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Ontogenia de Células Dendriticas Epidérmicas en el renacuajo de la rana leopardo Rana pipiens

I. INTRODUCCION
1.1 CELULAS DENDRITICAS

Para que algunas poblaciones de linfocitos T puedan reconocer
ias particulas antigénicas y desencadenar una respuesta inmune
contra dichos antigenos es necesaria la participacién de una
segunda célula: las Células Presentadoras de Antigenos {CPA), que
incluyen a los monocitos /macréfagos (MO/MQ) y a las células

dendriticas {CD).

Las CD se encuentran distribuidas en todo el organismo
formando un sistema celular llamado “Sistema de Células
Dendriticas” (SCD). En la epidermis y otros epitelios planos
estratificados de mamiferos se conocen como células de Langerhans
(CL), en la linfa como células veladas (CV), en las zonas T-
dependientes de ganglios linfaticos y en la médula del timo como
células interdigitantes (CID) y en el bazo como células dendriticas
esplénicas (CDE). Estas células también se han encontrado en el
intersticio de otros érganos como el corazén, rifién, higado y

pancreas y se denominan células dendriticas tisulares {CDT).

lL.as células de este sistema, en general, se caracterizan por
presentar una forma irregular con proyecciones del citoplasma, por
lo que reciben el nombre de células dendriticas. Son células carentes
de desmosomas y tonofilamentos; todas expresan el antigeno comin
leucocitario CD45, asi como las moléculas clase 1 y II del Complejo
Principal de Histocompatibilidad (CPH), sin embargo presentan otras
caracteristicas fenotipicas segin el érgano en el gue s¢ encuentren,

reflejando por lo tanto, el microambiente en el que se localizan.
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1.2. HISTORIA DE LAS CL.
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Fig. 1 Dibujos de las observaciones de P. Langerhans en 1868. Tomado de Schuler, 1991

En 1868, Paul Langerhans estudiando la piel humana observé
una poblacion celular dendritica intraepidérmica localizada basal o
suprabasalmente, mediante una impregnacién metalica con cloruro
de oro, destacando en sus dibujos que las dendritas de las CL se

prolongaban hasta la dermis (Langerhans, 1868) Fig. 1.

Langerhans y otros autores escribieron acerca de su presuntiva
funcién nerviosa (Kreibich, 1217 en: Schuler, 1991), pero también se
pensd que eran células de Schwann que habian migrado a la
epidermis mientras que otros las mencionaban como una parte

integral del sistema nervioso autonomo de la piel {Ferreira, 1951).
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Esta “Teoria Neural” se derrumbé con la llegada del microscopio
electronico, evidenciando que su morfologia era diferente a la de las
células nerviosas, ademas de que se encontraron en tejidos
denervados (Birbeck et al, 1961), sin embargo, la mayor objeciéon que
tuvo esta teoria es el hecho de que nunca se observaron conexiones
entre estas células aureofilicas epidérmicas con las terminaciones
nerviosas de la dermis (mencionado en: Castell, 1989). A partir de
1948 empezé a tomar fuerza la “Teoria Melanocitica” (Masson, 1948),
donde se consideraba que las CL eran melanocitos desgastados o
melanocitos que habian perdido su capacidad de sintetizar
pigmentos y eran llevadas a la superficie donde, junto con los
queratinocitos, eran descamadas. Esta teoria tenia su fundamento en
que ambas células son dendriticas, residen en la epidermis (siendo
los melanocitos basales y las CL suprabasales), ademas de que
ambas reaccionan con algunas sales de metales: los melanocitos son
argentafines mientras que las CL son aureofilicas. Esta teoria fue
desechada porque, al estudiar la ontogenia de los melanocitos, se
observé que las CL ya estaban presentes en la epidermis mientras
que los melanocitos todavia no se encontraban o se encontraban
inmaduros. Ademas cuando se removieron experimentalmente las
crestas neurales, se observd en epidermis una ausencia de

melanocitos mientras que las CL si estaban presentes.

Posteriormente, Birbeck et al (1961) encontraron que en piel
humana normal los melanocitos presentan un citoplasma claro,
debido a la ausencia de tonofilamentos, abundantes granulos de
melanina con diferentes estadios de desarrollo, un aparato de Golgi
bien desarrollado, escasas y pequefias mitocondrias, y una envoltura
nuclear de contorno regular que puede presentar un solo surco,
carecen de desmosomas y uniones intercelulares; mientras que en

piel con vitiligo no se observaron células con estas caracteristicas,



Ontogenia de Células Dendriticas Epidérmicas en el renacuajo de la rana leopardo Rana pipiens

en su lugar encontraron en mayor densidad y misma ubicacién,
células claras con caracteristicas similares, pero con una envoltura
nuclear notoriamente convolucionada por abundantes surcos, los
cuales en ocasiones dividian al nucleo en lébulos, incluso mas
marcadamente que en los leucocitos, ademas de que no encontraron
ning(n tipo de gridnulo de melanina, pero si otro tipo de granulos,
los cuiles estaban constitudos por una estructura lineal con una
terminaciéon redondeada lo que le daba la apariencia de baston o de
raqueta de tenis, siendo por mucho mas pequefios, de diferente
estructura interna y forma, que cualquier granulo de melanina. En la
actualidad este organelo es conocido como granulo de Birbeck (GB) ¥
usado como caracteristica diagndstica de las CL. Estos hechos
permitieron concluir que las CL no son derivados de la cresta

neural, ni pertenecen al linaje de los melanocitos. (Fig. 2)

La primera connotacién de las CL en la
inmunocompetencia fue en 1965, cuando Billingham y Silvers (en:
Schuler, 1991) sugirieron que las CL podian capturar materiales
antigénicos y tener un papel en la respuesta inmunologica primaria.
Sin embargo, no fue sino hasta 1976 que se demostré que esta idea
podia ser cierta al observarse que en cobayos sensibilizados con 2,4
Dinitro-cloro-benceno (DNCB) se presentaban numerosas aposiciones
de células mononucleares, posiblemente linfocitos, con CL en la
epidermis; después de un tiempo habia una disminucién en el
nimero de CL epidérmicas, observandose éstas en la dermis y en la
cercania e interior de algunos vasos, aparentemente vasos linfaticos.

Estos resuitados permitieron suponer que las CL servian como
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esiructuras blanco en reacciones de hipersensibilidad de contacto,
siendo una poblacién celular de gran importancia inmunolégica; por
otro lado, debido a que encontraron grandes cantidades de CL en los
vasos linfaticos de la dermis, lo que sugirié que éstas podrian portar
antigenos y llevarlos de la piel a los ganglios linfaticos (Silberberg,
1971,1976, 1977 y 1978). Braathen (1980) demostré6 que al
sensibilizar CL con sulfato de niquel se producia una respuesta por

parte de las células T.

Fig. 2. Fotomicrografia de una Célula de Langerhans, en el recuadro se observan
numerosos granulos de Birbeck. (tomada de Schuler, 1991)
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Posteriormente se pensdé que si las CL estaban invelucradas en
reacciones inmunologicas, entonces debian presentar marcadores de
superficie caracteristicos de células con funciones inmunolédgicas,
tales como los receptores para el tercer componente del complemento
{Ca) ¥ la fraccion cristalizable (Fc¢) de la IgG. Mediante la técnica
inmunolégica de formacién de rosetas, se demostré que las unicas
células epidérmicas que mostraban estos receptores eran las CL, por
lo que se concluyd que como estos receptores se encuentra presentes
tanto en las CL como en linfocitos, monocitos y macréfagos, entonces
podian ser consideradas como células inmuno-competentes, siendo

su funcién disparar respuestas inmunolégicas (Stingl et al, 1977 y

1978).

Por otro lado, Rowden y et al. {1977) y Klareskog et al. (1977},
trabajando en grupos separados, evidenciaron por
inmunofluorescencia la expresion de antigenos Ia (moléculas clase II
del CPH) en las CL de epidermis humana, al mismo tiempo
confirmaron que estos antigenos no se encuentran ni en

queratinocitos, ni en melanocitos.

1.3. FENOTIPO DE LAS CL.

Caracteristicas morfolégicas y uitraestructurales.

