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RESUMEN

El tegumento de los vertebrados y los drganos linfoides secundarios, constituyen
elementos de defensa contra posibles agentes patdgenos externos. La integracidn de
este sistema de defensa esta determinada por la participacion de un inmunocito
localizado en los tegumentos, las células de Langerhans (CL). Las CL son células
dendriticas (CD) que participan en las respuestas inflamatorias de la piel y mucosas de
mamiferos y de ofras clases de veriebrados; son importantes inmunoestimuladores
mediante su interaccion con los linfocitos T, en los Grganos linfoides secundarios
principaimente. Los trabajos sobre morfologia del sistema inmunologico de la piel en
los diferentes grupos de vertebrados son escasos y relativamente recientes.

En el presente trabajo, se realizd un estudio histolgico y con histoguimica
enzimalica para ATPasa en laminas epidérmicas separadas y en fragmentos de piel
total de la region ventral del bagre Anus seemami Glnther, 1864, las cuales fueron
observadas con el microscopio optico y con el microscopio electronico. Los resultados
de las observaciones muestran que la epidermis del bagre es un epitelio plano
estratificado sin estrato cormeoc en el que destacan grandes células eosindfilas
suprabasales conocidas como células de alarma y ofras fuertemente PAS positivas o
células mucosas, asi como la ausencia de células pigmentadas. Mediante el
procedimiento histoguimico para ATPasa se observaron células parecidas a las CL con
prolongaciones citoplasmicas cortas y gruesas lo que les confiere una morfologia
poliédrica mas que dendritica. El resto de las células epidérmicas no mostraron
aclividad a la enzima. Los resultados de la histoguimica enzimatica ultraestructural
mostraron células ATPasa positivas suprabasales, de citoplasma claro, sin
desmosomas ni tonofilamentos, con un nicleo indentado y algunas presentaron un
organelo similar al granulo de Birbeck o granulo de las células de Langerhans. El resto
de las células fueron queralinocitos tipicos, gque no presentaron el producto
electrodenso de la reaccion enzimatica. Otras células observadas tenian caracteristicas
similares a leucocitos polimorfonucleares y a linfocitos.

Los resultados presentados son la primera demostracion de la existencia de
células de Langerhans en la piel de peces y con ello se completa el conocimiento de su
presencia en la piel de todos los grupos de vertebrados.



ABSTRACT

The tegument of veriebrates and the secondary lymphoid organs play an
important role in the immune response against extemnal pathogens. The make up of this
immune defense system is determinate by an inmunocyte localized in the integument,
the Langerhans cells (LC). LC are dendritic cells (DC) that participate in the
inflammatory response associated to the skin and mucosal membranes of mammalian
and other classes of vertebrates. Moreover, LC are important immune stimulating cells
by means of their interaction with T-lymphocytes, primarily in the secondary lymphoid
organs. The studies of the immune system of the skin of different vertebrates are scarce
and mainly recant.

In the present study, epidermis tissue preparations of the ventral region of the
catfish Anus seemanii Glnter, 1864 were camied out and processed for observation in
both, optic and electronic microscope. The results of the observations in the skin of the
catfish shows that the epidermis is formed by a squamous stratified epithelia without
comeous strata, which presents a huge suprabasal eosinophilic cells or alarm cells and
other strongly PAS-positive cells called mucous cells. This tissue preparations also
showed the lack of pigmented cells in the epidermis. Through the histochemical
procedure for ATPase-positive was observed LC-like cells with short and thick
cytoplasm prolongations, feature that confers polyhedral morphology, rather than a
dendritic morphology. The other epidermal cells did not show any activity in response to
the enzyme. The results of the enzymatic ultrastructural histochemistry showed ATP-
ase positive suprabasal cells with clear cytoplasm without desmosomes either as
tonofilaments, with a convoluted nucleus and some of them displayed a similar
organelle to Birbeck granules or LC granules. The rest of the cells were identified as
typical keratinocytes, which did not show the electrondense product of the enzymatic
reaction. Other cells that were observed had similar features fo polymorphonuciear
leukocytes and lymphocytes.

These results establish the first demonstration of the presence of LC in the skin
of fishes and complete the knowlegment of these cells in the tegument in all veriebrate
classes.



ANTECEDENTES GENERALES

La piel es el rgano mas grande del cuerpo de los vertebrados cuya funcion
como una barrera mecanica de defensa ha sido reconocida desde tiempos pasados.
Actualmente, también se le reconocen funciones de osmormegulacion, termorregulacion
e incluso como organo linfoide primario (Fichtelius 1970). Una idea mas amplia al
respecto es el conceplo de tejido linfoide asociado a la piel (TLAP) que incluye a los
linfocitos cutaneos, a las CL, a los queratinocitos y a los ganglios linfaticos regionales
gue drenan la piel (Streilein 1978). El estudio del TLAP en los diversos grupos
representativos de vertebrados, con base en su esfructura y funcion, es todavia
incipiente. El abordaje de este fema a través de las CL es muy apropiado para
establecer posibles vinculos filogenélicos durante el desarrolio del sistema
inmunologico asociado a la piel en los diferentes grupos de vertebrados. Las CL son
celulas dendriticas inmaduras, localizadas estrategicamente en el tegumento de los
vertebrados como parte de una bammera entre el organismo y el ambiente, donde
desempefian importantes funciones de “centinelas” del sistema inmunologico. Para ello,
las CL forman una red continua de células capaces de captar antigenos (Ag) ¥
haptenos y de migrar hacia los ganglios linféticos regionales donde llegan como células
dendriticas maduras, capaces de presentar fragmentos pequefios de dichos antigenos,
asociados a moléculas del Complejo Principal de Histocompatibilidad (CPH), de
manera que puedan ser reconocidos por los linfocitos T (revisado por Jacob & Udey
1999).

Sin embargo, este conocimiento es relativamente reciente. En la actualidad las
CL son consideradas como adyuvantes naturales de la respuesta inmunoldgica y como
las células centrales gue modulan y determinan la forma de responder del sistema
inmunologico.

ANTECEDENTES HISTORICOS

Las CL como células nerviosas. Las CL fueron identificadas en 1888 por Paul
Langerhans, quien las describié como "cuerpos negros, los cuales son muy distintos de
las células epiteliales” (figura 1), usando impregnaciones con cloruro de oro
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desarrolladas inicialmente para la identificacion de células del tejidb nervioso
(Langerhans 1868).

Figura 1.- Dibujo de Paul Langerhans de las células homénimas, publicado en el
articulo original de 1868, (tomado de “Epidermal Langerhans Cells, Ed. G. Schuler,
CRC Press, 1991).

Desde entonces, el origen y funcién de las CL han sido motivos de controversia.
Inicialmente fueron consideradas células nerviosas y luego melanocitos gastados o
inactivos; se pensé que eran artefactos de tincion, ya que las técnicas empleadas para
su visualizaciéon eran caprichosas y de resultados inciertos. A esto se agregé que las
técnicas de tincion de rutina, como la hematoxilina y eosina, no las tefiian y por eso
muchos investigadores dudaron que las CL realmente existieran. Seguramente todo
esto explicaria el porqué se haya escrito tan poco sobre las CL durante mas de medio
siglo después de su descubrimiento.

Las CL como melanocitos. Durante un tiempo, las CL fueron conocidas como “células
claras suprabasales de Masson” debido a que este investigador propuso que las CL
eran “melanocitos gastados, inmaduros o postdivisionales” (Masson 1948, Billinham &
Medawar 1953). Como ya se habia demostrado que los melanocitos derivaban de las
crestas neurales (Rawles 1948), la observacion de células dendriticas aureofilicas (es

decir CL) en la piel de los primordios de las extremidades de ratones
4



experimentalmente deprivados de las crestas neurales (Silvers 1957) era una evidencia
en contra del origen melanocitico y nervioso de las CL.

Poco después se demosird que las CL presentaban caracteristicas
ultraestructurales de una célula metabdlicamente activa y no de una “célula gastada’,
con un organelo distintivo que al corte era similar a un bastdn o a una raqueta de tenis,
el granulo de las CL (GCL) o granulo de Birbeck [Birbeck ef al. 1961),

Finalmente, los resultados de los experimentos de deprivacion de crestas
neurales en ratones fueron reproducidos al identificarse ultraestructuralmente que las
CD aureofilicas correspondian a CL (Breathnach ef al 1968). Asli, transcurrieron 100
afios para gue las CL adquirieran identidad propia v para que el contenido de las
investigacionas tuviera un giro radical,

Las CL como macrifagos. Entre 1965 y 1976 se aportaron evidencias que culminaron
con la demostracion del origen mesodérmico de las CL; mas exactamente, de su origen
en la médula dsea. Las primeras evidencias relacionaron a las CL con el sistema
fagocitico-mononuclear cuando se descubrid que las células proliferantes en la
histiocitosis X (hoy granulomatosis de CL) presentaban un organelo similar al GCL
(Basset & Turiaf 1965, Tarmmowski & Hashimoto 1987). Casi al mismo tiempo, se
demosird, en cortes de piel y en laminas epidérmicas de raton, que las CL presentaban
actividad de esterasa inespecifica y se sugind que eran macrofagos intraepidérmicos
(Campo-Aasen & Pearse 1966) o fagocitos intraspiteliales que se mantienen o
renuevan por mitosis o a partir de “histiocitos™ dérmicos que atraviesan la membrana
basal para entrar a la epidermis (Hashimoto & Tamowski 1968),

Congruentes con estas ideas fueron las observaciones de que las CL eran
capaces de captar materiales antigenicos (Pruneiras 1969). En las reacciones de
hipersensibilidad a alergenos aplicados epicutaneamente, algunas células parecidas a
Iinfocitos establecen contactos estrechos con CL y éstas se incremeantan notablemeante
en los vasos linfaticos, llevando probablemente consigo el alergeno, vy llegando a los
linfonodos regionales (Silberberg 1973, Silberberg-Sinakin ef al. 1978).



Las CL como células inmunocompetentes. La posible funcion inmunolégica de las
CL, sugenda por los trabajos de hipersensibilidad por contacto, fue robustecida al
demostrarse que estas ceélulas captaban sensibilizadores de contacto como algunos
metales, aminas y aldehidos, formando un “sistema reticuloepitelial”, posiblements
relacionado con el sistema fagocitico-mononuclear (Shelley & Juhlin 1978). Por lo
anterior, s& propuso que las CL deberian poseer algunos marcadores caracteristicos de
las células con funciones inmunoldgicas conocidas.

A finales de los afios 70 se demosird que las (nicas células de una suspension
epidérmica que formaban rosetas con eritrocitos cubiertos con IgG (pero no con IgM) y
con el componente C3b del complemento eran las CL. La explicacion fue que las CL
poseian receptores para el fragmento cristalizable (Fc) de la 1gG y para el componente
C3b del complemento (Stingl ef al. 1977, Berman & Gigli 1979). Igualmente relevante
fue la demostracion de moléculas clase 11 (Ta, HLA-DR) del CPH en las CL (Rowden af
al. 1977, Klareskog el al 1977, Tamaki ef al 1979). Estos resultados fueron
interpretados como evidencia de la probable relacion ontogénica y funcional entre las
CL vy los macréfagos, por lo que aguéllas también podrian originarse en la médula
osea.

Las CL como células originadas en la médula 6sea. Fue en 1979 cuando Katz,
Tamaki y Sachs demostraron que las CL derivaban y eran continuamente sustituidas
por celulas precursoras moviles provenientes de la médula osea. En sus exparimentos
se trasplanto piel de un ratdn A/J a ratones hibridos F1 (A/J x BALB/c) y despuas de
periodos variables, se determind la especificidad de los antigenos Ia y H-2 de las
células trasplantadas, para definir si los queratinocitos y las CL tenian especificidad del
donador o del receptor.

Para esto se empled una técnica de inmunofluorescencia indirecta vy
simultaneamente se hicieron pruebas de formacién de rosetas para el Fc de la IgG. A
los 11 dias del injerto, se observd un incremento gradual en el porcentaje de CL con
caracteristicas del receptor (el antisuero empleado reaccionaba sélo contra el antigeno
la.B de las CL de ratones BALB/c y de los hibridos F1, pero no con el antigeno de las
CL del donador AlJ), mientras que los queratinocitos continuaron siendo del donador.
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El porcentaje de células formadoras de rosetas (Fc-IgG positivas, 1a.B positivas)
también se incrementd de un 81 % a los 11 dias hasta un 100 % a los 49 dias después
del injerto. Esto sugeria que las CL [a.B positivas y Fc IgG positivas, presentes en la
piel trasplantada, se originaban de células mdviles del receptor. Sin embargo no se
excluia la posibilidad de gue las CL de la piel trasplantada se hubieran originado a
partir de las CL de la epidermis que rodeaba al injerto (Katz ef al. 1978).

Para aclarar esta duda se estudit la especificidad de los antigenos la y H-2 en
las células epidérmicas de ratones irradiados a los que posteriormente se les injertd
médula ésea. A ratones C57B/6 iradiados con 750 R se les transfundieron celulas de
la medula osea de un raton BALB/c (sistema alogenico) y a los 62 dias después de la
quimerizacion se encontrd que mas del 45 % de las CL tenian especificidad del
donador (BALB/c). En un segundo experimento, ratones B10.A iradiados con 900 R,
recibieron intravenosamente células de la médula dsea de un raton F1 (B10 x B10.A)
(sistema semialogénico) y se determind que a los 85 dias de la quimerizacion, el 80 %
de las CL eran del donador de médula dsea (Katz el al. 1979, Frelinger ef al. 1978).
Ultraestructuralmente se observd que las ceélulas formadoras de rosetas tenian todas
las caracteristicas de las CL. En ambos sistemas experimentales, los queratinocitos de
los animales quiméricos tuvieron especificidad del receptor. La conclusion obvia fue
gue las CL epidérmicas derivaban y eran continuamente repobladas por precursores
maviles presentes en la médula dsea trasplantada (Katz ef al 1879).

La naturaleza de dichos precursores no fue determinada, especulandose que la
celula mas probable fuera el promonocito, ya que las CL expresaban marcadores de
superficie similares o idénticos a los de las células de la serie monocito-macréfago
(Katz ef al. 1979).

En 1984, Volc-Platzer y colaboradores obtuvieron evidencias del onigen de las
CL humanas a partir de células presentes en la médula dsea. Una mujer de 19 afios de
edad con anemia aplasica, secundaria a tratamiento con cloramfenicol, recibid un
aloinjerto de médula dsea de su hermano. A los 150 dias del procedimiento, la paciente
desarmolld un sindrome parecido al liquen plano que progresc hasta una forma
esclerodermoide, afectando Gnicamente la piel. A los 614 dias se tomaron biopsias de
piel y se procesaron para estudios inmunohistologicos con el anticuerpo OKTE
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(especifico para CL) y anticuerpo secundano marcado con rojo-Texas. Los cortes de
piel también fueron expuestos a mostaza de quinacrina para verlos al microscopio de
fluorescencia. Se observd que varias células OKT6E positivas del receptor femenino
presentaban cuerpo "Y" en sus nicleos. El cuerpo "Y" es un segmento distal del
cromosoma Y que fluoresce brillantemente y es visible después de la tincion de nucleos
en interfase y metafase con mostaza de quinacrina (Volc-Platzer et al 1984). La
concluision fue que las CL de la paciente se habian originado de células presentes en
la médula dsea que recibid de su hermano, confirmando los primeros estudios en
ratones quiméricos sobre el origen de las CL (Violc-Platzer ef al. 1984).

IDENTIFICACION DE LAS CL

Las CL no se identifican con las técnicas histologicas ordinarias (H&E, por
ejemplo). Sin embargo, pueden observarse con impregnaciones metalicas (Langerhans
1868, Gaims 1930, Bilinham & Medawar 19853, Silvers 1957, Niebauer ef al. 1969),
microscopia electronica, histogquimica enzimatica, o con tecnicas inmunohistologicas.
Debido a que las tres Gltimas son las mas empleadas, serdn descritas a continuacion,

Microscopia electronica de transmision. Las caracteristicas ultraestructurales
basicas, principaimente su marcador morfologico distintivo, el granulo de la CL (Birbeck
et al. 1961), han permitido demostrar CL en la mayoria de las especies de mamiferos
estudiadas y en ofros sitios distintos a la epidermis, como la dermis, los vasos y
ganglios linfaticos, el timo y diferentes mucosas. A pesar de que sigue siendo casi
enigmatico en su origen y funcién, la gran mayoria de los estudios sobre CL establecen
que la caracteristica absoluta para designar a una célula como tal, es la presencia del
GCL. Es por ello que se considera que la microscopia electrdnica ha dado a las CL su
identidad propia.

