese sentido, y de acuerdo con el objetivo
primordial del trabajo, las CL fueron bhuscadas intencionalmente.
Ademds de conocer la estructura de las células pigmentarias,
ocasionalmente se observaron algunas células de citoplasma claro,
sin desmosomas y sin tonofilamentos, con un ndclec indentado,
claramente distinguibles de los melanocitos y de 1los
queratinocitos, carentes del GCL lo que hizo que Breathnach y
Poyntz concluyeran que la piel de los reptiles carecian de CL

tipicas.
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PLANTERNKIENTO DEL PROBLENA.

Los reptiles ocupan una posicién filogenética intermedia
entre los anfibios y las aves en los cuales est8 demostrada la
presencia de CL, por lo que seria interesante conocer si existen
células parecidas a las CL en la plel de los reptiles.

La plel de las tortugas tiene caracteristicas que la hacen un
6rgano protector ante el medio y es capaz manifestar respuestas
inmunolégicas similares a las de otros vertebrados, como el rechazo
a aloinjertos cutineos, fenfémeno dependiente de la disparidad del
MHC y en el cual las CL han sido involucradas (Streilein y
colaboradores, 1982). Siendo la piel un sitio por el que ocurren
muchos estimulos antigénicos, ante los cuales se monta una
respuesta inmunoldgica, el papel de “defensa" deber& estar basado
en la presencia de células dendriticas presentadora de antigenos,

morfoléglcamente similares a las CL de mamiferos.
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QOBJETIVOS,

1. Demostrar la presencia y caracterizar morfolégicamente a
las células de Langerhans de la pilel de la tortuga terrestre
Rinosternon integrum, utilizando histoquimica enzim&tica para
ATPasa a nivel de microscopia fot6nica y electrénica.

2. Contribuir al conocimiento del estudio filogenético de las

c8lulas de Langerhans en vertebrados no mamiferos.
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HIPOTEBIB.

Si los reptiles de ubican filogenéticamente entre los anfiblos
y las aves y las tortugas son capaces de rechazar injertos
cutdneos, fenémeno en el que est&n implicadas las CL, entonces
estos organismos poseen células morfolégicamente similares a las CL

de otros vertebrados.
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MATERIAL Y METODOS.

Animales: Se estudlaron 20 tortugas adultas de ambos sexos, de
la especie Kinosternon integrum. Los animales se mantuvieron en el
laboratorio en condiciones naturales de luz y temperatura y fueron
alimentadas con higado de pollo y lechuga 2 veces por semana.

Se sacrificaron 2 tortugas mensualmente (excepto en eneroy en
agosto) por sobredosis de anestésico (pentobarbital sédico)
administrado intraperitonealmente.

Obtencién de muestras: La piel de la regién ventral del cuello
fue la utilizada en el presente trabajo por ser la que presentaba
menor pigmentacién en la especie estudiada. Para los andlisis con
microscopla foténica, se cortaron fragmentos de piel de 1 cm!, los
cuales fueron fijados en formol amortiguado al 10% durante 24 hy
procesados para realizar cortes en parafina de Sum y tefirlos con
la técnica de hematoxilina-eosina (H-E). Para microscopia
elaectr6nica, las muestras de pilel fueron de 10mm X lmm x 1imm,
También se tomaron y fijaron en formol amortiguado al 10%, los
timos y bazos de algunos animales, aunque esto no forma parte del
trabajo.

Método de separacitn de léminas epidérmicas: La separacién de
l4minas epidérmicas es tal vez el procedimiento nés relevante, Los
fragmentos de piel de 1 cm’ fueron incubados durante 60 minutos a
37° C en PBS (pH 7.3) el cual contenfa 20 mM de dcido
etilendiaminotetraacético (EDTA).

También se prob6 el CaCl; 2M como método da obtencién de

laminas epidérmicas, pero el PBS + EDTA fue el método de separacién
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m&s eficiente, obteniéndose ldminas epidérmicas f&cilmente vy
conservando su estructura. Algunas de estas l&minas, se procesaron
para hacer cortes en parafina de 5um y tefiirlas con la técnica de
H~E

La obtencién de l&minas epidérmicas fue realizada con la ayuda
de pinzas finas sin dientes o con 2 agujas hipodérmicas, bajo el
microscépio estereoscéplco.