A la microscopia de luz las principales caracteristicas de las
CL son su forma dendritica, un citoplasma claro y su ubicacién
basal o suprabasal; pero al observarlas en microscopia electrénica se
distingue el caracteristico GB en forma de baston o raqueta de tenis,
un citoplasma electréon licido por la ausencia de tonofilamentos y
melanosomas, un nucleo marcadamente indentado, aparato de Golgi

bien desarrollado ¥y numerosas y pequefias mitocondrias. (Fig. 2)
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Marcadores enzimaticos.

Las CL se caracterizan por presentar una fuerte actividad de
ciertas enzimas, lo que en su momento les dio la calidad de células
funcionales. La demostracion de esta actividad enzimatica todavia es
util para la identificaciéon de las CL.

La técnica histoquimica, para demostrar la actividad de
adenosin-trifosfatasa (ATPasa) ha sido ampliamente usada en el
estudio de CL, tanto en microscopia foténica como electrénica
(Bradshaw, 1963), siendo estas el unico tipo celular que presenta
esta actividad en la epidermis, por lo que esta técnica solamente es
indicada en epitelios.

También presentan fuerte actividad de esterasa inespecifica y
mieloperoxidasa, las cuales también se encuentran en macréfagos,
sin embargo las CD no poseen actividad de o-antitripsina y

a-antiquimotripsina (Holden, et al, 1982). (Fig. 3}

Marcadores inmunolégicos.

El fenotipo de las CL es similar al que caracteriza de las
células del sistema inmune. Entre los marcadores que expresan las
CL estan: el antigeno comin leucocitario CD45, que lo presentan
todos los leucocitos, las moléculas clase I del CPH presentes en
todas las células nucleadas y en las CL es donde se presentan en
mayor cantidad, y las moléculas clase Il del CPH, siendo las CL las
unicas células epidérmicas que constitutivamente las presentan
(Romani et al, 1989). Los antigenos CD1, que se dividen en CDla,
CD1b y CD1lc y cuya funcién no esta muy clara, son expresados por
las CD de manera diferencial. En la epidermis sélo las CL presentan
el CD1la, mientras que en la dermis sélo algunas células de aspecto
diemdritico pueden presentarlo, el CD1lc es débilmente expresado por

Cl epidérmicas y pocas CL dérmicas, mientras que el CD1lb no es
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expresado en células epidérmicas. El antigeno CD4, el cuéal es
necesario para el reconocimiento del antigeno por el receptor de la
célula T (TCR), también es expresado por las CL de humano. Los
marcadores del linaje de los monocitos/macréfagos CD14 y CD15 se
han encontrado débilmente expresados en CL pretratadas con
neuraminidasa (De Fraissinette, et ai 1989). La proteina acida S-100
fue descrita por primera vez en neuronas de bovinos, cuya funcién es
modular el calcio intracelular, yambién esta presente en las CL pero
su funcién no es conocida, sin embargo su detecciéon nos permite
hacer una discriminacién con los MO/MQ, ya que éstos no la
presentan (Cocchia, et al 1981). Esta proteina esta constituida por
dos subunidades (¢ y B) las cuales se pueden presentar como: aa, af
0 BB; Watanabe et al (1983} y Atoji, et al {(1991) han demostrado que
las CL presentan la subunidad BS-100 mientras que los MQ sélo

expresan pobremente la subunidad a8-100.(Fig. 3)

De manera importante las CL también presentan receptores

para la fc de la IgG y el C3b (Schuler, 1991).

FENOTIPO DE LAS
CELULAS DE LANGERHANS
MARCADORES MORFOLOGICOS MARCADORES INMUNOLOGICOS
Forma dendritica — Antigeno conuin leveaeitann
. CD45
Citoplasma clare
Moléculas clisa I 711 del CPH
Grémalo de Bibeck
Antigenos CDI (CD1
Wicko indentado ntigeos CD1 (D)
Antigeno CD4
Apazato de Golgibien desanclado g4 pANORES EMZIMATICOS  Antigemos CD14 y CDLS f
Humerosas mitocondrias ATPasa Proteina acida 5-100
Esterasa inespacifica Faceptores para C3
Misloparoxidasa Receptores para Fe da IgG

Fig. 3. Marcadores fenotipicos de las CL
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1.4. ONTOGENIA DE LAS CL.

En cuanto al origen de las CL se han realizado algunos trabajos
como los de Katz et al (1979) y Frelinger et al {1979) que han
demostrado que las CL derivan de la médula ésea, ademas que
continuamente son reemplazadas por un “pool” de células

precursoras migratorias originadas en la médula ésea.

Otros estudios sugieren que el bazo o los ganglios linfaticos
pueden ser tan buenos como la médula 6sea en la produccién de CL.
Chen et al (1986) estudiaron dos cepas de ratones CPH compatibles,
de los que se obtuvo una F1 hibrida, tanto neonatos como adultos de
las cepas originales fueron radiados a una dosis de 300R, suficiente
para matar las células de médula 6sea, e inmediatamente despues se
les inyectaron esplenocitos de los ratones hibridos, y posteriormente
determinaron el numero de CL del donador y del hospedero,
encontrando que después de seis semanas de haber inyectado los
esplenocitos alrededor del 70% de las CL eran de origen del donador.
Roberts et al (1985) (mencionado en Schuler, 1991} sugieren que
existen precursores de CL en ganglios linfaticos y bazo, y que tienen
la capacidad de moverse mas rapido hacia la epidermis que los de la
médula 6sea. Posteriormente, se demostré que las CL presentan el
antigeno comun leucocitario CD45 y el Ly-5, proteinas que presentan
todas las células derivadas de la médula d6sea, quedando claro gque

éste es su origen.

Shelley y Juhlin (1976) sugirieron que las CL debian estar
relacionadas al linaje de los MO/MQ, ya que eran capaces de captar
selectivamente antigenos que causan dermatitis de contacto, sin
embargo su capacidad fagocitica e€s mucho menor que la de los
macréfagos y menos aun que la de los queratinocitos. Posteriormente

se descubrié que las CL comparten marcadores de superficie con los
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MQ, <omo las moléculas clase [ y II del CPH (en humanos: HLA-DR,
HLA-DP y HLA-DQ), siendo necesarios el HLA-DR y HLA-DQ para la

presentacion de antigenos de los monocitos a las células T (Carr,

1986}.

Las CL, al igual que una subpoblacién de linfocitos T, expresan
el antigeno CD4. Ademas las CL junto con los timocitos inmaduros
presentan el antigeno CDla, y por otro lado se ha reportado que
tienen receptores para 03, C4d, C3b-C4b (Burke y Gigli, 1980), por
lo que esta en debate, si pertenecen al linaje de los

monocitos/macréfagos o a algun otro.

En resumen, las CL pertenecen a una familia de células
dendriticas de origen hematopoyético, las cuales se diferencian del
resto de las células de origen mieloide, por su forma irregular, la
presencia de un nucleo indentado, ademas de presentar un fenotipo
inmunolégico caracteristico, presentando marcadores de
monocitos/macrofagos y de otros linajes como células T
indiferenciadas. Su funcién es la de captar, procesar y presentar
antigenos a los linfocitos T para iniciar una respuesta inmunolégica
primaria. Para amplificar la respuesta inmunolégica las CI. migran
de la piel a los ganglios linfaticos regionales, donde efectitan la
presentacién del antigeno. Durante la migracién se lleva a cabo un
proceso de preparacion del antigeno, en el cudl las CL endocitan a
los antigenos y los transforman expresando los determinantes
antigénicos, y conjugandolos con moléculas de reconocimiento para
el linfocito, y una vez que se encuentran en la zona T dependiente
del é6rgano linfoide presentan el antigeno al linfocito, el cual se

encarga de iniciar la respuesta inmune celular. (Fig. 4).

10
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En estudios recientes (Olweus, et al, 1997) basados en el
cultivo de células de origen mieloide, identificaron una subpoblacién
de células que dan origen a las CD, las cuales carecen de los
marcadores del linaje de los linfocitos, son CD34+ y presentan el
receptor o para la Interleucina 3 (Ra-IL3) con lo que se destaca su

ruta de diferenciacion separada de otras células mieloides.

