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RESUMEN 

El tegumento de los vertebrados y los órganos linfoides secundarios, constituyen 
elementos de defensa contra posibles agentes patógenos extemos. la integración de 
este sistema de defensa está determinada por la participación de un inmunocito 
localizado en los tegumentos, las células de langerhans (Cl). las Cl son células 
dendríticas (CO) que participan en las respuestas inflamatorias de la piel y mucosas de 
mamíferos y de otras clases de vertebrados; son importantes inmunoestimuladores 
mediante su interacción con los linfocitos T, en los órganos linfoides secundarios 
principalmente. los trabajos sobre morfología del sistema inmunológico de la piel en 
los diferentes grupos de vertebrados son escasos y relativamente recientes. 

En el presente trabajo, se realizó un estudio histológico y con histoquímica 
enzimática para ATPasa en láminas epidérmicas separadas y en fragmentos de piel 
total de la región ventral del bagre Arius seemanii Günther, 1864, las cuales fueron 
observadas con el microscopio óptico y con el microscopio electrónico. los resultados 
de las observaciones muestran que la epidermis del bagre es un epitelio plano 
estratificado sin estrato córneo en el que destacan grandes células eosinófilas 
supra basales conocidas como células de alarma y otras fuertemente PAS positivas o 
células mucosas, así como la ausencia de células pigmentadas. Mediante el 
procedimiento histoquimico para ATPasa se observaron células parecidas a las Cl con 
prolongaciones citoplásmicas cortas y gruesas lo que les confiere una morfología 
poliédrica más que dendrítica. El resto de las células epidérmicas no mostraron 
actividad a la enzima. los resultados de la histoquímica enzimática ultraestructural 
mostraron células ATPasa positivas suprabasales, de citoplasma claro, sin 
desmosomas ni tonofilamentos, con un núcleo indentado y algunas presentaron un 
organelo similar al gránulo de Birbeck o gránulo de las células de langerhans. El resto 
de las células fueron queratinocitos típicos, que no presentaron el producto 
electrodenso de la reacción enzimática. Otras células observadas tenían características 
similares a leucocitos polimorfonucleares y a linfocitos. 

los resultados presentados son la primera demostración 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. 
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ABSTRACT 

The tegument of vertebrates and the secondary Iymphoid organs play an 
important role in the immune response against external pathogens. The make up of this 
immune defense system is determinate by an inmunocyte localized in the integument, 
the Langerflans 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-Iymphocytes, primarily in the secondary Iymphoid 
organs. The studies of the immune system of the skin of different vertebrates are scaroe 
and mainly recen!. 

In the present study, epidermis tissue preparations of the ventral region of the 
catfish Arius seemanH Günter, 1864 were carried out and processed for observation in 
both, optic and elec!ronic 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 ultrastnuctural 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 elec!rondense product of the enzymatic 
reaction. Other cells that were observed had similar features to polymorphonuclear 
leukocytes and Iymphocytes. 

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 vertebrate 
classes. 
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ANTECEDENTES GENERALES 

la piel es el órgano más grande del cuerpo de los vertebrados cuya función 

como una barrera mecánica de defensa ha sido reconocida desde tiempos pasados. 

Actualmente, también se le reconocen funciones de osmorregulación, termorregulación 

e incluso como órgano linfoide primario (Fichtelius 1970). Una idea más amplia al 

respecto es el concepto de tejido linfoide asociado a la piel (TLAP) que incluye a los 

linfocitos cutáneos, a las Cl, a los queratinocitos y a los ganglios linfáticos regionales 

que drenan la piel (Streilein 1978). El estudio del TLAP en los diversos grupos 

representativos de vertebrados, con base en su estructura y función, es todavía 

incipiente. El abordaje de este tema a través de las Cl es muy apropiado para 

establecer posibles vínculos filogenéticos durante el desarrollo del sistema 

inmunológico asociado a la piel en los diferentes grupos de vertebrados. las Cl son 

células dendriticas inmaduras, localizadas estratégicamente en el tegumento de los 

vertebrados como parte de una barrera entre el organismo y el ambiente, donde 

desempeñan importantes funciones de "centinelas" del sistema inmunológico. Para ello, 

las Cl forman una red continua de células capaces de captar antígenos (Ag) y 

haptenos y de migrar hacia los ganglios linfáticos regionales donde llegan como células 

dendriticas maduras, capaces de presentar fragmentos pequeños de dichos antígenos, 

asociados a moléculas del Complejo Principal de Histocompalibilidad (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 inmunológica y como 

las células centrales que modulan y determinan la forma de responder del sistema 

inmunológico. 

ANTECEDENTES HISTORICOS 

las Cl como células nerviosas. las Cl fueron identificadas en 1868 por Paul 

langerhans, quien las describió 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 identificación de células del tejido nervioso 

(langerhans 1868). 

, . 
'~--~ ~ . -., ... 

lo . ' ( 
o ' ' I 

~'. 
Figura 1.- Dibujo de Paul langerhans de las células homónimas. publicado en el 
articulo original de 1868. (tomado de "Epidermal langerhans Cells. Ed. G. Schuler. 
CRC Press. 1991). 

Desde entonces. el origen y función de las Cl han sido motivos de controversia. 

Inicialmente fueron consideradas células nerviosas y luego melanocitos gastados o 

inactivos; se pensó que eran artefactos de tinción. ya que las técnicas empleadas para 

su visualización eran caprichosas y de resultados inciertos. A esto se agregó que las 

técnicas de tinción de rutina. como la hematoxilina y eosina. no las teñían y por eso 

muchos investigadores dudaron que las Cl realmente existieran. Seguramente todo 

esto explicaría el porqué se haya escrito tan poco sobre las Cl durante mas de medio 

siglo después de su descubrimiento. 

las el 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 había demostrado que los melanocitos derivaban de las 

crestas neurales (Rawles 1948). la observación de células dendríticas aureofílicas (es 

decir el) en la piel de los primordios de las extremidades de ratones 
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experimentalmente deprivados de las crestas neurales (Silvers 1957) era una evidencia 

en contra del origen melanocítico y nervioso de las Cl. 

Poco después se demostró que las Cl presentaban características 

ultraestructurales de una célula metabólicamente activa y no de una "célula gastada", 

con un organelo distintivo que al corte era similar a un bastón o a una raqueta de tenis, 

el gránulo de las Cl (GCl) o gránulo de Birbeck (Birbeck el al. 1961). 

Finalmente, los resultados de los experimentos de deprivación de crestas 

neurales en ratones fueron reproducidos al identificarse ultraestructuralmente que las 

CD aureofílicas correspondían a Cl (Breathnach el 81.1968). Así, transcurrieron 100 

años para que las Cl adquirieran identidad propia y para que el contenido de las 

investigaciones tuviera un giro radical. 

