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INTRODUCCION

1. CELULAS DENDRITICAS

En Inmunologia, el término “células dendriticas® es utilizado para nombrar & un subtipo
particular de Células Presentadoras do Antigenos (CPA) que tienen forma ifrregular por tener una
varicedad de procesos celulares que incluyen pseudopodos, (ametipodios y velos. Las células de este

sistema se encuentran en varios estados de diferenciacion y derlvan de Ia médula ésea. '

Las Células Dendriticas (CD) son células especializadas en la presenlacion de antigenos que
tienen una amplia distribucion en todos los tejidos y organos del cuerpo, constituyendo un Sistema
Celular Dendritico (SCD). De acuerdo a su localizacion las células de este sisterna reciben diferentes
nombres: en la epidermis y otros epitelios planos estratificados se les conoce como Células de
Langerhans (CL): en linfa como Células Veladas (CV). en las zonas T-dependientes de los ganglios

litdticos y en ta méduta del tirmo como Células Interdigitantes (CID) y en el bazo se denominan como

Céiulas Dendriticas Esplénicas o Células de Steinman y Cohn (CDE) En el intersticio de corazén,

higado, rifon y pancreas también se han descrnito células similines en morfologia, fenotipo y funcién a
tas CL. EL SCD también es conocido como el Sistema de las Células de Langerhans (SCL) en donde las

CL son el representante clasico. 7

Las diferentes CD comparten algunas caracleristicas, como la presencia de ¢l antigeno

leucocitario comuin (CD48), las moléculas clase | y clase Il del! Complejo Principal de

ongen comun a partir de la médula dsea, pero pueden exhibir

Histocompatibilidad (CPH) v un

diferencias relacionadas con el estado de maduraciéon y con el microambiente en el que se localicen, 2




LAS DE LANGCERHANS

N DE LAS CE

Aunque todas las CD se ariginan de In inédula ésea 1h= CL han sido las mas estudiadas. En

asie sontido, Katz ef al., (1979} 4 demostinron que {as CL derivan y son contimiamente sustituidas por

células procursoras Mmovites provenientes de ia meédula 6sea. En sus clegantes experimentos, ctlos

trasplant;yon picl de un raton AZJ a ratones hibndos F1 (A x Balb/c) ¥ después, a diterentes iempos,

se determind la especiticidad de fos antigenos clase | y clase It det CPH (HLA.A, B. C (Humano) / H-2

(RMoN) y HLADR (Humarno) / Lo (Raton), sespechivamente) de tas células trasplantadas con el objeto de

detinir si los queratinocitos y las CL tenian espeaiicidad del donador o o receplor. Para esto se

neltaneamente se hicieron pruebas de

empled una téecnica de invnunofluorescenca induecta y si
formacion de roseias para ef Fc de 1a 10G A los 11 dias del injerto, se observo un incremento geadual en
el porcentaje de CL con caricteristicas del receptor (el antisuero empleado reaccionaba s6lo contra el
antigeno In de las CL de ratones Balb/c y de tos hibridos F1, pero no con el de las CL del donador ArJ),
mientras aque los queratinocitos conhinuaron sierddo del donador El porcentaje de células formadoras de
rosetas (Fc-IgG positivas, / 1a positivas) tambien se incrementd de un 61% a los 11 dias hasta un 100%
a los 49 dias después del injerto. Esto sugmd que las CL presentes en 1a piel trasplantada se originaban
e celulas maoviles provenientes del receptor Sin embargo, no se excluia 1a posibilicdad de que 1as CL de
la piel trasplantada se hubieran otiginado a partir de tas CL de (A epidermis que rodeaba al injerto. Para
icidad de los antiggenos [a y H-2 en las células epidérmicas de ralones

esto, se 5 1a esf

irradiados subletalmente con radiaciones oliravioleta a los que posteriormente se les injerté médula
osea. A ratones CS57B1/6 inadiados con 75 rads se les transfundieron células de médula Gsea de un
ratén hibrido F1 (A7J x Balb/c) y se enconttd que mas del 45% de las CL tenian especificidad del
daonador a los 65 dias del liasplante. a los 85 dias, el 80% de 1as CL eran del donador de la médula
Ssea. Ultraestiucturalmente, (Ver Caracteristicas Ultraoestructurales de las Cl) sc observd que las
las CL. En ambos sistemas

células formadaoras de rosetas tenian lodas las caracteristicas de

dad del r . La

experimentales. 1os queratinocios de los animales quiméricas tuvieron

conclusion fue que 1as CL epidénmicas derivan y son continuamente repobladas por precursores moviles

originados en 1a médula dsen.



un hallazgo que vina A reforzar este concepto fue la observacion de marcadores de superficie
comunes a las CL y a las cétulas derivadas de la médula ésea. En cullivos de célutas de meédula dsea,
Goordyal of al., (1985) ® demostraron que células con propiedades funotipicas de CL y macrétagos se
originaban de una célula CDta+. Ademas, estudios mas detallados con los progemtores CD1as
revelaron que estn poblacion celutar tenia receptares para la lectinn de cacahuate y para el Fec de la
190Gy y para el C3b y expresaban snoléculas CD4, CD14, CD33, HLA-DR y HLA-DP *’ Estas
ohservaciones sugitrieron que 1as CL y los monocitos/imacerélagos tienen un ancestro comun. A pesar de
Ia ausencla de granulos de Birbeck (GB) (Ver Caracteristicas Ultraestructuralos de las CL) ea las células

de médula 4sea CD1a+, ellas constituyen ¢l mejor candidato progenitor de tas CL.

3. METODOS DE IDENTIFICACION

Desde su descubrimiento las CL * han sido un enigma y objeto de multiples estudios. Para su
identificacién se han empleado diversas técnicas de acuerdo con 1as propiedades de las CL: lécnicas
histoquimicas, que muestran marcadores enzimaticos como 1as enzimas Adenosintrifosfatasa (ATPasa)
y Esterasa Iinespecifica; técnicas de microscopia electronica de transmision. que establecen criterios de
identificacidn ultraestructural y técnicas inmunohistoquimicas. que ponen de manifiesto 1a presencia de

marcadores citoplasmicos, como I1a proteina S-100 y marcadores de superficie como los antigenos la,

CD1a. y receptores para el Fc de la inrnunoglobulina G y para ¢l tercer componenie del complemento.
4. MARCADORES ENZIMATICOS
4.1, Adenosintrifosfatasa (A'VPasa)

El método histoquimico para demostrar 1a actividad de la enzima Adengsintrifosfatasa

{ATPasa) ha sido frecueniemente usado para demostrar la presencia de CL en diferentes epitetios

planos estratificados. ®



El método estd basado en el concepto de que los metales catiGhicos (iohes de plomo), en el
medio de incubacion, captan jiones fosfato liberados por la hidrébsis enzimatica del Adonosintrifosfato
(ATP), resultando en la formaciéon de precipitados alamente insolubles en los sitios catatiticos de 1a
enzima. Estas precipitndos se vuelven visibles al microscopio cuando se combinan con sulfuro de

amonio, originando sulturo de plomo. 0

Mustakatio (1962). "' tratando de demostrar quite 10s elementos neurales epidérmicos muestran

actividad ATPasa en piel humana, evidencio nervios papilares, exter intr; i micas y las redes

dendriticas de CL. Cuando el ATP fue omitido de 1a mezcla de incubacién o reemplazado por r«-
glicerofosfato, los elementos neurales de la epidermis permanecieron sin tedir. Muslakalio relacioné la

presencia de ATPasa en las CL con funciones neurales

Posteriormente, Mackenzie y Squier (1975) *? obluvieron laminas epidérmicas del cojinete

plantar de ratones que fueron incubadas en un medio para demostrar la actividad de ATPasa+. Con

microscopta fotdnica se observé una poblacion de células dendriticas ATPasa<, distribuidas

para Ia observacion de CD

heterogéneamente enlire los queratinocos. Este r 0 resultéd ac 4

epidérmicas por la localizacion precisa del producto de la reaccién histoquimica.

En trabajos posteriores se rmoditicod la técnica de histoquimica enzimahca para demostrar |la
especificidad del método Algunos de los pardnetros que se analizaran y que tienen efecto sobre 1a
histoquimica enzimatica son la tifacién, el tiempo de incubacién y la cancentracion del sustrato (ATP o
Adenosindifosfaio ADP). De esta manera se encontré que cuando los especimenes no estaban fijados.
las CL no se tefiian con ning(in método y existia un incremento en la colaracién del fondo. Por otro lado,
la fijacion con glutaraldehido al 2.5% inhibié 1a actividad de ATPasa y 1a fijacidn con formol amoriguado
fue mejor 8 temperatura ambiente que a 4 °C, en términos de la localizacién de las CL y en 1a reduccion
de la reactividad no especifica de otras células epidérmicas. Usando como fijador formol-cacodilato a 4
°C se obluvieron mejores resultados que con cualquier olio fijador. Ademas de lo anterior, también se
encontrd que. en genceral. tos tiempos prolongados de fijacion reducian la reaccion inespecifica de las
células epidérmicas y que |a incubacion por periodos prolongados en el medio quo contenia ATP

producia un mayor oscurecimiento de las CL y un incremento proporcional de reaccién inespecifica. »



E! empleo de técnicas histoquimicas combinado con la observacion a través del microscopio
elecirénico do transmision permitié nuevos avances en el estudio do las CL. Wollf y Winkelman (1967)
* tralando de dilucidar que células epidérmicas mostraban actlividad de ATPasa, desarrollaron una
histoquimica enzimatica ultraestructural en piel de cobayos athino y 10jo. Eilos encontraron un deposito
electréndenso, producto de 1a reaccion histoquinuea de ATPAasa. en 1a membrana plasmatica de CL.
Ellos identiticaron a las CL por los siguicnies critenos: ctoplasma claro, ntcleo polilobulado, granulo
citoplasmico en forma de bastén y auscocia de tonofilamentas, desmaosomas, premeflanosomas y

melanasomas. Con estas observacionss concluyeron dos cosas, que han sido de gran importancia

derntro dol desarrollo de la investigacion acerca de las CL

tr asn-positi' observoadas con el microscopio foténico son

* Las células dendriticas m

CL y npareniemente todas chas son demostiadas con esta técnica de histoquimica enzimatica.

En Ia epidermis del cobayo 1a actividad enzimitica de ATPasa es una caracteristica exclusiva de las

CL. ya que los queratinocitos no mostraron tal actividad.

En conclusién, la técnica de histoquimica enzimatica para ATPasa constiluye un método eficaz
y selectivo para evidenciar ! las CL tanto con micraoscopia fotoénica como electrénica. Debe recordarse

que esta enzima esta presente en otras células de diferenies tejidos, por o que |a especificidad del

método sélo es valido para las CL epiteliales.