Histoquimica enximStica para ATPasa en l&minas epidérmicas.

Una vez establecido el método de separacidn apropiade, las
l4minas epidérmicas fueron procesadas para la demoastracién
histoquimica de ATPasa usando una modificacién a la técnica de
Robins y Brandon (1981) de la sigulente manera:

1. Lavado de las léminas epidérmicas en agua destilada 3 veces
durante 5 minutos cada uno, a temperatura ambiente.

2., Fijacién en glutaraldehido al 2% en amortiguador de cacodilato
de sodio 0.1M, pH 7.4, durante 60 minutos a 4°C.

3. Lavado en solucién tris-maleato, 3 veces durante 5 minutos cada
una, a temperatura ambiente.

4. Incubacién en la solucién fresca de ATP (reclién preparada y
filtrada), durante 15 minutos a temperatura ambiente.

5. Lavado en agua destilada, 3 veces durante 5 minutos cada una, a
temperatura ambiente.

6. Revelado en sulfuro de amonio al 1%, durante 1 minuto a
temperatura ambienta.

7. Lavado en agua destlilada, 3 veces durante 5 minutos cada ura, a

temperatura ambiente.
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8. Montar las léminas epldérmicas con el lado dérmico (el nmis
tefiido) hacia arriba, utilizando gelatina glicerinada de Kaiser.

SOLUCIONES PARA LA TECNICA DE ATPasa.

PBS+EDTA:
NaQlr=-mmononom e --~3,415 g
() -— 0.10 q.
NaHPO, ==wmmmmmm—mmm——an 0,575 g.
KH,PO, —~-=mmmmenn=——c——- 0.10 g.
agua destilada~~==~=m=~-~ 500 nL

Ajustar pH a 7.,2-7.4 con NaOH 1N o HCl 1N.

Solucién Tris-Maleato 0.25M, pH 7.2,

Tris Salt Buffer----~~-- 12,10 g.
Acido maléico-=~=-ren=n- 11.60 g.
NaOH==-~=wmemen e e een— 4.0 g.
Agua Destilada==r=m=m=n-= 400nkL,

Solucién de ATP (medio de incubacién de Robins y Branden)

Solucién de Tris-Maleato=--=~--~- 10.00 mL.
Agua Destiladaw-—m-r=mmrem——ne—. 12,50 nL.
Mg,50, =~====== ~==2.5 mnL.
Pb(NOy); ——=-—=m=mcmmmmmmcm e 2.75 mnL.
GlucoBa-rmrmmemrm e mc e e e~ —— 1.25 g
ATP (sal digbdica)-=mmemcomerenax 0.02 g.

Solucién reveladora de sulfuro de amonio al 1%,
Agua Destilada=--==emevenmman 19.8 nL.
Sulfuro de amonio=-===wmere—u- 0.2 nL.

Se prepara en el momento, en campana de extraccién.
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Los controles de las laminas epidérmicas se incubaron en las
mismas condiciones, pero el medio carecfa de ATP.

Gelatina glicerinada de Kaiser.

Glicerina==-===m=mm=n- 50 g.
Grenetina----we—weaam—u 7 g.
Acido Fénico=-=w==m=m=un 1q.
Aqua Destilada=-w~====~ 42 nL,

La grenetina en polvo se coloca en un cristalizador para
hidratarla completamente con agua destilada vertida gota a gota,
lentamente. Posteriormente se coloca el cristalizador en bafio Maria
y se agrega el resto del agua destilada y se deja que la gelatina
se disuelva por si sola durante el tiempo que sea necesario.