Las el como macrófagos. Entre 1965 y 1976 se aportaron evidencias que culminaron 

con la demostración del origen mesodérmico de las Cl; más exactamente, de su origen 

en la médula ósea. las primeras evidencias relacionaron a las Cl con el sistema 

fagocítico-mononuclear cuando se descubrió que las células proliferantes en la 

histiocitosis X (hoy granulomatosis de Cl) presentaban un organelo similar al GCl 

(Basset & Turiaf 1965, Tamowski & Hashimoto 1967). Casi al mismo tiempo, se 

demostró, en cortes de piel y en láminas epidérmicas de ratón, que las Cl presentaban 

actividad de esterasa inespecífica y se sugirió que eran macrófagos intraepidérmicos 

(Campo-Aasen & Pearse 1966) o fagOCitos intraepiteliales 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 

capaoes de captar materiales antigénicos (Pruneiras 1969). En las reacciones de 

hipersensibilidad a alergenos aplicados epicutáneamente, algunas células parecidas a 

linfocitos estableoen contactos estrechos con Cl y éstas se incrementan notablemente 

en los vasos linfáticos, llevando probablemente consigo el alérgeno, y llegando a los 

linfonodos regionales (Silberberg 1973, Silberberg-Sinakin el al. 1978). 
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Las Cl como células inmunocompetentes. la posible función inmunológica de las 

Cl. sugerida por los trabajos de hipersensibilidad por contacto. fue robustecida al 

demostrarse que estas células captaban sensibilizadores de contacto como algunos 

metales. aminas y aldehídos. formando un ·sistema reticuloepitelial". posiblemente 

relacionado con el sistema fagocítico-mononuclear (Shelley & Juhlin 1978). Por lo 

anterior, se propuso que las Cl deberían poseer algunos marcadores característicos de 

las células con funciones inmunológicas conocidas. 

A finales de los años 70 se demostró que las únicas células de una suspensión 

epidérmica que formaban rosetas con eritrocitos cubiertos con IgG (pero no con IgM) y 

con el componente C3b del complemento eran las CL. la explicación fue que las Cl 

poseían receptores para el fragmento cristalizable (Fe) de la IgG y para el componente 

C3b del complemento (Stingl el al. 1977, Berman & Gigli 1979). Igualmente relevante 

fue la demostración de moléculas clase TI (la, HLA-DR) del CPH en las Cl (Rowden el 

al. 1977, Klareskog el al. 1977, Tamaki el al. 1979). Estos resultados fueron 

interpretados como evidencia de la probable relación ontogénica y funcional entre las 

Cl y los macr6fagos, por lo que aquéllas también podrían originarse en la médula 

ósea. 

Las Cl como células originadas en la médula ósea. Fue en 1979 cuando Katz, 

Tamaki y Sachs demostraron que las Cl derivaban y eran continuamente sustituidas 

por células precursoras móviles provenientes de la médula ósea. En sus experimentos 

se trasplantó piel de un ratón AlJ a ratones hibridos F1 (AlJ x BAlB/c) y después de 

períodos variables, se determinó la especificidad de los antígenos la y H-2 de las 

células trasplantadas, para definir si los queratinocitos y las Cl tenían especificidad del 

donador o del receptor. 

Para esto se empleó una técnica de inmunofluorescencia indirecta y 

simultáneamente se hicieron pruebas de formación de rosetas para el Fc de la IgG. A 

los 11 días del injerto, se observó un incremento gradual en el porcentaje de Cl con 

características del receptor (el antisuero empleado reaccionaba sólo contra el antígeno 

la.B de las Cl de ratones BAlB/c y de los híbridos F1, pero no con el antígeno 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, la.B positivas) 

también se incrementó de un 61 % a los 11 días hasta un 100 % a los 49 días después 

del injerto. Esto sugería que las Cl la.B positivas y Fc IgG positivas, presentes en la 

piel trasplantada, se originaban de células móviles del receptor. Sin embargo no se 

excluía la posibilidad de que las Cl de la piel trasplantada se hubieran originado a 

partir de las Cl de la epidermis que rodeaba al injerto (Kalz et al. 1979). 

Para aclarar esta duda se estudió la especificidad de los antígenos la 'y H-2 en 

las células epidérmicas de ratones irradiados a los que posteriormente se les injertó 

médula ósea. A ratones C57B/6 irradiados con 750 R se les transfundieron células de 

la médula ósea de un ratón BAlB/c (sistema alogénico) y a los 62 días después de la 

quimerización se encontró que más del 45 % de las Cl tenían especificidad del 

donador (BAlB/c). En un segundo experimento, ratones Bl0.A irradiados con 900 R, 

recibieron intravenosamente células de la médula ósea de un ratón Fl (Bl0 x Bl0.A) 

(sistema semialogénico) y se determinó que a los 85 días de la quimerización, el 80 % 

de las Cl eran del donador de médula ósea (Kalz et al. 1979, Frelinger et al. 1979). 

Ultraestructuralmente se observó que las células formadoras de rosetas tenían todas 

las características de las CL. En ambos sistemas experimentales, los queratinocitos de 

los animales quiméricos tuvieron especificidad del receptor. la conclusión obvia fue 

que las Cl epidérmicas derivaban y eran continuamente repobladas por precursores 

móviles presentes en la médula ósea trasplantada (Kalz et al. 1979) . 

la naturaleza de dichos precursores no fue determinada, especulándose que la 

célula más probable fuera el promonocito, ya que las Cl expresaban marcadores de 

superficie similares o idénticos a los de las células de la serie monocito-macrófago 

(Kalz et al. 1979). 

En 1984, Volc-Plalzer y colaboradores obtuvieron evidencias del origen de las 

Cl humanas a partir de células presentes en la médula ósea. Una mujer de 19 años de 

edad con anemia aplásica, secundaria a tratamiento con cloramfenicol, recibió un 

aloinjerto de médula ósea de su hermano. A los 150 días del procedimiento, la paciente 

desarrolló un síndrome parecido al liquen plano que progresó hasta una forma 

esclerodermoide, afectando únicamente la piel. A los 614 días se tomaron biopsias de 

piel y se procesaron para estudios inmunohistológicos con el anticuerpo OKT6 
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(especifico para el) y anticuerpo secundario marcado con rojo-Texas. los cortes de 

piel también fueron expuestos a mostaza de quinaerina para ve~os al microscopio de 

fluorescencia. Se observó que varias células OKT6 positivas del receptor femenino 

presentaban cuerpo ·Y· en sus núcieos. El cuerpo "Y· es un segmento distal del 

cromosoma y que fluoresce brillantemente y es visible después de la tinción de núcleos 

en interfase y metafase con mostaza de quinacrina (Volc-Platzer et al. 1984). la 

concluisión fue que las el de la paciente se habian originado de células presentes en 

la médula ósea que necibió de su henmano, confinmando los primeros estudios en 

ratones quiméricos sobre el origen de las el (Volc-Platzer et al. 1984). 

IDENTIFICACiÓN DE LAS Cl 

las el no se identifican con las técnicas histológicas ordinarias (H&E, por 

ejemplo). Sin embargo, pueden observarse con impregnaciones metálicas (langerhans 

1868, Gaims 1930, Billinham & Medawar 1953, Silvers 1957, Niebauer et al. 1969), 

microscopia electrónica, histoquimica enzimática, o con técnicas inmunohistológicas. 

Debido a que las tres últimas son las más empleadas, serán descritas a continuación. 

Microscopia electrónica de transmisión. las caracteristicas ultraestructurales 

básicas, principalmente su marcador morfológico distintivo, el gránulo de la el (Birbeck 

et al. 1961), han penmitido demostrar el en la mayoria de las especies de mamiferos 

estudiadas y en otros sitios distintos a la epidenmis, como la dermis, los vasos y 

ganglios linfáticos, el timo y diferentes mucosas. A pesar de que sigue siendo casi 

enigmático en su origen y función, la gran mayoria de los estudios sobre el establecen 

Que la característica absoluta para designar a una célula como tal, es la presencia del 

GeL. Es por ello que se considera que la microscopia electrónica ha dado a las el su 

identidad propia. 