LPIIERMES

DERMIS

TIKFATICOS
AFERENTES

ARTERIA YENA

VASOS
LINFATICOS

MEDULA OSEA

Figura 4. Via de recorrido de las CL, desde la médula 6sea hasta iniciar una respuesta
inmune en los ganglios linfaticos. Ag = Antigenos. CL = Célula de Langerhans. CI =
Célula indeterminada. CV = Célula velada. CID = Célula interdigitante. (Teunissen,
1992)

Por otro lado Peters, J.H., et al (1996) proponen que el linaje
de las CD esta intimamente relacionado con el de los MO/MQ ya que
ambos tipos celulares tienen un mismo precursor, el que puede
seguir dos rutas de diferenciacién, una que lleva hacia monocito y
posteriormente a macréfago y otra que lo lleva hacia CD, en la

primera ruta destacan la posibilidad de que un monocito se

11
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diferencie en CD o en MQ, pero que ambos tipos celulares pueden en
un momento dado cambiar de MQ a CD indistintamente, segin sean
las condiciones microambientales asi como de las necesidades del
individuo en ese momento. Asi pues, las CD y los MQ representarian
los extremos de una misma familia, ya que mientras los MQ cuentan
con una gran capacidad fagocitica y su capacidad para realizar la
presentacion antigénica es poca, en las CD sucede lo contrario, ya
que tienen poca capacidad fagocitica y una gran capacidad como

células presentadoras de antigenos (Fig.5).

MEDULA OSEA SANGRE

__._.

Célula dendritica

Figura 5. Ruta de desarrollo donde se destaca la posibilidad de que las Células de
Langerhans y los Macréofagos pertenezcan a un solo linaje. (Peters, 1996).

En la piel del embriéon humano se han identificado CL
ultraestructuralmente a las 14 semanas de gestaciéon (Breathnach y
Willie, 1965), v no expresan los antigenos HLA-DR (clase II) sino
hasta después de las 24 semanas {Natali et al, 1982}, aunque a las
14 semanas, Monti et al (1985) encontraron células clase II+, CDla+
y S-100+ en epidermis.

Por otro lado Foster en 1986, identificé CL clase II+/ATPasa+ a

las © 6 7 semanas de gestacion, siendo CDla-, a los 45 dias,
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posteriormente a los 60 dias un pequefio porcentaje fue CDla+ y no
fue sino hasta las doce semanas en que la mayoria de las células
clase II+/ATPasa+ resulté CDla+. Antes de las semanas 10 u 11 las
CL se originan en el higado fetal, sitio primario de hematopoyesis
durante el periodo embrionario, y no son capaces de sintetizar CD1a
inicialmente, pero a las 12 semanas que inicia la funcién de la

médula 6sea aumenta la reactividad de las CL a este antigeno.

Hasta la semana 10 del desarrollo embrionario las CL fetales
difieren substancialmente de las adultas porque son de menor
tamafio, menos dendriticas y heterogéneas fenotipicamente
coexistiendo poblaciones clase II+/CD1la+ y clase II+/CDla-. Entre
los 50 y 100 dias de gestacion la densidad de CL se mantiene
constante (100 cels/mm?2) y se cree que éstas migran a la epidermis
en el primer trimestre de desarrollo, por lo que existen mucho menos
CL por unidad de area que en la epidermis adulta. Para el segundo
trimestre las CL fetales son fenotipica y morfolégicamente similares
a las CL del adulto, por tanto las CL estan presentes en la piel,
antes de que el sistema inmunoldégico esté completamente activado

(Hayward, 1981).

1.5. SISTEMA DE CELULAS DENDRITICAS:

Para la imiciaciéon de la respuesta inmunolégica el sistema
inmuneclégico requiere de la participacién de CPA, células accesorias
localizadas en sitios estratégicos, como los epitelios, en donde las CL
son un representante clasico de CPA, y en todo el organismo se han
identificado células con caracteristicas similares, modificadas segiin
sea el microambiente del 6rgano en el que se encuentran, por lo que

se han denominado como Sistema de Células Dendriticas (Fig. 6).
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Se cree que todas las células de este sistema tienen un origen
comin en la médula dsea, posiblemente el mismo que el de los
MO/MQ, y su diferenciacion esta influida por el microambiente del
organo que colonizan (mencionado en: Castell, 1989), o bien que
segun sea el estimulo o sefial que reciban sera al organo al que se

dirigan. (Bruijnzeel-Koomen, 1993)

Cétualus de L ban
nogtThane orarin, pancroas,
higado, 1iadn, wto.
{CD tsulnres)
& GM.CSF # ¢ TRF ? +?
GM - CSP
# Vanos Hnfiticos
; aferentes
e i
e T
45 I
£7608 P danglio Hatitico
D

L,

Figura 6. En el esquema se ilustra el origen de las CD en médula 6sea y como dependiendo de la influencia
de ciertas sefiales se dirigen a distintos 6rganos y cambia su fenotipo.IL-1 = Interleucina 1. GM-CSF =
Factor estimulador de colonias de granolocitos-macrofagos. (Bruijnzesl-Koomen, 1993)

Las células de este sistema se localizan en érganos linfoides y
no linfoides, asi como en la circulacién, ya sea linfatica o sanguinea
vy segun su distribucién y caracteristicas se conocen de la siguiente
manera: En la epidermis y otros epitelios estratificados se conocen
como células de Langerhans; en la linfa como células veladas; en las
zonas T-dependientes del timo y ganglios linfaticos como células
interdigitantes y en las zonas T-dependientes de el bazo se conocen

como células de Steinman y Cohn o células dendriticas esplénicas.
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Estas células también se han encontrado en el intersticio de otros
organos como higado, corazén, rifion, pancreas, etc. y se conocen
como células dendriticas tisulares.( Castell, 1990)

Los tipos celulares integrantes de este sistema presentan
caracteristicas en comun, como la forma irregular, un perfil nuclear
irregular, ausencia de uniones intercelulares, un citoplasma claro
debido a la ausencia de queratina, la presencia de los antigenos de
superficie coman leucocitario CD45 y las moléculas clase II del CPH,
la expresiéon de la proteina acida S$-100, y la fuerte actividad de

ATPasa, entre otras,

CELULAS DENDRITICAS EPIDERMICAS. Se localizan basal o
suprabasalmente en la epidermis y ocasionalmente se observan en la
dermis; presentan proyecciones citoplasmicas pudiendo llegar a
formar redes, muestran actividad de ATPasa, esterasa inespecifica, y
expresan fuertemente moléculas clase II del CPH y presentan
receptores para el Fc de la IgG y para ¢l C3b. En cultivo su tamaio
aumenta casi al doble, a la vez que aumenta la expresion de
meléculas clase II del CPH y de moléculas de adhesién, pero carecen
del caracteristico GB, y de los receptores para FC de IgG, y por ello

asemejan a las CD sanguineas o linfoides. (Steinman, 1991).

CELULAS VELADAS. Estas se denominaron células veladas debido
a que presentan grandes proyecciones citoplasmicas en forma de
velos; se localizan en la linfa, (nicamente en los vasos linfaticos
aferentes, siendo alrededor del 50% de la poblacién celular de los
vasos linfaticos y en general presentan caracteristicas analogas a las
CL. Al igual que las deméas CD su actividad fagocitica es baja en
contraste con su alta actividad presentadora de antigenos, y
solamente un bajo porcentaje de estas cuentan con el caracteristico

GB. En sangre menos del 0.1% del total de las células presentan
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caracteristicas dendriticas, siendo éstas, las unicas que pueden

presentar velos retractiles. (Steinman, 1991)

CELULAS II‘\ITERDIGITANTES. Este subtipo celular se encuentra en
las zonas T-dependientes de los ganglios linfaticos y en la médula
del timo. Su nombre se debe a que forman interdigitaciones entre
sus proyecciones y las de los linfocitos T con los que se encuentran
en intima aposicién para realizar la presentacién antigénica. Como
las demas células del sistema presentan caracteristicas analogas a
las CL, pero su actividad de ATPasa y la cantidad de receptores para
Fc y C3b es menor, contrastando el aumento en la expresién de

moléculas clase II del CPH. (Steinman, 1991)

CELULAS DENDRITICAS ESPLENICAS. Las células de Steinman y
Cohn, a diferencia de las demas CD, carecen del caracteristico GB,
de la actividad de ATPasa y de receptores para el Fc de las IgG y el
C3b. Se encuentran en grandes cantidades en la vaina periarteriolar
de los vasos (zona T-dependiente) y expresan fuertemente la proteina
S-100 y las moléculas clase II del CPH. En este 6rgano las CD son

similares a las del timo pero de menor tamarfio. (Steinman, 1991)

CELULAS DENDRITICAS INTERSTICIALES. También se han
descrito CD en el intersticio de algunos 6érganos como corazén,
higado, rifidon, intestino y pancreas, con las mismas carac;teristicas
de las CL. En estudios sobre trasplante de tejido cardiaco se
observé, algunos dias después y mediante la utilizacion de
anticuerpos monoclonales especificos para el donador, que las CD de

éste colonizan el bazo del individuo receptor. (Steinman, 1991)
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II. ANFIBIOS.