El 4cido fénico se disuelve en la glicerina y se agrega a la
gelatina, procurando fque escurra por las paredes del cristalizador
para evitar la formacién de burbujas. Continuando en bafio Maria,
los componentes se mezclan por si mismos hasta que la gelatina
adquiere un color &mbar homogéneo; se deja enfriar a la temperatura
ambiente o en refrigeracién. Para usarla, se corta un fragmento y
se disuelve dentro de un recipiente de vidrio a bafio Maria.
Conteo de células dendriticas ATPasa positivas en léminas
epidérmicas.

El conteo celular se llevé a cabo con un ocular graduado,
calibrado con un micrémetro y usando el objetivo de 40X. Para cada
animal se contaron por lo menos 10 campos, midiendo cada uno
0.097344 nm. Los resultados obtenidos se convirtieron a ndmero de

células/mm?.
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Histoquimica ensim&tica ultraestructural para ATrasa.

Para la demostracién ultraestructural de ATPasa se emplearor
variaciones a la técnica disefiada por Farquhar y Palade (1966):
1. Obtencién de muestras de 10 mm x 1 mm x 1 mm, aproximadamente.
2. Fijacién en glutaraldehido al 2,.5% en amortiguador de cacodilato
de sodio 0.1M, pH 7,2, durante 30 minutos a 4°C,

3. Las muestras fueron cortadas manualmente en fragmentos nés
pequefios ¥ colocadas en el mismo fijador durante 60 minutos més a
4°C.

4. Lavado en amortiguador de cacodilato de sodio 0.15M, pH 7.4,
adicionado con sacarosa 0,025 y CaCl, 0.05%, 3 veces durante 10
minutos cada una, a temperatura ambiente.

5. Incubacién en el medio de Robins y Brandon durante 45 minutos a
37¢°C.

Nota: no se realiza el revelado en sulfuro de amonio al 1% como en
la técnica para microscopfa foténica porque el producto de 1la
reaccién es electrodenso,

6. Lavado en amortiguador de cacodilato de sodio 0.15M, pH 7.4
adicionado con sacarosa 0.025M y CacCl, 0.05%, 3 veces durante 10
minutos cada una, a temperatura ambiente.

7. Posfijacién en 080, al 1% en amortiguador de cacodilato de sodio
0.2M, pH 7.2, durante 45 minutos a 4°C.

8. Lavado como en 6.

9. Deshidratacién en alcoholes graduales ascendentes.

10. Infiltracién en Araldita 6005-tolueno (1:1) durante 7 dias a

temperatura ambiente.

33



11. Polimerizacién de la Araldita 6005 durante 48 h a 60°C.
12. Se realizaron cortes de 1lum y fueron tefildos con azul de
toluidina para microscopfa foténica.
13. Los cortes finos se obtuvieron con cuchilla de diamante,
contrastados con acetato de uranilo al 2% durante 24 minutos y
citrato de plomo (Reynolds, 1963), durante 10 minutos.
14. Se realizaron 10 cortes seriados de 20 células dendriticas
epidérmicas claras, de muestras controles y de muestras a las que
se les realizé la histoquimica enzimitica, con el fin de
identificar un organelo similar al GCL.
15. Observacién con el microscépio electrénico Zelss EM-109.
8olucionas para ATPasa ultraestructural,
Amortiquador de cacadilato de sodio 0.2M, pH 7.2.

Acido cacodilico 0.2M==-=semcccuan 100 mL.

HCl 0.2M=~=weremcrva e mmee e ——— 5.4 nlL,

A partir de esta smolucién, se realizaron las diluciones
necesarias.
Amortiguador de cacodilato de sodio 0.15M, pH 7.4, adicionado con

sacarosa 0,025M y CaCl, 0,05%,

Acido cacodflico 0,15Mevwcmanmcancn 100 mL.
HCL 0, 15M=-=—m e 5.4 mL.
Sacarosa~=-=-mmescssescnc o .- 0.855 g,
CaCl; ~=mo—mec e ——————— 0.05 g.
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RESULTADOS,