Además de este organelo, las el se distinguen entre las células de la epidenmis 

por presentar un citoplasma ciara debido a la ausencia de tonofilamentos, 

desmosomas, melanosomas y a la presencia de un núcleo indentado. la descripción 

original del Gel los refiere como estructuras lineales con extremos redondeados y 
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atravesados a todo lo largo y por el centro, por una linea estriada. Más que parecidos a 

bastones, los GCl semejaban estructuras laminadas o discoides de 0.3 ~m de 

diámetro, con un arreglo bidimensional de partículas, responsable de la estriación de la 

línea central (Birbeck el al. 1961, Breathnach 1964). 

las observaciones ultraestructurales, derivaron dos hipótesis sobre el origen del 

GCL. la teoría secretoria postulaba que los gránulos en forma de varilla o bastón se 

originaban por colapso de las vesículas vecinas al complejo de Golgi (Hashimoto & 

Tamowski 1968). la teoría endocítica enfatizaba el origen del GCl a partir de 

invaginaciones de la membrana plasmática (Breathnach 1964). A partir de aquí, el GCl 

suscitó numerosos trabajos tendientes a conocer su origen, su estructura y su función. 

la metodología empleada ha sído muy variada e incluye la microscopía electrónica de 

transmisión rutinaria (MET) (Breathnach 1964, Wolff 1967) y con trazadores del espacio 

eldracelular (Cancilla 1968, Hashimoto 1970), la MET de cortes seriados y 

reconstrucción tridimensional (Sagebiel & Reed 1968), la impregnación metálica 

ultraestructural (Niebauer el al. 1969, Rodríguez & Caorsi 1978), la criofractura (Caputo 

el al. 1976), la difractometría óptica de la MET (Caputo el al. 1976, Runge el al. 1981), 

la microdensitometría ultraestructural (Rodríguez & Caorsi 1978) y la 

inmunohistoquímica ultraestructural (Takahashi & Hashimoto 1986). 

los resultados estáticos y circunstanciales apoyaban a alguna de las dos teorías 

aunque la endocítica se consolidó más (Hashimoto 1970, Ishii el al. 1964, Takigawa el 

al. 1985, Takahashi & Hashimoto 1986) ya que correspondía más con las funciones, 

hasta entonces reconocidas, de las CL. 

la observación de vesículas cubiertas unidas a invaginaciones tubulares de la 

membrana plasmática con el patrón típico estriado de un GCl y la posterior separación 

de éste de la membrana celular fue interpretada como evidencia de la participación del 

gránulo 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 el al. 1984, Takigawa el al. 1985, Bartosik 1992). La 

demostración inicial de que los GCl de Cl en suspensión incorporan selectivamente 

ferritina acoplada a concanavalina A, pero no sola, sugirió que el mecanismo de 
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endocitosis estaría mediado por Ieclinas; esta endocitosis, además, era inhibida por el 

pretratamiento de las suspensiones de Cl con una manosidasa (Takigawa el al. 1985). 

El incremento en el número de GCl en la dermatitis de contacto alérgica 

(Elofsson el al. 1981) hizo pensar que la unión de haptenos, antígenos o algún otro 

ligando, induciría la formación del organelo. En este sentido, es interesante que el GCl 

en Cl de humano pueda formarse por incubación con un anticuerpo anti-CD1 y 

endocite simultáneamente moléculas clase II (HLA-DR) (Hanau el al. 1987a, 1987b, 

1988) ya que, en conjunto, antígenos exógenos y receptores de las Cl podrían 

coexistir dentro del GCL. Por ello, se ha sugerido que el GCl tiene un papel en la 

captación y transporte intracelular de Ag, así como en la presentación de Ag 

procesados debido a la localización preferencial de GCl en los sitios de contacto entre 

Cl y linfocitos (Concha el al. 1988). 

la naturaleza exacta de las señales que disparan la formación del GCl es 

desconocida y aun es debatible si este gránulo juega un papel crítico 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 dependería 

del grado de queratinización (comificación) del epitelio donde se encuentren las Cl 

(Hoefsmit 1982). Más recientemente, se.ha propuesto que el GCl es un marcador de 

las vías de diferenciación de las Cl a partir de sus precursores circulantes (Mackensen 

el al. 1995, Strunk el al. 1996). 

Actualmente se ha mencionado que el GCl representa un subdomino del 

sistema endosomal, en el que se retienen Ag para su procesamiento. la formación del 

GCl estaria relacionada con la expresión de la proteína langerina, ya que los 

fibroblastos que son transfeclados con el gene que la codifica presentan GCl, lo que 

en condiciones normales no ocurre. La disminución del número de GCl durante la 

maduración in vilro de las Cl y durante su migración en los vasos linfáticos 

(maduración in vivo) como células veladas apoyan la idea del papel funcional del GCl 

en la captación, procesamiento, y probablemente presentación de Ag (McDermolt el al. 

2002). 
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Hlstoquimica enzimática. Adenosintrifosfatasa (ATPasa). Las primeras 

demostraciones de la actividad de A TPasa en Cl se realizaron en cortes de piel 

humana (Mustakallio 1962, Jarret & Riley 1962, Bradshaw el al. 1963) aunque no 

fueron discriminadas de otras "células dendriticas de la epidermis", como los 

melanocitos. 

Posteriormente se planteó que las Cl eran las únicas células ATPasa positivas 

de la epidermis del cobayo (Wolff 1964), lo cual fue confirmado ultraestructuralmente al 

identificar que el producto elec\rondenso de la reacción enzimática estaba confinado a 

la membrana plasmática, libre de desmosomas, de células con citoplasma claro que 

poseian GCl (Wolff & Winkelmann 1967). 

A partir de entonces, la demostración histoquimica de ATPasa es considerada 

como marcador altamente específico para identificar Cl epidérmicas (y de mucosas), 

comparable a la demostración inmunofenotípica de otros marcadores. La técnica es 

particularmente útil cuando se emplea para demostrar Cl en láminas epidérmicas 

separadas, ya que esto permite cuantificar fácilmente las células ATPasa positivas por 

mm2 y observar su morfología y distribución espacial (Mackenzie & Squier 1975). 

Hasta ahora no se conoce cuál es la importancia funcional de la actividad de 

ATPasa para las CL. la enzima podría ser modificada por factores normales y 

patológicos y la ausencia de tinción no significaría, necesariamente, ausencia o número 

menor de las Cl (Pérez-Torres el al. 1995). 

Técnicas inmunohistol6gicas. Aunque no se conoce la relevancia de ciertos 

marcadores inmunológicos de las Cl, muchos de ellos son moléculas que se usan para 

identificarlas, otros están involucrados en la función de captar y presentar Ag, algunos 

son receptores para quimocinas, citocinas y factores de crecimiento o son moléculas 

que participan en la "conducta" migratoria y de localización ("homing") de las CL. 

Como todos los leucocitos, las Cl son CD45 positivas (T200, ly-5, antígeno 

común leucocitario) y expresan los marcadores mieloides CD13 y CD33, tanto en 

humanos (Wood el al. 1984, Flolle el al. 1984, Cooper el al. 1985, Romani el al. 1989) 

como en ratones (Haines el al. 1983, leibl el 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 el al. 1983, Gielen el al. 1988) y de algunos murinos (Witmer el al. 