4.2. Esterasa lnespecifica

En 1962, Jarret y Riley  demastraron que algunas células dendriticas de la epidermis de la
cola de ratén poseian actividad de esterasa inespecifica, al emplear una moditicacién de 1a técnica de
pararosanilina descrita por Davis y Ornstein en 1950, En trabajos posteriores, en cortes de piel humana.
se encontré actividad de esterasa inespecifica en células dendriticas de la dermis superior, sin embargo,
no se demostraron células similares en la epidermis, aunque estuvo presente una banda de actividad

enzimatica en la caph granular. Al examinar la piel humana con la reacciéon para ATPasa, se observaron
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* No se encontraron granulos de o

pr 1@ en el na, pero se observaron
granulos de un lipo particular no encor en

y quer A estos organelos se
tes denominé Granulos de Birbeck {(GB).

Estos granulos tenian forma de baston y estaban lmitados por estructurps lineales con

extremos redondeados y con una lamina estriada en el centro, Ocasionalmente estos granulos se
encontraban tangenciaimente y se demostié que eran discos de aproximadamente 0.3, de didmelro.

Estos corles mostraron un arreglo

1sional de par . el cual era la causa de la estriacion de Ia
tamina central en 10s granulos en forma de bastén. Estas particulas estaban espaciadas a cada 90 A,
Ocasionalinente uno de los extremos del granulo estaba ensanchado formando una vesicula 1o cual le

daba un aspecto de “raqueta de tenis".

Posteriormente, se realizé una descripcion del GB y se propuso el primer modelo

tridimensional de este organelo: en diferentes imagenes en distintos planos de core, el GB aparecio
como una estruciura aplanada aproximadamente de 50 nm de grosor y arriba de 1. de diametro, sin
embargo, el cuerpo en forma de plato también podia estar ligeramente hinchado o curveado hasta
adquirir una forma similar a8 1a de una copa. Este modelo establecié que la porcion discoide,
correspondla en los cortes, a las imagenes en farma de bastén, mientras que la porcidn vesicular era la

dilatacién unida a uno de los extrermnos de éste. 7°

Interesantemente se ha observado que 1as CL de los

sSupr { mas GB
que las CL que se localizan en la capa basal. **

Por otro lado, se ha producido un anticuerpo monoclonal que reconoce al GB de las CL de
humano. Este anlicuerpo monoctonal Blamado *‘Lag", reconoce a una glucoproteina de 40 kDa presente

en la membrana del GB. Con este anticuerpo se ha logrado idenlificar CL en varios telidos.?



6. MARCADORES INMUNOLOGICOS DE LAS CELULAS DE LANGERUANS

6.1. Moléculas clase 11 del Complejo Principal de 1tistocompatibi 1 (1) dc las Céludas

de Langevhans

Los genes det Complejo Principat de Hislucomr;ﬂubmdnd (CPH) de humano y ratén controlan
1d expresion de varias proteinas (antigenos) de superficie celular. Existen dos clases de moléculas
proteicas del CPH: las clase | H-L (ratén) / HLA A, B y C (humano), y las clase I la (ratén) / HLA-DR. DP
y DQ (humano). Ambas moléculas pernnilen el reconocimiento de antigenos, diferenciando entre 1o
propio y no propio y asimismo, participan en 1a comunicacién célula-célula durante la respuesta

inmunoldgica. Todas las células nucleadas del organismo expresan moléculas clase |, mientras que sdélo
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las células del si irvemegr expresan iy itas clase |

Las moléculas clase [l son necesarnias para que una CPA pueda presentar antigenos extraios a

los tinfocilos T. En este sentido, diferentes trabajos han mostrado que estas rr sSON expr

par CL epidérmicas. descripcitn que fue realizada por Rowden ef af., (1877). 2 Ellos aislaron moléculas
clase Il de linfocitas B humanos las cuales tucron utilizadas para 1a producciéon de un heteroantisuero de
conejo con un peso de 30,000 Dallons; este suero, después de una absorciéon con una linea celutar T-
humana (MOL T4), mostré reaccion contra células B pero no con células T de sangre periférica o con
timocitos. Cuando se incubaron linfocitos de dos individuos diferentes para provocar una Reaccién
Linfocitica Mixta (RLM), ¢l antisuero suprimit la incarporacion de timidina. Con objeto de determinar la
especificidad de esle antisuero, se realizé una inmunotfiorescencia en cortes por congelacién de piel de
humana, nbservandose células dendriticas intensarmente fluorescentes en posicion basal y suprabasal
de la epidesrmis. Ademas. en estudios recientes se demos!iré que las CL de humano expresaban los tres
subtipas de moléculas clase Il del (CPH): HLA-DR, DP, y DQ aunque todas 1as CL fueron mas reactivas

para el HLA-DR. La identificacién de estas moléculas en CL proporciona interesantes datos para la

iny 1 de esla celular, ya que estas participan en fenémenos como ia RLM, en la

Reaccion Trasplanie vs H oyenlia ibi 1 1 por contacto. *
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6.2. Receptor Fo y C3h en Células de Langer

En 1977 se describié !a presencia do receptores para la {raccién cristalizable de la 1gG (Fc) y
pora el tercer componente del complementa (C3b). Suspensiones epidérmicas obtenidas de piel
1aG vy

huemana normal fueron ifcubadas con una suspensién de entrocitos bovinos cubiertos con
con los eri

complemento. Despudés de 1 hora algunas células epidérnmicas formaron
opsonizados. Esta poblacién celular resulio ser ATPasa+ y con mitroscopla electrénica se observaron

G8 en ol citoplasma do estns células corn lo cual se determiné que eran CL, 7 posteriormente se han
encontrado receptores no sélo para el Fc de 1a IgG sino también para el Fc de la IgE, 1o cual resuita

interesante ya que existe I1a posibillidad de que las CL estén involucradas en fenémenos de alergia. »

6.3. Marcadores de linfocitos F en Células de Langerhans

Las ClL poseen marcadores de superficie distintivos de finfocitos como fos antigenos COD1a
(marcador de Timocitos) y CD4.

Murphy et al., (1981) ™ determinaron la presencia de los antigenos la y CD1a en biopsias de

Con microscopia foténica  observaron céluias dendriticas positivas a ambos

piel humana normal.
ia epidermis. Con microscopia

de

antigenos dispuestas en los y p

electronica, estas células la+ y CD1a+ se identificaron como CL.
Los antigenos CD1a e la ademiés de haber sido localizados en la membrana plasmdtica fueron

observados en el interior def GB. *® La funcién exacta de las moléculas CD1a es desconocida, sin
de entre los linfocilos y células

embargo se piensa que participan en el

presentadoras de antigenos. (Verfig. 1)
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fig. 1 Representacion esquemiiticn de Ins moléculas insolucendins cn I activacidn de los finfocitos T.
Existen maltiples
antigenos. TCR = receptor especifico de antigeno del linfo,
n; LFA-L = antigeno de Tunci

ntceracciones entre los finfocitos Toconperadores s las célulns presentadoras de
T3 H sc srefiere o la clase del CPH: CDAS
ICAM-] =
LFA-3 sobre critrocitos dc

Iéculns de

n linfocitn

= antipeno feucocitario con

ilnr af

adhesion intercelular: €D = receptor de Ja moléculn i

carncro;l.FA-T cs un micmbro de a familin de Ins integrinas que incluyen ¢l receptor Mac-1.iC3h.

3 g

La expresién de moléculas CD4 en CL ha sido repoitada por varios investigadores,

interesantemente se ha encontrado que ia expresion de estas moléculas en las CL se incrementa en

a . Las m sas CD4 en los linfocitos T juegan un papel muy impanante

dilerentes | as cu
ya que estas establlizan de forma notable la interaccién entre el
del CPH de una CPA y el Receptor de Celulas T {TCR) permitiendo asi la activacién de los linfocitos T.

jo antigeno/molé clase N

Sin embargo, Ia relevancia fisiolégica de la expresién de moléculas CD4 en CL no esta clara.



=100 en Células de Langer

6.4, Proteina sicid

La identificacion de la proteina acida S-100 es de particular interés, por sus posibles

filogénicas y funcionales. Esta proteina estd muy conservada a lo {argo de la

1es onlc

escala filogendtica e inicialmente fue identificada en el cerebro y nervios periféricos de varios

vertebrados,

La proteina acida S-100 inicialmente fue considerada comao la inica proteina unidora de Ca 2.

intracelular en astrocitos. olfigodendrocitos y células de Schwann Sin embargo, estudios

inmunohistoquimicos han demostrado que esta proteina estd presente en diferentes 1lipos celulares de

tejidos no nerviosos de varias especies de mMamileros. it

Cocchia ef al., (1981) > determinaron la localizacién celular y subcelular de 1a proteina acida
$§-100 en piel normal de hurnano por intunohistoquirmica ultraestructural por el método de Peroxidasa
Antiperoxidasa {PAP). En la epidermis el producto de la reaccién fue detectado en melanocitos y CL. En

las CL la proteina S-100 se localizé externamenie en la matriz citoplasmatica pero no se encontré en las

cisternas del reticulo endopiasmico, mitocondrins y GB. En el nucleo. 1a inmunoreactividad fue

encontrada en el nuclecoptasma pero no en la envoltura nuclear. Los queratinocitos fueron negativos &l

igual que los fibroblastos, linfocitos y células endoleliales vasculares

La identificacion de la proteina 4dcida S-100 en CL ha permitido utilizarla como un marcador

especifico de CD en diferentes organas linfoides. Misra et al, (1983) % identificaron células dendrsiticas

S-100+ en la paracorteza de ganglios linfaticos, en Ia unién cortico-medular del timo y en ta vaina

perianteriolar del bazo. Los macr6fagos fueron negativos para la prateina S-100, por o que ésta es un

marcador excelente para diferenciar a las CD de las células del sistema monocito-macréfago. Las

S-100, mientras que las segundas ocasionalmente expresan la

primeras poseen {a subunidad |[§

subunidad « S-100 pero nunca la 3.



Por olro lado, Rowden G, et al.. (1985) ?* describieron Ia distribucion de in proteina S-100 en tejidos

i inmun ricas. Los tejidos examinados fueron: tejido

de diferentes mamiferos por medio do
nervioso (cerebro y nervios periféricos), piel, caitilago, tejido linfoide normal (ganglios linféiticos, bazo y timo) y

tejido patologico (piel de pacientes con linfadenopatia der Lt Xy ! a). Por
fr: o celular se ' CDE y CL de ratén que fueron a ios de micros: de luz
¥y micr i, vica de trar 1. Ademas, a las CL aisladas se les realizé una prueba de formacién
de rosetas

La inmunoreactividad de la proteina S-100 en el tojido nervioso fue identificada en el citoplasma de

. aligoc i y células de Schwann.

En tejidos no nerviosos la proteina S-100 fue identificada en condrocitos de cartilago traqueal. En la
mientras que los queratinocitos

piel, ia inmunorreactividad fue vista en CL sup y mela it

linfoide se observaron células con morfolégia dendritica S-100+ en la

fueron negativos. En el tejido
paracorteza de ganglios linfiticos, en 1a pulpa blanca esplénica (vaina linfatica periartenolar), y en la médula

timica. En los tejidos patolégicos se observé un incremento gradual de CD S-100+.