Ademas de este organelo, las CL se distinguen entre las células de la epidermis
por presentar un citoplasma claro debido a la ausencia de tonofilamentos,
desmosomas, melanosomas y a la presencia de un nicleo indentado. La descripcion
original del GCL los refiere como estructuras lineales con extremos redondeados y



atravesados a todo lo largo y por el centro, por una linea estriada. Mas que parecidos a
bastones, los GCL semejaban estructuras laminadas o discoides de 0.3 ym de
diametro, con un arreglo bidimensional de particulas, responsable de la estriacion de la
linea central (Birbeck ef al. 1961, Breathnach 1964).

Las observaciones ultraestructurales, derivaron dos hipotesis sobre el origen del
GCL. La teoria secretoria postulaba que los granulos en forma de varilla o baston se
originaban por colapso de las vesiculas vecinas al complejo de Golgi (Hashimoto &
Tarmowski 19688). La teoria endocitica enfatizaba el origen del GCL a partir de
invaginaciones de la membrana plasmatica (Breathnach 1864). A partir de aqui, el GCL
suscitd numerosos trabajos tendientes a conocer su origen, su estructura y su funcién.
La metodologia empleada ha sido muy variada e incluye la microscopia electronica de
transmision rutinaria (MET) (Breathnach 1964, Wolff 1967) y con trazadores del espacio
extracelular (Cancilla 1968, Hashimoto 1870), la MET de corles seriados vy
reconstruccion tridimensional (Sagebiel & Reed 18968), la impregnacion metalica
ultraestructural (Niebauer &f al. 1969, Rodriguez & Caorsi 1978), la criofractura (Caputo
et al. 1976), la difractometria 6ptica de la MET (Caputo et al. 1976, Runge ef &l 1981),
la microdensitometria ultraestructural (Rodriguez & Caorsi 1978) y la
inmunohistoquimica ultraestructural (Takahashi & Hashimoto 1986).

Los resultados estaticos y circunstanciales apoyaban a alguna de las dos teorias
aungue la endocitica se consolidd mas (Hashimoto 1970, Ishii ef al. 1984, Takigawa el
al. 1985, Takahashi & Hashimoto 1986) ya que correspondia mas con las funciones,
hasta entonces reconocidas, de las CL.

La observacion de vesiculas cubiertas unidas a invaginaciones tubulares de la
membrana plasmatica con el patrén tipico estriado de un GCL y la posterior separacion
de éste de la membrana celular fue interpretada como evidencia de la participacion del
granulo en una forma especializada de endocitosis adsortiva, que transporta complejos
receptor-ligando desde la superficie celular hacia los lisosomas primarios o al
compartimento endosomal (Ishii ef al. 1984, Takigawa ef a/ 1985, Bartosik 1992). La
demostracion inicial de que los GCL de CL en suspension incorporan selectivamente
ferritina acoplada a concanavalina A, pero no sola, sugirid que el mecanismo de



endocitosis estaria mediado por lectinas; esta endocitosis, ademas, era inhibida por el
pretratamiento de las suspensiones de CL con una manosidasa (Takigawa ef al 1985).

El incremento en el nimero de GCL en la dermatitis de contacto alérgica
(Elofsson et al. 1981) hizo pensar que la union de haptenos, antigenos o algin otro
ligando, induciria la formacidn del organelo. En este sentido, es interesante que el GCL
en CL de humano pueda formarse por incubacidn con un anticuerpo anti-CD1 y
endocite simultaneamente moléculas clase 11 (HLA-DR) (Hanau ef al1987a, 1987b,
1988) ya que, en conjunto, antigenos exogenos y receptores de las CL podrian
coexistir dentro del GCL. Por ello, se ha sugerido que el GCL fiene un papel en la
captacion y transporte intracelular de Ag, asi como en la presentacidn de Ag
procesados debido a la localizacion preferencial de GCL en los sitios de contacto entre
CL y linfocitos (Concha ef al. 1988).

La naturaleza exacta de las sefiales que disparan la formacion del GCL es
desconocida y aun es debatible si este granulo juega un papel critico en la capacidad
de las CL para estimular linfocitos. Es vieja también la idea de que el GCL representa
solamente un marcador del microambiente epidérmico y que su presencia dependeria
del grado de queratinizacion (comificacion) del epitelic donde se encuentren las CL
(Hoefsmit 1982). Mas recientemente, se ha propuesto que el GCL es un marcador de
las vias de diferenciacion de las CL a partir de sus precursores circulantes (Mackensen
et al. 1995, Strunk ef al. 1996).

Actualmente se ha mencionado gque el GCL representa un subdomino del
sistema endosomal, en el que se retienen Ag para su procesamiento. La formacion del
GCL estaria relacionada con la expresién de la proteina Langerina, ya que los
fibroblastos que son transfectados con el gene que la codifica presentan GCL, lo que
an condiciones normales no ocurre. La disminucion del nimero de GCL durante la
maduracién in vitro de las CL y durante su migracibn en los vasos linfaticos
(maduracién in vivo) como células veladas apoyan la idea del papel funcional del GCL
an la captacion, procesamiento, y probablemente presantacidn de Ag (McDermotl ef al.
2002).
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Histoquimica enzimatica. Adenosintrifosfatasa (ATPasa). Las primeras
demostraciones de la actividlad de ATPasa en CL se realizaron en cortes de piel
humana (Mustakallio 1962, Jarmet & Riley 1962, Bradshaw ef al. 1963) aunque no
fueron discriminadas de otras “células dendriticas de la epidermis®, como los
melanocitos.

Posteriormente se planted que las CL eran las Unicas células ATPasa positivas
de la epidermis del cobayo (Wolff 1964), lo cual fue confimado ultraestructuralmente al
identificar que el producto electrondenso de la reaccion enzimatica estaba confinado a
la membrana plasmatica, libre de desmosomas, de células con citoplasma claro que
poseian GCL (Wolff & Winkelmann 1967).

A partir de entonces, la demostracion histogquimica de ATPasa es considerada
como marcador altamente especifico para identificar CL epidérmicas (y de mucosas),
comparable a la demosftracion inmunofenctipica de otros marcadores. La técnica es
particularmente Uil cuando se emplea para demostrar CL en laminas epidérmicas
separadas, ya que esto permite cuantificar facimente las células ATPasa positivas por
mm? y observar su morfologia y distribucién espacial (Mackenzie & Squier 1975).

Hastla ahora no se conoce cual es la impertancia funcional de la actividad de
ATPasa para las CL. La enzima podria ser modificada por factores normales y
patologicos y la ausencia de tincidn no significaria, necesariamente, ausencia o numeno
menor de las CL (Pérez-Torres ef al. 1995).

Técnicas inmunohistologicas. Aunque no se conoce la relevancia de clertos
marcadores inmunolégicos de las CL, muchos de ellos son moléculas que se usan para
identificarias, otros estan involucrados en la funcion de captar y presantar Ag, algunos
son receptores para quimocinas, citocinas y factores de crecimiento o son moléculas
que participan en la "conducta” migratoria y de localizacion ("homing”) de las CL.

Como todos los leucocitos, las CL son CD45 positivas (T200, Ly-5, antigeno
comuin leucocitario) y expresan los marcadores mieloides CD13 y CD33, tanto en
humanos (Wood et al. 1984, Flotte ef al. 1984, Cooper ef al. 1985, Romani et al. 1988)
como en ratones (Haines ef al. 1983, Leibl ef al. 1985), mientras que son claramente
negativas para CD3, CD14, CD16, CD19, CD20 y CD56.
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CL y moléculas clase 1 del CPH. Como todas las células nucleadas, las CL de
humanos (Bronstein af al. 1983, Gielen ef al. 1988) y de algunos murinos (Witmer &f al.
1988, Lenz ef al. 1989) expresan moléculas clase I del CPH, las cuales estin formadas
por una cadena pesada polimorfica y la cadena no polimérfica Bz microglobulina.

La expresidn de estas moléculas podria conferir a las CL la capacidad de
presentar Ag a los linfocitos citotéxicos CD8 positivos Ag especificos (restringidos por
moléculas clase 1), siguiendo una via de procesamientc de Ag enddgenos o©
citoplasmicos como los Ag virales, tumorales o de parasitos que sobreviven
intracelularmente, escindidos por proteosomas multicataliticos y formandose péptidos
que son llevados al reticulo endoplasmico (RE) por un transportador asociado con la
presentacion de Ag. En este organelo, los péptidos son asociados a las molaculas
clase | con la parficipacion de B microglobulina y, subsecuentemente, este complejo
molecular es transportado a través del complejo de Golgi y sale de la red trans-Golgi en
la membrana de vesiculas de secrecion, quedando incorporado a la membrana
plasmatica donde es reconocido por los linfocitos CD8 positivos (York & Rock 1986).

CL y moléculas Clase Il del CPH. Desde que se describié que las CL de
humanos expresan moléculas clase I del CPH (Rowden ef al 1977, Klareskog st al.
1977), se ha establecido que en laminas epidérmicas hay una imbricacidn completa
entre las moléculas codificadas por el HLA-DR (analogo a I-E de murinos) (Kaufman ef
al. 1984), el HLA-DQ (analogo del I-A de murinos) (Kaufman ef al. 1984) y el HLA-DP
(Sontheimer ef al. 1986). Se ha demostrado la existencia de un porcentaje menor al
10% de CL intensamente inmunoreactivas a moléculas clase 11 en l&minas epidérmicas
de humano (Romani ef al. 1985, 1989) y un porcentaje mayor a 30% en suspensiones
celulares (Dezutter-Dambuyant ef al. 1984). La causa y la importancia de esto no ha
sido determinada, pero se ha propuesto que cormesponde a una subpoblacién de CL
grandes y activadas in situ, equivalentes a las CL en maduracion in wifro, que estan por
emigrar de la epidermis ya que tienen una posicién mas basal, contienen pocos GCL,
expresan CD40 y RFD1 (molécula parecida al HLA-DQ de funcion desconocida, en
humanos) y pocos niveles de FcRIl (Romani ef al 1991). Funcionalmente, son
estimuladores potentes de la reaccion leucocitica mixta primaria (Schmitt ef al. 1980).
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Las moléculas clase [1 poseen una ranura especial para unir no covalentemente
a los péptidos derivados de Ag exdgenos. Después de ser sintetizadas en el RE, las
moléculas clase Il son asociadas no covalentemente a la llamada cadena invariante
(CD74) (Claesson-Welsch et al. 1986) que esta relacionada con prevenir la union de Ag
endogenos con la ranura de las moleculas clase 11 y con la transportacion de éstas a
traveés del complejo de Golgi ¥ la red trans-Golgi hasta el compartimiento endosomal,
donde es eliminada por proteclisis y, con ello, permitir la unidén de los Ag exdgenos
captado con la ranura especial de las moléculas clase [1. Asi se forma un complejo
CPH/Ag que es expresado en la membrana celular para ser reconocido por el receptor
de celulas T (TCR) de linfocitos CD4+ Ag especificos (Watts 1997).

CL y los antigenos CD1. En los humanos se ha demostrado que las CL
exprasan fuertemente una molécula de diferenciacion de timocitos: el antigeno T8,
identificado originalmente con el AcMo OKTE (Fithian et al 1981, Murphy 19881),
actualmente conocido como CD1a. Ya que CD1a no se expresa en ninguna ofra célula
de la epidermis, se le considera como el marcador mas confiable para identificar CL
epidérmicas humanas (Chu et al 1982, Van de Rijn ef al 1984, Dezutter-Dambuyant af
al. 1985), aunque también se ha comprobado que casi todas las CL que son CD1a
positivas son HLA-DR positivas y ATPasa positivas (Liu ef al. 1986).

Las CL humanas también expresan CD1c, pero débilmente (Schmitt ef al. 1986).
La iscforma CD1b no ha sido demostrada en ninguna célula epidérmica pero si en
células dendriticas de la dermis (Nestle ef al. 1993, Lenz ef al. 1993). Las isoformas de
CD1 estan relacionadas estructuralmente a las moléculas clase | del CPH, aunque a
diferancia de éstas, que son polimdrficas y codificadas por el cromosoma 6, aguellas
son no polimorficas y estan codificadas por el cromosoma 1 (Calabi & Milstein 1986).

La importancia de las moléculas CD1 es que representan una familia nueva de
moléculas presentadoras de Ag lipidicos y glucolipidos tipicamente encontrados en las
paredes celulares bacterianas (Porcalli & Modlin 1998). Esta via de presentacion de Ag
involucraria la captacion de glucolipidos por receplores de manosa expresados en la
CL y luego la liberacion de aquellos en el compartimento endosomal, donde se formaria
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el complejo CD1/ipido-glucolipido (Prigozy ef al. 1997). En los murinos, CD1 presenta
una ranura similar a la del CPH pero de naturaleza hidrofébica, ideal para presentar
lipidos hidrofobicos o glucolipidos a células T (Zeng ef al. 1987).

CL y la glucoproteina de membrana DEC-205. Las CL de murinos y otras CD
expresan una glucoproteina integral de membrana de 205 kDa, el receptor multilectina
del tipo C (requiere calcio) llamado DEC-205, que es reconocido por el AcMo NLDC-
145 (Kraal ef al. 1986, Swiggard ef al 1995). DEC-205 posee 10 dominios extermnos
contiguos (Jiang ef al. 1995) con una alta homologia con el receptor de manosa de
macrofagos (Ezekowitz af al. 1990), aungue es hasta 100 veces superior a éste en la
funcién presentadora de Ag (Mahnke ef al. 2000).

En los humanos, DEC-205 presenta un 77% de homologia con su contraparte
del ratén y se incrementa su expresion durante la diferenciacion y activacion de las CD
(Kato ef al. 1998, Guo ef al 2000). El receptor DEC-205 seria un receptor tipo lectina
con afinidad por residuos de manosa presentes en diversos antigenos bacterianos y
parasitarios.

CL y Langerina. Las CL de los humanos no expresan el receptor de manosa de
macréfagos, relacionado con la internalizacion de proteinas antigénicas manosiladas
(Mommaas ef al 1998); sin embargo, si expresan Langenna, la cual tiene sitios de
unibn especifica para manosa y podria estar involucrada en la intemmalizacion y
procesamianto de moléculas con manosa (Valladeau et al. 2000).
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FUNCION DE LAS CELULAS DE LANGERHANS

Las CL son células presentadoras de antigenos a los linfocitos T. Forman parte
de una familia de células presentadoras de Ag altamente especializadas, denominadas
células dendriticas, las cuales estan localizadas en la frontera entre el organismo y el
ambiente y son importantes "centinelas” del sistema inmunoldgico.

Numerosas evidencias obtenidas de estudios in vifro e in vivo en humanos y en
animales fundamentan el concepto de que las CL son potentes estimuladores de la
activacion de células T. La mayoria de los estudios in vitro han empleado co-cultivos de
linfocitos T purificados y suspensiones de células epidérmicas totales o enriquecidas de
CL (revisado por Jacob & Udey 15939).

Las principales conclusiones de estos trabajos son:

1. Las CL son células presentadoras de antigenos (CPAg) en respuestas antigeno
especificas de células T,

2 Las CL son estimuladoras en la reacciones leucociticas mixtas alogénicas y
autdlogas.

3. Las CL son células accesorias en respuestas de células T inducidas por lectinas.

4 lLas CL son células accesorias en la generacion de linfocitos T citotoxicos
alomreactivos y hapteno-especificos.