1988, lenz el al. 1989) expresan moléculas clase I del CPH, las cuales están formadas 

por una cadena pesada polimórfica y la cadena no polimórfica 132 microglobulina. 

la expresión de estas moléculas podría conferir a las Cl la capacidad de 

presentar Ag a los linfocitos citotóxicos CD8 positivos Ag específicos (restringidos por 

moléculas clase 1), siguiendo una vía de procesamiento de Ag endógenos o 

citoplásmicos como los Ag virales, tumorales o de parásitos que sobreviven 

intracelularmente, escindidos por proteosomas multicatalíticos y formándose péptidos 

que son llevados al retículo endoplásmico (RE) por un transportador asociado con la 

presentación de Ag. En éste organelo, los péptidos son asociados a las moléculas 

clase I con la participación de l32.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 vesículas de secreción, quedando incorporado a la membrana 

plasmática donde es reconocido por los linfocitos CD8 positivos (York & Rack 1996). 

Cl y moléculas Clase n del CPH. Desde que se describió que las Cl de 

humanos expresan moléculas clase 11 del CPH (Rowden el al. 1977, Klareskog el al. 

1977), se ha establecido que en láminas epidérmicas hay una imbricación completa 

entre las moléculas codificadas por el HLA-DR (análogo a I-E de murinos) (Kaufman el 

al. 1984), el HLA-DQ (análogo del I-A de murinos) (Kaufman el al. 1984) y el HLA-DP 

(Sontheimer el al. 1986). Se ha demostrado la existencia de un porcentaje menor al 

10% de Cl intensamente inmunoreaclivas a moléculas clase 11 en láminas epidérmicas 

de humano (Romani el al. 1985, 1989) Y un porcentaje mayor a 30% en suspensiones 

celulares (Dezutter-Dambuyant el al. 1984). la causa y la importancia de esto no ha 

sido determinada, pero se ha propuesto que conresponde a una subpoblación de Cl 

grandes y aclivadas in silu, equivalentes a las Cl en maduración in vilro, que están por 

emigrar de la epidermis ya que tienen una posición más basal, contienen pocos GCl, 

expresan CD40 y RFD1 (molécula parecida al HLA-DQ de función desconocida, en 

humanos) y pocos niveles de FcRII (Romani el al. 1991). Funcionalmente, son 

estimuladores potentes de la reacción leucocítica mixta primaria (Schmitt el al. 1990). 
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las moléculas clase II poseen una ranura especial para unir no covalentemente 

a los péptidos derivados de Ag exógenos. Oespués de ser sintetizadas en el RE, las 

moléculas clase II son asociadas no covalentemente a la llamada cadena invariante 

(C074) (Claesson-Welsch et al. 1986) que está relacionada con prevenir la unión de Ag 

endógenos con la ranura de las moléculas clase II y con la transportación de éstas a 

través del complejo de Golgi y la red trans-Golgi hasta el compartimiento endosomal, 

donde es eliminada por proteolisis y, con ello, permitir la unión de los Ag exógenos 

captado con la ranura especial de las moléculas clase II. Así se forma un complejo 

CPH/Ag que es expresado en la membrana celular para ser reconocido por el receptor 

de células T (TCR) de linfocitos C04+ Ag específicos (Watts 1997). 

Cl Y los antigenos COt . En los humanos se ha demostrado que las Cl 

expresan fuertemente una molécula de diferenciación de timocitos: el antígeno T6, 

identificado originalmente con el AcMo OKT6 (Fithian et al. 1981, Murphy 1981), 

actualmente conocido como COla. Ya que COla no se expresa en ninguna otra célula 

de la epidermis, se le considera como el marcador más confiable para identificar Cl 

epidérmicas humanas (Chu et al. 1982, Van de Rijn et al. 1984, Oezutter-Oambuyant et 

al. 1985), aunque también se ha comprobado que casi todas las Cl que son COI a 

positivas son HLA-OR positivas y ATPasa positivas (Liu et al. 1986). 

las Cl humanas también expresan COlc, pero débilmente (Schmitt et al. 1986). 

la isoforma COI b no ha sido demostrada en ninguna célula epidérmica pero si en 

células dendríticas de la dermis (NesUe et al. 1993, lenz et al. 1993). las isoformas de 

COI están relacionadas estructuralmente a las moléculas clase I del CPH, aunque a 

diferencia de éstas, que son polimórficas y codificadas por el cromosoma 6, aquellas 

son no polimórficas y están codificadas por el cromosoma 1 (Calabi & Milstein 1986). 

la importancia de las moléculas COI es que representan una familia nueva de 

moléculas presentadoras de Ag lipídicos y glucolípidos típicamente encontrados en las 

paredes celulares bacterianas (Porcelli & Modlin 1999). Esta vía de presentación de Ag 

involucraría la captaCión de glucolípidos por receptores de manosa expresados en la 

Cl y luego la liberación de aquellos en el compartimento endosomal, donde se formaría 
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el complejo COlllipido-glucolípido (Prigozy el al. 1997). En los murinos, COI presenta 

una ranura similar a la del CPH pero de naturaleza hidrofóbica, ideal para presentar 

Ifpidos hidrofóbicos o glucolipidos a células T (Zeng el al. 1997). 

Cl y la glucoprotefna de membrana OEC-205. las Cl de murinos y otras CO 

expresan una glucoproteína integral de membrana de 205 kOa, el receptor multilectina 

del tipo C (requiere calcio) llamado OEC-205, que es reconocido por el AcMo NlOC-

145 (Kraal el al. 1986, Swiggard el al. 1995). OEC-205 posee 10 dominios externos 

contiguos (Jiang el al. 1995) con una aija homología con el receptor de manosa de 

macrófagos (Ezekowitz el al. 1990), aunque es hasta 100 veces superior a éste en la 

función presentadora de Ag (Mahnke el al. 2000). 

En los humanos, OEC-205 presenta un 77% de homología con su contraparte 

del ratón y se incrementa su expresión durante la diferenciación y activación de las CO 

(Kato el al. 1998, Guo el al. 2000). El receptor OEC-205 sería un receptor tipo lectina 

con afinidad por residuos de manosa presentes en diversos antígenos bacterianos y 

parasitarios. 

Cl y langerína. las Cl de los humanos no expresan el receptor de manosa de 

macrófagos, relacionado con la intemalización de proteínas antigénicas manosiladas 

(Mommaas el al. 1999); sin embargo, si expresan langerina, la cual tiene sitios de 

unión específica para manosa y podría estar involucrada en la internalización y 

procesamiento de moléculas con manosa (Valladeau el al. 2000). 
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FUNCiÓN 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 están localizadas en la frontera entre el organismo y el 

ambiente y son importantes "centinelas" del sistema inmunológico. 

Numerosas evidencias obtenidas de estudios in vilro e in vivo en humanos y en 

animales fundamentan el concepto de que las Cl son potentes estimuladores de la 

activación de células T. la mayoría de los estudios in vilro han empleado co-cultivos de 

linfocitos T purificados y suspensiones de células epidérmicas totales o enriquecidas de 

Cl (revisado por Jacob & Udey 1999). 

las principales conclusiones de estos trabajos son: 

1. las Cl son células presentadoras de antígenos (CPAg) en respuestas antígeno 

específicas de células T. 

2. las Cl son estimuladoras en la reacciones leucocíticas mixtas alogénicas y 

autólogas. 