Por otro lado, en los ganglios y la piel de pacientes con linfadenopalin dermatopatica e histiocitosis
X se observd un incremento de células S-100+ en infiltrados dénmicos y dentro del parénquima de los

ganglios. En el colestealoma se mostré aumento de células S-110+ en el epitelio de la membrana timpdnica.

Con microscopia electronica, solo las células con morfologia dendritica tuvieron en su citoplasma la
proteina S-100. Las CDE tenian forma imegular, con procesos citoplasmicos, nticleo multilobulado con
eucromatina y en algunas de estas células Se observo el GB. De manera general, el producto electréondenso
de la reaccién obscurecié Ia mayoria de los omanelos citoplasmicos. Linfocitos, macréfagos y granulocitos
presentes en 1a suspension celular no se marcaron con la proteina S-100. En las suspensiones epidénmicas

las CL y los melanocitos fueron S-100+. Ademnis, tas CL formadoras de rosetas fueron S-100+.



La funcién exacta de 1a proleina S-100 en CD penmanece incierto, pero se conoce que es una

proteina unidora de Ca ** intracelular y. esta presente en astrocitos, oligodendrocitos y células de
Schwann,

7. EL SISTEMA DE CELULAS DE LANGERHANS

7.1. Generalidades

El Sistema Inmunolégico requiere de la participaciéon de célutas no linfoides, conocidas como
células accesorias del sistema i

ico y cuyo pr es la CL epidérmica, Distribuidas en el
omganismo se han idenlificado células con morfologia dendritica, fenotipo inmunoldgico y funciones
similares a las de las CL, lo que ha originado el concepto del SCL. De acuerdo a su localizacion los
elementos de este sislema han recibido diferentes nombies: en la epidermis y otros epitelios planos
estratificados se les conoce como Células de Langerhans (CL). en linfa como Células Veladas {CV). en
las zonas T-dependientes de ganglios lintalicos y en ta médula del timo como Células Interdigilantes
{CID) y en el bazo se denominan como {CDE). En el intersticio de corazén, higado, rifidn y pancreas
también se han descrito células similares en morfologia, fenotipo y funcién a las CL (CDT) 2 (Ver Tabla

D3

TABLA 1. DISTRIBUCION DE CELULAS DENDRITICAS EN TEJIDOS NORMALES. ?

DISTRIBSUCION

CL Epidcrmis, Dermis y otros cpitclios.

cv Linfa

[e1]5) Zonas de células T de linfonodos y timo
CDE Zonas de céinlas T de bazo

coT ©

intersticio de rinan, hipgado, cornsdn, pancecas y

muasculo esquelético




que todas estas células tionan un procursor comin proveniente

Una [ gl
de ia médula dsaea, e! cual es distinto al det monocitlo-macrofago, cuya iach esta a por
tas de los tej que 47 Ademas, tas CD de cada uno do estos
coma el antigeno leucocitariao comun

compartimentos tisulares comparien algunas caraclecisticas,

CD45, y la expresidn constilutiva de moléculas clase 1 det CPH

7.2. Células Vetadas (CV)

En 1989, dos grupes de invesligadores informaran de la existencia de células con G8 en

gangtios lintaticos de conejo ¥ y de humano. *® Posteriormente, Sitberberg y cols. > describiecon células
a las CL en la linfa de cobayos a fos Que se les indujo hipersensibilidad

de contacto. En un estudio posterior se enconird que las CL captan fertitina y después maigran hacia fos
ganglios linfaticos regionales a través de la tinfa, “* Debido a8 que estas células tenian largas
expansiones celulares o “velos” se les denomind células veladas (CV). el nucleo era indentado,
rodeado de haces de rnicrofdamentos. con un citoplasma generalmene mas denso que el de los otras
céiulas dendriticas, con abundante reticuto endopldsmico rugoso y numerosos lisosomas y mitocondrias.
Un gran namero de vesiculas pequenas parecidas a lagolisosomas estaban jocahzadas en 1a proximidad

del complcjo de Golgi. ‘' Las CV constiluyen el 40-50% del total de la pobiacion celutar de vasos

linfaticos aferentes y de ellas el 10% son activamente fagociticas y séto el 3% contiene GB. had

Estudios microcinematografices han revelado que las CV estan on movimiento constante y

presentan vna gran actividad pinacitica. Ademads, estas células tienen caracteristicas morfoiégicas e
a las de Jas CL: poseen receptores para FC de 1a IgG. C3b y expresan el

inmunohi imicas ar
antigeno fu, 4>+



. Células hanterdigitantes (C11D)

Estas céhias se han descrito en las arens paracorticales de los ganglios linfaticos y en la

a3,

meédula det timo. “* Estas células deben su nombre a que sus mMembranas se entrelazan con

pralungaciones en oma de “dedo’ de! citoplasma de los linfocitos con los cuales estan en estrecha

apositién. t.as CL y ias (CID) ticnen sirulitudes ultrtaestructurales, enzimaticas, vy de expiesion de
antigenos. Las CID presentan en su membiana plasmatica actividad de ATPasa ¥ Por otro fado. en un
estudio realizado por Lamper y cols (1980). *" utihzando técnicas INmunonistoquinucas para caractenzar
fenotipicamente a las célutas en la linfadenopatia denmatopatica, tas CID resultaron fueremente
positivas al antigeno [a Estos hallazgos apoyaron ta propuesta de que la expresion de antigenos Ia
puede estar restringida a una subclase de célutas cuya funcion pancipal esta en el area de regulacion de
cétulas T. Lo antersor concuerda con la observacion de numerosas mitosis en [os timocitos cuando se

encuentran en las cercanias de celulas parecidas a ClD

Los GB no se observan frecuentemenie en et citoplasma de las CiD: después del reto
intradérmico con antigenos, se puede apreciar un gran numero de éstas con GB. Kampedijk y Hoefsmit
sugitieron que tas CID podian provenir de vasos linfaticos aferentes, ya que después de 1a ligadgura de
estos vasos, las CID desaparecen al cabo de 6 semanas. ** También se ha sugerido que mas que una
migracién de CL a las zonas paracorticales debido a 12 estimulacion antigénica, la poblacion focal de

CID es inducida a formar GB. *°

Lo anterior hace pensar que la distribucién celular o diferenciacién de organelos especificos,
parece estar modulada por la fase inductiva de la respuesta inmunolégica primaria. En estudios
inmunohistoquimicos reatlizados para caracterizar a las CL, CV y CID se ha demostrado que éstas
pertenecen a una misma linea celular. Por |lo tanto, el ciclo biolégico de éstas se inicia con las CL
epidérmicas que migran, en condiciones normales y de estimulacidén anligénica, a través de los linfaticos
aferentes dnnde se observan como CV, hacia los ganglios regionales donde aparecen como CID. M (ver.

fig. 2)
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rivan de b médnlia osea. Se

incipam

ocalizan p < e b hans (CL) de tn

en ta picl 3 on des tejidaos linfoides, Tas e

epidermis y v ) s sasos linFaticos aferentes, dentro de s cuales aparecen como
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mig

Células Veladas (CV) y posi mieate comn Celulas Interdigitanoes (CHDY) en las siccas paracorticales

anptios fatic

de g A, ricas en linfocitos camente competentes, En ¢l bazo, ti

by » tejidos

intersti fes doe disersos drganas, ¢l SCL esti representatdo por bas Céulas de bLangerhans, b

7.4, Células Dendr

icas

plénicas o de Steinman y Cohn (CDE)

Steinman y Cohn (1973) %° fueron los primeros en describir una poblacién celular aislada del
bazo de ratén, que mostiraba una morfologia dendritica in vitro. Este lipo celular especial, diferente de
tos granulocitos, linfocitos y macréfagos, se adheria a superficies de vidrio o de plastico, presentaba un
ciloplasma con pseudopodos que variaban en longitud, anchura, forma y ndmero, dando como resultado
una variedad de formas celutares que iban desde la bipolar hasia 1a dendritica estrellada. El interior del
citoplasma caontenia granulos circutares densos, sin evidencia de endocitosis a pesar de ser cuilivadas

en concenliraciones elevadas de suero, condicion que se sabe estimula la endocilosis en los
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macréfagos, El nucleco mostraba un pertil contorneado, con masas de cromatina gruesa y densa

adherida a la cubierta nuclear.

La tincion vital de las Células Dendriticas Esplénicas (CDE) con Verde Janus demostrd un gran

namero de mitocondrias en el interior de los pseudopodas, mientras que el Rojo neutro evidencid pocos

lisosomas.

En las preparaciones de células adherentes, las CDE fueron PAS negativas, tifiéndose
débilmente con azul de Toluidina y Hematoxilina. Histoquimicamente, las CDE y los macrélagos fueron
claramente diferentes ya que estos Gltimos presentaban grandes granulos perinucleares fosfatasa acida

positivos y otros tefidos con azul de Prusia, presumiblemente grinulos de hemaosiderina. La actividad de

ATPasa y Peroxidasa lambién fue demostrada unicamente en los macréfagos. s0

En estudios microcinematograficos en contraste de fases, se abservé que los macréfagos eran
mas sedentarios que las CDE, cuyo citoplasma se movia de una manera pulsatil, emitiendo y retrayendo
continuamente los pseudopodos y pequefias dendritas. En las diferenles especies de ratones
estudiadas. el fraccionamiento de ia pulpa blanca y la pulpa roja. evidencié que las CDE estaban
restringidas a la primera. En los linfaticos mesentéricos et porcentaje de CDE oscilé entre el 0. 2% vy el
0.5%. en los ganglios linfaticos axilares y cervicales entre el 0.1 y ¢l 0.3% y en las ptacas de Peyer entre
0.1 y el 0.29%. El intestino. la médula 6sea, el higado y la cavidad peritoneal casi no se presentan CDE.
Otros mamiferos estudiados como el ratén desnudo, la rata, el conejo y Ia vaca también tuvieron CD en

el bazo.*®

La participacion de las CDE en la RLM indicé que estas eran 100 a 300 veces mas potentes
como estimuladoras, comparadas con células esplénicas no traccionadas. En carnparacion, pobtaciones
enriquecidas de linfocitos T y B de bazo, ganglio linfatico, timo, macréfagos de bazo, cavidad peritoneal

e higado, fueron pobremente estimuladoras en la RLM. Mas adn, ta elucién de macréfagos y linfocitos

a de las CD. %' Estos hallazgos

1 1a cap,

de las susper espl i no I

son importantes, ya que las CD representan anicamente el 1% de las células nucleadas en los érganos
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tinfaticos peritéricos. *° Esta

puede aln pr de antigenos Ia en
cD.*?

Por las caraciesisticas de las COE, esias parocen ser pane del SCL, exceplo porque no
presentan GCL y tampoco muestran actividad de ATPasa en su membrana plasmatica. Ademas existe

alguna dilerencia en 1a capacidad de 1as dos células para formar rosetas con erilffocitos, aunque pudiera
ser que los mélodos enzimaticos e

para 1a si 1]

de células epidérmicas enmascare o
altere 10s receptores de superiicic de las CDE. *?