2.1 EL DESARROLLO DE LOS ANFIBIOS.

Dentro de los vertebrados, el grupo de los anfibios representa
un parteaguas evolutivamente hablando, ya que no sdélo es el grupo a
partir del cual se originaron los grupos restantes, sino que ademaéas
presentan una serie de caracteristicas que los hacen ser modelos
experimentales de amplio uso, para comprender los procesos
evolutivos que se dieron en los 6rganos y sistemas, lo que es de gran

utilidad para comprender la biologia de otros grupos de vertebrados.

La principal caracteristica de los anfibios es gue cuentan con
un tipo de desarrollo distinto a cualquier otro vertebrado, esto es,
gue durante sus etapas de desarrollo cambian de un tipo de vida
acuatica a un tipo de vida terrestre, atravesando por un periodo de
metamorfosis en el cual la larva acuatica modifica casi toda su
fisiologia, para adecuarse a la vida terrestre, aunque en algunas
especies, tras la metamorfosis, ¢l adulto puede permanecer en vida
acuatica. Es importante resaltar que las etapas embrionarias y de
metamorfosis son de vida libre, lo que los hace modelos adecuados,

para el estudio de la ontogenia de la respuesta inmunoléogica.

En general, el desarrollo de los anfibios anuros se puede

dividir en dos etapas:

1} Desarrollo embrionario. Se inicia con la fertilizacién de los
huevos. Este proceso es externo y se da en el medio acuatico, en la
mayoria de las especies no hay cuidados paternos, quedando los
huevos practicamente abandonados en el lugar donde se realizé la

fecundacién, y culmina con la formacién de una larva de vida libre,
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acuatica y capaz de alimentarse por si misma, cuya respiracion se da

por medio de branquias (Porter, 1972)

2) Una vez que entran a la etapa larval forzosamente pasaran
por la metamorfosis, durante ella las branquias son substituidas por
pulmones, las piezas dentales larvales se pierden y la boca se
modifica al mismo tiempo que se desarrollan las cuatro extremidades
y se pierde la cola. Por otro lado, se dan modificaciones en la piel,
ya que aumenta el namero de capas y la cantidad de glandulas,
aparece una gran vascularizacién dérmica. Esta capa de la piel
interviene en la  respiracidén durante ia vida  adulta.
Macroscoépicamente éstos son los principales cambios que se dan;
pero los sistemas digestivo, respiratorio, inmunolégicos, etc. también
se ven modificados. Al final de la metamorfosis se convierten en
adultos miniatura, de vida acudtica o terrestre, y durante su primer

afio de vida alcanzan la madurez en todos sus sistemas.

Todas estas modificaciones que se dan durante la ontogenia y
el hecho de que tanto el desarrollo embrionario como larval sean de
vida libre, nos brindan la oportunidad de utilizarlos como modelo,
para comprender el desarrollo del sistema inmunolégico, puesto que

son de facil acceso y se pueden realizar experimentos in vivo.

5 9 EL SISTEMA INMUNOLOGICO DE ANFIBIOS.

El sistema inmunolégico de los anfibios se encuentra bien
desarrollado, presentando timo, bazo, y al menos un par de ganglios
linfaticos cervicales. El numero de érganos linfoides varia segin la
familia de anfibios, por ejemplo, en el caso de las familias primitivas
como Xenopus, cuyo sistema linfoide es mas similar al de los
endotermos que al de los urodelos y peces, poseen timo, bazo, ¥

ganglios linfaticos, ademas de una medula dsea linfopoyética, asi
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como tejido linfoide asociade a mucosas, sin embargo, el sistema
inmunolégico de Xenopus es menos complejo que el de las familias
mas avanzadas como Ranidae y Bufidae, ya que éstos cuentan
ademas con multiples estructuras linfaticas similares a ganglios en
cuelle y axilas, filtros linfoides y sanguineos que contienen trampas
antigénicas y células formadoras de anticuerpos. Otras familias
también cuentan con numerosos nédulos linfoides en la cloaca, en
los oviductos, vejiga, e intestino grueso. {Goldstine, et al, en:

Marchalonis, 1976)

Durante el estadio 26 de desarrollo larval de R. Pipiens se
puede distinguir el timo como un érgano bien definido, pero todavia
no se presentan linfocitos maduros. Hacia finales del estadio 27 de
desarrollo larval el timo se empieza a diferenciar en corteza y
médula, al mismo tiempo que se pueden encontrar linfocitos
inmaduros y algunos maduros. De manera similar, los érganos
linfoides ventrales se han desarrollado, coexistiendo linfocitos
maduros e inmaduros. En los estadios 27 y 28 todos los érganos
linfoides estan en proceso de diferenciacién a excepciéon del bazo,

éste inicia el proceso hasta el estadio 31.

Durante y después de la metamorfosis el bazo y la médula ésea
se desarrollan rdapidamente y asumen un papel importante en la
producciéon de células linfoides, pero el timo sigue siendo el
principal érgano linfopoyético. En Rana pipiens, entre los estadios
32 a 34, aparecen hasta 30 6rganos linfoides ventrales en la zona
branquial, mientras que en otras especies pueden ser hasta 3 pares.
Una posible funcién de estos érganos es la respuesta a substancias
extrafnas que pasan a través de las branquias, ya que éstos
disminuyen al inicio de la metamorfosis, conforme se va atrofiando

la camara branquial. En este mismo periodo los é6rganos linfoides
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ventrales que se localizan en la zona de los miembros delanteros
alcanzan su maximo tamafio. Después de la metamorfosis el timo
comienza a crecer alcanzando su méaximo tamafio 8 semanas después
v cuando alcanzan la madurez sexual, al afio de edad, comienza a
involucionar quedando un poco wmas grande que antes de la

metamorfosis {Horton, 1971; Du Pasquier, 1973)

2.3 ANTECEDENTES DE CELULAS DENDRITICAS EN
TETRAPODOS NO MAMIFEROS.

Las CD, en particular las CL, se han estudiado ampliamente en
diferentes mamiferos con gran éxito, ya que se conoce
detalladamente €l SCL, pero en otros vertebrados no mamiferos es
poco lo que se sabe acerca de este sistema, aunque desde la década
de los 60s empezaron a estudiarse en otras especies, pocos son los

trabajos que se tienen acerca de este tema.

En anfibios, los primeros que mencionan la posible existencia
de CD son Farquhar y Palade (1966), donde se observé actividad de
ATPasa con microscopia electronica en epidermis de R. pipiens, R.
temporaria y B. marinus. Sin embargo, no es sino hasta la década de
los ochenta en que intencionalmente se empieza a abordar el tema de
las CD en los anfibios. Barrutia (1985) describié células con
caracteristicas similares a CD en el bazo de Bufo. Banerjee (1985),
intenta describirlas en piel por medio de microscopia electronica en
Rana catesbeiana; pero concluye que no hay CD en estos animales.
Bigaj (1987), describié CD en el timo de Rana temporaria. {Castell, et
al 1989 y Carrillo, et al 1990) describieron CD clase II+ y ATPasa-+
en epidermis de Rana catesbeiana. Du Pasquier y Flajnik (1990),
describieron CD clase II+ en la epidermis de Xenopus leavis,

mencionando que éstas no aparecen sino hasta entrada la
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metamorfosis. Para 1994 este tipo celular fue identificado mediante
la técnica histoquimica para esterasa inespecifica, ampliando las
técnicas de diagnosis para las CD en anfibios (Castell,
1994}.Hernandez (1997} las observa en la zona periarteriolar del

bazo de R. pipiens.