3. las Cl son células accesorias en respuestas de células T inducidas por lectinas. 

4. las Cl son células accesorias en la generación de linfocitos T citotóxicos 

alorreactivos y hapteno-específicos. 

los hallazgos que fundamentan estas conclusiones son: 

a) las Cl son más eficientes que los monocitoslmacrófagos en estas 

funciones estimuladoras, las cuales son abolidas cuando las suspensiones 

de células epidérmicas son depletadas de CL. 

b) Las respuestas de células T se incrementan en paralelo con relación al 

porcentaje de Cl presentes en los cultivos enriquecidos de células 

epidérmicas (Stingl el al. 1978, Braathen el al. 1980a, 1980b, Braathen & 

Kaaman 1983, Bjercke el al. 1984, Bagot el al. 1985, Inaba el al. 1986). 
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Por otra parte, la primera función explorada in vivo de las Cl fue la 

hipersensibilidad por contacto (HC). la afinidad especial de las Cl por diferentes 

alergenos (Shelley & Juhlin 1978) y la · estrecha aposición entre Cl y linfocitos 

observada ultraestructuralmente en la piel con HC, sugirió que aquellas podrían jugar 

un papel importante en la fase inductiva de la HC (Silberberg 1973). 

Posteriormente se demostró que la aplicación epicutánea del hapteno 

dinitrofluorobenceno (DNFB) en sitios naturalmente deficientes de Cl, como la cola del 

ratón 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 específica inmunológica 

(Toews el al. 1980, Elmets el al. 1983). 

los injertos de piel de ratón tratada previamente con DNFB, sensibilizan a 

receptores singénicos pero no a los alogénicos, indicando que los requerimientos 

inmunológicos asociados a la presentación de un Ag y la inducción de HC, se cumplen 

dentro de la piel misma (Streilein el al. 1984). la aplicación subcutánea de macrófagos 

haptenizados, induce un estado de sensibilización en el receptor mientras que se 

provoca una tolerancia específica cuando se aplican por vía intravenosa (ptak el al. 

1980). Cuando esto último se realiza conjuntamente con suspensiones celulares 

enriquecidas con Cl haptenizadas, no sólo se induce sensibilización, sino que se 

revierte o se elimina el efecto tolerizador de los macrófagos haptenizados aplicados por 

vía intravenosa (Ptak el al. 1980, Sullivan el al. 1986). Uno de los posibles mecanismos 

de lo anterior es la generación de células T hapteno-específicas capaces de mediar 

directamente la fase efectora de la HC (Hauser 1990). 

A partir de estudios morfológicos se sugirió que después de la aplicación 

epicutánea de un sensibilizador, las Cl salían de la piel para migrar a los ganglios 

linfáticos regionales (Revisado en Silberberg-Sinakin el al. t 978). la evidencia directa 

de que estas Cl migratorias fueran funcionales apareció poco a poco. la aplicación del 

sensibilizador isotiocianato de fluoresceína (FITC) en la piel de ratones, va seguida de 

la aparición de células con el fluorocromo en los ganglios linfáticos regionales y dichas 

células, 18 a 24 h. después de aplicado el hapteno, son capaces de inducir HC cuando 

se inyectan en el cojinete plantar de ratones singénicos normales (Thomas el al. 1980). 
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Por otro lado, el cultivo de linfocitos singénicos normales con células FllC 

positivas aisladas de ganglios linfáticos, origina una fuerte respuesta proliferante de 

linfocitos l citotóxicos haptenCHIspecíficos (Macatonia el al. 1986). las células 

responsables de estos efectos se caracterizan por ser radiorresistentes (lhomas el al. 

1980, Okamoto & Kripke 1987), la positivas (Okamoto & Kripke 1987), de morfología 

dendrítica (Macatonia el al. 1986) y algunas poseen el GCl (Macatonia el al. 1987). 

En otros estudios se ha enfatizado, con evidencias más directas, que las células 

la positivas/FllC positivas de los ganglios linfáticos se originan en la piel y migran 

después de la aplicación de un hapteno. En los trasplantes de piel de ratones C3H a 

ratones BAlB/c desnudos sensibilizados con FllC a través del injerto, se ha observado 

que las células la positivas/FllC positivas aisladas de los ganglios linfáticos, 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 

linfáticos son diferentes formas o momentos del mismo tipo celular, cuyo fenotipo y 

características ultraestructurales dependen del microambiente que las rodea. Un hecho 

esencial surgido de los experimentos anteriores fue la observación de la capacidad 

migratoria de las Cl, monitoreada directamente en láminas epidérmicas obtenidas de 

aloinjertos, isoinjertos y explantes, en las que se observó que las Cl incrementaban 

"dramáticamente" su tamaño y la expresión de moléculas clase 11 mientras que su 

número disminuía a 1/3 del normal a las 24 h de realizado cualquiera de los tres 

procedimientos mencionados. A ese mismo tiempo, el mayor número de Cl se ubicaba 

en la unión dermoepidérmica; 3 días después, estas células parecen formar cordones 

asociados a los vasos linfáticos dérmicos, antes de abandonar la piel. 

Otro hallazgo interesante del mismo trabajo fue el incremento espontáneo de 

células migratorias la positivas en el medio de cultivo, mismas que presentaban un 

fenotipo heterogéneo y una capacidad inmunoestimuladora superior a la de CD 

esplénicas, sobre todo a los 3 a 5 días de cultivo (larsen el al. 1990). 

En piel humana mantenida en cultivo de órganos se han obtenido resultados 

similares a los anteriores (lenz el al. 1993, Pope el al. 1995, Rambukkana el al. 1995, 

Richters el al. 1995, lukas el al. 1996). Esto ha permitido postular que la maduración 

funcional de las Cl comienza en la epidermis y continúa durante su migración (o en el 
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cultivo) y que no necesitan ser totalmente maduras en fenotipo y función antes de 

abandonar la piel. lo anterior fundamenta, con evidencia menos circunstancial, la idea 

de que las Cl tienen capacidad de migrar desde la epidermis a los linfáticos dérmicos y 

de aquí a los ganglios linfáticos regionales, tanto en condiciones normales como de 

HC. 

Un desafío a lo mencionado anteriormente es la demostración de que las Cl 

dérmicas observadas en reacciones de hipersensibilidad retardada se originan, en 

número considerable, de células circulantes en la sangre (Kaplan el al. 1987). Hasta 

ahora, el recambio exacto de Cl en condiciones normales, experimentales o 

patológicas, casi no se ha estudiado, por lo que su conocimiento podría definir aún más 

el papel de éstas y otras células en las fases de la HC. 

Se sabe muy bien que las propiedades funcionales de las Cl están 

determinadas por diferentes estados de diferenciación, maduración y activación. Así, 

las Cl in si/u (intraepidérmicas), al igual que otras CD de los órganos no linfoides, 

poseen una potencia limitada para estimular linfocitos T en reposo vírgenes, pero son 

altamente eficientes en la captación de Ag (Romani el al. 1989). 