Microscopia Fotdnica: El método de separacién empleando PBS+EDTA
fue el mis eficiente, ya que permitié la obtencién facil, rapida y
exclusiva de la epidermis, completamente libre de componentes
dérmicos (fig. 1). Las léminas epidérmicas tefiidas con H-E
presentaron un patrén histolégico similar al observado en los
cortes de la epidermis de piel total (fig. 2). La epidermis esta
formada por un epitelio plano estratificado queratinizado, formado
de 4 a 5 estratos de células nucleadas y una gruesa capa
superficial o estrato cérneo organizado en laminas de células en
descamacién. Las células pigmentadas se observaron adosadas a la
cara dérmica del epitelio (fig. 1) y profundamente dentro de la
dermis (fig. 2), la cual presenté un tejido conectivo muy denso y

poco celular.

Figura 1. Lamina epidérmica de K. integrum, separada con
PBS+EDTA. La epidermis es un epitelio plano estratificado con
estrato cérneo; nétese la ausencia de componentes dérmicos. Los
melanocitos (flecha), se observan adosados a la cara dérmica de la
lamina epitelial. H-E. 100X.
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 Flgura 2. corte semifino de la piel de la tortuga K. integrum.
El patrén histolégico de la epidermis es similar al observado en la
figura anterior. En la dermis se observa una célula pigmentada
(flecha). Azul de toluidina. 500X
Histoquimica enzimAtica para ATPasa: Cuando se utilizée la
histoquimica para ATPasa en ladminas cpidérmicas segin Robins 3
Brandon (1981), se obtuvieron resultados convincentes, constantes
y definitivos. En las l&minas epidérmicas obtenidas durante los
meses correspondientes a primavera y otofio, se observaron células
dendriticas ATPasa positivas uniformemente distribuidas
f4cilmente distinguibles del resto de las células epidérmicas
porque el producte de la reaccién enzimdtica se localizaba
unicamente en ellas (fig. 3).

Las largas prolongaciones citopldsmicas se observaron
intercaladas entre los queratinocitos (fig. 3); sin embargo algunas

células no mostraron el patrén dendritico descrito y presentaror

una forma poliédrica con dendritas cortas y gruesas (fig. 4)
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Se observaron células melanocitos dentro de la epidermis, pero
se distinguieron claramente de las células dendriticas ATPasa
positivas, puesto que aquellos siempre presentaron prolongaciones
citoplasmicas largas y delgadas con un aspecto punteado o en forma
de "rosario", con su pigmentacidén natural y caracteristica (fig.
5), ademis de localizarse siempre en un plano focal diferente al de

las células dendriticas ATPasa positivas.

-
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Figura 3. Lamina epidérmica de 1la tortuga K. integrum,
representativa de los meses de primavera y otoflo, procesada con
histoquimica enzimitica para ATPasa. Se observan las células
dendriticas ATPasa positivas (cabezas de flechas) cuyas
prolongaciones citopldsmicas se interdigitan entre los
queratinocitos. 320X.
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Figura 4. Limina epidérmica de la tortuga K. integrum, en la
que se observan células dendriticas ATPasa positivas (flechas)
interdigitadas y rodeando a los queratinocitos(%)., 800X.

Figura 5. Células ATPasa positivas de forma poliédrica, con
dendritas cortas (flechas)., Los melanocitos (cabeza de flecha) se
caracterizan por su pigmentacién natural y por la forma larga,
delgada y arrosariada de sus prolongaciones. 800X.

El resultado del conteo de las células dendriticas ATPasa
positivas arrojé los siguientes resultados: 192 % 5.5 células/mm
durante la primavera (n=6), mientras que durante el otofio fue de
153 t 10 células/mm’ (n=6). En las laminas epidérmicas procesadas
en los meses correspondientes a verano e invierno, el nimero de
células ATPasa-positivas fue de 57 + 4 células/mm’ (n=4) y de 10 %

2 células/mm? (n=4), respectivamente, las cuales mostraron una forma

redondeada y una débil actividad enzimitica (gr&fica 1) (fig. 6).
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Célutas de Langerhms ATPasi positivis en Ja epidermis de Kinosternon infegnim
PRIMAVERA VERANO OTONO INVIERNO
192 +/- 5.5 célimm? 57+~ 4 eélmm? 153 /- 10 ¢clmm? 10+ 2 eélmm?2

n o nod n oo no

180
160
140
120
100

CELULAS/mm2

60
40
20

PRIMAVERA VERANO OTORO INVIERNO

Gréfica 1. Variaciones estacionales en el numerc de células de
Langerhans ATPasa positivas de K. integrum.