De 1os dalos presentados se concluye que, independiente del sistema monocilo-macrétfago,
existe una poblacidon de células dendriticas (CL: CV. CID y CDE) que por su ontogenia, morfologia.
fenolipo y funcion representan un mismo linaje. Las CL por ser las células dendriticas mas conspicuas.

son e representante clasico y podria darle su nombre a este sistema que se denominasia- Sistema de
Células de Langerhans.

Las diterencias cuantitativas y cualitativas con el fenolipo antigénico pueden ser 1a
representacion de las diferentes influencias microambientales que participan en la diferenciacian de las
células det SCL. La expresidon de eslos marcadores no solo es util en el estudio normal de estas células,

Sino también en los diferentes procesos palologicos en los que se involucran,

7.5. K

1 Sistema de Ias Célulns de Langerhans (SCL) y Macroéfagos

Una opinidon general, es que las células del SCL y los macrofagos consliluyen dos grupos
celulares que perienecen al sistema de células mononucleares no linfoides. Sin embargo, ambas poseen

diferenles tunciones y fenotipos. Este concepto surQid debido a que las SCL son potenies estimuladoras

de respuestas lintociticas, tuncion atribufda a Jos macrofagos,

Las células del SCL. pueden ser distinquidas por criterios mortfoldgicos de los macrofagos. (Ver
Tabila i)



TABLA (I MORFOLOGIA DE CELULAS DENDRITICAS ¥ DE MACROFAGOS >

. PROPIEDAD oo

MACROFAGCOS

Cito. Mitocondrins (¢ 4+

1 isosonues (¢
Nucleo indentado
oL

wimicnio Fonna procesos, votos

¥ pseudopodos

Nicleo pleomorfico

Vesioulas pinoctiicas ¢+ 1)

Lisonamas

Naucteo oval

Forma sesicnlas v plicgoes

Nucleo estdtico

Ademias. las CD poseen un fenolipo antigénico diferente al de los rmacréfagos cuando se

utilizan anticuerpos monoclonales dinmdos contra antigenos ciioplasmicos y de membrana. De particuiar

importancia es la presencia de antigenos CD1a en la membrana de CL y su ausencia en macr6fagos ya

que ha permitido una mayor diferenciacion entre éstas

¥ La diversidad de fenotipos entre CL y

Macréfagos es uno de los arqumentos que sostiene la hipdtesis de que ambos tipos celulares no estan

relacionados y que cada uno proviene de un precursor diferente originado en la médula dsea. 4 (ver

Tabia i)
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8. FUNCION DEL S#8

TEMA DE LAS CELULAS DE LANGERIANS

R.1. Presentnciin de Antigenos

E! concepto de que las CD son células presentadoras de antigenos se intind inicialmente por

las relaciones estructurales de 1as CL con otras células epidérmicas. En el cuiso de los esludios
ultraestructurales de los eventos celulares que ocurren en las reacciones de hipersensibilidad de

contaclo en humanos y cobayos, Silberbeig y cols 33.%% ohservaron la aposicion entre CL y iinfocilos, asi

coma 1a presencia de aquellas, con antigénos en su superticie, dentro de 1os linfatcos dérmicos y en los
linfonodos regionales. Debido a Que estos fendmenos no se observan en ia dermatitis inflamatoria
inducida por estimulos no antigénicos (Mecanicos), se sugirié que 1as CL podrian ser elementos

imponantes en la fase de induccion de la hipersensibilidad retardada en la piet.

El reconocimiento de antigenos por los linfocitns T requiere de ta capltacion inicial y del

procesamiento de éslos por una CPA LLVDR+ 3 Empleando 1a 1écnica de tarmacion de rosetas para

st

nes enr

de CL. Stingl et al. (1979) ** demosttaton en cobayos que las CL son
tas responsables de esta estimulacion alogénica; ademas encontrason que después de pulsar las

suspansiones de CL con un antigeno estas células eran capaces de presentarlo efecuvamente a
finfocitos T

o] i nente dos, los cuales proliferaban posteriormente. También se

demostré que podian generar células T-Citotoxicas en cultivos donde los aloantigenos blance estaban

dados por una suspension enriquecida de CL. b

En la activacién de los linfocitos T por las CL panicipan también los queratinocitos, ya que se

ha derr que estos

una citoquina lamada *factor epidérmico activador de timocitos™
derivado de células epidérmicas (ETAF). que liene las propicdades fisicoquimicas y funcionales de la IL-
1. * Debido a 10 anlerior, es comprensible que ias reacciones inmunes iniciadas en la epidermis

dependan de la estrecha relacién morfofuncional entre los queratinocitos y 1as CL. (Ver. tig. 3)



lige. 3

presents

el antigeno (Aw) al

focite T conpe . la Ol requicre presentar

simultGineamente ¢l antigeno 1a que cypresa nornutmente en s membiea

El gueratinocite produce

1t que

eve by

pliferacion de lofocitos T, form

duse un microsvistema epidénmicn en el que

estas 6l

ulas se relacionan |

ionatimente.

En otros estudios. que han provisto evidencias de la importancia de las CL en Ia induccion de
hipersensiblidad de contacio, al aplicar ditutrofluotobenzeno en zonas de piel con una baja densidad de
CL, como en la cola de rtén, * o en 1a epiderans previamente depletada de CL con radiaciéon
oz

ultravioleta, % con algunos agentes carcinnge i el

cos, *? acido araquidanico, ** o immunomoduladores, **

se observé que en lugar de inducirse una res

o de hiperser ilidad, se produjo un estado de

tolerancia, posiblemente por la aclivacion de lintocitos T supresores.

Las CD en general, son potentes estimuladoras de respuestas linfociticas T prirmarias en la reaccion

linfocitica mixta alogénica y estudios comparativos sugisien que sdélo los linfocitos B activados tienen una

capacidad estimulatoria similar. * El disparador para 1a activacion de linfocitos T es el reconocimiento por el
receplor de célutas T de 1as moléculas clase |l det CPH y el péptido anligénico procesado piesentados por las

cD. ¥ El hecho de que las CD en ¢l hombre expresen constitutivamente altos niveles de antigenos CPH es



s en este

. en contrapasrte los anticuerpos anti-CPH clase 1l bloquean 1a respucstas de la
reaccion tlinfocitica mixia.

Por otro lado, existen datos que indicin que tas CD. medinnte las mdleculas clase | detl CPH,

pueden estimular una respuesta alogénica directa CD8 ® y una activacion directa de linfocitos T citotéxicos en
ausencia de linfocitos T CDa+ *°



9. ANTVECEDENT

S DIRECTOS DE LAS CE

HILAS DE LANGERHANS EN LOS
ANFIBIOS ANUROS

Se han observado células dendriticns preseniadoras de antigenos en a epidermis y drganos
linfoides de varios mamiteros. Interesantemente, se observan células dendriticas en la epidermis de
anfibios.” aves, 'y reptiles 77 con caracieristicas de CL. En el caso panticulnr de las anfibios, Cartillo of

al. en 1990 ’® descrbieron l1a presencia do CL en laminas epideimicas separadas. ulilizando la técnica

de histoquimica enzimatica parn ATPasa con microscopia folénica y micioscopia elecirénica de

transmision. Con microscopia fotanica ellos abservaron células dendriticas ATPasa+ con prolongaciones

extendidas entre los queralinocitos y distribuidas homogéncamente. A

observaron células con

nivel ultraestructural se
moifologia dendriica con citoplasima claro y nicleo fedondeado, donde el
producio electrondenso de i teaccion se abservo ato 1argo de 1a memtirana plasmatica 1a cual no tenja
desmosomas. (Ver. fig 4 y 5)

figr, 4 Lsiminn epidéemicn de Rana pipicos miarcada pari A TP, Varins cclulas dendriticas positivas (

== ) estiin presentes entre los querntinocitos. Estructurans oscoras (= ) corvesponden i fas aperturas de
1nx ghindulas de by picl X4H),

figz. 5 Microgralin clectranica de picl sentral de Rana pipicns mosteando una ocluln ATPasa-positiva en
O suprabasal sdyncente n

n ccluly elara ricn en

tocondriss (36 ) X450,



Por otio 1ado. Castell of af, (1994) ™ aphicaron una hisloquitmica enzimAhica pata demaostearn 1a

actividad de este1asa inespoecitich en la epdenms de o Rara pipiens

Lav tnicros

Topia de luy deimostro
cétulas dendriticas esterasa inespoee

eas can prolongaciones entas y tistobuidas 1egalantente entrn
fas cétlulas eplaehintes Con NICIDScopin etectinniea e obseivalon oelulin con mmodtolonia dendrit

similar a8 las CL dier mamiteros (Ve

Wy By 7
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fig. 6 DNic

prnfius de b

s Cpi

icus de Rana pipicns procesadas pars o strar actividid de

esterasy no-cspecificn, a) Laimion o

maosten

un cito ( = ) v célulne esterasy no-

especificn positivas ( =+ 3 X280, b} membr nictitante con algunns eélulng esfernsn -especifica+ de

foran pol
N0,

Ieica X400, ) epitelin-cornesl con céfulns en nuayor densidad en i uniion esclero-corneat

g7 Microgeafia de histan ien enzingit

o ulteaesteuctural de Ceélulas de Lanperhans de L picl de

anfi L ACtividad dehil ¢ — ) e esterasa no-especificn positiva, bar = T, X7000,

En 1996 Castelt ef al. ™

realhizaon el marcaje simuttaneo de CL en ldminas epidérmicas con |a
enzima ATPasa y las moléculas clase 1l del CPH para mmicroscopia folonica y microscopia electrénica.
Las células dendriticas ATPasa+ y clase I+ observadas a nivel foténico y ultraestructurat tenian una

maortologia sittilar y distnibucion a ta descala por Camnllo ef &, en 1990 ® (Ver tig. 8.9y 10)
. d - . A

A 4
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fig. 8 Histoguimicn enzimaticn paen ATPua en L

u cpidermica de Rara pipicns, Células b
enentes entre los querntinacitos X-4iH),

positivas estidn |

fig. 21 hi ] icn pora moléeul

s clase 18 del Complcjo Mayar de Histocompatid

idad (CATHD
on Idminas epidérmicas tle Rana pipicss. Los Invepos procesos dendriticos ddé s célulns positivas se
extienden entre Ins eclulas epitelinles X280,

fig. 10 Lamina epidérmicn de Rany pipicns procesdn paen doble smuarcen

1 ls moléculns clase 11 del
Complicjo Mayor e Histocompatibilishnd (CMED FITC/ATPasa, Algunns célni & ATTPasn positivis a¢
muestran ( ~ ) cn ) ¥ h Células dendreiticas (36 ) con ambos marcadores, ATPasn 3 molécuias clise 11
del CMIE-FITC X1,

MA INMUNOLOGICO DE 1LOS AN

BIOS

En comparacion con la inmensa variedad de fornmas que presentan los filos de los

invertebrados, 10s vertebrados poseen un plan basico de organizacion muy uniforme y pertenccen o un

solo fito: los cordados. Aungque existe una nolable diveigencia evolutiva dentro de los vertebrados -ya

que éstos comprenden los peces, los anfiblos, los reptiles, lags aves y los mamiferos-. los
componentes basicos celulares y moleculares de a inmunidad se conservan lamativamente en 1odas

las especies existentes.