Los hallazgos que fundamentan estas conclusiones son:

a) Las CL son mas eficientes que los monocitos/macrdfagos en estas
funciones estimuladoras, las cuales son abolidas cuando las suspansiones
de células epidérmicas son depletadas de CL.

b) Las respuestas de células T se incrementan en paralelo con relacion al
porcantaje de CL presentes en los cultivos enriquecidos de células
epidermicas (Stingl ef al 1978, Braathen ef al. 1980a, 1980b, Braathen &
Kaaman 1983, Bjercke ef al. 1984, Bagot et al. 1985, Inaba ef al. 1986).
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Por otra parte, la primera funcion explorada in wivo de las CL fue la
hipersensibilidad por contacto (HC). La afinidad especial de las CL por diferentes
alergenos (Shelley & Juhlin 1978) y la. estrecha aposicion entre CL y linfocitos
observada ultraestructuralmente en la piel con HC, sugind que agquellas podrian jugar
un papel importante en la fase inductiva de la HC (Silberberg 1973).

Posteriormente se demostnd que la aplicacion epicutanea del hapteno
dinitroflucrobenceno (DNFB) en sitios naturalmente deficientes de CL, como la cola del
ratén y la "bolsa” bucal del hamster, o artificialmente depletados de CL, como la piel
irradiada con UV, no inducia HC sino un estado de tolerancia especifica inmunologica
(Toaws ef al. 1980, Elmets af al. 1983).

Los injertos de piel de raton tratada previamente con DNFB, sensibilizan a
receptoras singénicos pero no a los alogénicos, indicando que los requerimientos
inmunologicos asociados a la presentacidn de un Ag v la induccidn de HC, se cumplen
dentro de la piel misma (Streilein ef al. 1984). La aplicacion subcutanea de macrofagos
haptenizados, induce un estado de sensibilizacion en el receptor mientras gue se
provoca una tolerancia especifica cuando se aplican por via intravenosa (Ptak ef al
1980). Cuando esto Gltimo se realiza conjuntamente con suspensiones celulares
enriquecidas con CL haplenizadas, no solo se induce sensibilizacion, sino gue se
revierte o se elimina el efecto tolerizador de los macrdfagos haptenizados aplicados por
via intravenosa (Ptak ef al. 1980, Sullivan ef al 1986). Uno de los posibles mecanismos
de lo anterior es la generacion de células T hapteno-especificas capaces de mediar
directamente la fase afectora de la HC (Hauser 1990).

A partir de estudios morfologicos se sugind que después de la aplicacion
epicutanea de un sensibilizador, las CL salian de la piel para migrar a los ganglios
linfaticos regionales (Revisado en Silberberg-Sinakin ef al 1978). La evidencia directa
de que estas CL migratorias fueran funcionales aparecié poco a poco. La aplicacion del
sensibilizador isoticcianato de fluoresceina (FITC) en la piel de ratones, va seguida de
la aparicion de ceélulas con el fluocrocromo en los ganglios linfaticos regionales y dichas
células, 18 a 24 h. después de aplicado el hapteno, son capaces de inducir HC cuando
s& inyactan en el cojinete plantar de ratones singénicos normalas (Thomas ef al. 1980).
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Por otro lado, el cultivo de linfocitos singénicos normales con células FITC
positivas aisladas de ganglios linfaticos, origina una fuerte respuesta proliferante de
linfocitos T citotdxicos hapteno-especificos (Macatonia ef al 1986). Las celulas
responsables de estos efectos se caracterizan por ser radiorresistentes (Thomas af al.
1880, Okamoto & Kripke 1987), la positivas (Okamoto & Kripke 1987), de morfologia
dendritica (Macatonia ef al. 1986) y algunas poseen el GCL (Macatonia ef al. 1987).

En otros estudios se ha enfatizado, con evidencias mas directas, que las células
la positivas/FITC positivas de los ganglios linfaticos se originan en la piel y migran
después de la aplicacidn de un hapteno. En los trasplantes de piel de ratones C3H a
ratones BALB/c desnudos sensibilizados con FITC a través del injerto, se ha observado
que las células la positivas/FITC positivas aisladas de los ganglios linfaticos, algunas
con GCL, son capaces de inducir HC cuando se transfieren a ratones C3H.

Estos resultados permitieron suponer que las CL y las CD de los ganglios
linfaticos son diferentes formas o momentos del mismo tipo celular, cuyo fenotipo v
caracteristicas ultraestructurales dependen del microambiente que las rodea. Un hecho
esencial surgido de los expenmentos anteriores fue la observacion de la capacidad
migratoria de las CL, monitoreada directamente en laminas epidérmicas oblenidas de
aloinjertos, isoinjertos y explantes, en las que se observd que las CL incrementaban
“dramaticamente” su tamafio y la expresion de moléculas clase |l mientras que su
nimero disminuia a 1/2 del normal a las 24 h de realizado cualguiera de los tres
procedimientos mencionados. A ese mismo tiempo, el mayor niumero de CL se ubicaba
en la unidn dermoepidérmica; 3 dias después, estas células parecen formar cordones
asociados a los vasos linfaticos dérmicos, antes de abandonar |a piel.

Otro hallazgo interesante del mismo trabajo fue el incremento espontaneo de
células migratorias la positivas en el medio de cultivo, mismas que presentaban un
fenotipo heterogénec y una capacidad inmunoestimuladora superior a la de CD
esplénicas, sobre todo a los 3 a 5 dias de cultivo (Larsen af al. 1990).

En piel humana mantenida en cultivo de organos se han obtenido resultados
similares a los anteriores (Lenz ef al 1993, Pope ef al. 1995, Rambukkana ef al. 1995,
Richters et al. 1995, Lukas ef al. 1996). Esto ha permitido postular que la maduracion
funcional de las CL comienza en la epidermis y contintia durante su migracién (o en el
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cultivo) y que no necesitan ser totalmente maduras en fenotipo y funcidn antes de
abandonar la piel. Lo antenor fundamenta, con evidencia menos circunstancial, la idea
de que las CL tienen capacidad de migrar desde la epidermis a los linfaticos dermicos y
de aqui a los ganglios linfaticos regionales, tanto en condiciones normales como de
HC.

Un desafio a lo mencionado anteriormente es la demostracion de que las CL
dérmicas observadas en reacciones de hipersensibilidad retardada se originan, en
nimero considerable, de células circulantes en la sangre (Kaplan ef al. 1987). Hasta
ahora, el recambio exacto de CL en condiciones normales, experimentales o
patologicas, casi no se ha estudiado, por lo que su conocimiento podria definir adn mas
el papel de éstas y otras células en las fases de la HC.

Se sabe muy bien que las propiedades funcionales de las CL estan
determinadas por diferentes estados de diferenciacion, maduracidn y activacion. Asi,
las CL in situ (intraepidérmicas), al igual que otras CD de los drganos no linfoides,
poseen una potencia limitada para estimular linfocitos T en reposo virgenes, pero son
altamente eficientes en la captacion de Ag (Romani ef al. 1989).

Aungue los mecanismos implicados no se conocen del todo, las CL son capaces
de captar grandes particulas, desde esferas de latex (Wolff & Konrad 1972) hasta
amastigotes de Leishmania major (Blank ef al. 1993). Las CL cultivadas o bien después
de ciertos estimulos microambientales, pasan por un proceso conocido como activacion
o maduracion de las CL (Schuler & Steinman 1985). Como consecuencia de ello, las
CL pierden la capacidad de captar Ag pero adquieren la capacidad de procesarios y
presentarios y, con ello, estimular a los linfocitos T en reposo virgenaes para el
desempefio de funciones cooperadoras y de citotoxicidad.

Los Ag que son presentados por las CL para la induccion de respuastas
inmunologicas primarias incluyen aloantigenos (Aberer ef al1982, Inaba ef al 1886),
haptenos y Ag proteicos solubles (Hauser & Katz 1988, Hauser 1990), Ag tumorales
(Grabbe et al. 1991, Celluzi & Falo 1997) y microorganismos (Moll et al. 1993, Konecny
et a,1999).
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De acuerdo con su capacidad de captar Ag, las CL son las Unicas células
epidérmicas que expresan receptores para el Fc de la IgG del tipo I1 (CD32) (Romani ef
al. 1991, de la Salle ef al. 1992). Ademas, poseen receptores de alla y baja afinidad
para la porcion Fc de la IgE (Fee-Rl y Fee-RI1 (CD23)) y para la proteina que une IgE,
todos ellos implicados en la captacion de alergenos (Bieber ef al. 1992a, b, c, Rieger el
al. 1992).

La funcion inmunoestimuladora de las CL ha sido estudiada ampliamente hasta
el presente y se conoce mucho de los factores moleculares (citocinas, factores de
crecimiento, hormonas y peptidos) involucrados en la aclivacion y maduracion de estas
CD inmaduras de la epidermis. Sin embargo, poco se conoce de las moléculas que
mantienen a las CL en su estado inmaduro ¢ gue inhiben su migracion y con ello, por lo
tanto, evitan la expresion funcional de estas células.

Las CL humanas pueden madurar por la accidon de LPS, TNFa o IL-1B, pero la
accion de TGF-81 (secretado constitutivamente por los queratinocitos y las mismas CL
inmaduras) previene esta maduracion (Geissman ef al 1999). Asimismo, los
queratinocitos normales producen pequefias cantidades de IL-10, misma que se
incrementa después de varias dosis bajas de radiacién ultravicleta-B y que podria
mediar la abolicion de la respuesta a la aplicacion de sensibilizadores por contacto e
inducir tolerancia (Niizeki & Streiling 1297).

En este sentido, IL-10 podria también participar en el mecanismo de evasion
inmunologica observado en algunos melanomas (Enk ef al. 1987). En los humanos, la
migracién de CL in wifro es inhibida por IL-4 a través de la hiporregulacion de la
expresion del receptor Il de TNF (Takayama et al. 1999).

La funcion presentadora de Ag de las CL cultivadas es inhibida por el péptido
relacionado al gen de calcitonina (CGRP) y éste es liberado por fibras nerviosas que
estan en estrecha aposicion a las CL (Hosoi ef al. 1993). Estos y otros factores pueden
ser relevantes en la induccion de anergia o tolerancia para la prevencion o tratamiento
de enfermedades autcinmunes o del rechazo de transplantes, en donde estarian
involucradas las CL.
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ANTECEDENTES DIRECTOS

A pesar de que los estudios especificos relativos a la morfologia del sistema
inmunolégico en teledsteos se reducen a unas cuantas especies, actualmente se sabe
que los principales tejidos linfoides en estos peces son el rifién, el timo, & bazo y el
tejido linfoide asociado a mucosas que incluye a la piel, las branguias y al intesting
(Press & Evensen 1999). La piel de los peces ha sido revalorada como un sitio en &l
que se pueden inducir reacciones de HC a extractos alergénicos conocidos (Fletcher et
al. 1974 ). Por lo anterior es posible contemplar la posibilidad de encontrar células
morfoldgicamente similares a las CL en los peces, las cuales podrian estar
involucradas en las respuestas inmunologicas asociadas a la piel, como ocurre en las
otras clases de veriebrados no mamiferos y en mamiferos. En estos, las CL son las
linicas CD que poseen la ectoenzima ATPasa dependiente de Ca®™/ Mg™ vy
constitutivamente expresan moléculas clase 11 del CPH.

Células de Langerhans en vertebrados no mamiferos

Peces. La hipdtesis de que la epidermis de los peces Gseos podria contener CL
s@ apoya en los descubrimientos de CD en el bazo de la trucha, drgano en el cual se
lleva a cabo la hematopoyesis (Zapata 1979, Fange 1892), Ademas, la demostracion
de CL en la epidermis de anfibios, reptiles y en aves, incentiva la busqueda de CL en la
pial de pecas,

A pesar de gque no existen informes acerca de la presencia de CL en |a piel de
los peces, se ha especulado que células similares a las CL de los mamiferos podrian
ser l[as responsables de presentar antigenos a los linfocitos en la epidermis de la trucha
arcoiris Oncorhynchus mykiss (Peleteiro & Richards 1985),

La observacion histoquimica de CD con actividad de ATPasa dependiente de
Mg’* en los elipsoides y en los cumulos de melanomacrfagos del bazo y en la regidn
anterior del rfidn del Salmon del Atlantico (Salmo salar L), (Press af al. 1994),
probablemente es |a primera evidencia de la presencia de CD en peces en zonas de
células T. Sin embargo, una evidencia més convincente de la presencia de CD en
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peces fue proporcionada a partir de cultivos de suspensiones celulares del bazo de la
trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss (Ganassin & Bols 1996), Sin embargo, hasta
ahora no existen informes sobre CL en la piel de peces teledsteos.

Anfibios. Los anfibios son vertebrados considerados un puente evolutivo entre
los peces y los reptiles, cuyo sistema tegumentario tiene funciones respiratorias,
osmorreguladoras, termomeguladoras y de proteccion fisica, entre otras. La primera
observacion de CD ATPasa/ADPasa positivas en la piel de los anfibios se realizd en la
epidermis de Rana piplens, Rana catesbeiana y Bufo marinus (Farquhar & Palade
18966). Aungue fueron consideradas similares a las descritas en los humanos, no se le
dio importancia a este hallazgo casi fortuito. En la rana Xenopus laevis, también ha sido
demostrada la presencia de CD epidérmicas que expresan moléculas clase 11 del CPH
durante una etapa del desarmolio o de la metamorfosis (Du Pasquier & Flajnik 1990).
Posteriormente, las CD ATPasa positivas de |la epidermis de Rana calesbeiana fueron
mejor caracterizadas (Carrillo ef al. 1990) y en Rana pipiens se demostrd que no solo la
epidermis sino que también el epitelio periférico de la comea y el de la membrana
nictitante contienen CD ATPasa positivas (Castell ef al 1999) y células esterasa
inespecifica positivas (Castell ef a/. 2001). Alrededor de un 30% de las CD ATPasa
positivas de la epidermis coexpresan moleéculas clase I del CPH (Castell af al. 1988).
Las caracteristicas ultraestructurales de estas CD de los anfibios son similares a las de
las CL de los mamiferos; sin embargo, no ha sido posible, hasta ahora, la identificacion
de un organelo equivalente al GCL.

Reptiles. Una caracteristica distintiva de los reptiles es su piel seca ya que
presentan pocas glandulas o definitivamente carecen de ellas. En la piel de los reptiles
el epitelio cormeo se engruesa y endurece, formandose escamas o escudates.

Asi, la piel de los reptiles parece ser un buen ejemplo de barrera fisica efectiva
entre el medio y el organismo. Tal vez eso explique el poco interés en identificar otros
mecanismos de proteccion relacionados con la inmunidad innata y con la inmunidad
adaptativa asociada a la piel de estos vertebrados.

En la lagartija comin europea Lacerla vivipara se describieron celulas
epidérmicas de la piel de la cola, claramente diferentes de los queratinocitos y de los
melanocitos, con todas las caracteristicas ultraestructurales de las CL, excepto por la
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ausencia del GCL. Por lo anterior, se concluyd que estos animales carecian de CL
tipicas (Breathnach & Poyntz 1966). Por otro lado, se ha demosirado la presencia de
CD ATPasa positivas en la epidermis de la piel de la tortuga terrestre Kinostermum
integrum, que fueron identificadas como CL ya que presentaron todas las
caracteristicas ultraestructurales, incluyendo la presencia de organelos citoplasmicos
morfoldgicamente similares a los GCL (Pérez-Tomes ef al. 1995). Interesantementa, el
nimero de CL en esla especie de torluga mostrd variaciones estacionales,
probablemente relacionadas con los patrones de reproduccitn. Hasta ahora, no existen
ofros informes de la presencia de CL en las diferentes especies de reptiles.

Aves. La presencia de CL en la piel de las aves habia sido negada por algunos
investigadores (Reams & Tompkins 1873). Posteriormente, se informo de la presencia
de celulas ATPasa positivas en la epidermis del pollo, pero se considerd que no eran
similares a las CL por carecer del GCL (Rowden 1981). Poco después, se demostrd
que la piel del pollo poseia CD la positivas (B-L positivas) similares a las CL de los
mamiferos (Hala ef al 1984; Wick el al 1984), pero no fueron caracterizadas
morfolégicamente. La primera demostracion formal de la presencia de CL en las aves
se realizo en la epidermis del pollo domestico Gallus gallus en donde se observaron CD
con caracteristicas histoquimicas y ultraestructurales similares a las CL, aungue no
fueron observados los GCL (Camillo ef al. 1991). En un estudio realizado en varias
especies de aves, se obluvieron resultados similares y se cormobord que las CD
epidérmicas del pollo y de codomices expresan moléculas clase 1l del CPH (Akhter et
al. 1993) aunque no se aportaron evidencias de que las células ATPasa positivas y las
Ia positivas de estos animales fueran el mismo tipo celular. Esto se demostrd
posteriormente al realizarse una doble lincion para ambos marcadores, utilizando
laminas epidérmicas (Pérez-Torres & Millan 1994).