Aunque los mecanismos implicados no se conocen del todo, las Cl son capaces 

de captar grandes partículas, desde esferas de látex (Wolff & Konrad 1972) hasta 

amastigotes de Leishmania majar (Blank el al. 1993). las Cl cultivadas o bien después 

de ciertos estímulos microambientales, pasan por un proceso conocido como activación 

o maduración de las Cl (Schuler & Steinman 1985). Como consecuencia de ello, las 

Cl pierden la capacidad de captar Ag pero adquieren la capacidad de procesarlos y 

presentarlos y, con ello, estimular a los linfocitos T en reposo vírgenes para el 

desempeño de funciones cooperadoras y de citotoxicidad. 

los Ag que son presentados por las Cl para la inducción de respuestas 

inmunológicas primarias incluyen aloantígenos (Aberer el al.1982, Inaba el al.1986), 

haptenos y Ag proteicos solubles (Hauser & Katz 1988, Hauser 1990), Ag tumorales 

(Grabbe el al. 1991 , Celluzi & Falo 1997) y microorganismos (Moll el al. 1993, Konecny 

el 81.1999). 
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De acuerdo con su capacidad de captar Ag, las Cl son las únicas células 

epidénnicas que expresan receptores para el Fc de la 19G del tipo II (CD32) (Romani el 

al. 1991 , de la Salle el al. 1992). Además, poseen receptores de alta y baja afinidad 

para la porción Fc de la 19E (FCI:-Rl Y FCI:-Rll (CD23)) y para la proteína que une 19E, 

todos ellos implicados en la captación de alergenos (Bieber el al. 1992a, b, c, Rieger el 

al. 1992). 

la función inmunoestimuladora de las Cl ha sido estudiada ampliamente hasta 

el presente y se conoce mucho de los factores moleculares (citocinas, factores de 

crecimiento, honnonas y péptidos) involucrados en la activación y maduración de estas 

CD inmaduras de la epidennis. Sin embargo, poco se conoce de las moléculas que 

mantienen a las Cl en su estado inmaduro o que inhiben su migración y con ello, por lo 

tanto, evitan la expresión funcional de estas células. 

las Cl humanas pueden madurar por la acción de lPS, TNFa o Il-1¡3, pero la 

acción de TGF-¡31 (secretado constitutivamente por los queratinocitos y las mismas Cl 

inmaduras) previene esta maduración (Geissman el al. 1999). Asimismo, los 

queratinocitos nonnales producen pequeñas cantidades de Il-10, misma que se 

incrementa después de vanas dosis bajas de radiación ultravioleta-B y que podría 

mediar la abolición de la respuesta a la aplicación de sensibilizadores por contacto e 

inducir tolerancia (Niizeki & Streiling 1997). 

En este sentido, Il-10 podría también participar en el mecanismo de evasión 

inmunológica observado en algunos melanomas (Enk el al. 1997). En los humanos, la 

migración de Cl in vilro es inhibida por Il-4 a través de la hiporregulación de la 

expresión del receptor II de TNF (Takayama el al. 1999). 

la función 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 

están en estrecha aposición a las Cl (Hosoi el al. 1993). Estos y otros factores pueden 

ser relevantes en la inducción de anergia o tolerancia para la prevención o tratamiento 

de enfennedades autoinmunes o del rechazo de transplantes, en donde estarían 

involucradas las CL. 
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ANTECEDENTES DIRECTOS 

A pesar de que los estudios específicos relativos a la morfología del sistema 

inmunológico en teleósteos se reducen a unas cuantas especies, actualmente se sabe 

que los principales tejidos linfoides en estos peces son el riñón, el timo, el bazo y el 

tejido linfoide asociado a mucosas que incluye a la piel, las branquias y al intestino 

(Press & Evensen 1999). la piel de los peces ha sido revalorada como un sitio en el 

que se pueden inducir reacciones de HC a extractos alergénicos conocidos (Fletcher el 

al. 1974 ). Por lo anterior es posible contemplar la posibilidad de encontrar células 

morfológica mente similares a las Cl en los peces, las cuales podrían estar 

involucradas en las respuestas inmunológicas asociadas a la piel, como ocurre en las 

otras clases de vertebrados no mamíferos y en mamíferos. En estos, las Cl son las 

únicas CD que poseen la ectoenzima ATPasa dependiente de Ca2'1 Mg2
' y 

constitutivamente expresan moléculas clase n del CPH. 

Células de langerhans en vertebrados no mamíferos 

Peces. la hipótesis de que la epidermis de los peces óseos podría contener Cl 

se apoya en los descubrimientos de CD en el bazo de la trucha, órgano en el cual se 

lleva a cabo la hematopoyesis (Zapata 1979; Filnge 1992). Además, la demostración 

de Cl en la epidermis de anfibios, reptiles y en aves, incentiva la búsqueda de Cl en la 

piel de peces. 

A pesar de que no existen informes acerca de la presencia de Cl en la piel de 

los peces, se ha especulado que células similares a las Cl de los mamíferos podrían 

ser las responsables de presentar antígenos a los linfocitos en la epidermis de la trucha 

arcoiris OncorlJynchus mykiss (Peleteiro & Richards 1985). 

la observación histoquímica de CD con actividad de ATPasa dependiente de 

Mg2
' en los elipsoides y en los cúmulos de melanomacrófagos del bazo y en la región 

anterior del riñón del Salmón del Atlántico (Salmo salar L.), (Press el al. 1994), 

probablemente es la primera evidencia de la presencia de CD en peces en zonas de 

células T. Sin embargo, una evidencia más 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 teleósteos. 

Anfibios. los anfibios son vertebrados considerados un puente evolutivo entre 

los peces y los reptiles, cuyo sistema tegumentario tiene funciones respiratorias, 

osmorreguladoras, termorreguladoras y de protección física, entre otras. la primera 

observación de CD ATPasalADPasa positivas en la piel de los anfibios se realizó en la 

epidermis de Rana pipiens, Rana calesbeiana y Bufo marinus (Farquhar & Palade 

1966). Aunque 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 U del CPH 

durante una etapa del desarrollo o de la metamoñosis (Du Pasquier & Flajnik 1990). 

Posteriormente, las CD ATPasa positivas de la epidermis de Rana calesbeiana fueron 

mejor caracterizadas (Carrillo el al. 1990) y en Rana pipiens se demostró que no sólo la 

epidermis sino que también el epitelio periférico de la córnea y el de la membrana 

nictitante contienen CD ATPasa positivas (Castell el al. 1999) y células esterasa 

inespecífica positivas (Castell el al. 2001). Alrededor de un 30% de las CD ATPasa 

positivas de la epidermis coexpresan moléculas clase 1I del CPH (Castell el al. 1999). 

las características ultraestructurales de estas CD de los anfibios son similares a las de 

las Cl de los mamíferos; sin embargo, no ha sido posible, hasta ahora, la identificación 

de un organelo equivalente al GCL. 

Reptiles. Una característica distintiva de los reptiles es su piel seca ya que 

presentan pocas glándulas o definitivamente carecen de ellas. En la piel de los reptiles 

el epitelio córneo se engruesa y endurece, formándose escamas o escudetes. 

Así, la piel de los reptiles parece ser un buen ejemplo de barrera física efectiva 

entre el medio y el organismo. Tal vez eso explique el poco interés en identificar otros 

mecanismos de protección relacionados con la inmunidad innata y con la inmunidad 

adaptativa asociada a la piel de estos vertebrados. 