Figura 6. Células ATPasa positivas {flechas) de la tortuga K.
integrum, representativas de los meses de verano e invierno.
compdrese con la fig. 3. 312X.

En las laminas epidérmicas controles, las Gnicas células de
forma dendritica que se observaron fueron los melanocitos debido a

su coloracién natural (fig. 7).
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Figura 7. Limina epidérmica de la tortuga K. integrum
correspondiente a una muestra control, en la cual sélo es posible
identificar melanocitos, con su forma Yy pigmentacién
caracteristica.

Microscopia Electrénica.

ATPasa ultraestructural: La microscopfa electrénica de los
cortes de piel obtenidos durante la primavera y el otofio y
procesados con la histoquimica para ATPasa, mostraron la presencia
de células dendriticas en posicién suprabasal, con un precipitado
electrodenso depositado exclusivamente en la membrana plasmatica,
distinguiéndose de los queratinocitos por presentar un citoplasma
claro, carente de tonofilamentos, desmosomas, premelanosomas Y
melanosomas; su nGcleo era de forma irregular con masas de
cromatina condensada asociada a la cubierta nuclear (fig. 8).
Dichas células tenian un contorno irreqgular por la presencia de
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FPigura 8. Micrografia electrdnica de transmisién de la piel de
la tortuga K. integrum, obtenida durante la primavera y el otofio,
procesada para la histoquinica de ATPasa, Entre los queratinocitos
(K) basales, se observa una célula con citoplasma claro, ntdcleo
irregular, prolongaciones dendriticas (asterisco), con el producto
electrodenso de la reaccién localizado en la membrana plasmitica
(flechas) . Ho se observan desmosomas, melanosomas ni tonofilamentos
en estas células ATPasa positivas. D= dermis, Barra=iunm.



prolongaciones citopldsmicas interdigitadas con los queratinocitos.,
Las células dendriticas ATPasa positivas fueron claramente
distinguibles de los melanocitos, en los que ne se observaba
reaccidon enzimdtica en la membrana plasmitica y que fueron

identificados por la presencia de melanosomas caracteristicos en el

citoplasma (fig. 9).
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Figura 9. Micrografia electrénica de transmisién de la piel
ije la tortuga K. integrum, procesada para la histoquimica de
ATPasa, en la gque claramente se observa la ausencia de reaccién
enzimitica en la membrana plasmitica de los queratinocitos y los
melanocitos (flechas), estos Gltimos identificados por la presencia
de numerosos melanosomas en sus prolongacicnes. K queratinocitos,
D dermis. (*) Barra= 1lum.

En las muestras de piel procesadas en los meses
correspondientes al verano y al invierno, también se observaron
células claras en posicién basal y suprabasal, que presentaban las
mismas caracteristicas ultraestructurales descritas anteriormente,
pero que carecian del producto electrodenso de la reaccién
enzimdtica o, en el mejor de los casos, presentaban solamente
peguefas 2zonas de precipitado electrodenso en la membrana
plasmética (figs. 10-13). Las células claras localizadas

principalmente en el estrato bhasal, muy cercanas a la unién dermo-
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epidérmica, caracteristicamente tenian un citoplasma, rico en
organelos, en particular, vesiculas cubiertas y vesiculas de
diferente tamafio y forma, ademds de microfilamentos y microtibulos

(fig. 13).