La identidad definitiva de las CD de la epidermis del pollo se logro recientemente
al demostrarse que poseen organelos morfoldgicamente similares al GCL (Pérez-
Torres & Ustarroz 2001). Estos trabajos se han extendido a las mucosas del pollo y
ahora se sabe que los epitelios de la comea, de la lengua y del esofago contienen CD
ATPasa positivas/ moléculas clase 11 positivas, en las que falta demostrar la presencia
de GCL para ser identificadas propiamente como CL (Pérez-Torres el al. 2002).
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Ubicacion taxonomica del bagre Anius seemanii

Los peces son la superclase de vertebrados con mayor nimero de especies.
Actualmente se identifican 20,000 especies aproximadamente, de las cuales 50
corresponden a Ciclostomos, unas 535 a peces cartilaginosos y el resto a peces dseos
{Torres-Orozco 1991), estos Gltimos constituyen el grupo de mayor diversidad animal.

Los bagres pueden ser dulceacuicolas o marinos. Se caracterizan por tener el
cuerpo sin escamas, una aleta adiposa que sigue a la dorsal, la cabeza deprimida y la
boca es inferior y esta rodeada de un ndmero variable de barbillas. Los bagres marinos
pertenecen a la familia Ariidae. Presentan de cuatro a seis barbillas en el hocico, una
aleta adiposa de longitud semejante a la dorsal, y la region occipital esta provista de
escudos Gseos o granulaciones dermicas (Torres-Orozco 1991). Este dtimo caracter y
el tipo de denticion permiten la clasificacion taxontmica del grupo. A continuacion se
presenta la clasificacion taxonomica de la especie estudiada en el presante trabajo.

Phylum: Chordata
Subphylum Vertebrata
Superclase: Pisces
Clase: Osteichthyes
Subclase: Actinopterygii
Superorden: Teleostel
Orden: Siluriformes
Familia: Ariidae
Género: Anus
Especie: seamanii
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Figura 2.- Arbol filogenético de los teledsteos, (tomado de Vertebrate Paleontology,
Romer, A.S. Univ. Chicago Press, 1966).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los bagres son peces leledsteos pertenecientes al Orden Siluriformes, el cual
junto con los Cypriniformes (carpas), Gymnotiformes (anguilas eléctricas), y
Characiformes, integran el grupo taxonomico denominado Ostariophysi. Este grupo
ocupa una posicion basal en el arbol filoganético de los teledsteos y por lo tanto
intermedia entre los peces cartilaginosos o condrictios (tiburones y rayas) y los peces
oseos propiamente dichos u osteocictios (figura 2). En estos, se ha demostrado que
manifestan respuestas inmunologicas similares a las de otros vertebrados, tales como
reacciones de HC contra alergenos (Fletcher ef al 1974 ) y rechazo a injertos
cutaneos, fendmeno dependiente de la disparidad del CPH (Komen et al. 1990; Nevid &
Meier 1993) y en los cuales s& ha involucrado a las CL (Streilein ef al. 1984). Si
consideramos a la piel de estos peces como un sitio de respuestas inmunologicas,
innata y adaptativa, el papel de “defensa” debera estar basado, en parte, en la
presencia de CD presentadoras de antigenos, morfoldgicamente similares a las CL,
que vinculen los dos tipos de respuestas (Clark ef al. 2000; Liu ef al. 2001, Granucci af
al. 2003; Reis e Sousa 2004). Por ello, resulta particularmente interesante conocer si
existen células parecidas a las CL en la piel de estos vertebrados.

HIPOTESIS

Si se sabe que los principales drganos linfoides en peces dseos son el rifion, el
timo, el bazo v el tejido linfoide asociado a mucosas, como la piel, las branquias y el
intestino y ademas algunas especies de osteictios contienen células dendriticas en el
bazo y en la porcion anterior del rifidn, entonces la piel de estos vertebrados podrian
presantar células dendriticas morfologicamente similares a las CL, como ocurre en el
resto de los vertebrados.



OBJETIVOS

1. Demostrar la presencia y caracterizar morfoldgicamenta a las células de
Langerhans en la piel del bagre Anus seemanii, utilizando histoquimica
enzimatica para ATPasa con microscopia fotonica y microscopia electronica.

2. Contribuir al conocimiento filogenético de las células de Langerhans en la piel de
vertebrados no mamiferos.



MATERIALES Y METODOS

Animales. Por su disponibilidad con los proveedores, se utilizaron ejemplares
juveniles de la especie de bagre marino Arus seemanii Glanther, de entre 10 a 15 cm
de tamafio, obtenidos de un acuario comercial. De acuerdo a la descripcion
taxondmica, realizada por el maestro Abraham Kobelkowsky Diaz del laboratorio de
peces de la UAM Iziapalapa, estos animales son originarios del Golfo de México. En
general, los animales fueron sacrificados por descerebracion el mismo dia de la compra
o al dia siguiente. En este caso, los animales fueron mantenidos en una pecera con
agua a temperatura ambiente y con los cuidados sugeridos por el vendedor.

Obtencién de muestras. Las muestras de piel, la cual carece de escamas, fueron
obtenidas por diseccion de la regidn ventral de los ejemplares. Se eligid esta area no
pigmentada para disminuir la probabilidad de encontrar melanocitos, los cuales pueden
tener un aspecto dendritico, v asi identificar con mayor certeza a lags CD ATPasa
positivas.

Para el estudio con microscopia fotnica, se cortaron fragmentos de la piel de 1
em?, los cuales fueron fijados en formol amortiguado al 10% durante 24 h y procesados
para realizar cortes en parafina de 5 pm y tefiidos con la técnica de hematoxilina-eosina
(H-E), para observar la estructura general de la piel, con la técnica de PAS para la
demostracion de células productoras de moco y membrana basal y con Fontana-
Masson para la identificacion de melanocitos. Para microscopia elecirdnica, las
muestras de la piel fueron de 10mm x Tmm x Tmm.

Método de separacién de laminas epidérmicas. Se probaron algunas modificaciones
a los diferentes metodos que han demostrado ser eficientes en la separacion de
laminas epidermicas en mamiferos, aves, reptiles y anfibios. Para el caso de los peces,
la separacién de laminas epidérmicas se realizd consistentemente con el siguiente
método:

1. Fijacién en formol cacodilato durante 3 h a 4°C de fragmentos de piel de
22 mm
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2. Lavados con solucion salina balanceada, 3 veces de 5 min cada una.

3. Incubacibn en solucion 20mM de acido etilendiamino tetraacético en
solucién salina balanceada (SSB/EDTA), durante 18 h, aproximadamente,
a temperatura ambiente.

4, Separacion de laminas epidémicas con el uso del microscopio
estereoscopico, .dejando las pieles dentro de SSB/EDTA, eliminando,
paso a paso, musculo, dermis reticular y dermis superficial. La dermis
profunda se identifica como una capa blanca algodonosa y la dermis
superficial como un cemado entramado de fibras con disposicion
perpendicular entre si.

2. Lavado de la lamina epidérmica en S5B, 3 veces de 5 min cada uno.

Modificaciones al método de separacién de ldminas epidérmicas.

1. Una vez obtenidos los fragmentos de piel de 2x2 mm, se dejaron secar al aire
para aplicar 1 gota de pegamento de contacto a base de Cyanoacrilato (Kola loka®) en
el lado epidérmico de cada fragmento. Inmediatamente después, la piel se colocd entre
dos portacbjetos y comprimiéndola suavemente para no dafiar el tejido, se dejd secar
el pagamento durante 5 a 10 min. Posteriormente, se procedio a la fijacion en formol
cacodilato por 3 h a 4°C, a los lavados en SSB y a la incubacién en SSB + EDTA
durante 18 h, a temperatura ambiente,

2. Una variante a aste procedimiento fue fijar inicialmente las muesiras de piel
por 3 h a 4°C y después se hicieron los fragmentos de 2 x 2 mm. Lo anterior fue para
darle mayor cohesion a la epidermis, para posteriormente aplicar el pegamento sobre el
portacbjetos y comprimir contra éste cada cuadrito de piel. Luego se incubd en SSB +
EDTA durante 18 h, a 4°C.

3. Técnica de Tiocianato de Amonio. Los fragmentos de piel de 2x2 mm,

fueron incubados en una solucion 0.5M de tiocianato de amonio en amortiguador de
fosfatos 0.1 M, pH 6.8, se incubaron las muestras durante 20 y 30 min, a 4° C.
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4. Incubacion en CaCl; 2M durante 30 a 60 min a temperatura ambiente.

Algunos fragmentos de piel, al final de la respecliva incubacién para separar
laminas epidérmicas, fueron procesados para hacer cortes en parafina y tinciones con
H-E y la técnica de PAS, con el objetivo de tener un control de calidad en las ldminas
separadas y asegurar gue no contenian elementos dérmicos.

La obtencion de |aminas epidérmicas, en todos los métodos probados, fue
realizada con la ayuda de pinzas finas sin dientes o con 2 agujas hipodérmicas, bajo el
microscopio estereoscopico.

Histoquimica enzimatica para ATPasa en laminas epidérmicas. Una vez
establecido el método de separacidn apropiado, las laminas epidérmicas fueron
procesadas para la demostracion histoquimica de ATPasa usando una modificacion a
la técnica de Robins y Brandon (1981) de la siguiente manera:

1. Lavado de las laminas epidémicas an SSB, 3 veces de 5 min cada uno, a
temperatura ambiente.

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

3. Lavado en |la solucion tris-maleato, 3 veces de 5 min cada una, a temperatura
ambiente.

4. Incubacién en la solucion de ATP recién preparada y filtrada, durante 15 min a
temperatura ambiente.

5. Lavado en agua destilada, 3 veces de 5 min cada una, a temperatura ambiente.

6. Revelado en sulfuro de amonio al 1%, durante 1 min a temperatura ambiente.

7. Lavado en agua destilada, 3 veces durante 5 min cada una, a temperatura
ambiante.

8. Montado de las laminas epidérmicas con el lado dérmico (el mas tefiido) hacia
arriba, utilizando gelatina glicerinada de Kaiser.

Los controles de las ldminas epidérmicas se incubaron en las mismas condiciones,

pero el madio carecia de ATP.
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Soluciones para la técnica de ATPasa en laminas epidérmicas

SSB+EDTA:
NaCl 3.415g.
KCl 0.10 g.
Na;HPO, 0.575 g.
KH2PO4 0.10 g.
Agua destilada 500 ml

Solucién Tris-Maleato 0.25M, pH 7.2

Tris Salt Buffer 12.10 g.
Acido maléico 11.60 g.
NaOH 40 g.
Agua destilada 400 ml.

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

Solucién de Tris-Maleato 10.00 ml.
Agua destilada 12.50 ml.
Mg.SO4 25 mil
Pb(NO3)2 2.75 ml.
Glucosa 1.25¢.
ATP (sal dis6dica) 0.02 g.

Solucion reveladora de sulfuro de amonio al 1%.
Agua destilada 19.8 ml
Sulfuro de amonio 0.2 ml.

Se prepara al momento en campana de extraccion.
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Gelatina glicerinada de Kaiser

Glicerina 50 g.
Grenetina 74.
Acido Fénico 18
Agua destilada 42 ml.

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

El acido fénico se disuelve en la glicerina y se agrega a la gelatina, procurando
que escurra por las paredes del cristalizador para evitar la formacién de burbujas.
Continuando en bafio Maria, los componentes se mezclan por si mismos hasta que la
gelatina adquiere un color ambar homogéneo; se deja enfriar a la temperatura
ambiente o en el refrigerador. Para usarla, se corta un fragmento y se disuelve dentro

de un recipiente de vidrio a bafio Maria.
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Histoguimica enzimética ultraestructural para ATPasa. Para la demostracion
ultraestructural de ATPasa se empled la técnica disefiada por Farquhar y Palade
(1966), con minimas variaciones:

1. Obtencidn de muestras de piel de 10 mm x 1 mm, aproximadamente.

Fijacién en glutaraldehido al 2.5 % en amorliguador de cacodilato de sodio 0.1M,
pH 7.2, durante 30 min a 4°C.

Las muestras fueron cortadas manualmente en fragmentos mas pequefios y
colocadas an el mismo fijador durante 60 min mas a 4°C.

Lavado en amortiguador de cacodilato de sodio 0.15M, pH 7.4, adicionando con
sacarosa 0.025M y CaCl; 0.05%, 3 veces durante 10 min cada una, a
temperatura ambiente.

5. Incubacion en el medio de Robins y Brandon durante 45 min a 37°C.
6. Lavado en amortiguador de cacodilato de sodio 0.15M, pH 7.4 adicionado con

8.
9.

sacarosa 0.025M y CaCk 0.05%, 3 veces durante 10 min cada una, a
temperatura ambienta.

Postfijacion en Os0y al 1% en amortiguador de cacodilato de sodio 0.2M, pH
7.2, durante 45 min a 4°C.

Lavado como en 6.

Deshidratacion en alcoholes graduales ascendentes.

10. Infiltracion en Araldita 6005-tolueno (1:1) durante 7 dias a temperatura ambiente.
11. Polimerizacion de la Araldita 6005 durante 48 h a 60 °C.
12. Se realizaron corfes de 1pm y fueron tefiidos con azul de toluidina para

microscopia fotonica.

13. Los cortes finos se obtuvieron con cuchilla de diamante, contrastados con

acetato de uranio al 2% durante10 minutos.

14. Se realizaron 10 cortes seriados de 20 células dendriticas epidermicas claras,

de muestras controles y de las incubadas en ATP, con el fin de identificar un
organelo similar al GCL.

15. Observacion con el microscopio electronico Zeiss EM-109,
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Soluciones para ATPasa ultraestructural

Amortiguador de cacodilato de sodio 0.2M, pH 7.2
Acido cacodilico 0.2M 100 ml.
HCI 0.2M 5.4 ml.

A partir de esta solucién se realizaron las diluciones necesarias.

Amortiguador de cacodilato de sodio 0.15M, pH 7.4, adicionado con sacarosa

0.025M y CaCl, 0.05%
Acido cacodilico  0.15M 100 ml.
HCI 0.15M 5.4 ml.
Sacarosa 0.855 g.
CaCl; 0.05g
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RESULTADOS

Método de separacion de laminas epidérmicas. La separacion de laminas
epidérmicas de la piel del bagre fue el procedimiento mas critico. La obtencion de
laminas epidérmicas se logrd empleando SSB + EDTA como medio de incubacion
durante 18 h a temperatura ambiente, en los fragmentos de piel previamente fijados en
formol cacodilato durante 3 h a 4 °C.

Modificaciones al método de separacién de laminas epidérmicas. Los resultados
obtenidos utilizando el pegamento de contacto Cyanoacrilato (Kola loka®) en sus dos
variantes, no fueron satisfactorios, ya que éste no presentd una adherencia homogénea
en toda la superficie epidérmica, por lo que al fralar de separaria se obfuvieron l[aminas
fragmentadas y de grosor irregular.

Un tercer método probado fue la incubacion de fragmentos de piel de bagre en
una solucion 0.5M de tiocianato de amonio en amortiguador de fosfatos 0.1M, pH 6.8,
Con esta técnica se obtuvieron laminas epidérmicas completamente separadas, con un
grado aceptable de calidad, aungue en muchos casos esta sustancia llegd a destruir la
propia epidermis, razdn por la que se descartd su uso.