En la lagartija común europea Lacerla vivipara se describieron células 

epidérmicas de la piel de la cola, claramente diferentes de los queratinocitos y de los 

melanocitos, con todas las características ultraestructurales de las Cl, excepto por la 
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ausencia del GCL. Por lo anterior, se concluyó que estos animales carecían de Cl 

típicas (Breathnach & Poyntz 1966). Por otro lado, se ha demostrado la presencia de 

CD A TPasa positivas en la epidermis de la piel de la tortuga terrestre Kinoslemum 

inleglUm, que fueron identificadas como Cl ya que presentaron todas las 

características ultraestructurales, incluyendo la presencia de organelos citoplásmicos 

morfológicamente similares a los GCl (Pérez-Torres el al. 1995). Interesantemente, el 

número de Cl en esta especie de tortuga mostró variaciones estacionales, 

probablemente relacionadas con los patrones de reproducción. Hasta ahora, no existen 

otros informes de la presencia de Cl en las diferentes especies de reptiles. 

Aves. la presencia de Cl en la piel de las aves había sido negada por algunos 

investigadores (Reams & Tompkins 1973). Posteriormente, se informó de la presencia 

de células ATPasa positivas en la epidermis del pollo, pero se consideró que no eran 

similares a las Cl por carecer del GCl (Rowden 1981). Poco después, se demostró 

que la piel del pollo poseia CD la positivas (B-l positivas) similares a las Cl de los 

mamíferos (Hala el al. 1984; Wick el al. 1984), pero no fueron caracterizadas 

morfológica mente. la primera demostración formal de la presencia de Cl en las aves 

se realizó en la epidermis del pollo doméstico Gal/u. gal/u. en donde se observaron CD 

con características histoquimicas y ultraestructurales similares a las Cl, aunque no 

fueron observados los GCl (Carrillo el al. 1991). En un estudio realizado en varias 

especies de aves, se obtuvieron resultados similares y se corroboró que las CD 

epidérmicas del pollo y de codornices expresan moléculas clase [J del CPH (Akhter el 

al. 1993) aunque no se aportaron evidencias de que las células ATPasa positivas y las 

la poSitivas de estos animales fueran el mismo tipo celular. Esto se demostró 

posteriormente al realizarse una doble tinción para ambos marcadores, utilizando 

láminas epidérmicas (Pérez-Torres & Millán 1994). 

la identidad definitiva de las CD de la epidermis del pollo se logró recientemente 

al demostrarse que poseen organelos morfológicamente 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 córnea, de la lengua y del esófago contienen CD 

ATPasa positivas! moléculas clase n 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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Ubicación taxonómica del bagre Arius seemanil 

Los peces son la superciase de vertebrados con mayor número de especies. 

Actualmente se identifican 20,000 especies aproximadamente, de las cuales 50 

corresponden a Ciclóstomos, unas 535 a peces cartilaginosos y el resto a peces óseos 

(Torres-Orozco 1991), estos últimos constituyen el grupo de mayor diversidad animal. 

Los bagres pueden ser dulcaacuicolas 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 está rodeada de un número 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 región occipital está provista de 

escudos óseos o granulaciones dérmicas (Torres-Orozco 1991). Este último carácter y 

el tipo de dentición permiten la clasificación taxonómica del grupo. A continuación se 

presenta la clasificación taxonómica de la especie estudiada en el presente trabajo. 

Phylum: Chordata 

Subphylum Vertebrata 

Superclase: Piscas 

Clase: Osteichthyes 

Subclase: Actinopterygii 

Superorden: Teleostei 

Orden: Siluriformes 

Familia: Ariidae 

Género: Arius 

Especie: seemanii 
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TE'l'RAODONTIFORHES 

~YMGHA'nfI~ --_ 

HYCTOPHlFURHES 

AULOPlFURHES 

STOHIIFORHES 

* OSTEOLEPtrORK!S 

Figura 2.- Árbol filogenético de los teleósteos, (tomado de Vertebrate Paleontology, 
Romer, AS. Univ. Chicago Press, 1966). 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

los bagres son peces teleósteos pertenecientes al Orden Silurifonnes, el cual 

junto con los Cyprinifonnes (carpas), Gymnotifonnes (anguilas eléctricas), y 

Characifonnes, integran el grupo taxonómico denominado Ostariophysi. Este grupo 

ocupa una posición basal en el árbol filogenético de los teleósteos y por lo tanto 

intennedia entre los peces cartilaginosos o condrictios (tiburones y rayas) y los peces 

óseos propiamente dichos u osteoictios (figura 2). En estos, se ha demostrado que 

manifestan respuestas inmunológicas similares a las de otros vertebrados, tales como 

reacciones de HC contra alergenos (Fletcher el al. 1974 ) Y rechazo a injertos 

cutáneos, fenómeno dependiente de la disparidad del CPH (Komen el al. 1990; Nevid & 

Meier 1993) y en los cuales se ha involucrado a las Cl (Streilein el al. 1984). Si 

consideramos a la piel de estos peces como un sitio de respuestas inmunológicas, 

innata y adaptativa, el papel de "defensa" deberá estar basado, en parte, en la 

presencia de CD presentadoras de antígenos, morfológicamente similares a las Cl, 

que vinculen los dos tipos de respuestas (Clark el al. 2000; Liu el al. 2001 ; Granucci el 

al. 2003; Reis e Sousa 2004). Por ello, resulta particulannente interesante conocer si 

existen células parecidas a las Cl en la piel de estos vertebrados. 

HIPÓTESIS 

Si se sabe que los principales órganos linfoides en peces óseos son el riñón, el 

timo, el bazo y el tejido linfoide asociado a mucosas, como la piel, las branquias y el 

intestino y además algunas especies de osteictios contienen células dendriticas en el 

bazo y en la porción anterior del riñón, entonces la piel de estos vertebrados podrían 

presentar células dendríticas morfológicamente similares a las Cl, como ocurre en el 

resto de los vertebrados. 

25 



OBJETIVOS 

, . Demostrar la presencia y caracterizar morfológicamente a las células de 

Langerhans en la piel del bagre Arius seemanii, utilizando histoquímica 

enzimática para ATPasa con microscopía fotónica y microscopía electrónica. 

2. Contribuir al conocimiento filogenético de las células de Langerhans en la piel de 

vertebrados no mamíferos. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Animales. Por su disponibilidad con los proveedores, se utilizaron ejemplares 

juveniles de la especie de bagre marino Arius seemanii Günther, de entre lOa 15 cm 

de tamaño, obtenidos de un acuario comercial. De acuerdo a la descripción 

taxonómica, realizada por el maestro Abraham Kobelkowsky Diaz del laboratorio de 

peces de la UAM Iztapalapa, estos animales son originarios del Golfo de México. En 

general, los animales fueron sacrificados por descerebración 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. 

Obtención de muestras. las muestras de piel, la cual carece de escamas, fueron 

obtenidas por disección de la región ventral de los ejemplares. Se eligió esta área no 

pigmentada para disminuir la probabilidad de encontrar melanocitos, los cuales pueden 

tener un aspecto dendritico, y asi identificar con mayor certeza a las CD ATPasa 

positivas. 

Para el estudio con microscopia fotónica, se cortaron fragmentos de la piel de 1 

cm2
, los cuales fueron fijados en formol amortiguado al 10% durante 24 h Y procesados 

para realizar cortes en parafina de 5 ~m y teñirlos con la técnica de hematoxilina·eosina 

(H·E), para observar la estructura general de la piel, con la técnica de PAS para la 

demostración de células productoras de moco y membrana basal y con Fontana· 

Masson para la identificación de melanocitos. Para microscopia electrónica, las 

muestras de la piel fueron de 10mm x 1 mm x 1 mm. 