Figuras 10 y 11. Micrografias electrénicas de transmisién de
la piel de la tortuga K. integrum, correspondiente al verano, la
cual fue procesada para la histoquimica de ATPasa. Se observan
células dendriticas claras, basales, con el producto de la reaccién
enzimitica depositado en la membrana plasmitica (fig. 10, flechas)
y en ocasiones era escaso (fig. 11, flechas).
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Figuras 12 y 13. Micrografias electrénicas de transmisién de
la piel de la tortuga K. Integrum, obtenida durante el verano y
procesada para la histoquimica para ATPasa. Se observan células
epidérmicas claras, con caracteristicas ultraestructurales
similares a las células dendriticas ATPasa positivas de la
primavera y otofio, perc algunas no muestran producto de la reaccién
enzimitica en la membrana plasmitica (figura 13) o s6lo algunes
rastros (figura 12) (cabezas de flecha). Algunas células claras con
diversos tipos de organelos, vesiculas en el citocentre (flecha) y
numerosos microfilamentos y microtiibulos se observaron cercanas a
la lamina basal (figura 13). K: Queratinocitos; D: Dermis. Barras=
lum,

Las células dendriticas encontradas en la epidermis de la piel
de la tortuga K. integrum, semejaban a las CL por sus
caracteri{sticas ultraestructurales y de actividad enzimdtica, por
1o que se llevé a cabo la bisqueda de un organelo citopldsmico
similar al GcL. Asi, en el andlisis de los cortes seriados, se
observé la presencia de estructuras que tenian forma de hastdn,
constituidos por membranas paralelas cuya localizacién mis
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frecuente fue cercana a la membrana plasmitica de alqunas
prolongaciones de células ATPasa negativas. (figs. 14 y 15) pero
que presentaban las caracteristicas ultrazstructurales

distintivas de las CL. Con menor frecuencia, estos organelos
presentaron la forma de ragueta de tenis, con una porcién en forma

de bastén y otra semejante a una vesicula (fig. 16).
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Figuras 14 y 15. Micrografia electrénica de piel de tortuga.
Corte transversal de un proceso dendritico (fig. 14) y detalle del
citoplasma de estas células semejantes a las CL (fig. 15), ambas
son ATPasa negativas, pero contienen organelos en forma de bastén
similares a los GCL (flechas), localizados frecuentemente en la
vecindad de la membrana plasmitica. Barra= 1lum.
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Figura 16. Micrografia electrénica de piel de tortuga obtenida
durante el verano. Dos organelos parecidos a los GCL se observan en

el corte de una dendrita con rasktros de reaccién enzimbtica
(flechas) , Uno de lo0s organelos presenta forma de bastén (cabeza de
flecha), mientras gue el otro presenta una forma de ragueta de
tenis (recténqulo) . parra= 500nm.
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Discusién,

El objetivo dael presente trabajo fue demostrar la presencia de
CL en la epidermis de la tortuga terrestre Kinosternon integrum,
con base en las caracterfsticas histoquimicas y ultraestructurales
consideradas Gnicas para las CL de los mamiferos. La histoquimica
para ATPasa ha sido usada extensamenta como un método confiable
para ijdentificar a las CL en los mamiferos, especialmente cuando se
usan ldninas epidérmicas. Las caracteristicas ultraestructurales de
las CL incluyen: un ndcleo lobulado y un citoplasma claro con
nicrotdbulos, microfilamentos, lisosomas y mitocondrias, pero
carente de tonofilamentos, melanosomas y desmosomas. 5in embargo,
es ampliamente aceptado que el GCL (o grinulo de Birbeck) es el
principal rasqgo caracteristico de las CL a nivel de microscopla
electrénica (Birbeck y colaboradores, 1961). Estas estructuras se
presentan en el citoplasma como organelos en forma de bastén con
una estriacién central, que ocasionalmente presenta una dilatacién
vesicular en uno de los extremos dédndole la aparencia de raqueta de
tenis. Se ha demostrado que el GCL se origina por invaginacién de
la membrana plasmitica de las CL (Hashimoto, 1971; Takahashi y
Hashimoto 1985; Falck y colaboradores, 1985), manteniendo una
continuidad temporal con el espacio extracelular de dénde captura
material y lo transporta a endosomas (Bartosik, 1992). Existen
evidencias de que la formacién del GCL parece ser el aspecto
norfolégico de una muy especializada forma de endocitosis mediada
por receptores (Hanau y colaboradores, 1987a; 1987b; 1988). Sin