La incubacin con SSB/EDTA permitid la separacion de la epidermis
completamente libre de componentes dérmicos (Figura 3b). La piel del bagre tefiida
con H-E y observada al microscopio oplico presentd el patrén histologico siguiente: la
epidermis es un epitelio plano estratificado sin estrato comeo, en el que destacan
grandes células eosindfilas suprabasales que corresponden a las llamadas “células de
alarma® o “celulas de sustancias de alarma® (Henrikson & Matolsty 1968; Yoakim &
Grizzle 1982, Chapman & Johnson 1997). Otra poblacion de células observadas fueron
PAS positivas, localizadas desde el estrato basal hasta la superficie donde liberan su
secrecion y que commesponden a las células de moco o mucosas (Figuras 3a-d). No se
observaron melanocitos o celulas pigmentadas en los estratos epidérmicos pero si en
la dermis superficial, por debajo de la membrana basal (Figura 3a).



Figura 3a-d. Cortes de piel del bagre Arius seemanii. La epidermis es un epitelio plano
esfratificado sin estrato cdmeo en el que destacan grandes células eosindfilas
suprabasales conocidas como células de alarma (flechas negras, a-c); ofras células
fuertemente PAS positivas (d, flecha) se localizan desde el estrato basal hasta la
superficie y cuya secrecitn mucosa es vertida en la superficie. En la epidermis no se
observaron células pigmentarias, siendo visibles en la dermis superficial (a). En un
corte de piel incubada en S5B-EDTA (b) se observa el plano de separacion
dermoepidérmica. a (200X) y ¢ (1000X), tincién con H & E; b (200X) y d (1000X) tincidn
con PAS.
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Histoquimica enzimatica para ATPasa en laminas epidérmicas. Con esta técnica se
demostro la presencia de células ATPasa positivas de aspecto poliédrico (Figuras 4a-d
y Figuras 5a-d), distribuidas alrededor y debajo de los espacios claros ocupados por las
células de alarma (Figura 6a-d). Las células ATPasa positivas no fueron cuantificadas
debido a que forman cumulos muy densos. Eslos resultados fueron constantes y no
mostraron cambios estacionales. Las células epiteliales no presentaron actividad de
ATPasa y se distinguieron claramente de las ATPasa positivas. (Figura Ta-b).

Figura 4a-d. Histoquimica enzimatica para ATPasa en laminas epidérmicas del bagre
Arius seemanii. Obsérvese la presencia de ceélulas ATPasa positivas (flechas)
alrededor del sitio que ocupan las células gigantes acidofilicas o células de alarma
(asteriscos). El resto de las células epidérmicas no muestran actividad a la enzima vy
forman un fondo amarillo dorado. a —d = 200X



Figura 5a-d. Histoquimica enzimatica para ATPasa en laminas epidérmicas del bagre
Anus seamanii. Las células ATPasa positivas parecidas a las células de Langerhans,
poseen prolongaciones citoplasmicas cortas y gruesas lo que les confiere un aspecto
poliédrico mas que dendritico. El resto de las células epidérmicas claramente no
muestran actividad de la ATPasa. Las laminas epidérmicas controles no mostraron
células pigmentarias. Todas las imagenes a 1000X.
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Figura 6a-d. Cortes tangenciales de epidermis tefiidas con H & E (a, c) y laminas
epidérmicas con histoquimica enzimatica para ATPasa (b y d) del bagre Arus
seemanii. Obsérvese que las células gigantes aciddfilas o células de alarma ocupan
gran parte de la superficiea epitelial. Alrededor y por debajo de estas células se
distribuyen las células ATPasa positivas. Frecuentemente se observaron estructuras
intraepiteliales que pueden commesponder a neuromastos (Abate ef al. 2002) (c y d
flechas) los cuales son fuertemente ATPasa positivos. a — d 200X.



Figura 7a-b. Laminas epidérmicas del bagre Arius seemanii con histoquimica
enzimatica para ATPasa , incubadas en el sustrato durante 15 minutos. La distribucién,
morfologia y densidad de las células ATPasa positivas son idénticas a las observadas
con tiempos de incubacién de 1 h (Figuras 4 y 5). La tincién de fondo es muy escasa, lo
que permite observar células ATPasa positivas subyacentes (b, flacha) al sitio que
ocupan las células de alarma (asterisco). a = 200X, b = 400X.

Histoquimica enzimatica ultraestructural para ATPasa. La microscopla electrénica
de transmision de piel de bagre y procesadas para ATPasa, demostré, de manera
convincente, |la presencia de células dendriticas y poliédricas ATPasa positivas,
ubicadas suprabasalmente, con un precipitado electrodenso depositado en la
membrana plasmatica. Se diferenciaron de los queratinocitos por presentar un
citoplasma claro, sin tonofilamentos, desmosomas y melanosomas (Figuras 8a, Bb y 9).
El perfii de estas células fue iregular debido a la presencia de exiensiones
citoplasmicas interdigitadas con los queratinocitos de la region basal y suprabasal. No
s& observaron células parecidas a melanocitos. Algunas células parecidas a
granulociticos y a células linfoides se localizaron en la vecindad de las células
dendriticas ATPasa positivas (Figura 8a).
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Figura Ba. Histoquimica enzimatica para ATPasa ultraestructural en la piel del bagre
Anus seemanii. Se observan células ATPasa positivas suprabasales, de citoplasma
claro, sin desmosomas ni tonofilamentos y con un ndcleo indentado (flechas). Las
masas de citoplasma con organelos parecidos a lisosomas y cercanas a las células
ATFasa positivas podrian comesponder a las prolongaciones dendriticas cortas
(cabezas de flecha) observadas en las laminas epidérmicas. El resto de las celulas son
queratinocitos tipicos (Q), gue carecen del producto electrodenso de la reaccidn
enzimatica, al igual que ofras ceélulas parecidas a leucocitos polimorfonucleares (Lp),

observadas frecuentemente. Barra= 10 pm.



Figura B b. Histoquimica enzimatica para ATPasa ultraestructural en la piel del bagre
Arius seemanii. La imagen corresponde al estrato basal y suprabasal de la epidermis,
subyacentes a |as células gigantes aciddfilas o células de alarma (*) observadas en los
cortes histologicos (Figuras 3 y 4). Notese la presencia de una prolongacion
citoplasmica (flechas), con trazas del producto electrodenso de la reaccion enzimalica
en la membrana plasmatica; contiene vesiculas claras, lisosomas y lo que puede
corresponder al corte longitudinal y tangencial de organelos parecidos al granulo de las
células de Langerhans (ver aumento en Figura 13). En el angulo infenior derecho se
observa la lamina basal y la dermis superficial (D). Barra= Sum.
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Figura 9. Micrografia elecitronica de piel de bagre Arus seemanii procesada para la
demostracion histoguimica de ATPasa. Se obsarva una célula dendritica ATPasa
positiva, con el producto de la reaccion enzimatica depositade en la membrana
plasmatica y en la cubierta nuclear. El citoplasma es claro, debido a la ausencia de
tonofilamentos y melanosomas. El niclec es indentado y no hay uniones tipo

desmosomas con los queratinocitos vecinos. Barra= 2um
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Estas células ATPasa positivas mostraron un nicleo redondeado e indentado
(Figuras 9 y 10). En diferentes micrografias electronicas se observaron celulas
dendriticas suprabasales ATPasa positivas con numerosos organelos que
probablemente corresponden a lisosomas (Figura 11).

Figura 10. Micrografia electrénica de la piel del bagre Anus seemanii, procesada para
la demostracion histoquimica de ATPasa. Se observa una célula dendritica ATPasa
positiva con citoplasma claro, carente de tonofilamentos, desmosomas y melanosomas.
Algunos queratinocitos vecinos presentan depdsito de material electrodenso similar al

de la célula dendritica. Barra= 2um.
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Figura 11.- Micrografias electronicas de la piel del bagre Arius seemanii. Se observan
células dendriticas suprabasales de citoplasma claro, sin tonofilamentos, desmosomas
y melanosomas, con numerosos organelos gue probablemente corresponden a
lisosomas (flechas). Abajo a la derecha se observa la lamina basal y la dermis con e

amreglo caracteristico de fibras de colagena. Barra= 1um

Dado que las células dendriticas de la epidermis del bagre Arus seemani
identificadas en el presente trabajo son similares a las células de Langerhans de otras
clases de veriebrados no mamiferos y de mamiferos, se realizé la busqueda de un
organelo citoplasmico similar al granulo de Birbeck o granulo de las células de
Langerhans. En cortes ultrafinos seriados se logrd identificar la presencia de
estructuras en forma de baston con una estriacion longitudinal o linea densa central,
localizadas cerca de la membrana plasmatica de algunas prolongaciones de células
ATPasa positivas (Figura 12).



Figura 12.- Micrografia electronica a mayor aumento del citoplasma de la célula
dendritica de la figura 11. Se observan diversos organelos pero destaca uno en forma
da bastén (flecha), con una estriacion longitudinal gue lo hace muy similar al granulo de
Birbeck de las células de Langerhans de los mamiferos. La imagen del organelo
sefialado con la flecha abierta recuerda a la de los granulos de Birbeck cortados
tangencialmente. En la membrana plasmatica hay depésitos electrodensos de la
reaccion de ATPasa (doble flecha). Barra= 250nm.
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DISCUSION

En el presente trabajo se demostrd la presencia de células similares a las CL en
la epidermis del bagre marino Anus seemani, utilizando histoguimica enzimatica para
ATPasa y microscopia electronica de transmision. Ambos métodos son ampliamente
usados y confiables para identificar CL epidérmicas en mamiferos y en otros
vertebrados.

Los resultados obtenidos con la histoquimica para ATPasa en |aminas
epidérmicas revelan la presencia de células ATPasa positivas distribuidas de manera
uniforme en la epidermis, las cuales presentaron prolongaciones citoplasmicas cortas
interdigitadas con los gueratinocitos. Estas prolongaciones cortas confieren a las
células ATPasa positivas una morfologia poliédrica mas que dendritica, aungue en
algunas preparaciones se identificaron células con prolongaciones mas largas.

La microscoplia electrdnica de transmisidn aportd méas elementos para identificar
a estas células dendriticas ATPasa positivas como equivalentes a las CL ya que
reunieron los criterios ultraestructurales necesarios para ello: poseer un nlcleo
indentado, un citoplasma claro sin tonofilamentos, melanosomas y desmosomas y, de
manera destacable, tener organelos similares a los GCL o granulos de Birbeck, el Gnico
criterio confiable para designar a una célula como CL (Birbeck &f al 1961). Con base
en lo anterior, podemos afirmar que desde el punto de vista morfoldgico, histoguimico y
ultraestructuralmente, estas células son similares a las CL.

Hasta donde sabemos, esta es la primera evidencia de la presencia de celulas
dendriticas epidérmicas en la piel de teledsteos, las cuales exhiben los marcadores
clasicos para identificarlas como CL y son similares a las que se localizan en la piel de
mamiferos, aves, reptiles y anfibios.

La piel de los peces presenta numerosos mecanismos de defensa no celulares e
inespecificos como el moco, el cual es continuamente secretado y desechado,
actuando como una eficiente barrera fisica y quimica. Este moco contiene lisozimas,
lectinas, componentes del complemento, enzimas protecliticas (Alexander & Ingram
1992), asi como peéptidos y proteinas antimicrobianas (Ellis 1981). Las respuestas
inespecificas incluyen también la participacion de una poblacién cutdnea de leucocitos
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que ejercen respuestas inmunodefensivas locales, que en conjunto, constituirian la
primaera barrera de proteccion ante el medio para mantener el estado de salud de los
peces. Este concepio puede extenderse a otros organos como intestinos y branguias
ya que en los teledsteos, junto con la piel, forman el tejido linfoide asociado a mucosas,
los sitios como mayor contacto directo con el ambiente externo (Dalmo af al. 1897).

Los mecanismos de defensa inespecificos o innatos del tegumento de los peces
pueden ser afectados por diversos agentes tdxicos contaminantes tales como metales
pesados, detergentes y fenoles, los cuales producen cambios en la cantidad, liberacion,
astado fisico y composicion del moco de la piel y también puede inducir lesiones
estructurales como el adelgazamiento y la pérdida de la capa epidérmica extemna
(revisado en Ebran ef al 1998). Estos efectos han sido observados en la carpa
Cyprinus carpio expuesta a un medio con agua acidificada (Bols ef al. 2001) 0 en un
medio con agua de mar diluida (Iger ef al. 1994) y en la trucha Oncorhynchus mykiss
axpuesta a una elevacion moderada de la temperatura (Abraham et al. 2001). Estos
cambios del ambiente externo pueden incrementar la susceptibilidad de los pecas a
agentes infecciosos generales y especificos. La infiltracion de la piel con numerosos
leucocitos, entre elios linfocitos, y la penetracion epidermicas de extensiones
citoplasmicas ricas en pigmentos, a partir de los melanocitos dérmicos (Bols ef al. 2001
& Abraham ef al. 2001) es, probablemente, la respuesta comun cutanea contra estos
agentes o factores de esirés. Estos cambios de la piel son inmunologicamente
relevantes porque la melanina puede poseer una funcin bactericida (lger et al. 1994,
Mackintosh 2001) y la presencia de linfocitos indicaria que la inmunidad innata esta
ligandose a respuestas de inmunidad adguirida.

La eliminacién o descamacion de células del epitelioc malpighiano podrian ser
otro mecanismo cutaneo estratégico de defensa de los peces como ha sido observado
en el salmon del Atlantico Salmo salar, después de que las células epiteliales se cargan
con bacterias fagocitadas. Este mecanismo no es totalmente inespecifico y tiene cierto
grado de discriminacion, ya que algunas cepas de bacterias son fagocitadas y otras no
(Burkhardt-Holm et al 1887). El estudio de los mecanismos que operan en la
eliminacion de microorganismos infecciosos ha sido de gran utilidad para conocer la
reactividad inmunolégica de la piel de los peces. En la trucha arcoiris O. mykiss se ha
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demostrado que el modelo para la eliminacion de parasitos cutaneos como
Gyrodactylus salaries (Asbakk 2001) y G. derjavini (Bakke 1991) incluye a las células
epiteliales, a las células mucosas, a los leucocitos intraspidémicos y a citocinas
proinflamatorias como  intereucina-1  (IL-1) (Lindenstrem & Buchmann 2000,
Lindenstrem et al. 2003). Esta citoquina puede representar, en la piel de los peces, el
primero o uno de los primeros eslabones de una cadena de eventos iniciados por
astimulos mecanicos, quimicos o antigénicos que precaden al establecimiento de la
inmunidad especifica y no especifica. Los experimentos de inmunizacion de peces a
través de la piel por inmersidn hiperosmdtica, sefialan que IL-1p es hiperrregulada
desde los 10 min y permanece elevada hasta 40 h después del tratamiento
hiperosmético (Huising ef al. 2003). Aunque aun no esta determinada la fuente celular
de IL-1p en la piel de los peces, la células epidermicas, como en los mamiferos, y los
leucocitos residentes o migratorios podrian ser buenos candidatos. La importancia de la
produccion in situ de IL-1 esta en que induce un incremento en la produccion de moco
(Bakke ef al. 1991), la liberacidn de metabolitos reactivos del oxigeno (Titus ef al. 1991)
y de factores del complemento ( Buchmann 1998 y 1989; Buchmann & Bresciani 1999),
Interesantemente, IL-1B de la piel de los peces tambien podria inducir la migracion de
las CL, estimular linfocitos T y activar neutrdfilos y macrofagos (Shomick et al. 2001).

Obviamente, una respuesta inmunologica integral en la piel de los peces debe
incluir la parlicipacion de otras células como las subpoblaciones de linfocitos vy
granulocitos, y de moleculas como las quimocinas CC y CXC, IL-8, interferones, TGF-p,
TNFa, proteinas de fase aguda, etc. (revisado en Magor & Magor 2001).