Para el caso de los reptiles, Breathnach (1966), identific6 CL
en la cola de la lagartija Lacerta vivipara y las describié como células
con nicleo indentado, citoplasma claro, sin tonofilamentos y libre de
desmosomas, pero sin GB, por lo que concluyé que no existian las
CL en los reptiles. (mencionado en: Castell, 1989 y Millan, 1996).
Sin embargo recienteménte se caracterizaron CD epidérmicas en la
tortuga terrestre Kinosternon integrum donde observaron GB o su

equivalente.{Pérez, 1995),

En el caso de las aves, en los aflos 70’s Reamps y Thompkins
(1973) intentaron demostrar CL en piel de pollo pero concluyeron
que en este grupo no existian CL, y no fue sino hasta principios de
esta década que Carrillo, et al {1991) describié células ATPasa+ en la
epidermis de pollo con microscopia de luz y electrénica.
Posteriormente, Akhter, et al (1993) describié células ATPasa+ y
clase II+ en la epidermis de distintas aves. Mas adelante se evidencio
la coexpresion de estos marcadores mediante un doble marcaje de
ATPasa e inmunofluoresencia para moléculas clase II del CPH, en la
epidermis de Gallus gallus (Pérez, 1994)

En los diferentes trabajos realizados en anfibios, reptiles y
aves, en los que se han descrito este tipo de células, la mayoria
coinciden acerca de las caracteristicas morfolégicas e inmunolégicas
que comparten con su contraparte mamifera, por lo que al parecer no

cape duda de que en los vertebrados no mamiferos también existe el

SCD.
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad se ha demostrado la presencia de CD
parecidas a CL en anfibios anures; nuestro grupo de trabajo
basicamente ha estudiado la familia Ranidae, mediante la utilizacién
de técnicas enzimaticas, inmuno histoquimica, inmunofluorescencia
v microscopia electrénica, hemos evidenciado CD en epidermis,
cérnea y érganos linfoides como el bazo, entre otros, estos hallazgos
nos han permitiddé hacer inferencias fisiologicas y filogenéticas sobre
estas células. Sin embargo en cuanto a la ontogenia de las CD en
anfibios, sélo se sabe que estan presentes en la epidermis durante el
desarrollo larval. Du Pasquier, (1990) menciona que durante la
metamorfosis es que aparecen en la epidermis, restando por conocer
en que etapa de desarrollo larval es en la que aparecen estas

células.

IV. HIPOTESIS:

En este estudio se plantedé que al liberarse del huevo y
adguirir una fase movil la larva comienza a entrar en contacto con
distintos antigenos presentes en el medio, lo que estimula la
aparicién o presencia de CD. Este hecho y la capacidad de presentar
una reaccién de rechazo a injertos en estas edades, nos indica que
deben de contar con células presentadoras de antigenos y con
moléculas del CPH, por lo que pensamos que las CD estaran
presentes en la epidermis de la larva de R. pipiens al iniciar la vida
larval. Por otro lade, al llegar a la metamorfosis habra una

disminucidon de ellas debido a la reestructuracion de antigenos.
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V. OBJETIVOS:

s Demostrar la presencia de CD epidérmicas en la larva de la Rana

pipiens.

e Establecer en que etapa del desarrolle larval aparecen las CD

epidérmicas.

» Determinar si se mantiene o se modifica el numero de CD

epidérmicas durante el desarrollo.
s Determinar si las CD epidérmicas en la larva de la Rana pipiens
co-expresan las moléculas clase II del CPH y la actividad de

ATPasa.

e Correlacionar la aparicién de CD epidérmicas con la presencia de

CD en bazo y timo, durante el desarrollo larval.
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VI. DISENC “XPERIMENTAL.

1.- Se utilizaren 40 renacuajos de Rana pipiens colectados de
lagunas del estado de Morelos en los meses de enero a mayo, a los
que se les determiné la edad siguiendo la tabla de desarrollo para
Buffo valliceps de Limbaugh y Volpe (Porter, 1972). Dividiendo el
desarrollo larvei en Premetamorfosis, prometamorfosis y Climax de

la metamorfosis

Estadio 1 a 25

Nesde huevn hasta nna iarva libre.

PREMETAMORFOSIS
Estadios 26 a 31

Inicia el desarrollo larval con la formacion
del opérculo en el lado derecho y culmina
con la aparicion de las extremidades
posteriores.

PROMETAMORFOSIS
Estadios 32 a 40

Caracterizada por el rapido desarrollo de las
extremidades posteriores, y el tamaifio de la
cola alcanza su maximo,

CLIMAX DE LA METAMORFOSIS
Estadios 41 a 45

Ultima parte del desarrollo larval, inicia con
la aparicion de las extremidades anteriores y
se presentan todos los cambios asociados a
la metamorfosis.

VIDA ADULTA
POSTMETAMORFOSIS

La metamorfosis ha terminado y Ila
apariencia de la rana juvenil es idéntica a la
del adulto, sélo que de menor tamario.
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Los animales fueron mantenidos en €l laboratorio, en peceras
de 40 litros con oxigenacién constante y a una temperatura promedio
de 22°C, éptima para su desarrollo (Dodd y Dodd, en Lofts, 1976), y
fueron sacrificados por descerebracién conforme alcanzaban
diferentes edades e inmediatamente se les tomé un pedazo de piel
ventral, que tiene menos melanocitos y hace mas facil la
identificacién de las CL, la cual fue seccionada en fragmentos de 3 x
3mm que fueron incubadas en EDTA para obtener laminas
epidérmicas. Otras muestras se procesaron para obtener cortes por
congelacidon y otras mdas fueron fijadas en acetona y se procesaron
para realizar cortes en parafina por el método de AMeX. Con
microscopio estereoscépico se disecé el bazo y finalmente fueron
decapitados para obtener el timo, que se encuentra en la regién
dorsal de la cabeza, por atras del oido; en las filtimas etapas de
desarrollo larval el timo migra hacia la regién ventral de la cabeza.
Adicionalmente se analizé la piel de ranas postmetamérficas para

seguir el desarrollo hasta la madurez.

2.- Las muestras de timo y bazo fueron procesadas para
inmunohistoquimica por el método de AMeX para demostrar la
presencia de las moléculas clase II del CPH y la proteina acida S-
100.

Tanto las laminas epidérmicas como los cortes de piel completa
se dividieron en dos grupos:
a) Inmunohistoquimica para demostrar la presencia de las moléculas
clase Il del CPH y la proteina acida S-100.

b) Histoquimica enzimadtica para demostrar la actividad de ATPasa.
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¢ Inmunohistoquimica para Moléculas Clase II del CPH y

proteina acida S-100.

Inmunohistoquimica en cortes por parafina por el método de AMeX.
Los é6rganos de este grupo: piel (epidermis y dermis), bazo y
timo fueron procesados segin la técnica de AMeX , la cual permite el
detalle de la técnica histolégica en parafina y mantiene la
antigenicidad para la inmunohistoquimica, como en los cortes por
congelacién. Los especimenes fueron fijados en acetona pura al
100% a -20 °C durante 18 horas, para después ser deshidratados en
acetona al 100% a 4 °C por 15 minutos y acetona al 100% a
temperatura ambiente durante 15 minutos méas. Posteriormente
fueron aclarados en metil-benzoato y en xilol durante 30 minutos
cada uno. Finalmente fueron incluides en parafina de punto de
fusién de 50-60°C. De estos érganos se obtuvieron cortes de 4um, los
cuales fueron desparafinados con xilol y acetona (Shinzato, 1985;
Sato, 1986 y Shamote, 1991) y posteriormente fueron lavados en
amortiguador salino de fosfatos (PBS) pH 7.4, para después ser
incubados en el anticuerpo primario, AM-20 (ratén anti-rana contra
moléculas clase II del CPH) durante 12 horas a 4°C y con el
anticuerpo secundario, biotinilado, cabra anti IgG de ratén, durante
60 minutos a 37¢C. Finalmente fueron incubados en el complejo
avidina-biotina-peroxidasa durante 30 minutos a 37¢C. Para
visualizar la enzima peroxidasa se revelaron con 3-3' diamino-
benzidina tetrahidrocloruro. Los cortes se contratifieron con

hematoxilina de Harris o de Mayer (Bullok, 1982 y Wordinger, 1984)

El tratamiento para la proteina acida $-100 fue similar,
utilizando un anticuerpo primario de conejo contra proteina S-100 y
ek anticuerpo secundario fue de cabra contra IgG de conejo.