embargo, se ha propuesto también, que el GCL no es un requisito
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para la ldentificacién de CL o células semejantes a ellas (Wolff,
1972; Bock, 1974; Al Yassin y Toner, 1976), ya gque no siempre se
observa o scn extremadamente escasos en las CL de todos los
mamiferos (Hollis y Lyne, 1972; Khalil y colaboradores, 1982;
Monteiro-Riviere, 1985; Takehana y colaboradores, 1985; Romano,
1991).

En el presente trabajo observamos células dendriticas ATPasa
positivas uniformemente distribuidas en la epiderm;s de la tortuga,
las cuales presentaron prolongaciones citoplasmicas interdigitadas
con los gqueratinocitos. asi, histoquimica y morfolégicamente, estas
c6lulas son similares a las CL. La microscopfa electrdnica confirmé
estas cbservaciones ya que las c6lulas dendriticas ATPasa positivas
tuviercn los criterios ultraestructurales para gser consideradas
equivalentes a las CL, incluyendo organclos parecidos a los GCL,
Estas estructuras las observamos con menor frecuencia en células
ATPasa positivas que en células ATPasa negativas y en células
parecidas a CL de las muestras controles. Estos resultados pudieran
estar relaclonados con la actividad endocitica de estas células,
como ha sido sugerido por la pérdida o desaparicién de la actividad
de ATPasa relacionada con el aumento en el ndmero de GCL y de otros
organelos endociticos en las CL después de la aplicacién epicutinea
de un hapteno (Hanau y colaboradores, 1989).

Sorprendentemente, observamos que el nGmero de CL y 1la
intensidad de 1la reaccién de ATPasa presentan variaciones
estacionales. Las células fueron m&s numerosas Yy fuertemente

positivas a la reaccién histoquimica durante los meses de mayo y
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noviembre y muy escasas y débilmente tefildas durante el verano y el
invierno. Sin embargo, la microscopia electrénica demostré que esta
deplecién de células dandriticas en la epidemis de las tortugas
puede cer mds aparente que real, puesto gque fue ficil identificar
pequefios rastros del precipitado electrodenso localizado en la
membrana plasmitica de las CL durante el verano y el invierno.

La participacién de las CL en el rechazo de injertos cutineos
(mediada por moléculas clase II), fue demostrada por Streilein y
colaboradores (1982), quienes observaron que la viabilidad de los
injertos de piel de ratén depletada de CL por la técnica de
stripping descrita por Lessard y colaboradores (1968), es mayor que
la de injertos con un nimero normal de CL. Asi, es factible
especular que dentro de las razones que Borysenko (1969a) menciona
(temperatura, disparidad del MHC, fisicas, etc) para explicar el
rechazo de injertos cutdneos en las tortugas, podria incluirse la
participacién de las CL (si la especie estudiada las presenta)
sobre todo con relacién a la disparidad de las moléculas del MHC,
que las CL expresan en grandes cantidades y a las variaciones
numéricas estacionales encontradas en el presente trabajo.

En mamiferos, la aplicacién tépica y sistémica de
corticosteroides (Belsito y colaboradores, 1982; Berman Yy
colaboradores, 1983) y de propionato de testosterona (Koyama y
colaboradores, 1989) reducen el ndmero de CL, ademis de cambiar su
morfologia, probablemente por un deterioro selective en 1la
expresion enzimitica y de marcadores inmunolégicamente importantes

en las CL.