103, Ovganizacion Gené

Mediante caractenzacion molecular, genética y por criterios funcionales se ha podido
demaostrar que los mamiferos, 1as aves, los anfibios y 1os peces 6seos poseen todos ellas CPH. Enire los
criterios funcionates cabe citar la demostracion de que 1o RLM y el rechazo agudo de los aloinjertos
estan controlados por una so61a regidn genétlica polimodrtica, y fenémenos tales como 1a colaboracion
entre las células T y B, la generacion de respuestas citotoxicas antigeno-especificas y la instruccion

timica de las céiulas de 1a linea T se encuentran todos ellos bajo el control del CPH.
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La eslructura basica del locus geénico det CPH debid estar presente cunndo los anfibios y los
mamiteros divergieron a partic de un amecesor comin (hace unos 350 millones de ahos). De hecha,
dalos reciemes indican que ol CPH se desiolld en épocas tan lempranas como 1o de in aparicidon de
los osteictios. En el anfibio Xenopus. 1as cadenas « de clase |, coditicndas por genes CPH, son
codificadna por et CPH

moléculns do 40-44 kDa unidas de manera no covalenle a la microgiobulina (45 1a caal no esta

Interesantemente los estudios de cig on Mo

predicen lns de
aminoAcidos similares a 1as imoleculas CPH de clase | de 105 vertebrados superiores. Las moléculas de

clase | se expresan en la superlicie de todas las células adullas

Las moléculas clase 1 de Xenopus estan cory

as por w y P coditi por el
CPH, ambas son glucoproteinas transmembranales de 30-35 kDa. Las proteinas clase 1l se expresan

s6l0 en una gama timitada de células adultas como 10s timocitos, 1as células T y B y diversas CPA, entre
ellas las CL de 1a epidermis. Una caractesisticn

nen!

ter

de \a (s ion del CPH en el
Xengpus es que, a diferencia de 1a aparicion de las moléculas clase 1l en 1a tase larvarnia precoz (sobre

tas células B y diversas células epiteliales del renacuajo. en contacto directo con el ambiente extetior),
las proteinas clase | no se expresan sobre 1a superficie de ninguna cétula antes de la metamorfosis. Asi,
1a expresion de moléculas clase | no es esencinl para el desarrolio precoz, ni para el funcionamiento del
sistema inmunitario de 1a tarva, quizd la bwnunidad celular restringida a las moléculas clase
descimpena un papel decisivo durante este periodo ontogénico. La amplia distribucion del CPH clase |

en los renacuAjos, en comparacion con ¢l animal adulto, sugiere que esle patron podria represenmtar el

modo de presemacion de antigenos en un sistema inmunitarnio menos complejos. > 7®

10.2. Vejidos Linfoides on los Anfibios Ay

oS

€l tejido linfohematopoyético produce y almacena linlocilos, granulocitos y otras células

sanguineas. En los mamiteros, los drganos linfoides (et timo, los ganglios linfaticos, el bazo y el tejido
asociado a las mucosas (MALT),

que conliene principatimente tlinfocilos. se¢  hallan  separados
anatémicamente del lejido mieloide (la meédula dsca), donde predominan los granulocitos y otros



diversos tipos de células sanguineas. En camblo, en los vertebrados interiores, los componentes

Vir yr se tran entremezclados. ¥

10.2.1. El Bazo de los Anfibiog

El bazo de los anfibios anuros representa un modelo a estudiar. Primeramente, por la posicién

ocupada por los anfibios en 1a fil ia de lar

a inmur Sequndo. la mortologia del bazo

en anfibios muesira marcadas diterencias en su significado funcional. Ademas estas diferencias no

estan claras entre los tres grupos principales de anfibios -Apodos, urodelos y anuros- pero incluso.

entre fas familins de anures

El bazo de los anfibios anuros es un 6rgano rojizo locatizado dorsalimente en la cavidad del
cuerpo; esta irrigado por {a arteria mesentérica y ol drenaje venoso es por la vena esplénica ’* Entodas
las especies, el bazo esta rodeado por una capsula de tejido conectivo, cuya capa externa se continaa
con el peritoneo. El bazo esta constiluido por un estroma y un parénquima, y este ultimo esta formado

por pulpa blanca y roja, sin embargo existen grandes diferencias en la organizacién del parénquima en

las diferenles espoecies de anuros,

Con algunas excepciones la cantidad de tejido linfoide esplénico es escaso. condicion que se
repite en el bazo de los trleosteos. Considerando tilogencticamente el bazo de los anuros. Cooper y
Wright (1978) ™ completaron un anahisis comparativo de la histologia del bazo en varnas familias
representativas de estos vertebrados. De acuerdo con sus observaciones, la tendencia de una forma
“primitiva” a un lipo mas "avanzado” del bazo es ¢l desanollo de 1a pulpa blanca en una foima dilusa

que contiene una concentrada organizacion de linfocitos.

Por ejemplo, una clara distincién entre pulpa 1oja y pulpa blanca no se encuentra, y se

considera que esla ultima falta en los anuros primitivos Ascaphustruen ™ £n Scaphoipus cochii. de la

familia P . el bazo ¢

e pequeiias grupos de linfocitos dispersos por todo el parénquima,

Por el contrario en Bufo powerii y Rana pipiens |a pulpa blanca es dislinguible, aunque no estd descrita
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’® sSeparado de su condicién linfoide, el bazo es ademas e! mayor 6érgano

una zona marginal clara
hematopoyélico en o5 anuros adultos, mientras que en el estado lacval se encarga de destruir

eritrocitos.”

La histogénesis del bazo ha sido estudiada en detalle en Xonopus Laavis *° y Rana pipiens. *'
fular en el astrio dorsal

En Xenopus, el banzo comienza a distinguirse como una
( io 468), est dose una diferenciacion entre pulpa roja y blanca en el esladio 48. Entre el
estadio 48 y 51 el 6rgano continua tamafo y ta pulpa blanca Hega a ser

completamente linfoide. En Rana pipiens 1a histogénesis del bazo es similar,

incrementando su

10.2.1.8 Pulpa Blanca

La pulpa blanca en Xenopus laevis osta en contraste con olros anuros, allamente elaborada,

constituida por 2 o mas estratos compactos de linfocitos que rodean a la arteriola central y una patente
zona marginal que separa la pulpa blanca de la pulpa roja. 2. % De esta manera, la presencia de una
compleja pulpa blanca en Xernopus laevis puede explicar la ausencia de noédulos linfoides en otras

partes del organismo; de hecho éste ¢s ol caso de los anuros mas avanzados, de tal manera que el bazo
es la masa mas unporante de tejido linfoide,™ De acuerdo con este punto, Barrutia ef al. (1983) **
describieron una hbien organizada pulpa blanca esplénica en 8uwlo calamta. olro anlibio carente de
nédulos linfoides en otras partes. El bazo en Xenopus laevis, descrito profundamente por Sterba (1851),
"2 consiste en varias regiones de pulpa blanca formando foliculos linfoides. Adernds se encuentran
tinfocitos dispersos en ia pulpa roja constituyendo una zona penfolicular. En 8ufo calarmita, el bazo
muestra dos areas claramente diferenciadas’ la pulpa blanca compuesta de hnfocilos y la pulpa roja
compuesta por cordones celulates y sinusoides. Estas dos areas eslan separadas por una conspicua
zona marginal formada por células reticulares. Los foliculos linfoides, al igual que en mamiferos, rodean

arterias excéntricas y estian constituidos por elementos reticulares, macrélagos, células linfoides y

células plasmaticas maduras y en desarrollo. s



Por otro Indo, estudios con microscopia electronica han revelado grupos de céhulas no linfoides
en la periforia de 1os foliculos linfoides. Estas células recuerdan, por su morfologia,. o las CID. las cuales

presentian un nucivo de forma iregular, con na electr icido, pocos

o membranosos,

como reticulo endoplasmico rugoso y mutocondrins pegueias. Ademds, presentan numerosos

plegamientos de Ia superficia celular, 1os cuales cor con lir vecinos.*®

10.2.1.2, Centros de Melanomacrofagos

En el bazo de los peces como en el de los anfibios anuros, encontramos Centros de
Melanomacrétagos (CMMs). Esfos centros estan formados por agregados de macréfagos fuertemente

empaquetados., 1os cuales tienen inclusiones heterogéneas de melanina, hemosiderina y lipofucsina. nd

En peces, Agius y Agbede (1984) especulan que |a aclividad fagocitica elimina pigmentos taxicos

derivados de la ruptura o degradacion de melanocitos. y eritrocitos o para neutratizar 1a aclividad de los

radicales libres formados duranie fa r ion de i i ion.

Con respecto a la inmunidad, Edelstein (1971) * ha disculido el papel de los pigmentos de
melanina en Mmecanismos de defensa contra erfermedades y dafio de tejido. La metanina puede ser
empleada en el sislema peroxidasa-peroxidasa para ayudar a eliminar bacterias por iodatacion de la
pared celular. A esto respecto, la melanina produce peréxido de hidrégeno por la oxidacién de NADH, el

cual es ocupado cn 1a yodatacion bacteriana, un sistema similar al

por los

polimorfonucieares

La pulpa roja consisle en un laberinlo de cordones celulares que conlienen ceélulas libres como

macrétagos. linfocilos, células plasméticas maduras y ester énicas en de desarrollo.

Todas estdn en una red de células reticulares y fibras que estdn interrumpidas por sinusoides

*> EL corm mas remarcado del bazo en Xenopus laevis y Bufo calamita, es la
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presencin de células gigantes no serr

) alas cé dendriticas atrapadoras de antigenos

de los mamiferos, esto tipo celutar es conocido como Células Dendriticas Foliculares (CDF).