Ademas de las células dendriticas ATPasa positivas descritas en el presente
trabajo, la piel del bagre Arius seemanii tambien continen células parecidas a
granulocitos, linfocitos y las distintivas células de alarma y mucosas. Todo esto sugiere
que la piel de estos animales no solo podria manifestar respuestas de inmunidad innata
ante estimulos mecanicos, quimicos y antigénicos, sino que tambien posee los
elementos para dictar respuestas de inmunidad adaptativa. La respuesta innata es
filogeneticamente mas antigua que la respuesta adaptativa y, por mucho tiempo, habia
sido considerada la unica barrera directa contra microorganismos. Sin embargo, el

descubrimiento de la familia de receptores TOLL (TLR), involucrados en el
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reconocimiento de patrones caracteristicos de grupos de microorganismos, a
conducido a la reevaluacion del papel del sistema inmune innato como un sistema
discriminatorio (Medzhitov & Janeway Jr. 1997). La unién de patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMP) a los TLR induce la produccion de intermediarios
reactivos del nitrdgeno y del oxigeno, citocinas proinflamatorias y estimula la expresion
de moléculas coestimulatorias en células dendriticas presentadoras de antigenos, con
lo que se inicia la respuesta adaptativa (Werling & Jungi 2003).

El papel principal de las células dendriticas de mamiferos en la induccion y
modulacion de la respuesta inmunoldgica adaptativa hacia los agentes infecciosos ha
sido estudiado ampliamente (Steinman 1991; Ibrahim ef al 1995) y destaca |a
importancia de la activacion de esta poblacion de células, a la que pertenecen las CL,
en |a resolucion temprana de cualguier signo de infeccion (Reis @ Sousa 2004).
Después de la captacion de antigenos, las celulas dendriticas son fundamentales en la
induccion de respuestas inmunoldgicas primarias y secundarias de células T antigeno
especificas (Banchereau & Steinman 1998). Adicionalmente, las células dendriticas son
esenciales para el desarrollo de respuestas por anticuerpos al activar células B {Dubois
af al. 1997).

Las células dendriticas estan ampliamente distribuidas, especialmente en tejidos
ubicados en la frontera con el ambiente externo como los de la piel, el intestino, los
pulmones y otras mucosas (de Fraissinetle 1989), donde pueden establecer una
funcion como “centinelas” para reconocer patbgenos que ingresan y tienen la
capacidad de adherirse y activar células del sistema inmune innato y desencadenar
una respuesta inflamatoria (Foti ef al. 1998; Sallusto ef al. 1998, Femandez ef al. 1999,
Rescigno ef al. 1999). La captacion de patogenos induce un estado de activacion que
conduce a la migracion de la célula dendritica cargada con antigeno hacia los organos
linfoides, donde las células de la respuesta inmune adaptativa pueden ser activadas
(Macatonia et al. 1987; Kripke et a/. 1980, Moll ef al. 1983). De esta manera, las células
dendriticas de la piel y mucosas pueden servir como un puente o modulador entre las
respuestas de la inmunidad innata y adaptativa, como ha sido propuesta recientemente
(Fernandez ef al. 2001; Rescigno ef al. 2001). En el contexto de la inmunidad de la piel,
las CL epidérmicas y las células dendriticas dérmicas, subpoblaciones de células
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dendriticas inmaduras, tienen propiedades morfoldgicas y funcionales para ser el
enlace.

La perspectiva inmediata en el estudio de las CL de la epidermis del bagre
descrita aqui, es demostrar que también expresan moléculas clase Il del CPH. Estas
constituyen uno de los principales elementos del sistema inmune adaptativo, gue
pueden aportar las propiedades funcionales a estas celulas para interactuar con la
respuesta inmune innata (revisado en Dixon & Stet 2001) o reconocer a las CL del
bagre como células presentadoras de antigenos. La disponibilidad de anticuerpos para
identificar estas moléculas en peces teledsieos (Van Erp ef al 1996, Rodriguez ef al.
1998; Antao et al. 1999; Van Lierop ef al. 1998), son harramientas prometedoras para
establecer la homologia de las células descritas en el presente trabajo con las CL de
mamiferos y las otras clases de vertebrados. En este sentido, seria importante
demosirar que las CL de la piel del bagre tienen la capacidad de captar, procesar y
presentar antigenos a las células inmunocompetentes de dicho pez. También es
particularmente interesante mencionar que la presencia de células dendriticas ATFasa
positivas an el bazo y la region anterior del rifién del salmdn del atlantico Salmo salar
(Press ef al. 1994) y la demostracion de CD esplénicas en |a trucha arcoiris (Ganassin
& Bols 1996), idénticas a las descritas en el bazo de raton (Steinman & Cohn, 1973),
sugiera la existencia de un sistema de células dendriticas desde uno de los grupos de
vertebrados actuales mas antiguos como son los peces 0seo0s.

La utilizacaon de la técnica histoquimica para ATPasa, asi como la identificacion
uliraestructural del GCL, resultaron muy confiables para la identificacion de CL
epidérmicas en la piel del bagre Anus seemanii. Es interesante observar que la
actividad de la ATPasa, presente en la membrana plasmética de las células
epidérmicas, esté filogenéticamente muy conservada en todos los grupos de
vertebrados. Aunque no se conoce la importancia funcional de esta enzima, su alta
conservacion en los verlebrados le confiere un papel evolutivo fundamental,



BIBLIOGRAFIA

Abbale F, Catania 5, Germana A Gonzdlez T, Diaz-Eznal B, Garmana G, Vega JA. 5-100 prolein is a
selective marker for sensory hair cells of the lateral line system in ieleosts. Nuercscienca lett 328 133-
138, 2002,

Aberar W, Stingl G, Stingl-Gazze LA, Wolff K: Langerhans calls as stimulator calls in the murine primary
apidermal cell-lymphocyte reaction, alleration by UV-B Irradiation. J invest Dermalol 78 129-135, 1982

Abraham, M., Iger, ¥., and Zhang, L. Fine siruciure of the skin cells of a stenchaline freshwater fish
Cyprinus carpio axposed lo diluted seawaler. Tissue Call 33 48-, Z001.

Akhter N, Kobayashi M, Hoshino T Avian epidermis contains ATPass-and la-positive Langerhans-like
calls. Cell Tissue Res 271:103-106, 1993

Alexander, J.B. and Ingram, G.A. Noncaliular nonspaecific defance mechanisms of fish. Ann. Rev. Fish Dis
2: 249-, 19892,

Antao, AB., el al. MHC class | genes of the channel calfish: sequence analysis and expression
Immunogenelics 45; 303-, 1989,

Asbakk, K. Elimination of foreing material by epidermal malpighian cells during wound healing in fish skin
J. Fish Biol 58: 953-, 2001.

Bagot M. Heslan M, Dubertret L, Rouj@au JC, Touraine R, Levy JP. Antigen-presenting properties of
human epidermal cells compared with peripheral blood mononuciear calls, Br J Dermatol 113(suppl.
28).55-60, 1985

Banchereau J; Steinman RM: Dendritic cells and the control of immunity. Nelure 382:245-252, 1998,

Bakke, T.A, Jansen, P.A, and Kennedy, C.R. The host specificity of Gyrodactylus salanes Malmbarg
(Platyhaiminthes, Monogenea): susceptibility of Oncorfiynchus mykiis (Walbaum) under sxperimental
conditions. J. Fish Biol 39 45-, 1991,

Bartosik J. Cytomembrane-derived Birbeck granules transporl horsedarish percxidase to endosomal
compartment in the human Langerhans calls. J invest Darmalol 93; 53, 1892,

Bassel F, Turiaf J. dentification par la microscopie electronique de particules de nature probablement
viral dans le liasisons granulemateuses d’une histiocytosis « X » pulmonaire, CR Acad Sci 261:3701-3703,
1965,

Berman B, Gigli I Complemeani recapiors on guinea pig apidermal Langerhans calis, Clin Res 275224,
1878,

Biaber T, Ring J: In vivo modulation of the high-affinity receptor for IgE (FeeRl) en human epidermal
Langerhans calls. Int Arch Allergy Immunol S9:204-210, 1992a.

Bierber T, de la Salle H, de la Salle C, Hanau D, Wollenberg A: Expression of high affinity receplor for IgE
(Fee-RI) on human Langerhans calls: The and of a dogma. J Invest Dermalol 52:105-115, 19592b.

Bieber T, da la Salle H, Wollenbarg A, Hakim J, Chizzonite R, Ring J, Hanau D, de [a Salle C:Human
epidermal Langarhans cells axprass tha high affinity receplor for immunoglobulin E (FceRl). J Exp Med
175: 1285-1290, 1992c.

Billinham RF, Medawar PB: A study of the branched calls of the mammalian epidermis with special
refarance to the fate their division products. Phyl Trans Roy Soc. B. 237:151-1685, 1853,

51



Birbeck M3, Braathnach AS, Everall JO: An electron microscops study of basal melanocytes and high-
level clear cells (Langerhans cells) in vitiligo. J Invesi Dermalol 37:51-84, 1961.

Bjercke 5, Elgo J, Braathen L, Thorsby E: Enviched epidermal Langerhans cells are potent antigen-
prasanting calls for T call. J Invesi Darmatol 83:285-288, 1884,

Blank C, Fuchs H, Rapparsberger K, Rollinghoff M, Moll H: Parasitism of epidarmal Langerhans calls in
experimental cutaneous leishmaniasis with Leishmania major. J infect Dis 167:418-425, 1993

Bols, N.5., el al. Ecoloxicology and innale immunity in fish. Dey Comp Immunal 25 853, 2001,

Braathen LR, Thorsby E: Studies on human epidarmal Langerhans calls. | Allo-activaling and antigen-
presanting capacity, Scan J Immunol 11:401, 1880,

Braathen LR et al.: Studies on human epidermal Langerhans cells. II. Activation of human T lymphocytes
to herpas simplax virus. Acta Dermatovener B0:381-408, 1980,

Braathen LR: Studies on human epidermal Langarhans calls lil. Induction of T lymphocyte response o
nickel sulphate in sensitized individuals. Br J Dermatol 103:517-526, 1880,

Braathen LR, Kaaman T. Human epidermal Langerhans cells induce cellular immune response to
trichophytin in dematophytosis. Br J Darmatol 109:295-300, 1583

Bradshaw M, Wachstein M, Spence J, Elias J. Adenosine triphosphatases activity in melanocyles and
epidermal cells of human skin, J Histochem Cylochem 11:485-473, 1953,

Breathnach AS. Observalions on cytoplasmic organallas in Langarhans calls in human epidermis. J Anat
88:-265-270, 1964

Breathnach AS, Poyniz 3V Eleciron microscopy of pigment cells in tail skin of Lacerta vivipara. J Anat
100:549-569, 1966.

Breathnach AS, Sikver WE, Smith 5, Heyner 5: Langerhans cells in mousa skin exparimentally deprived
of its neural crest components. J Invest Dermatol 50:147-160, 1968,

Bronstein BR, Murphy GF, Harris! TJ, Ruiter DJ, Mihm Jr. MC, Khan AK: Location of HLA-A, B, C,
antigens on dendrilic cells of pormal human skin © an immunoeleciron microscopic study. J Invest
Dermatol B0-481-484, 1883,

Buchmann, K., and Bresciani, J Microenvironment of Gyrodachylus derevini on rainbow frout
Cncorhynchus mykiis: association batwean mucous cell density in skin and site selection. Parasitol Res
B4: 17, 1898,

Buchmann, K. Immuna machanisms in fish skin against monogeneans—a model. Folia Parasitol. (Praha)
45 1, 1989,

Buchmann, K. and Bresciani, J. Rainbow trout leucocyte aclivity: influence on the ecloparasitic
monoganean Gyrodactylus degavini Dis. Aguat, Organ 35: 13, 1888,

Buchmann, K Binding and lethal effect of complement from Oncorhynchus mykiis on Gyrodaclylus
degavini [Platyhelminthes; Monogenea). Dis. Aqual. Organ 32: 195, 1998,

Burkhardi-Holm P, Escher M, Meier W. Wasle-waler management plant effluents cause cellular
alterations in the skin of brown trout. J Fish Biol 50: 744-750, 1987,

52



Calabi F, Milstein C: A novel family of human major histocompatibility complex-related genes nol mapping
to chromosome 6. Nature 323:540-543, 1886

Campo-Aasen | and Pearse AGE. Enzimologia de la célula de Langerhans. Medicina Cutanea. 1: 35,
1566,

Cancilla PA: Demonstration of the Langerhans granule by lanthanum. J Cell Biol 38:248-252, 1968,

Caputo R, Peluchetti D, Monti M: Freeze-fracture of Langerhans granules, A comparative study. J Invest
Dermatol GE:207-301, 18976,

Carrilio J, Castell A, Pérez A, Rondan A: Langerhans-like cells in amphibian epidermis. J Anat 172:308-45,
1890

Carrillo J, Pérez A, Castell A, Anluna §; Adenosine friphospalase-positive Langerhans-like calls in the
epidermis of the chicken (Galius gallus). J Anat 176:1-8, 1991

Castell A, Hermndndez A, Sampedro E, Herrera M, Alvarez J, Ronddn A ATPase and MHC class ||
molecules co-expression in Rang pipiens dendritic cells. Dev Comp Immunol 22.473-485, 1880,

Castell A, Sampedro E, Herrera M, Rondén A: Non-specific esterase-positive dendritic cells in epithalia of
ihe frog Rana pipkans. Histocham J 33:311-316, 2001.

Calluzzi CM, Falo Jr LD: Epidermal dendritic calls induce potent antigan-spacific CTL-mediated immunity.
J Imvest Dermatol 108:716-T20, 1257,

Claesson-Welsh L, Scheynius A, Temlund U, Peterson PA: Cell surface expression of invariant gamma-
chain of class Il histocompatibility antigens in human skin. J Immunol 135:484-400 1986,

Clark GJ, Angel N, Kato M, Idpez A, MacDonald K, Vbuckovic S, Hart DNJ: The role of dendritic cells in
the innate immune system. Microbes and Infection 2; 257-272, 2000,

Concha M, Figueroa CD, Caorsi |1 Wirastructural characteristics of the contact zones batween
Langerhans Calls and Lymphocytes. J. Pathol 156:29-34, 1988,

Cooper KD, Breathnach SM, Caughman SW, Palini AG, Waxdal MJ, Katz 51 Fluorescence microscopic
and flow cytometric analysis of bone mamow-derived calls in human epidermis: a search for the hurnan
analogue of the murine dendritic Thy-1+ epidermal cell. J Invest Dermatol B5:546-552, 1985,

Chapman GE & Johnson EG. An electron microscopa study of intrusions into alarm substance cells of the
channel caffish. J Fish Biol 51; 503-514, 1957,

Chu A, Eisinger M, Lee J5, Takezaki S, Kung PC, Edelson RL: Immunoelectron microscopic identification
of Langerhans cells using a new antigenic marker, J Invest Dermaltol 78:177-180, 1882

Dalmo, RLA., Ingebrigtsen , K., and Begwald, J. Non-specific defence mechanisms in fish, with particular
raferance to the reticuloandothelial system (RES). J. Fish Dis 20:241, 1997.

da Fraissinatte, A Schmitf, D., and Thivolat, J. Langarhans cells of human mucosa. J. Dermatol 16; 255,
1889,

de la Salle C, Esposito-Farece ME, Bieber T, Moncuit J, Morales M, Wollenberg A, de la Salle H, Fridman
WH, Cazenave JP, Teillaud JL: Release of soluble Fc gamma Rl (CD32 molecules by human
Langerhans cells: a subtle balance between shedding and secretion? J Invest Dermatal 89.155-1785,
1882,

53



Dezutter-Dambuyant C, Cordier G, Schmiti D, Feuwe M, Laguoi G, Thivolet J. Quantitative evaluation of
two distinct cell populations expressing HLA-DR antigens in normal human apidermis. Br J Darmatol
111:1-11, 1984,

Dezutter-Dambuyant C, Schmitt D, Faura M, Horisbanger M, Thivalat J: Immunogold ieschnigue applied o
simullaneous identification of T6 and HLA-DR antigans on Langerhans cells by elecinon microscopy. J
Invest Dermatol B4:465-468, 1985.