Un nimero importante de evidencias sugieren una relacién entre
factores medioambientales (principalmente fotoperitdo y
temperatura) y varilaclones en el sistema inmunolégico de
“vertebrados inferiores", lo cual estid medlado, probablemente, por
los nivales de testosterona circulante y/o de corticosteroides. Se
ha observado que los niveles altos de estos esteroldes en el suero
coinciden con cambios dr4sticos en la respuesta inmunolégica tanto
celular como humoral y adem&s son dependientes de los periédos
estacionales. Los niveles elevados de estas hormonas producen tanto
deplecién de los 6rganos linfoldes, como la nuerte de las células
implicadas en la respuesta inmunolégica de vertebrados no mamiferos
(E1 Ridi y colaboradores; 1988; Zapata y colaboradores, 1992).
Todas estas observaciones y las evidencias existentes en mamiferos,
nos permiten sugerir que posiblemente los niveles altos de estas
hormonas esteroides en las tortugas, puedan ser las responsables de
la disminucién en la actividad de ATPasa en las CL y por lo tanto,
estar "ausentes® o m&s bien, no ser evidentes con la reaccién
histoquimica a la microscopia foténica durante el verano y el
invierno.

Los resultados circunstanciales obtenidos en el praesente
trabajo, como son la dependencia numérica estacional y las
modificaciones enzimiticas en las CL de tortugas, deben ser
estrictamente evaluadas, tomando en cuenta los cambios estacionales
ya reportados en érganos linfoides (y componentes no linfoides) y
1la respuesta inmunolégica en reptiles (Leceta y Zapata, 1985; El

Ridi y colaboradores, 1988; Zapata y colaboradores, 1992). Aunado
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a los resultados obtenidos en este trabajo, se observaron también
cambios en la morfologia del timo y bazo, caracterizados por un
aumento del tejido conjuntive y de células mioides y disminucién
del ndmero de foliculos linféides, junto con una proliferacién de
la pulpa roja, respectivamente, Estos cambios coincldieron con los
ndneros minimos de CL presentes en la epidermis de las tortugas,
observados durante el verano y el invierno. Se sugiere el andlisis
y correlacién ordenada do estos datos, para conocer si hay una
relacién entre los cambios en CL y el sistema Inmunolégico
sistémico., Por otro lado, es necesario conocer s8i los cambios
observados coinciden también con niveles criticos hormonales
(esteroides en particular) y/o con el periédo reproductivo de las
tortugas estudiadas., Sin embargo, no debemos dejar de lado las
evidencias que mencionan, claramente, que aunque los cambios pueden
coincidir entre los reptiles, también son altamente especie-
especificos (Zapata y colaboradores, 1992). En este sentido, las
tortugas podrian ser un excelente modelo para estudiar 1la
modulacién neuroinmunocendécrina en la presentacién de antigenos en
vertebrados ectotérmicos.

Puesto que la piel de las tortugas es el &Srgano que ofrece
nmayor superficie al medio externo para captar estimulos antigénicos
y conociendo los componentes de su sistema inmunoléglco, se sugiere
que las célul+s epidérmicas caracterizadas en al presente trabajo,
son células anilogas a las CL de mamiferos. Habria que demostrar
que son capaces de captar antigenos, procesarlos y presentarlos.

Por otro lado, los informes de la prasencia de CID en el timo
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(Leceta y colaboradores, 1984) y en el bazo de tortugas (Zapata y
Cooper, 1990c) junto con los resultades del presente trabajo,
facilitan la sugerencia de la existencia de un sistema de células
de Langerhans y/o de células dendriticas en estos reptiles.

Por otro lado, Pérez y colaboradores describen la presencia de
células con todos los criterios ultraestructurales, incluyendo el
GCL para ser conslderadas como CL en la piel del bagre. Dichos
resultados junto con el presente trabajo completan la descripcién
de CL en vertebrados no mamiferos.

Finalmente, la utilidad y la especificidad de la histoquimica
para ATPasa, asi como la presencia de un organelo similar al GCL,
resultaron ser, nuevanmente, altamente confiables en la
identificacién de CL epidérmicas. Ademds, es de notarse que la
actividad de la ATPasa dependiente de ca**/Mg** presente en la
membrana plasm&tica esté muy conservada en las CL de los diferentes
grupos de vertebrados, lo que suglere una importancia funcional
fundamental para dichas células. Sin embargo, casl todos los

aspectos de esta enzima scn desconocidos,
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