10.2.2. Et°

o e tos Anfibios

La diferenciacion de los linfoclios T se desarrolla en el Timo. Esta glandula esta presente en

todas las clases de vertebrados. cn los nos. ** En los anfibios anuros el limo es un
Srgano lobulado localizado inmediatamente por debajo de 1a piet y por detras del oldo medio. En todas
1as especies, el timo esta rodeado por una capsula de tejido conectivo de la cual se proyectan irabéculas

hacia el interior del parenquima timico, aunque esias no forman lobulllos timicos »

E! timo de Rana temporaria ** ** y Rana perezi ¥ como en otros anfibios anutos esta
constituido poar un parénquima formado por una corteza y meédula. En ambas regiones se observan
céluins reticuloepitelinles, linfocitos, macréfagos y granulocitos. Ademas, ta médula presenta  células
secreloras, células mioides, células reticulo-epiteliales hipertrafiadas y CID. Las CID poseen un nucleo
localizado excéntricamente con un pronunciado mwicleolo, su citoplasma es electionlicido con pocos

organelos, la membrana plasmatica tiene invaginaciones e interdigitaciones con las que establece

contaclos con linfocitos, células mioides y células reticuloepiteliales. En el citoptasma no se ohservan
GB.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

mamiferos

estA  constituiria por cétulas

El Sistema Celutar Dendritico {(SCD) de los
presemniadoras de ardigenos y torman uni poblacion celdar que capta. procesn y presenta antigenos a

los linfocitos T Estas células estidn distnibangdas en la epideanis y olros epitelios planos estratificados, on
arios organos tinfoides vy en ol intersticio de ottos 1ganos La existencia

las zonas T-dependientes de v
de células homdlogas a [as CL en 1a epidenmis de tos verlebrados no mamiferos ya ha sido demostrnda

En al caso paricutar de los antibios (Famita Ramgae), estas células se han demastsado en la epidecmyis
y otros epelios planos estratficados cormo la cormea y membrana michtante, par ta que ta presencia de
celulas dendriticas on otros drganos lintoides como el baro, emo y ganglios linfalicos es probable La

demostracian de celulas dendriticas en organos linfoides de anfibias. sugeriria, en este nivel tiltogenética

ia existencia de un sistema celular dendritico comparabte at de los mamimeros

HIrorT

En la Rana pipiens se han demostrado células similares a {as Ct. en la epidermis, cornea, y

membrana nictitante. Por lo antedor, es posible que en otros sitios, como Jos drganos linfoides, sc¢
lulas morf e i ncamente similares a las céiulas dendriticas.

OBIETIVO

Dermostrar 1a presencia de células dendriticas mediante 1a expresidn de ias moléculas clase i
iti v ta Proteina citoptasmatica S$-100 en el baza de fos

del Compliejo Principal de Hi

anfibios (Rapa pipiens)
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DISERQO EX

Se estudiaron 20 anlibios anuwos (Rana piprens) colectados on su  ambiente natural

(Cuermavaca Morelos), 10s cuales tueron mantenidos en condiciones adecuadas de humedad, luz
(12D/12N) y temporatura (20/22 °C). Los organismos tuoron sacriticndos por descerebracidon, 1os bazos
fueron removidos e inmediatamente

lavados en solucidn salina y deslinados a  estudios de

inmunohistoguimica e Inmunofiucrescencia para detenminar 1a localizacion de 1a proteina S-100 y las
moléculas clase 11 del CPH (AM/20).

Con el fin de conocer la histologia general del bazo, algunas muestras fueron tijadas en formol

neulro amodiguado y procesadas para hacer cortes en paratina de 8um de grosor, los cuales fueron

tenidos con Hematoxilina-Eosina. " **

En otras muestras se procedié a identificar a las CD por medio de una inmunohistoquimica
para la proteina S-100 y las moléculas clase 11 del CPH. Corles por congelacién de 10um, fijados en
paraformaldehido al 4% vy lavados en amorliquador salino de fasialos (PBS) pH 7 4, fueron preparados
para realizar el inmuno-marcaje Gon 10s anticuerpos primarios (S-100 o AM-20 durante 12 horas a 4 °C),

anticuerpos secundarios (anti-conejo 19G 0 anti-ralén IgG durante 30 minutos a 37 °C) y el complejo
idi Biotina Peroxi

{por 30 minutos a 37 °C). Para visualizar el sitio de unién antigénico, los
corles fueron revelados con 3.-3’-Diaminobencidinatetrahidrocloruro o 3-Amino-9-E1il Carbazol. Ademas

se realizé un contraste nuclear con Hematoxitina de Harris o Hematoxiina de Mayer scgun fuera el
caso.* %"

Por otro lado, algunas muesiras reveladas con 3.-3'-Diaminobencidinatetrabidrocloruro se les
infilrd con araldita, se incluyeron en la misma resina por el método de capsula invertida y se realizaron
cortes semifinos. Esta metodologia se aplica en preparaciones permanentes de tejidos que previamente

han sido procesados para una reacciéon inmunohistoquimica. ** '




Para dermostrar el marcaje simultanco de 2 antigenos (proteina S-100 y AM-20), sa 4ilizé 1a
técnica de doble inmunofiuorescencia en tejidos lijados en paraformaldehido al 4% en amortiguador de
tostatos 0.1M, pH 7 4. Cortes seriados por conqelacion de 7,um fueion pieparados para realizar el
marcaje inmunottuorescente. El primer anticuerpo primario (prateina 8-100) fue evidenciado mediante
una inmunoflyorescencia Indirecta con el Mélodo de Avidina TRICT y el sequndo anticuerpo primario

{clase 1) fue evidenciado con una inmunoftuorescencia indirecta con FITC, *% %7

También se veriticd de manera simultdnea la presencia de |a proteina S-100 y las moléculas
clase Il en tejidos piocesados por el método de AMeX (Acetona, Metl-benzoato y Xilenoy ' Los
tejidos fueron fijndos en acetona a -20 °C duranle 18 horas, deshdratados en acetons a 4 °C por 15
minutos y en acetona a temperatura ambiente por 15 minutos. posteriormente fueton aclarados en metil-
benzoato por 30 minutos y xiteno por otros 30 minulos, 1a inclusién se hizo on parafina de punto de
fusién de 50-60 °C Cortes seriados en parafing de 4uan | desparafinados con xileno y acetona y lavados
en amortiQuadoaor salina de tostatos (PBS) pH 7 4 fueron preparados para reahzar el inmuno marcaje con
los anticuerpos prumanos {(S-100 o AM-20 durante 12 haras a 4 °C). anticuerpos secundarios (anti-rabbit
I9G o anti-mmouse 19G durante 30 minutos a 37 °C) y et complejo Aviding Biotina Peroxidasa (por 30
minutos a 37 °C) Para visuahzar el sitio de union antigénico los cortes fueron revelados con 3,-3°-
Diaminobencidinatetratudrocloruro o 3-Amino-9-Etit Carbazol. Ademas se realizé un contraste nuclear

con Hematoxitina de Harris o Hermatoxilina de Mayer seqgun fuera el caso

Los controles positivos utibzados en cualquiera de Jos casos fueron tejidos que producen una
reaccion positiva para los anticuerpos primarios. Para las moléculas clase Il del CPH se utilizaron cortes

de piel de Rana pipiens, cste anticucrpo marca CL epidérmicas. En el caso de |a proleina S-100 se
u

zaron cortes de pulmon de raton Balb/c, este anlicuerpo marca condrocitos pulmonares, (Los

contrales negalivos fueron tejidos experimentales a 105 que se 1es suprimid el anticuerpo primario.
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MATERIAL Y METODO

ULAS CLASE N
CPIL PARA MICROSCOPIA FOTONICA EN CORTES POR CONGELACION "0

11,

12,

Ottencidon de 1a muestra.
Lavar el 6rgano en solucion salina balanceada pH 7.2

Fljar en paraformaldehido al 4%, en amostiguador de fosfatos 0.1 M., pH 7.4, durante 1 hora a 4
°C.

Lavar en sacarosa al 12%. 16% y 18% en amortiguador de fostatos 0.1 M., pH 7.2, duranie una
hora a 4 °C en cada lavado.

Colocar el érgano en medio para incluir muesiras de tejido congelado tissue-tek y congelar a -70
°C.

Realizar contes par congelacion de 10am.

inhibir peroxidasa endégena incubando en peraxido de hidrogeno al 3% durante 10 minulos o
Acido peryddico al 0.28% durante 1 minuto.

Lavar en amortiguador salino de tostatos 0.1 M., pH 7.2 duranie 10 minutos,

NOTA: Aptes de cudu incubnciion Lisvar con amortiguador saling de fosfatos (L1 ML, pI 7.2 con
albiming séric bosina al

Yare 3 veces por 10 minutos a4 °C,
Tncubar en anticucrpo primario:

Anti S-100 dilucién 1:40 durante 18 horas a 4 °C,
AM-20 diluicion 1:20 durante 18 horas a 4 °C,

e en anticucrpo secunbar

AMi-1gG de conejo biotinilado durante 30 minutos a 37 °C para $-100.

Anti-1gG de ratén biotinllado durante 30 minulos a 37 ®°C para moléculas clase 11
del CPH.

incubar en esireptoavidina-peroxidasa durante 30 minutos a 37 °C.



an

13. Revelar con 3,-3°-Diaminobencidinatetiahidrocisiuio 0 3-Amino-9-Etil Carbazol de 5 a 10
minutos.

14. Lavar con agua destilada abundantemenie

15. Contrateflir con Hematoxilina Harris o Hematoxilina de Mayer,

18. Montar en moedio de glicerol-polivinil alcohol.

17. NOTA: ¥n1c s presiamente procesados se les realizaron cortes semifinoes por el

cipsula de peba

imertida,

18. Fijar en ghistaraidehido al 2 5% en amortiguador de tosfatos 0.1 M., pH 7.4 durantie 30 minulos.
18. atiltrar en mezcla de resina tolueno 1:1 durante 24 horas

20. Inclusién en resina al 100% por el método de capsula de gelatina invertida.

21, Polimerizar a 60 *C durante 15 horas.

22. Realizar cortes semifinos de 0.5,un y tedirlos con azul de Toluidina.

23. Montar en medio de glicerol-polivinil aicohol

DOBLE INMUNOFLUOR

CSSCENCIA PARA PROTEINA $-100 VY MOLECULAS CLASE 1l

DEL C

M PARA MICROSCOPIA FOTONICA %%

1. Obtenciton de la muestra

2. Lavar e! 61gano en sotucion satina balanceada pH 7.2
3. Fijar en acetona durante 10 minutos a 4 °C.

4.

Lavar en sacarosa al 12%, 16% y 18% en amortiguador de fosfatos 0.1 M., pH 7.2, durante una

hora a 4 °C en cada lavado.

5. Colocar el 6igano en medio para incluir me de tejido 1 tek y enfriar a 70
°C.
a6 Realizar cores por cong ) en el cryo-cut de 10pm.

7. Lavar en amortiguador salino de fosfatos 0.1 M., pH 7.2 durante 10 minutos.



8, NOTA: Antes clrc e fncubincinn L ar con amoctigundor saling de fosfatos (.10 8., pH 2.2, con
P Ty i séricn bndnag ul OL.8%, 3 scces pac 1l m

9. tncubae con et anticucrpn prisario:
a) Anti-S-100 dilucién 1:50 duranle 18 horas a 4 °C.

10. Tn n’ antic po secunbarios
b) Ani-lgG de concjo biotinilado durante una hora a 37 °C,

1 NOTA: Los signientes pasos so realiziaran en cimaei olisenri.

12, Incubar en Avidina-TRITC dilucién 1:300 una hora a 37 °C.

13, Incubar con e segumlo anticucepo primario e moléculas chise 11 det CPIEG
c) AM-20 ditucian 1:20 durante 18 horas a 4 °C.

14. Incubar en anti-IgG- FICT dilucién 1:32 una hora a 37 °C.

15. Lavar con amortiguador salino de fosfialos 0.1 M., pH 7.2,

16. Montar con glicerina en amortiuador salino de fosfatos 1:1.

INMUNOHISTOQUINICA PARA PROTEINA S-10 Vv MOLECULAS CLASE Il DEL

CPH PARA MICROSCOPIA FOTONICA POR EL METODO DE AMeX, 10

-

Obtencian de 1a muestra.