Inmunohistoquimica en laminas epidérmicas

26



Ontogenia de Células Dendriticas Epidérmicas en el renacuajo de 1a rana leopardo Rana pipiens

Una vez obtenidas las laminas epidérmicas se fijaron ecn
acetona al 100%, durante 10 minutos, y la  técnica
inmunochistoquimica se siguié de igual manera que en los tejidos

tratados en AMeX.

e ATPasa en cortes de piel y lamina epidérmica.

En este grupo solamente se trabajoé con piel, ya que la ATPasa
no es especifica de CID en bazo, los tejidos de este grupo fueron
fijados en una solucién de formol-cacodilato durante toda la noche y
posteriormente lavados 3 veces en solucion salina balanceada (SSB)
durante 10 minutos cada vez, luego fueron enclaustrados en un
medio de inclusiéon para-tejidos en congelaciéon (OCT), y almacenados
hasta su uso a -70 °C, de estos tejidos se obtuvieron cortes por
congelacion los cuales fueron lavados con SSB y se incubaron en
Tris-Maleato durante 10 minutos, después se incubaron en una
solucion recién preparada de ATP durante 10 minutos a 37°C,
posteriormente se lavaron en agua destilada y fueron revelados con
sulfuro de amonio al 1% hasta obtener un color dorado. Finalmente
los cortes fueron lavados con agua destilada (Juhlin, 1977 y Robins,
1981). Las laminas epidérmicas fueron tratadas de igual manera, a

excepcion de que éstas no fueron incluidas en OCT.

3.- Cuantificacion de CD. En los cortes tefiidos para evidenciar la
ATPasa y.las moléculas clase II, se cuantificé el nimero de CD. En el
caso de los cortes de piel se conto el nimero de CD por milimetro de
longitud de epidermis, de acuerdo a la técnica descrita por Bieber
(1988}, vy en el caso de el timo y bazo se conté el nimero de
CD/mm?2. Para determinar si existen diferencias entre cada una de
las edades se analizaron estadisticamente mediante un Analisis de

Varigamza (ANOVA) entre los diferentes estadios de desarrollo larval.
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4.- Microscopia Electréonica de Transmisién (MET). Algunas
muestras de piel, de tres animales en prometamorfosis, fueron
procesadas para MET. Los especimenes fueron fijados con
glutaraldehido al 2.5% en amortiguador de fosfatos 0.1M pH 7.3,
durante 2 horas a 4¢C; después se lavaron tres veces en
amortiguador de fosfatos 0.2M y posfijados en tetraéxido de osmio al
1% en amortiguador de fosfatos 0.1M, durante 45 minutos a
temperatura ambiente y se lavaron durante 24 horas en
amortiguador de fosfates (0.2M, para posteriormente  ser
deshidratados en alcoholes graduales (30% - absolute) durante 15
minutos en cada unc, y dos cambios de éxido de propileno de 30
minutos a temperatura ambiente, finalmente se infiltraron en é6xido
de propileno y epon 40 (V/V) con agitaciéon continua durante 12
horas y dos cambios de resina pura cada 2 horas y se dejaron
polimerizar a 60°C.

Se obtuvieron cortes finos que se contrastaron con acetato de

uranilo al 2% durante 20 minutos y citrato de plomo durante 10

minutos.
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VII. RESULTADGOGS.

Debido a que durante la etapa larval del desarrollo estos
organismos cuentan con una epidermis muy delgada, en algunas
regiones formada por una sola capa celular, la técnica de separacion
de laminas epidérmicas con EDTA no fue efectiva, ya que no sélo no
se separaba.la dermis de la epidermis, sino que esta ultima se
disgregaba, por lo que se decidié estudiar la epidermis solamente
mediante la utilizacion de cortes transversales de piel, en el que

aparecen epidermis, dermis y tejido conectivo.

En la mayoria de los cortes transversales de piel ventral,
realizados por congelacién, la epidermis se encontraba parcial o
totalmente dafiada, lo que impidié el establecer la presencia de CD,
mientras que en los cortes de cabeza que fueron menos manipulados,
la epidermis se encontraba casi intacta, por lo que se modificé la
metodologia original y en vez de cuantificar CD en piel ventral se
hizo en piel de la cabeza. (Fig. 7) En esta region del cuerpo la
epidermis cuenta con un numerc mayor de capas (hasta 4 en
algunas) zonas, ademas se observé un numero variable de glandulas,
segun la edad observada y un gran numero de melanocitos,

caracterizados por su citoplasma claro conteniendo numerosos

granulos de melanina. {Fig. 8}.

También se observaron las modificaciones que sufre la piel al
atravesar la metamorfosis, particularmente en la epidermis: Aumento
de capas celulares y la presencia de un estrato cérneo definido, asi

como un aumento drastico en el numero de glandulas tanto en la

epidermis como en la dermis.
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INMUNOHISTOQUIMICA PARA MOLECULAS CLASE II DEL CPH

CD EPIDERMICAS

A partir del estadio No. 26 de desarrollo, segundo de la etapa
larval {varia segin el autor), se encontraron células la+, las cuales
presentaron una morfologia variable, que podia ir desde redondeada
hasta dendritica, pero siempre en una ubicacién basal o semibasal,
las cuales fueron identificadas como CD. Cuando se comparan con
los melanocitos, estos fueron de un tamafic mucho mayor y una
coloracién casi negra. Las CD pudieron distinguirse de Ilos
macréfagos, a pesar de que su morfologia y su tamafio son similares,
sin embargo estos presentan grandes granulos, mientras que las CD

presentaban una tincion de roja a café, segin el susirato cromégeno

que se use. (Fig. 8).

Mediante el ANOVA que se realizé para comparar el nimero de
CL entre las distintas edades se comprobdé que no hay diferencias
significativas entre los estadios de cada parte del desarrollo larval,

pero si entre las distintas etapas del desarrolle larval.

En la Tabla I se presenta el numero promedio de CL/mm de
longitud de epidermis, para cada una de las etapas de desarrollo y
se puede notar cé6mo aumentan drasticamente de la prematomorfosis
a la prometamorfosis, seguido de un decremento en la cantidad de
CID durante el climax, para posteriormente elevarse al entrar a la

etapa adulta, donde n representa al nimero de animales.
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TABLA I
CANTIDAD DE CD EPIDERMICAS CLASE 1I+ DURANTE EL
DESARROLLO DEL RENACUAJO DE LA Rana pipiens.

Clase 11
. {cel./mm)

De manera interesante, las CD ATPasa+ aparecen hasta la
prometamorfosis, sin embargo, se comportan de manera similar a las

CD clase II+ en las etapas restantes.

Adicionalmente se realizé inmunohistoquimica para la
proteina acida S-100 (caracteristica diagnéstica de CD en
mamiferos), y se encontraron células positivas para este marcador,
en algunos de los estadios de la prometamorfosis, en una proporcién

1: 1.2 en relacion con las células clase II positivas.

ORGANOS LINFOIDES.

El bazo se encontrd en todos los estadios analizados, variando
el tamafio segin es estadio, de forma redonda, localizado al igual
gue en los adultos en la parte dorsal de la cavidad abdominal,
envuelto en peritoneo y cubierto por una capsula de tejido conectivo,
pero me se observaron estructuras del tipo de las trabéculas, asi
coma tampoco se observaron fibras musculares, y escasos vasos
zanguineos (Fig. 7). Aunque en adultos dichas estructuras son

facilmente observables (Pitchhippan, 1980).
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El timo se encontré en todos los estadios analizados,
exhibiendo médula y corteza bien diferenciada. (Fig. 7) Su
localizacién fue dorsal y posterior al oido en estadios tempranos,

para posterioremente migrar a la regiéon ventral de la cabeza.

CD en érganos linfoides.

En el caso del bazo la densidad de células Ia+ fue mayor a la
de la piel, ademas que estas células presentan un aspecto mas
dendritico. (Fig. 9), mientras que la densidad de CD no cambié,

conforme al desarrollo, como se puede notar en la Tabla II.