Dixon, B. and Stel, R.JM The relalionship betwean major histocompatibility receplors and innate
immainity in taleost fish. Dev. Comp. Immunol 25: BB3, 2001,

Dubois, B, et al. Dendritic cells enhance growth and differentiation of CD-40-activated B lymphocytes, J.
Exp. Mad 185: 541-846, 1957

Du Pasguier L, Flajnik M: Expression of MHC class |l antigens during Xenopus development. Dev
immunol 1:85-85, 1980,

Ebran, M., et al. Pore-forming properties and antibacterial activity of protein exiracted from epidermal
mucus of fish, Comp. Biocham. Physiol. & 122: 181, 1999,

Ellis, A E. Non-specific defence mechanisms in fish and their role in disease, Processas Develop. Biol
Standard 49; 337, 1881,

Elmals CA, Bargstresser PR, Tigelaar RE, Wood PJ, Streilein JW: Analysis of the meachanism of
UNreponsiveneass by haptens painted on skin axposed o low-dose ultraviolet irradiation. J Exp
Mad 158:781-794, 1983,

Elofsson R, Andersson A, Falck B, Sjdborg 5. Evidence for endocytotic mechanism in the epidarmal
Langerhans calls. Acta Dermatol Venereol Suppl 39:29-35, 1981.

Engelsma, MY, &t al. Neuroendocrine-immune interactions in fish: a rode for interleukin=1. Val. Immunol,
Iimmunopathal B7: 467, 2002.

Enk AH, Jonuleit H, Saloga J, Knop J; Dendritic cells as mediators of tumor-induced tolarance in
metastasic melanoma. Int J Cancer T3:309-316, 1997,

Ezekowitz RAB, Sastry K, Bailly P, Wamer A Molecular characterizalion of @ human macrophage
mannoss recaplor. demonsiration of multiple carbohydrate recognition-like domains and phagocylosis of
yeasts in Cos-1 cells. J Exp Med 172:1785-1584, 1990

Fange R: Fish blood cells. Im: Fish Physiclogy XIB (W.5. Heoar, D.J. Randall & AP. Farrell, eds.)
Acadamic Press, San Diego, pp. 2-54, 1992

Farquhar M, Paladea G: Adenosine tniphosphatase localization in amphibian apidermis. J Gall Biol 30:359-
379, 1966,

Fernandez, N.C., et al. Dendritic cells directly trigger NK call functions; Cross-talk relevant in innate anti-
tumor immune responseas in vivo, Nal. Med 5 405, 1993,

Femandez, N.C., et al. NK cells, in Dendritic cells: Biclogy and Clinical Applications, Lotze, M.T, and
Thompson, A'W., Eds., Academic Press, London, 2001, chap. 18.

Fichtalius KF, Groth D and Liden 5. The skin, a first level lymphoid organ?. Int Arch Allergy 37: 607,
1970.

54



Fithian F, Kung P, Goldstein G, Rubenfeld M, Fencglic C, Edelson R: Reactivity of Langarhans calls with
hybridoma antibody. Proc Natl Acad Sci USA 78:2541-2544, 1981,

Flatchar TC, Baldo BA: Immadiala hyparsansitivity rasponses in flat fish, Science 185:360-361, 1974,

Flotte TJ, Murphy GF, Bhan AK: Demonstration of T200 on human Langarhans call surface membranas.
J Invest Dermatol 82:535-537, 1984,

Foti M., ot al. Upon dendritic calls activation chemokines and chemokine receplor expresion are rapidly
regulated for recruitment and maintenance of dendritic cells at inflammatory site. Int. Immunol 11. 878,
1998.

Fralinger JG, Hood L, Hill 5, Frelinger JA&: Mouse epidermal la molecules have a bone marrow origin,
Mature 282-321-323, 1979,

Gairns FW: A modified gold chioride method for demonstration of nerve ending. Quart J Micr Sci 74:151-
1584, 1930.

Ganassin RC, Bois NC; Development of long-lerm rainbow troul spleen cullures that are hasmopoietic
and produce dendritic cells. Fish & Shalifish immunology 6:17-34, 1996,

Geissmann F Revy P, Regnault A et al.; TGF-beta 1 prevents the noncognate maturation of human
dendritic Langarhans cells. J immunol 162; 45674575, 1999,

Giglen V, Schmift D, Thivolet J. HLA class | antigen [(heavy and light chain) expression by Langerhans
calls and keratinocytes of the normal human epidermis: ultrastruciural quantification using iImMmunogold
labeling procedure. Arch Dermatol Res 280:131-136, 1988,

Grabbe 35, Bruvers 5, Gallo RL, Knisely TL, Mazareno R, Gransiein RD: Tumor antigen presentation by
murine apidarmal calls. J Immunal 148:3656-3681, 1981,

Granucci F, Zanoni |, Feau S, Ricciardi-Castagnoli: Dendritic cell regulation of immune responses: a new
role for interleukin 2 at the intersection of innate and adaptive immunity. EMBO J 22: 2546-2551, 2003,

Guo M, Gong 5, Maric 5, Misulovin Z, Park M, Mahnke K, Nussenzweig MG, Steinman RM: A
monocional antibody to the DEC-205 endocylosis receptor on human dendritic calls. Hum Immuncl
61:728-738, 2000

Haines KA, Flotte TJ, Springer TA, Gigli |, Thorbecke GJ: Staining of Langerhans cells with monocional
anlibodies 1o macrophages and lymphoid. Proc Natl Acad Sci USA B0:3448-3451, 1983

Hala K, Wick G, Boyd RL, Wolf H, Bock G, Ewart DL: The B-L (ladike) antigans of the chicken.
Lymphocytes plasma membrane distribution and tissue localization. Dev Comp Immunol BET3-882,
1984,

Hanau D, Fabre M, Schimitt DA, Garaud JC, Pauly G and Cazenave JP. Appearance of Birbeck granule-
like structures in anti-TS-antibody-treated human Langerhans cells. J Invest Darmatol 90: 298, 1988,

Hanau D, Fabre M, Schmitt DA, Garaud JC, Pauly G, Torigic MM Mayer S,and Cazenave JP. Human
epidermal Langerhans cells coinlemalize by receplor-mediated endocytosis “non classical” mayor
histocompatibiliti complex class | molecules (TS antigens) and cless Il molecules (HLA-DR antigens).
Proc Natl Acad Sci USA B4: 2901, 1887a.

Hanau D, Fabre M, Schmitt DA, Stampl JL, Garaud JC, Bieber T, Grosshans E, Benezra T and
Cazenave JP. Human apidermal Langarhans cells intermnalize by recepior mediated andocytosis T6 (CD1

55



"NH 34%) surface antigens. Birbeck granules are involved in the intracallular traffic of the antigens. J
invest Dermatol BS: 172,1987b.

Hashimolo K, Tamowski WM Some new aspects of the Langerhans cell. Arch Dermatol 97:450-464,
1968,

Hashimoio K Lanthanum staining of Langarhans call Communication of Langerhans oall granulas with
edracellular space. Arch Dermatal 102-280-280, 1970,

Hauser C, Kalz Sl Activation and expansion of haplen- and protein-specific T helper cells from
nonsensitized mice. Proc Mall Acad Sci LUSA B5.56825-5628, 1888,

Hauser C. Cullured epidermal Langerhans cells aclivate effecior T cells for contact sensitivity. J Invest
Dermatol 35-436-440, 1980,

Hanrikson RC & Matolsty AG. The fine structure of telecst epidermis. Il Club calls and other cell types. J
Ultrastruct Res 21: 222-232 1968,

Hoefsmit ECM: Macrophages, Langerhans calls, inlerdigitating and dendrilic accasory calls: A summary,
Adv Exp Med Biol 149:463-458, 1982,

Hosoi J, Mwphy GF, Egan CL, Lemer EA, Grabbe S, Asahina A, Granstein RD: Regulation of
Langerhans cell function by nerves containing calcitonin gene-related peptide. Nature 363:159-183, 1953,

Huising, M.O,, ef al. Increased efficacy of immersion vaccination in fish with hyperosmolic pretreatment.
Vaccine., In prass, 2003,

lorahim, M.AA, Chain, B.M., and Katz, D.R. The ingured cell: the role of the dendritic calls system as a
sentinel receptor pathway. Immunol. Today 6: 181, 1995

Iger, ¥, Jenner, H A, and Wendelaar Bonga 5.E. Cellular responsas in skin of the trout {Oncorhynchis
mykiss) exposed to temperature ekevation. J. Fish Biol 44: 521, 1994,

Inaba K, Schuler G, Wiimar MD, Valiasky J, Atassi B, Steinman RM: Immunologic properties of purified
epidearmal Langarhans cefls. Distinl reguirements for stimulation of umprimed and sensitized T
ymphocyles. J Exp Med 164:605-613, 1985,

Ishii M, Terac ¥, Kitajima J, Hamada T: Saquential production of Birbeck granules through adsorptive
pinocylosis. J Invest Dermatol 82:28-20, 1084,

Jdakob T, Udey MC: Epidermal Langerhans caells: from neurons to nature's adjuvants. Adv Dermatol
14:208-258, 19949,

Jamet A, Riley PA: Esterase activity in dendritic calls. Br J Dermatol 75.79-81, 1982,

Jiang W, Swiggard WJ, Heufler C, Peng M, Mirza A, Steinman R, Nussenzeig MC: The receptor DEC-205
axprassed by dendritic cells and thymic epithelial cells is nvolved in antigen processing. Nature 375:151-
155, 1985.

Kaplan G, Musrat A, Witmer MD, Nath I, Cohn Z Distribution and tumover of Langerhans cells during
dalayed immune responsas in human skin. J Exp Med 165.763-766, 1887,

Kato M, Neil TK, Clark GJ, Morris CM, Sorg RV, Harl DN: ¢cDNA cloning of human DEC-205, a putative
antigen-uptake receptor on dendritic calis. Immunogenatics 47.442-450 1958,

56



Katz 8l, Tamaki K, Sachs DH: Epidermal Langerhans cells are derived from cells originating in bone
marmow. Nature 282:324-326, 1975,

Kaufman JF, Aufray G, Korman AJ, Shakleford DA, Strominger J: The dass || molecules of the human
and muring major histecompalibility comples. Cell 35:1-13, 1984,

Klareskog L, Malmnas-Tjerlund U, Forsum U, Peterson PA: Epidermal Langerhans cells express la
anfigans. Mature 268:248-250, 1977,

Komean J, Van den Dobbalstesn PJ, Slierendrecht W.J, Van Muiswinkal WB: Skin grafting in gynogenalic
common carp (Cynnug carpio, L). The development of histocompatible clones. Transplaniation 45; 788-
792, 1980

Konecny P, Stagg AJ, Jebbari H, English N, Davidson RN, Knight SC: Murine dandritic calls intarmnalize
Leishmania major promastigotes, produce IL-12 p40 and stimulate primary T cell preliferation i vitro. Ewr
J Immunol 28:1803-1811, 1559,

Kraal G, Brael M, Janse M, Bruin G: Langerhans calls, vailed cells, and interdigitating calls in the mouse
recognized by a monoclonal antibody. J Exp Med 163:981-587, 1986,

Kripke, ML.L., &t al. Evidence thal cutaneous antigen-presanting cells migrate to regional lvmph nodes
during contact sensitization. J. Immunol 145. 2833, 1930,

Langerhans P. Ueber die Nerven der Menschlichen Haut. Archiv Pathal Anat Physicl Kiin Med 44:325-
337, 1868,

Larsen CP, Sleinman RM, Witmer-Pack M, Hankins DF, Morris PJ, Austyn JM. Migration and maturation
of langerhans calls in skin transplants and axplants. J Exp Med 172:1483-1483, 19390,

Leibl H, Huttersr J, Jorscham H, Schuler G, Tani M, Tschachler E. Romani N, Wolff K, Stingl G:
Expression of the Ly-5 alloantigen system on epidermal calls. J Invest Dermaiol B4:91-85, 1985

Lenz A, Heufler C, Rammenssee HG, Glassl H, Koch F, Romani N, Schuler G: Murine epidermal
Langerhans cells express significant amounts of class | major histocompatibility complex anfigens. Proc
Matl Acad Sci USA B5:7527-7531, 1589,

Lerz A, Heine M, Schuler G, Romani N; Human and murine dermis contain dendritic cells. lzolation by
means of a novel method and phenotypical and functional characterization. J Clin Invest 52:2587-2596,
1983,

Lindenstram, T., and Buchmann, K. Acquired resistancea in rainbow trout against Gyrodactylus cerawvini,
J. Helmintol 74: 155, 3000

Lindenstram, T., Buchmann, K, and Secombes, C.J Gyrodacfyius dergavini infection eficits IL-1p
axprassion in rainbow trout skin. Fish and Shelifish Immunal 15: 107, 2003,

Liu HH, Schroster AL, Muller SA OKT-E is nol superior to HLA-DR or ATPase as 8 marker for
Langerhans calls in normal human epidermis. Clin Exp Dermalol 11:228-237, 1888,

Liu ¥J: dendritic cell subsets and lineages, and their functions in innate and adaptive immunity. Call 106:
259-262, 2001.

Lukas M, Stossael H, Hefal L, Imamura S, Fritsch P, Sepp NT, Schuler G, Romani N: Human cutaneous

dendritic cells migrate through dermal lymphatic vessel in a skin organ-culture model. J invest Dermatol
108;1283-1289, 15996,

57



Macatonia SE, Edwards AJ, Knight SC: Dendritic cells and tha niation of contecl sansitivity to
fluorascein isothiocyanate. Immunology 59:509-514, 1986

Macatonia SE, Knight SC, Edwards AJ, Griffiths S, Fryer P: Localization of antigen on lymph node
dendritic cells after exposure to the contact sensitizer fluorescein iscthiocyanate. Functional and
morphological studies. J Exp Med 166:1654-1667, 1987

Mackensen A, Herbst B, Kohler G, Wolff-Vorbeck G, Rosenthal F, Veslken H, &t al Delineation of the
dendritic cell lineage by ganaerating large numbers of Birbeck granule-positive Langerhans calls from
human penipheral blood progenitors cells in vitro, Blood B6:2699-2707, 1995,

Mackenzie IC, Squier CA: Cytochemical identification of ATPase-positive Langerhans cells in EDTA-
saparated sheats of mouse epidermis. Br J Dermatol 92.523-533, 1575,

Mackinicsh JA. The aniimicrobial properties of melanocytes, melanocsomes and melanin and the
avolution of black skin. J theor Biol 211; 101-113, 2001,

Magor B.G. and Magor K.E. Evolution of effeciors and receptors of innate immunity. Dev. Comp. Immunol
25: 651, 2001.

Mahnke K, Guo M, Les 5, Sepulveda H, Swain SL, Nussenzwig M, Steinman RM: The dendritic csll
receplor for endocytosis, DEC-205, can recycle and enhance antigen-presentation via major
histocompatibility complex class ll-positive lysosomal compartments. J Cell Biol 151:673-683, 2000,

Masson P; Pigmeni cells in man. Inc The Biclogy of melanosomes, Ed. M. Gordon. Spec Publ NY Acad
Sci 4:15-51, 1948,

Medzhitoy R. and Janeway Jr. CA Innate immunity: impact on the adaptive immune response. Curr.
Opin. immunol 9; 4, 1857

Medzhitov R. and Janeway, Jr, C.A Innate immunity: the virfues of a nonclonal system of recognition.
Cell 81: 295, 1847,

McDermoli R, Ziylan U, Spehner D, Bausinger H, Lipsker D, Mommaas M, Carenave JP, Raposo G,
Goud B, de la Salle H, Salamero J, Hanau D: Birbeck granules are subdomains of endosomal recycling
comparimeant in human epidermal Langerhans cells, which form where Langerin accumulates, Mol Bicl
Cel 13:317-335, 2002

Maoll H, Fuchs H, Blank C, Rollinghof M: Langarhans cells transport Leishmania major from the infectad
skin to the draiming lymph node for presentation o antigen-specific T celis. Eur J Immunal 23:1535-
1601,19963.

Mommaas AM, Mulder AA Jordens R, ODul G, Tan MC, Cresswell P, Kluin PM, Koning F: Human
apidarmal Langerhans oells lack functional mannose meceplors and a8 fully developad
endosomallysosomal compariment for loading of HLA class || molecules. Eur J Immunol 28:571-580,
1899,

Murphy GF, Bhan AK, Sato S, Harrist TJ, Mihm MC Jr; Characlerization of Langerhans calls by the use of
monoclonal antibodies. Lab Invest 45 465-468, 1981,

Mustakallio K: Adencsine triphosphatase activity in newral elements of human epidermis. Exp Cell Res
2B:449-451, 1862,

MNestle FO, Zhang XG, Thompson CB, Turka LA, Nickoloff BJ: Characterization of dermal dendritic calls
obtained from normal human skin reveals phenotypic and functionally distinctive subsets. J Immunol
15165358540, 1993.