Lavar el 6rgano en i6n salina bal PH 7.2,

Fijar en acetona a -20 °C durante 12 horas.

Deshidratar en acetona a 4 °C duranle 15 minutos.

Deshidralar en acetona a temperatura ambiente durante 15 minutos.
Aclarar con metil benzoato por 30 minutos y xilo! por 30 minutos.
Incluir en parafina a 60 °C por 2 horas.

Realizar cortes seriados en paralina de 3um de grosor.

O P NGB s LN

Desparafinar en xilol durante 15 minutos e inmediatamente sumerjirios en acelona.



10.

12,

13.

14.
15.
16.
17.
18.

£

lavar con amartiguador saline e fosfatos 0.1 Mo, plt 7.2 con

NOTA: Antes de cn

alhising séefen hosion al 0.8%5%, 3 veces por HE misatos a4 *C)

en pordxido de hidrégeno al 3% durante 10 minulos o

Inhibir per ndog: inct
acido peryddico al 0.28% durante 1 minuto.
Incubae e auticuerpo primarcio:

a). S-100 dilucién 1-40 durante 18 horas a 4 °C.
b) AM-20 diluicién 1:20 durante 18 horas a 4 °C.

har cn apticuerpo se

Anti-IgG de conejo biotinilado durante 30 minulos a 37 °C para S-100.

Anti-l9G de ratén biotinitado durante 30 minuwos a 37 °C pata moiéculas clase !l
det CPH

Incubar en estteptoavidina-peroxidasa duranie 30 (inutos a 37 *C,

Revelar con o 3-Amino-9-Elil Carbazol de 5 a 10 minutos.

Lavar con agua destitada abundantemente.

Contratedlir con Hemaloxilina de Harris o Hematoxilina de Mavyer.

Montar en medio de glicerol-polyvinil alcohol
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lisvae con amortiguados satine de fusfatos 0.1 M., it 7.2 con

10. NOTA: Antes de cada incubag

o) (L8260, 3 seces por 18 atinutos 3 4 °C,

aliviaming sévien bosvh

Inhibir peroxidasa endégena incubando en peréxido de hidrogeno al 3% durante 10 minutos o

11.
acido peryddico al 0.28% durante 1 minuto.
12, Incubar en witicy * pristarios
a) S-100 dilucion 1:40 durante 18 horas a 4 *°C. ’
b) AM-20 diluicién 1:20 durante 18 horas a 4 °C.
13. Tncubnr en anticucrpn secunthurio:
a) Anti-lgG de conejo bictinilado durante 30 minutos a 37 °C para S-100.
b) ANni-lgG de ralén biotinilado durante 30 minutos a 37 °C para moléculas clase 11
del CPH.
14, Incubar en estreptoavidina-peroxidasa durante 30 ninutos a 37 °C.
15. Revelar con o 3-Amino-9-Eltil Carbazol de 5 a 10 minulos,
168. Lavar con agua destilada abundantemente
17. Contratedir con Hematoxilina de Harris o Hematoxilina de Mayer.

18. Montar en medio de glicerol-polyvinil alcohol.



SOLUCIONES PARA LAS TECNICAS DE INMUNOHISTOQUIMICA PARA LA

PROYT

INMUNOFLUORESCENCIA ¥

INA S-100 ¥ LAS DMOY

ECULAS CLASE 1 DEL CIPILY DOBLE

SOLUCTON SALINA BALANCEADA

NacCt 8.83g.
[ 3+ 020g9g.
NagHPO 4 iisg
KHZHPG4 020
Agua gestiladga 1000 m!

Ajustar ef pH con NaOH t N o HCI t N scqun sea el caso

HIDROXIDO DE SODLO IN

ACIDO CLORHIDRICO IN

NaOH 449

HCY

8.285ml

Agua destitada 100 m

Agua destilada

100 m)

PARAFORMALDEHIDO AL 3

INAMORTIGUADOR DE FOSFE

TOS 0.1 N, oIy 7.4

AMORTIGUADOR DE FOSFATOS 02M. pH 7 4

a) Fosfato monobasico. NaHaPO4 27598 g.
Agua deslilada 100 mil.

b) Fosfato dibasico. NaHPO4 2.8392q.
Agua gestilaga 100 mi
Mezclar Solucion a 9.5mi
Solucion b 40 5ml




PARAFORMALDEHIDO AL 8%

€) Paratormaidehido

Paralormaldehido 49.

Agua destilada 50 mi

Mezclar 4 gr de paraformaldehido en 50 ) de agua destilada a 60° C. aclarar 1a solucion con 2

golas de NaOH 1N. Los 50 mi de paratormaldehido al 8% se mezclan con 50 mil de amoniguador de

fosfatos pH 7.4, 0 2M. La <olucon tinal queda de la siguente manera  paraformaldehido at 4% en

amortiguador de fosfalos 0 1M. pH 7 4

SOLUVCTONES DESACAROSA

SACAROSA AL 12%

a) Sacarasa 129

Agua destilada 100 mi

BACAROSA AL 18%

b) Sacarosa 189

Agqua destilada 100 mi

SACAROSA AL 18%

€) Sacarosa 18%

Aqua destilada 100 mi

AMORTIGUADOR SALINO DE FOSFATOS pH 7.2

NagzHPOg4 148 9.
KHZFO4 0430
Nacl Ta
Agua destilada 1000 my,




ACIDO PERYODICO AL O28Y,

PEROXIDO DE IIIDROCG

NO AL $%%6

Acido poryodico o028 g

Peréxido de Hidrogeno

1mi

AgQua destilada 100 mi.

Agua destilada

9 ml.

ANMORTIGUADOR SALINO DE FOSFATOS CON ALBUSNMINA SERICA BOVINA pli 7.2

NagHPO, EEX]
RHAZPO4 0430

Naci 7a

Albuming 10

Aqua dostilada 000 mi

SUSTRATO CROMOGENO O REVELADORA PARA PEROD

IDASA CON

L3 CDIANMINOBENCIDINSA TE TRAHIDROCLORURO (DAY
Solucion tris mateato. a} Tris-inaleato salt 2423 g.
Agua doslilada 100 mil.
Solucion de HCI 37%. b) HCI 0.833 ml
Afjua destilada 100 mi
Mezclar ; Solucion & 5m)
Solucien b 8 mi
Agua destiltada 7 ml

A 9.9 ml de ta mezcla de la solucion agregar 0 3 ml de peroxido de hidréogeno at 30%. A los 10

ml restantes agregar 0 005 g de diaminobencidina La soluciaon que contiene diaminobencidina se le

agrega 0.1 mil de la que contiene peroxido de tndrogeno inmediatamente antes de usarla.



SOLUCION SUSTRATO CROMO

O O REVELADORA PARA PERONIDASA CON J-ANMINO -
DT CARBAZOL (AFC)

ANMORTIGUADOR DE ACETTATOS 0 2 AL pil &

Acido acetico miacial a) CH3-COOH 11 55 m1 }
Agua desulada 1066 mi ]
Acetalo a¢ 50410 anNdro ) CH;3-COOHa i6aiq l
Agua destilada 1060 my 1000 nl 1
Mezclar : Solucion a 14 8ml
Solucion b 352m

Disolver 20 g de (AEC) en 0 5 mit de N, N-Dunehl-Formarmida. A esta mezcla se le agrega

9.5 ml de amontiguadorde acelatos pH 5 y 3 gotas de H202 af 3%



1.TADOS

BAZO

ORGANIZACION GENERAL D

El bazo de Rana pipiens ©s un érgano de color rojizo que mmude aproximadamente 0.5 X 0.3 X 0.3 em, se
localiza dorsalmente en Ia cavidad abdominal y se encuenira cubierto por peritoneo. Cuando se examinaron los
cortes histoldgicos de este organo se encontrd que una delgada capsula de fejido conectivo lo rodea. Entre las
fibras de coligena de la capsula se encuertran distnbuidos fibroblastos de forma aplanada. A diferencia de la
as fibras deo (ejido elistico son Muy ©scasas y no s¢ observaron fibras

cdapsula del bazo de los mamiferos. |,

de 1a ci la. rodeandola en su totalidad. se encontrd una delicada

musculares lisas. En 1a s
capa de epitelio ptano simple. En algunos sittos esla capsula esta engrosada por 1a presencia de grandes vasos

sanguineos y nervios, que se localtzan siempre en la linea media y que de manera general se encuentran

agrupados, aunque algunos vasos de menor cahbre se observan de manera aisliada

La capsula de tejido conectivo se continua con pequefios filamentos de fibias de colagena que se

introducen al parénquima del bazo y que forman una red que proporciona sostén a las células linfoides.

Por otro lado, a diferencia del bazo de aves y mamiferos. no se observan trabéculas que penetren al
parénquima. por jo que Ios vasos sanguineos. aun los de mayor tamano, estdn rodeados por escaso tejido
conectivo. Los vasos de gran calibie henen dos capas musculares que se diferencian de manera clara. Las fibras

de la capa muscular externa estan dispuestas longitudinalmente, mientras que las de la capa interma o estan de
manera circular.
En el parénquima del bazo se apreciaron claramente dos areas: una pulpa blanca, constituida por

ctmulos de linfocitos, y una pulpa rofa, en la cual se observaron abundantes eritrocitos nucleados. Es interesante

notar que no existe una clara demarcacion o limites entre las dos dreas, ya que no se observa una zona marginal
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tormada por células reliculares aplanadas rodeando a los cumios de {intocitos, como sucede en olros

veriebrados como aves y mamiteros

En 18 puipd 10§l N0 Se ag i con cO

colulires como en los mamiferos, sin embargo,
Si s@ obsarvaron grupos celuiaes y entre ellos nstan dispuesios sinusoides, algunos de ellos muy dilatados En
osta Area se observé gran cantidad de entrocos nucleados con citoplasma intenshmente cosnofilo y con una
formn que va desde Ia ovoide hasta la redondenda. Frecueniemente se observaron entrocitos agrupados
tormando nidos, estns sitios podermos consideratios como “brotes eniropoyéticos™, sin embargo, también se

apreciaron con frecucncia eritroblastos aislados en mlosis, algunos de ellos,

ncluso, en el inlerior de los
sinusoides.

Por otro lado, entre Ia gran cantidad de eritrocitos se observaron células de forma estrellada y de
citoptasma pdalido con nticleo redondeado con giumos finos de cromalina. Estas caracteristicas concuerdan con

tas de células reticulares cuya tuncion es proporcionar Sostén.

La pulpa blanca estaba dispuests

de manera general, alfededor de vasos sanguineos, aunque no cn
todos los casos se observo un vaso sanguineo en la cercania de 1a pulpa blanca. La pulpa blanca esiaba
constituida fundamentaimente por células de cioplasma baséfilo, cuyos nicleos variaba de fonmma desde la
redondeada hasla la amifionada. Algunas de estas células se identiticaron como linfocitos por el micleo

redondeado de abundanie heterocromalina y por el escaso cilosplasma ligeramente basofilo.