Por otro lado la densidad de células clase II+ en el timo fue
todavia maj}or que en el bazo, pero a diferencia de éste, en el timo si
hubo una disminucién de células clase II+ durante el climax de la
metamorfosis, lo cual coincide con la reorganizacién de dicho é6rgano
(Fig. 9). Cabe destacar que en estos o6rganos no todas las células
con marca son CD sino que también puede haber macréfagos y

linfocitos.

TABLA II
CANTIDAD DE CELULAS CLASE II+ ESPLENICAS DURANTE EL
DESARROLLO DEL RENACUAJC DE LA Rana pipiens.

Bazo
_{cel./mm?2)

331.6

888.5

o Gt e rm g e g R

1248.3

781.3
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HISTOQUIMICA ENZIMATICA PARA ATPasa EN CORTES POR

CONGELACION.

En cuanto a la presencia de la ATPasa en la epidermis de
anfibios, nuestras observaciones revelan que las CD ATPasa+ se
comportan de igual manera que las CD Clase II+, diminuyendo en
densidad durante el climax de la metamorfosis, pero a diferencia de
éstas, nosotros no pudimos encontrar CD ATPasa+ durante la
primera etapa de desarrollo (premetamorfosis), como se observa en la

Tabla No. I.

Las CD ATPasa+t+ observadas en la epidermis de estos
organismos presentaron una morfologia tipica, con dendritas
bastante largas y una coloracién café clara, a diferencia de los
melanocitos, cuya coleracién va de la café oscura a negra y su
tamafio es varias veces mas grande que las CD, como se puede

apreciar en la figura 10.
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MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION DE CELULAS
DENDRITICAS

En los cortes de piel procesados para MET, se observaron
algunas CD, las cuales se pueden diferenciarse de los queratinocitos
y melanocitos, por su citoplasma claro, carente de desmosomas y
premelanososmas, un nicleo indentado y con cromatina densa en la

periferia, pequefias mitocondrias y vesiculas de distintos tamafios.

Al observar a mayor aumento observamos encontramos un

organelo parecido al GB, en forma de raqueta.(Fig. 11)

Figura 11. Micrografia electréonica de transmisién de piel de larva
prometamorfica de R. pipiens. En el recuadro se observa un acercamiento
de un organelo similar al GB.
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—_—

VIiI. DISCUSION.

En los anfibios, durante la vida larval, se dan al menos tres
momentos para el desarrollo del sistema inmunolégico, antes
durante y después de la metamorfosis. En el primero, el timo es el
principal érgano linfatico, ya que el bazo comienza su crecimiento y
maduracién mas tarde (Horton; 1971). Por otro lado, se ha observado
que en Rana pipiens durante esta etapa hay una gran actividad
inmunolégica en la regién ventral, sobre todo en la zona de las
branquias y en la cavidad oral. Durante esta etapa ios organismos
son filtradores, por lo que dicha zona esta ampliamente expuesta al
contacto con antigenos; posteriormente cuando se atrofian las
branquias y comienzan a respirar por pulmones, disminuye el
namero de organos linfoides, evidenciando que dichos organos estan

relacionados con el contacto a antigenos.

En el presente traba'jo se planted como objetivo principal el
demostrar la presencia de células homélogas a las CL en las
distintas etapas de desarrollo de la Rana pipiens, mediante la
utilizacién de las técnicas de histoquimica enzimatica para ATPasa e
inmunohistoquimica para moléculas clase II del CPH, va que tanto la
ATPasa como estas moléculas son marcadores diagnésticos de las
CD.

Como se observé, desde las primeras etapas del desarrollo
larval, estadio 26, se encontré que existe una poblacion de células
Clase II+/ATPasa- cuya morfologia fue desde la redondeada hasta la
dendritica en posicién basal o suprabasal, que posteriormente al

entrar a la prometamorfosis son células Clase II+/ATPasa+.

En humanos la aparicién de estas células se da durante el

desarrollo embrionario, y alrededor de la décima semana después de
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la gestacion, momento en que el sistema inmunolégico todavia no
esta completamente activado, siendo estas morfolégica e
inmunolégicamente diferentes a las que se encuentran en estadios de
desarrollo posterior a la activacién del sistema inmune, ya que no
s6lo son de menor tamafioc sino que reaccionan histoquimicamente
contra distintos marcadores y en menor potencia. Esta observacién
corresponde con los resuitados encontrados en este trabajo, ya que
durante la etapa de premetamorfosis que comprende los estadios 25
a 30 de desarrollo, ya estan presentes estas CD, aun cuando el
sistema inmunolégico de estos organismos no esti completamente

desarrollado.

Al igual que en humanos, durante el desarrollo larval de estas
ranas el nimero de CD aumenta conforme se desarrolla el sistema
inmune, en las ranas el timo es el primer y principal érgano
linfopoyético en desarrollarse. Durante la etapa de prometamorfosis,
que va del estadio 31 al 40, el sistema inmune estid totalmente
activo, presentando fuerte actividad de células Ia+, tanto en bazo
como en timo, correspondientemente en la epidermis aumenta

drasticamente el nimero de células con caracteristicas de CD.

Para la ultima etapa de la vida larval, climax de la
metamorfosis, se esperaria que, de igual modo que sucede en
mamiferos, el nimero de CD aumentara, pero a diferencia de éstos,
en los anfibios durante la metamorfosis se da la mayoria de los
cambios internos, modificando y sustituyendo a los érganos
premetamorficos por los que daran lugar a los érganos de la vida
adulta, incluyendo a los del sistema inmunolégico, como sucede e ¢n
el timo, ya que en el climax de la metamorfosis se da una reduccién

¥ posteriormente vuelve a crecer una vez terminada la metamorfosis.
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En la grafica siguiente la linea describe la actividad del
sistema inmunolégico durante las etapas de desarrollo, notandose
una disminucién durante el climax de la metamorfosis, debido a la
reorganizaciéon de los tejidos y la expresién de nuevos antigenos. De
igual manera la densidad de CD se ve disminuida durante esta
etapa, tanto en piel como en el timo; a diferencia de estos organos el

bazo continuara creciendo hasta la madurez,

EPIDERMIS ORGANOS LINFOIDES

No.des CD/mm
(%3 )
[ §

No.des CD/mm?

' Clase ll
ATPasa

DESARROLLQ

En trabajos previos realizados en nuestro laboratorio con R.
catesbeiana y R pipiens se ha observado en laminas epidérmicas que
la cantidad de CD ATPasa+ es superior a la de CD Clase II+, lo cual
es contrario a nuestros resultados. Esta observacién no le hemos
podido explicar, sin embargo esto no le resta valor a nuestros datos,
ya que se puede apreciar la misma tendencia para ambos marcadores

durante el desarrollo de estos vertebrados.
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Du Pasquier y Flajnik, {1990}, dicen que la expresiéon de estas
moléculas en células no linfoides estid concentrada en aquellas
zonas que tienen contacto directo con estimulos externos, pero a
diferencia de nuestros resultados, ellos afirman que estas células-
clase II+ no aparecen en la epidermis sino hasta que inicia la

metamorfosis, entrando en controversia con nuestiros resuitados.