58



Mevid NJ & Maier AH. A day-night rhythm of immune activity during scale allograft rejection in the gulf
killifish, Fundulus grandis. Dev Comp Immunol 17:221-228, 1993,

Misbauer G, Krawczyk WS, Kidd RL, Wilgramm GF: Osmium Zinc lodide reactive sites in the apidermal
Langerhans calls. J Cell Biol 43:80-89, 1969,

Miizeki H, Streiling JW: Haplen-specific tolerance induced by acule, low dose ultraviolet B radiation of skin
is madiaiad via interlaukin-10. J Inves! Dermalol 109:25-30, 1997,

Dkamaoto H, Kripke ML: Effecior and suprassor circuils of the immune response ara activated in vivo by
diffarant mechanism. Proc Natl Acad Sci USA B4:3841-3845, 1987,

Peleteiro MC & Richards RH: identification of lymphocytes in the epidermis of rainbow frout, Salmo
gairdner Richardson. Journal of Fish Diseases B:161-182, 1885

Péraz-Torres A Milldn Aldaco D: la antigens are axpressed on ATPase-positive dendritic calls in chicken
epidermis. J Anat 184:591-506, 1994,

Pérez-Torres A, Millan D, Rondén A Epidermal Langerhans cells in the lerresirial lurlle, Kinosternum
integrum. Dev Com Immunol 19:225-238, 1995,

Péraz-Torres A, Ustarrcz-Cano M: Demenstration of Birbeck (Langerhans calls) granules in the normal
chickan epidermis, J Anat 199,453-497, 2001,

Péraz-Tormes A, Ustarmroz-Cano, Millén-Aldaco D; Langerhans cells-like dendritic cells in the comea,
longue and oesophagus of the chicken [Galus gallus). Histocham J 34: 507-515, 2002,

Pope M, Beljes MG, Hirmand H, Hoffman N, Steinman RM: Both dendritic cells and memory T
lymphocytes emigrate from organ cultures of human skin and form distintive dendritic-Tcall conjugates. J
invest Dermaltol 104:11-17, 1885,

Porcelli SA, Modiin BL: The CD1 system: antigan-presenting molecules for T cell recognition of lipids and
glycolipids. Annu Rev Immunal 17:287-329, 1899,

Press C. McL, Dannevig BH, Landsverk T. Immune and enzyme histochemical phenotypes of lymphoid
and nonlymphoid celis within the spleen and head kidney of Allantic salmon (Salmo salar L) Fish &
Shelifish Immunol 4:759-93, 1954,

Prass C. MclL., Evensan 0. The morphology of the immune systemn in teleost fishes. Fish & Shalifish
immunol 8 309-318, 1888

Prigazy TI, Sieling PA, Clemens D, Steward PL, Behar SM, Porcelli SA, Brenner MB, Modiin RL,
Kronenbarg M: The mannose receptor delivers lipoglycan antigens fo endosomes for presantation to T
calls by CD1b molecules. Immunity & 187-297, 1887,

Pruneiras M Inteactions between keratinocytes and dendritic cells. J Invest Dermatol 52:1-17, 1868,

Ptak W, Rozycka D, Askenase PW, Gershon RIK: Role of antigen-presanting cells in the developmeant and
parsistance of contact hypersensitivily. J Exp Med 151:382-375, 1580,

Rambukkana A, Bos JD, Irik D, Menko WJ, Kapsanberg ML, Das PK: In situ behavior of human
Langerhans cells in skin organ culture, Lab nvest 73:521-531, 1855

Rawles ME: Origin of pigment cells from the neural crest in the mouse embryo, Physiol Zoal 20:248-266,
1948,



Reams WM, Tompkins SP: A development study of murine apidarmal Langerhans calls, Dev Biol 31:114-
123, 1873

Rais & Sousa C. Activation of dendritic cells: translating innata inlo adaptive immunity. Cur Opin Immunal
16: 21-25, 2004,

Rescigno, M., &t al. Coordinated events during bacteria-induced DC maduration. Immunol. Today 20
200, 1998,

Rescigno, M., et al Interaction of dendritic cells with bacteria, in Dendritic calls: Biology and Clinical
Applications, Lotze, M.T. and Thompson, AW., Eds., Academic Press, London, 2001, chap. 34,

Richiers CD, Hoekstra MJ, Vaan Baane J, Du Pont JS, Hoefsmit EC, Kamperdijk EW. Migralory
propertias and functional capacities of human skin dendritic calls. Br J Dermatol 133:721-727, 1895

Rieger A, Bingha W, Kilgus O, Ochiai K, Mauerer D, Fodinger D, Kinet SP, Stingl G: Fc epsilon Rl
mediates IgE binding to Langerhans cells. J Invest Dermatol 99-30s-32s, 1992,

Robins PG. and Brandon DR. & modificalion of the adenosine iriphosphales method to demonstrate
apidermal Langerhans cells. Stain Technology. 50: 87, 1981,

Rodriguez EM, Caorsi I: A second look at the ultrastructure of the Langerhans cell of the human
epidermis. J Ulirastruct Res 65:278-285, 1878,

Rodriguez, P.N., et al. Expresidn and iemperature-dependent regulation of the betaZ2-microglobulin
(Cyca-B2m) gene in a cold-blooded veriebrate, the comman carp (Cyprinus carpio L), Dev, Immundl 5;
263, 1998,

Romani M, Stingl G, Tschachler E, Witmer MD, Steinman RM, Shevach EM, Schuler G: The Thy-1
bearing cell of muring epidermis. A distinctive leukocyle perhaps related to natural killer calls. J Exp Med
161:1368-1383, 1985,

Romani N, Lenz A, Glassl H, Stéssel H, Stanzl U, Majdic O, Fritsch P, Schuler G: Culture
calls resemble lymphoid dendritic cells in phenctype and function. J invest Dermatol 93:600-609, 1583

Romani M, Schuler G, Fritsch P: Identification and phenotype of epidermal Langerhans calls. Inc Schuler
G (Ed). Epidermal Langerhans calls. Boca Ratdn, CRC Press, capitulo 3, pp 48-86, 1991,

Romer AS, Vertebrate Paleontology. The Univertity of Chicago Press, Chicago and London 468, 1966

Rowden G, Lewis MG, Sullivan AL: la antigans on human apidermal Langerhans calls. Nature 268:2470-
2481877

Rowden G: The Langerhans call. CRC Critical Reviews in Immunology 3:95-180, 1981,

Runge W, Younger B, Zelickson AS: Optical fransforms of epidermal Langerhans cell granules. J Invest
Dermatal 77:421-429, 1881.

Sagebiel RW, Resed TM. Serial reconstruction of the characteristic granules of the Langerhans cell, J call
Biol 35:595-802, 1968,

Sallusto, F., et al. Rapid and coordinaled switch in chemokine receplor expresion during dendritic call
maduration. Eur. J. Immunol 28: 2760, 1598,

Schmiit DA, Dezutter-Dambuyant C, Brochiar J, Thivalat J; Subclustering of CO1 monoclonal antibodies
based on the readivity on human Langerhans calls. immunol letiers 12:231-235, 1986

60



Schmitt DA, Bierber T, Cazenave JP, Hanau D: Feo receplors of human Langerhans cells. J Invest
Dermatol 94 (Suppl): 15s-21s, 1990.

Schuler G, Steinman RM: Murine epidermal Langerhans calls mature into potant immunostimulatory
dendritic calls in vitro .J Exp Med 161:526-546, 1885,

Schuler G: Epidermal Langerhans cells. CRC Press, Boca Ratdn, Fla. pp 1-324, 1991,

Shedley WB, Juhlin L: Langerhans cells form a reticuloepithalial trap for external contact antigens. Nature
261:45-47, 1978,

Shomick, L.P,, Bisarya, A K., and Chaplin, D.D. IL-1p is essential for Langerhans cell activation and
antigen deliveryto the lymph nodes during contact sansitization: evidence for a darmal source of IL-1.
Cell. Immunal 211: 105, 2001,

Silbarbarg | Apposition of the mononuclear cells to Langerhans cells in contact allergic reactions, An
ultrastructural study, Acta Derm Vensreol (Stockh) 53:1-12, 1973,

Silberberg-Sinakin |, Baer RL, Thorbecke GJ. Langernans calls. A review of their nature with emphasis on
thair immunologic functions. Prog Allergy 24-268-204, 1978,

Silvers W A histological and experimental approach to determine the relationship between gold-
impregnated dendritic cells and the melanocytes. Am J Anat 100:225-240, 1857,

Sontheimer RD, Stastny P, Nunez G: HLA-D region antigen expression by human epidermal Langerhans
cells. J Invest Dermatol B7.707-710, 19856,

Steinman, .M. Cohn ZA: |dentification of a novel call type in parpheral lymphold organs of mice.|.
Marphology, quantitation, tissue distribution. J Exp Med 137:1142-1161, 1873,

Steinman, R.M. Tha dendritic call systam and its role in immunogenicity. Annu. Rev. Immunal 8: 271,
1881.

Stingl G, Wolff-Schreiner EC, Pichler W., Gschnait F, Knapp W, Wolff K. Epidermal Langerhans calls
bear Fc and C3 recepiors. Nalure 268.245-248, 1977,

Stingl G, Katz SI, Clement L, Grean |, Shevach EM: Immunologic Functions of la-bearing epidermal
Langerhans cells. J Immunal 121:2005-2013, 1978,

Strailein JW. Lymphocyte traffic, T cell malignancies and the skin. J Invest Dermatol. 71: 167-171, 1878,

Strailein JW, Wood PJ, Lonsberry LW, Bergstresser PR Hapten-gderivatized skin grafts induca H-2
resiricied contac! hypersensitivity. Evidence that the immunological signal includes H-2 determinants
derived from skin. Transplantation 37;195-201, 1984

Strunk D, Rappersberger K, Egger C, Strobl H, Kromer E, Elbe A, Mauwer D, Stingl G: Generation of
human dendritic cells/Langerhans calls from circulating CO34+ hematopoietic progenitor calls. Blood
BF:1292-1302, 1995,

Sullivan 5, Beergstresser PR, Tigelaar RE, Streilein JW: Induction and regulation of contact
hypersensitivity by resident, bone marrow-derived, dendritic epidermal celis: Langerhans cells and Thy-1+
epidermal cedls. J Immunal 137:2460-2467, 1086

Swiggard W, Mirza A, Nussenzweig MC, Steinman RM: DEC-205, a 205-kDa protein abundant on
mouse dendrilic cells and thymic epithelium that is datected by the monoclonal antibody MLDC-145
purification, characterization, and N-terminal amino acid sequanca. Call Immunal 165-302-311, 1895

61



Takahashi 5, Hashimolo K: Darvation of Langarhans cell granules from cytomeambrane. J Invast dermabol
80:345A, 1866

Takayama K, Yokozeki H, Ghoreishi Msatoh T, Katayama |, Umeda T, Nishioka K IL-4 inhibils the
migration of human Langerhans calls through downregulation of TNF recaptor |l expression. J Invest
Dermatol 113:541-546, 1869,

Takigawa M, walsuki K, Yamada M, Okamoto H, Imamura 5. Tha Langerhans cell granule is an
adsorplive endocytic organalie. J Invest Dermatod 85:12-15, 1885,

Tamaki K, Stingl G, Gullino M, Sachs DH, Katz S| la antigans in mousa skin are predominantly
exprassed on Langerhans cells. J Immunol 123:784-787, 1979

Thomas WH, Edwards AJ, Watkins MC, Asherson GL: Distnibution of immunogenic cells after painfing
with the comtact sensitizer fluorescein isothiocyanate and oxazolone. Different senstizers form
immunogenic complaxes with different cell populations. Immunology 39:21, 1880,

Titus, R.G., Sherry, B., and Cerami, A The involvemant of TNF, IL-1 and IL-6 in the immune response o
protozoan parasites. Immunod, Today 12: 13, 1981,

Toews GB, Bergstresser PR, Sireilein JW. Epidermal Langerhans cell density determines whether
contact hypersensitivity or unresponsiveness follows skin painting with DNFB. J Immunal 124:445-453,
1580.

Torres-Orozeo BR. 1991, Los peces de México, AGT Editor 5.4 Méico 235 p.

Valladeau J, Ravel O, Dexutter-Dambuyant C, Moore K, Kiegmaer M, Liu ¥, Duvert-Frances V, Vincent C,
Schmitt D, Davoust J, Caux C, Lebacque S, Saeland 5: Langerin, @ novel C-type lectin specific to
Langerhans cells, i an endocylic recaptor thal induces the formation of Birbeck granules. Immunity
12:71-81, 2000,

Van de Rijn M, Lerch PG, Bronstein BR, Knowles RW, Bhan AK, Terhorst C: Human cutaneous dendritic
calls exprass two glycoproteins TG and M241, which are biechemically identical to those found on cortical
thymocytes. Human Immunol 8:201-210, 1984,

Van Erp, SHM, et al Ideniification and characierization of a novel MHC class | gene from carp
(Cyprinus carpio L). Immunogenetics 44: 40, 1996

Van Lierop, J.C., el al. Production and characterization of an antiserum reised against recombinant
rainbow trout (Oncorhynchus mykis) MHC cass || betachain (MhcOnmy-DAB). Fish and Shelifish
Immunol 8: 231, 1998

Volc-Platzer B, Stingl G, Wollf K, Hintenberg W, Schneden W: Cytogeneic identification of allogeneic
apidermal Langerhans cells in bone marrow graft recipient. N Eng J Med 310:1123-1124, 1984

Watts C: Capture and processing of exogenous antigens for presentation on MHC molecules, Annu Rev
Immunal 15:821-850, 1987,

Werling D, Jungi TW. TOLL-like receplors linking innate and adaptive immune responsa. Vet Immunal
immunopathol 91:1-12, 2003,

Wick G, Hala K, Wolf H, Boyd RL, Schavenstein K- Distribution and functional analysis of B-L/la-positive

cells in the chicken: expression of B-Lfla antigens on thyroid epithalial calls in spontaneous autommmune
thyroiditis. Mol Immunol 21:1259-1265, 1984,

62



Witmer-Pack MD, Valinsky J, Olivier W, Sisinman RM. Quantification of surface antipens on
murine apidermal Langerhans cells: rapid and salactive increase in the leval of surface MHC products. J
Invest Dermatol 90 387-304, 1988,

Wiolff K: Zur Enzymaktivitéd in den Langarhansschan zallen. Arch Klin Exp 218:448, 1964,

Wolff K: The fine siructure of the Langerhans cell granule. J Cell Biol 35:468-473, 1967,

Wolff K, Winkelmann RK: Ulrasiructural localization of nucleoside friphosphatass in Langerhans calls. J
Invest Dermatol 48:50-54, 1967,

Wolff K, Konrad K Phagocytosis of latex beads by epidermal keratinocytes in wivo. J Ultrastruct Res
300 262-280, 1872,

Wood J, O"Mahony JB, Palder SB, Rodrick ML, D'Eon P, Mannic KJA: Circulating T& antigen positive
cells. J knvest Dermatol 82-387-388, 1984,

Yoakim EG & Grizzie JM. Ultrastructure of alarm cells in the epidermis of the channel cat fish ictalurus
punclatus (Rafinesque). J Fish Biol 20; 213-221, 1882,

York A Rock KL: Anligen processing and presentation by the class | major histocompatibility complax.
Annu Rev Immunol 14;365-296 1598,

Zapata, A Ultrastructural study of the telaost fish kidney. Dev. Comp. Immunol 3: 55, 1878

Zang AH, Castano AR, Segalke BW, Stura EA, Paterson PA, Wilson 1A Crystal struciura of mousa CO1:
An MHCAike fold with & large hydrophobic binding groove. Science 277:339-345, 1997,

63



	Portada

	Contenido 

	Resumen 

	Antecedentes Generales 

	Antecedentes Directos 

	Planteamiento del Problema 

	Objetivos 

	Materiales y Métodos 

	Resultados 

	Discusión 

	Bibliografía 