Por otro lado, se observaron células con granulos que se tileron inlensamente con la eosina y que
fenian nicleos excentricos algunos de cllos lobulados. Estas células por su mortfologia corresponden a eosinofilos.
También se identificaron basdfilos cuyos granulos son grandes e intensamente teflidos, de tal manera que el

nicleo de estas células quedaba oculto. Ver fig. 11y 12,
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INMUNON OQUi

1CA ENZIMATICA

En tos cortes por congelacion de bazo fijados con paratormakichido al 4%, se observaron células S-100

positivas alrededor de vasos sanquineos o sin relacion con ellos. pero siempre en la pulpa blanca y

frecuentemente tormando camulos. Alqunas de 1as célul S-100 p

tenian un na muy abundante y

con granulos de pipmento. por Io cual se idenliticaron como melanomacréfagos.

£En olras células mas pequeias y sin granulos de pigmento se observé marca para la proteina S-100.

Estas celulas tenian un aspecio de redondeado a dendritico y la mayoria de ellas tenia un nicleo excéntrico . Ver
fig 13.

Cuando los corntes se procesaron para idenlificar las moléculas clase I, se observaron abundantes
células positivas en la pulpa blanca y alrededor de los vasos sanguineos. El bazo tenia un aspecto como de

celdas, ya que la marca estaba distribuida en toda {a pulpa blanca y por 1a tendencia de esta a confluir. Ver fig 14
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DOBLE INMUNOFLUOR

Cuando se observinon los contes en los que se reahzo una doble mettanotitorescencia (para 1a proteina

sentes Sin embago, por ser

a ambos marcadores estuyvieron gof

S5-100 y 1as moleculas clase 1}, calulas posdev.,

inmunotivorescencin No ubicamos a3 tocalizacion de Ias células positivasa (Ver g 15) Por to que se decidid

aplicar olra técmca que pernmiiera veficar el doble marcaje en tas celulas postivas
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DISCUSION

E) presente eostudio sugiere la existencil de Células Dendrllicas en el bazo de la Rana pipiens

quivalentes mor i y fer i nente a las Célwlas Dendriticas Esplemicas ¢ Células Dendriticas de

Steinman y Cohn de los mamiferos El antecedente previo que se tiene sobre la extstencia de células dendriticas

en el bazo de los antibios, fue realzado por Bamutta M., G.. et al.. (1985). ® en su trabajo Presence of
presumptive interdigitating cells in the spleen of the natterjack, Bufo calamita. Con microscopia electrénica

de lransmision, ellos describieron células con morfologQia dendritica con numerosos pliegues de la membrana

plasmatica formando un sistema de interdigita wes El Ci asma de estas células era claro, con una baja

densidad electronica y con escasos organelos citopldsmicos Banuha et af. (1985) ™ concluyeron que estas
céltutas conesponden @ CD en el bazo de los anfibios. Sin embargo. t¢conocieron que es necesano ia utilizacion

de inmunomarcaje para ratificar la presencia de este tipo celular

En el presente irabajo se utilizaron dos marcadores fenotipicos de tas CD. La pioteina S-100 y las
roléculas clase Il del CPH. La proleina S-100 que inicialmente fue identificada en el cerebro y nervios penféricos
de diferentes vertebrados.” ha sido localizada en tejidos no nerviosos de diterenies especins > Coechia ef al .
(1981) ™ determinaron la localizacion celular y subcelular de la proteina acida S-100 en piel de humano nonnat
Ellos encontraron que la proteina S-100 se localizé exiernamente en la matriz citoplasmatca, pero na se encontro

en i1as cistemnas del reticulo endoplasmico. mitocondrias y GB

Por otro 1ado, existen estudios que confirman que otras c&lulas del SCL también expresan la proteina S-
100. De esta manera se ha identificado esta proleina en las células dendriticas dérmicas. 9% cétulas interdigitantes

en 6rgangs linfoides '™ y células dendriticas epiteliales tonsitares. ' En el ratén, 1as células dendriticas esplénicas

aisladas también son S-100 msuivns.“ Las pioteina S-100 esta altamente caonscrvadn entre las especies y
comprende un grupo de proteinas acidicas unidoras de Ca”’ de peso molecular de 21,000 Esta proteina esta

constituida por dos subunidades « y [} cuya disttibucion es diferente en cada 1ojido Por ejemplo. la subunidad alfa
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se encuentra en grandes cantidades en madsculo cardiaco, tabulos renales, células toliculares det tiroides, células
exéaings de glandulas salivaldos, mamarias y sudoriparas y células centroacinares y acinares del pancreas,
mientras que la subunidad |V se localiza en grandes canlidades en célutas de Schwann, condrocilos y adipocilos

% Interesantemonte ha sido demostrado que los macritagos son negativos para 1a proteir

G100, por io que ésie

es un marcador excelente para diferenciar o [as CD de las células del sistema monocto/macrofago, ya Que b

s
primeras poseen Ia subunidad beta S-100, imientras que 1as sequrndgas ocasionalmente expresan 1a subunidad alla
S-100 peto nunca I (8. ° Este puedn ser of caso de  nuestros hallazgos. ya que en ocasiones jos

melanomacrofagos fueron positivos paia 1a proteina S-100. sin embargo de manera consiante

encontramas que
ceélulas pequenas, no relacionadas con los metanomacréfagos y localizadas de manera preferencial en la putpa
blanca, expresaban la proteina S-100. Nosotros creemos que esta ditima poblacidn os {a homologa de 1as CD en
€] bazo de los anuros. El significado funciohal de ta proteina S-100 no esta claro, sin embamgo. ha sido rmostrado

que estd involucrada on el desarrolio y la extension de neuritas en las ceélulas nerviosas % Esta puede ser una

explicacion para su presencia en ipos celulares que henen una forna dendrinca (1a anica excepacion parecen ser

las ceélulas dendriticas foliculares, 1as cudles no expresan ia proteina S-100 -

Si bien es cierto que la proteina S-100 identifica CD en diferentes tejidos de mamiferos y que nosotros
encontramos reactividad a ella en células esplénicas que parecian ser CD, no podiamaos asegurar que 1o fueran
debido al amplic espectro de distribucion de esta proicina, por o que fue necesario utilizar otro marcador de CD
como las moléculas clase 1l del CPH. * El anticuerpo contra las moléculas clase Il evidencié una intensa marca
en todos 1os hinfocitos del bazo de [a Rana pipiens. Eslos sesultados concuerdan con 10s de trabajos previons que
demuestran que lodos los linfocitos esplénicos de anuros adullos son intensamente positivos a las moléculas
clase il mientras que los de anuros en elapas larvarias son negativos. "1° L a demostracién de CD clase I+ fue
imposible ya que la marca estuvo ampliamente distnbuida en diferentes tipos celulares. Por lo anterior se hizo

indispensable realizar dobles marcajes que permitieran evidenciar a las CD.

La doble inmunofluorescencia (S-100 y clase i) y los cortes seriados en parafina por el método de

AMeX mostraron células positivas a amhbos marcadores: algunos melanomacréfagos. nNo lodos. y células situadas
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en la pulpa blanca y cercanas i vASOS . amos que estas tilimas son el equivalente
de las CDE de los mamileros. En este sentido, ias CDE de los mamiferos se encuentran siluadas idealmente en
ta vaina periarteriolar de los vasos sanguineos, la cual es una region T-dependiente, donde pueden interaccionar
con células T circutanies y seleccionar aquellos con reactividad especificn para los antigenos presentados "'y
ademds imponartcemente. tas CD expiesan consttutivamernte altos riveles de molécutas clase If del CPH. EI
hecho de que céhulas en el hazo de anuos muestren reactividad a marcadores que dentifican CDE en los

mamiferos y que ademas estan jocahzadas en la puipa blanca, una vaina peaartenolar no se muestra ctaramente

en esta especie, sugiere fuertemente que san ol representante de las CO en estos vertebrados Aunque se
observaron cortes semilinos de material al Qque se le realizo nMmunoistoquimica para demostiar reactividad a la

proleina S-t00 o a Ias molécutas clase Il (g 18 y 19) no pudnos identificar los tipos celulares  El estudio

ultraestructural combinado con (éenicas inMunomarfoldgieas proporcionard 1a prueba definitiva de ta existencia de

estas células en estos vertebrados
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Los centios de Ielanomacrolagos 10suliinton  on ocasiones, positivos a ambos marcadores y a la fecha

esta es 1a primermn mencion de la expiesSion de estos en melanommaerdfagos Los mmetanomacrotagos denvan de

meédula 6sea y caracleristicamente se  encuenlian en  vertetrados inlenores (peces. anfibwos  y  reptiles).

panticulammente en 10s GIMNos hematopoy Cticos como. bazo, non e higado donde tienen 1a funcion de {agocitar

eritrocitos. ''? Ademas. se ha encomrado aue los melanomacrofagos pueden fagocilar agentes infecciosos y en

esas congiciones son capaces de hcar fespuestas mmunolsdqicas " Los me

nomacrofagos poseen
hemosiderina y hpofucsing, que son productos de la deqradacion de los entrocios. y son capaces de sintetizar

melanina, 1a cunl s¢ picnsa es utlizada como ua atrapador de radicales libres qenerndos or la catahsis de los
grupos hem. '™

St 1a piesencia de CD en el bhazo de tos anfibios es conlumada. esto evidenaari 1a exstencna de un
SCD en estos vertebrados ya que con anterioridad se han ider CD en ¢ planos estr i de
estos vertebrados.

E1 bazo de estos veriebrndos es de un lipo difuso, es decir, no tiene una clara separacon entre putpa
blanca y roja. y la tendencia evolutiva es hacia la formnacion de una pulpa blanca bien delmitada como en los
mamiferos. Sin embargo. 1a funcién basica del sistema inmunologico. el reconocimiento de lo propio de 10 no

propio, puede llevarse # cabo en eslas vertebrados, por 1a presencia de células presentadoras de antigenes en
diferentes localizaciones y en cspecial en cl bazo. G ias células espl

icas descrilas on este rabajo resuitan ser
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homdélogas de las CDE de los mamiteros, estas deben de jugar un papel crucial en la inmunovigilancia en ostos

vertebrados. ya que eslos carecen de olros ciimulos linfoides, cormo ganglios linfaticos, en el organismo.

CONCLUSIONES

* Se demostro la presencia de células localizadas en la pulpa blanca del bazo de la Rana pipions que expresan
moléculas clase 1l del CPH y la proteina citoplasmica S-100. Estas células pueden ser el hamologo de las CDE

de los mamiferos.

« Esta es la primera mencion de la presencia ocasional de esios marcadores en l0s melanomacréfagos de estos

vertebrados.

= El estudio inmuno-uliraestructural y funcional confinmara la presencia de CD en el bazo de los anfibios anuros.

De confirmarse. entonces se evidenciara un SCD en estos vertebrados.
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