Si tomamos en cuenta que durante las distintas etapas de vida
larval los renacuajos estan expuestos a distintas condiciones
podriamos explicar el porque de la presencia de estas células

durante las etapas tempranas de desarrollo:

Al iniciar su vida libre los renacuajos se encuentran
ampliamente expuestos a antigenos del medio, vy de acuerdo con
Horton (1971), en esta especie se encuentra una gran actividad
linfoide en las branquias y en la cavidad oral durante esta etapa, lo
cual esta de acuerdo con la observacién anterior de Du Pasquier,
pero no sélo en esta zona hay exposicién a antigenos ambientales, ya
que la epidermis esta en contacto con gran cantidad de antigenos,
por lo que la presencia de CPA es necesaria. Posteriormente durante
la prometamorfosis se activa totalmente el sistema inmune
aumentando en los principales o6rganos linfoides la cantidad de
células clase II+, al igual que en la epidermis; pero al entrar al
"climax la mayoria de los é6rganos sufren una transfornﬁacién, el
sistema inmune practicamente se atrofia, disminuyendo Ila
produccion de células mieloides y linfoides durante esta etapa, por
lo que en la epidermis debe haber una menor cantidad de CD,
ademéas de que la piel se ve modificada substancialmente,
presentando un estraio cérneo bien desarrollado, al terminar la
metamorfosis el timo y bazo vuelven a activarse explicando asi el

sumento de CD en la epidermis al entrar a la vida adulta.
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Por otro lado el hecho de que en estas células se observe a la
microscopia electrénica un granulo similar al GB nos da otro apoyo
para homologarlas con las CL de mamiferos, ya que desde que se
describié hasta la fecha se considera al GB como principal
caracteristica en microscopia electréonica de las CL, sin embrago
también esta reconocido que el GB no es requisito indispensable en
estas células, ya que no en todos los mamiferos se pueden apreciar
en igual proporcién, mientras que en otras especies no mamiferas en

ocasiones se pueden observar. (Pérez, 1995)

Ahora bien, el encontrar dicho granulo, nos indica que estas
células realmente estan captando y procesando antigenos, aunque
habria que realizar un estudio mas detallado al respecto para poder
determinar tanto su participacién en el procesamiento de los
antigenos como la densidad de dichos organelos en cada una de las

etapas del desarrollo de estos organismos.
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IX. CONCLUSIONES

Por su fenotipo, morfologia, localizacién y apoyandonos en los
supuestos anteriores podemos decir que las células clase II+
observadas en la epidermis del renacuajo de la Rana pipiens son las
homélogas a las Células de Langerhans, que en humanos también

aparecen durante las primeras semanas de el desarrollo embrionario.

Otro punto que homologa a estas células clase II+ con las CL
de mamiferos es el hecho de que se expresa la enzima ATPasa no sélo
en individuos adultos, sino que se encuentra en etapas de desarrollo
tempranas, incluso antes de que el sistema inmunolégico esté
completamente activado, al igual que se ha observado en humanos,

asi como la presencia de un granulo parecido al GB.

Interesantemente la expresién de la proteina acida S-100 en
estas CD epidérmicas, indica que efectivamente son CL. Siendo este

el primer reporte de CL S-100+ en epidermis de anfibios.

Por otro lado, él porque de la disminucién en el namero de CD
durante el climax de 1la metamorfosis, se podria explicar
simplemente, porque en esta etapa la actividad del sistema
inmunoldgico de estos organismos esta bastante disminuida debido a
la reorganizacién del sistema inmune y a todos los cambios que esta
sufriendo el organismo, ya que estos cambios como toda Ia
metamorfosis estan preparando al individuo a la vida adulta. Pero
quiza la mejor explicacién seria el cambio de antigenos, o mejor
dicho, la expresion de unos antigenos y la supresién de otros, ya que
durante esta etapa practicamente podriamos hablar, de que un
individuo se comporta como dos organismos distintos, antes y

después de la metamorfosis.
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Basandonos en los puntos anteriores podemos concluir que en
las larvas de los anfibios {renacuajos) se encuentra presente un SCD
bien establecido, el cual varia en densidad dependiendo de las
condiciones ambientales a las que se tenga que enfrentar en cada
una de sus etapas de desarrollo, y que al igual que en los mamiferos,
este sistema se presenta antes de ser necesitado, como sucede en
humanos, donde las CIL son funcionales durante el desarrollo
embrionario, aunque el embrién no esté en contacto con antigenos

externos.
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APENDICE (MATERIAL Y METODOS)

INMUNOHISTOQUTMICA PARA MOLECULAS CLASE 11 DEL CPH
PARA MICROSCOPIA FOTONICA POR EL METODO DE AMeX.

1. Obtencién de la muesira.

2. Lavar en solucién salina baianceada pH=7.2-7.4

3. Fijar en acetona a -20 °oC durante 12 h;)ras.

4. Deshidratar en acetona a 4 °C durante 15 minutos.

5. Deshidratar en 'acetona a temperatura ambiente durante 15
minutos.

6. Aclarar con metil-benzoato a temperatura ambiente durante 30
minutos.

7. Aclarar con xilol a temperatura ambiente durante 30 minutos.

8. Incluir en parafina a 60 C por dos horas.

9. Realizar cortes en parafina de 4 pm.

10.Desparafinar en xilol durante 15 minutos y sumergirios
inmediatamente en acetona.

11.Inhibir peroxidasa endégena con perdxido de hidrégéno al 3%
durante 10 minutos.

12.Lavar 3 veces durante 10 minutos con PBS/ASB/Tween.

13.Incubar con anticuerpo primario ( AM-20 en dilucién 1:20)

durante 18 horas a 4°C.
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14.Incubar con anticuerpe secundario ( anti-IgG de raién
biotinilado) durante 1 hora a 37°C.

15.Incubar en estreptoavidina-peroxidasa durante 1 hora a 37 oC.

16.Revelar con 3-3’ 4-4’ Diaminobenzidina tetrahidrocloruro.

17.Lavar con agua corriente.

18.Contratenir con Hematoxilina de Mayer.

19.Montaje en resina.

Nota: Antes de cada incubacién se debe lavar durante 10 minutos, 3
veces con PBS.

HISTOQUIMICA ENZIMATICA PARA ATPasa EN CORTES DE PIEL
POR CONGELACION.

1. Obtencién de muestras.

2. Fijar en formol-cacodilatos durante 18 horas a 4 oC.

3. Lavar en solucidén salina balanceada.

4. Enclaustrar en O.C.T.

5. Obtener cortes por congelacién 4pm.

6. Lavar en solucién salina balanceada tres veces durante 10
minutos.

7. Incubar en Tris-Maleatoe durante 10 minutos.

8. Incubar en solucién de ATP recién preparada durante 10 minutos

a 37eC.

53



Ontogenia de Células Dendriticas Epidérmicas en el renacuajo de la rana leopardo Rana pipiens

9. Lavar en Agua destilada tres veces durante 10 minutos.
10.Revelar con sulfuro de amonio 1% hasta obtener un color

dorado.

11l.Lavar con Agua destilada.

SOLUCIONES PARA LA TECNICA DE INMUNOHIST‘OQUIMICA
PARA MOLECULAS CLASE II DEL CPH POR EL METODO DE
AMeX.

SOLUCION 8 A BALANCEADA (SSB)

.83 g
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AMORTIGUADOR SALINO DE FOSFATOS (PBS) ALBUMINA
SERICA BOVINA (ASB) TWEEN 20.

NagHPO, ' 1.48 ¢

ASB

SUSTRATO CROMOGENO PARA PEROXIDASA CON 3-3’
DIAMINOBENCIDINATETRAHIDROCLORURO (DAB).

Tomar 9.9 ml de la solucién y agregarle 0.1 ml de perdxido de hidrégeno al 30%,
a los 10 ml restantes agregarles 0.005 g de diaminobenzidina. A la que contiene
la diamineobenzidina se le agrega 0.1 ml de la que contiene ¢l peréxido de
hidrégeno, inmediatamente antes de ser usada.
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SUSTRATO CROMOGENO PARA PEROXIDASA CON
3-AMINO-9-ETIL CARBAZOL (AEC).

HzO dest

CH3-COONa

it R oot e oAb

H»0O dest.

Solucién aj)

B e

Solucién b)

Disoclver 2(.)‘ mg deAE(f -en. 0.5 ‘ml cle N’N Dimetil-formamida. A eéta rx;:ez"cl-a's:é le
agrega 9.5 ml de amortiguador de acetatos pH 5 y 3 gotas de H202 al 3%..

SOLUCIONES PARA LA TECNICA HISTOQUIMICA ENZIMATICA
PARA ATPasa EN CORTES POS CONGELACION.

FORMOL CACODILATOS

El Acido cacodilico se prepara prev:amente a la solucién fijadora
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SOLUCION SALINA BALANCEADA (SSB)
NaCI’ s

| m
NagHP O 4
KHzHPO«; 0.20 g

Ha0 dest 1000 ml

TRIS-MALEATO pH 7.2 0.25M
-'I‘ns salt

,Aczdo maléic 1-1 60 s

SOLUCION DE ATP

Se prepara momentos antes de ser usada, debe filtrarse ya que pueden formarse
precipitados al estarla constituyendo, para evitar estos precipitados el nitrato de
plomo debe agregarse gota a gota.
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