Método de separación de láminas epidérmicas. Se probaron algunas modificaciones 

a los diferentes métodos que han demostrado ser eficientes en la separación de 

láminas epidérmicas en mamiferos, aves, reptiles y anfibios. Para el caso de los peces, 

la separación de láminas epidérmicas se realizó consistentemente con el siguiente 

método: 

1. Fijación en formol cacodilato durante 3 h a 4"C de fragmentos de piel de 

2X2mm 

27 



2. Lavados oon solución salina balanceada, 3 veces de 5 min cada una. 

3. Incubación en solución 20mM de ácido etilendiamino tetraacétioo en 

solución salina balanceada (SSB/EOTA), durante 18 h, aproximadamente, 

a temperatura ambiente. 

4. Separación de láminas epidérmicas oon el uso del microsoopio 

estereoscópico, .dejando las pieles dentro de SSB/EOTA, eliminando, 

paso a paso, músculo, dermis reticular y dermis superficial. La dermis 

profunda se identifica oomo una capa blanca algodonosa y la dermis 

superficial oomo un cerrado entramado de fibras oon disposición 

perpendicular entre si. 

5. Lavado de la lámina epidérmica en SSB, 3 veces de 5 min cada uno. 

Modificaciones al método de separación de láminas 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 epidérmioo de cada fragmento. Inmediatamente después, la piel se oolocó entre 

dos portaobjetos y oomprimiéndola suavemente para no dañar el tejido, se dejó secar 

el pegamento durante 5 a 10 mino Posteriormente, se procedió a la fijación en formol 

cacodilato por 3 h a 4°C, a los lavados en SSB y a la incubación en SSB + EOTA 

durante 18 h, a temperatura ambiente. 

2. Una variante a este procedimiento fue fijar inicialmente las muestras 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 cohesión a la epidermis, para posteriormente aplicar el pegamento sobre el 

portaobjetos y comprimir contra éste cada cuadrito de piel. Luego se incubó en SSB + 

EOTA durante 18 h, a 4°C. 

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

fueron incubados en una solución 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. Incubación en CaCl, 2M durante 30 a 60 min a temperatura ambiente. 

Algunos fragmentos de piel, al final de la respectiva incubación para separar 

láminas 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 láminas 

separadas y asegurar que no contenían elementos dérmicos. 

La obtención de láminas epidérmicas, en todos los métodos probados, fue 

realizada con la ayuda de pinzas finas sin dientes o con 2 agujas hipodérmicas, bajo el 

microscopio estereoscópico. 

Histoqulmica enzimátlca para ATPasa en láminas epidérmicas. Una vez 

establecido el método de separación apropiado, las láminas epidérmicas fueron 

procesadas para la demostración histoquímica de ATPasa usando una modificación a 

la técnica de Robins y Brandon (1981) de la siguiente manera: 

1. Lavado de las láminas epidérmicas en SSB, 3 veces de 5 min cada uno, a 

temperatura ambiente. 

2. Fijación en glutaraldehído al 2% en amortiguador de cacodilato de sodio 0.1 M, 

pH 7.4, durante 60 min a 4° C. 

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

ambiente. 

4. Incubación en la solución 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 'lo, durante 1 min a temperatura ambiente. 

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

ambiente. 

8. Montado de las láminas epidérmicas con el lado dérmico (el más teñido) hacia 

arriba, utilizando gelatina glicerinada de Kaiser. 

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

pero el medio carecla de ATP. 
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Soluciones para la técnica de ATPasa en láminas epidérmicas 

SSB+EDTA: 

NaCI 3.415 g. 

KCI 0.10 g. 

Na2HP04 0.575 g. 

KH2P04 0.10 g. 

Agua destilada 500 mi 

Solución Tris-Maleato O.25M, pH 7.2 

Tris Salt Buffer 12.10 g. 

Acido maléico 11.60 g. 

NaOH 4.0 g. 

Agua destilada 400 mI. 

Solución de ATP (medio de incubación de Robins y Brandon) 

Solución de Tris-Maleato 10.00 mI. 

Agua destilada 12.50 mI. 

Mg2S04 2.5 mI. 

Pb(N03)2 2.75 mI. 

Glucosa 1.25 g. 

ATP (sal disódica) 0.02g. 

Solución reveladora de sulfuro de amonio al 1%. 

Agua destilada 19.8 mi 

Sulfuro de amonio 0.2 mI. 

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

Glicerina 50g. 

Grenetina 7g. 

Acido Fénico 1 g. 

Agua destilada 42 mi. 

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 baño María 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 ácido fénico se disuelve en la glicerina y se agrega a la gelatina, procurando 

que escurra por las paredes del cristalizador para evitar la formación de burbujas. 

Continuando en baño María, los componentes se mezclan por si mismos hasta que la 

gelatina adquiere un color ámbar 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 baño María. 
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Hlsloquimica enzlmética ultraeslruclural para ATPass. Para la demostración 

ullraestructural de ATPasa se empleó la técnica diseñada por Farquhar y Palade 

(1966), con minimas variacionas: 

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

2. Fijación en glutaraldehído al 2.5 % en amortiguador de cacodilato de sodio 0.1 M, 

pH 7.2, durante 30 min a 4"C. 

3. Las muestras fueron cortadas manualmente en fragmentos más pequeños y 

colocadas en el mismo fijador durante 60 min más a 4"C. 

4. Lavado en amortiguador de cacodilato de sodio 0.15M, pH 7.4, adicionando con 

sacarosa 0.025M y CaCI2 0.05%, 3 veces durante 10 min cada una, a 

temperatura ambiente. 

5. Incubación 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 

sacarosa 0.025M y CaCI2 0.05%, 3 veces durante 10 min cada una, a 

temperatura ambiente. 

7. Poslfijación en OsO, al 1% en amortiguador de cacodilato de sodio 0.2M, pH 

7.2, durante 45 min a 4"C. 

8. Lavado como en 6. 

9. Deshidratación en alcoholes graduales ascendentes. 

1 O. lnfiltración en Araldita 600S-tolueno (1 : 1) durante 7 días a temperatura ambiente. 

11. Polimerización de la Araldita 6005 durante 48 h a 60 "C. 

12. Se realizaron cortes de 1 ~m y fueron teñidos con azul de toluidina para 

microscopia fotónica. 

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 epidérmicas claras, 

de muestras controles y de las incubadas en ATP, con el fin de identificar un 

organelo similar al GCL. 

15. Observación con el microscopio electrónico leiss EM-109. 
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Soluciones para ATPasa ultraestructural 

Amortiguador de cacodilato de sodio 0.2M, pH 7.2 

Ácido cacodílico 0.2M 100 mI. 

HCI 0.2M 5.4 mI. 

A partir de esta solución se realizaron las diluciones necesarias. 

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

0.025M y CaCI2 0.05% 

Ácido cacodílico 0.15M 100 mI. 

HCI 0.15M 5.4 mI. 

Sacarosa 0.855 g. 

CaCI2 0.05g 
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RESULTADOS 

Método de separación de láminas epidérmicas. La separación de láminas 

epidérmicas de la piel del bagre fue el procedimienlo más crítico. La obtención de 

láminas epidérmicas se logró empleando SSB + EDTA como medio de incubación 

durante 18 h a temperatura ambiente. en los fragmentos de piel previamente fijados en 

formol cacodilato durante 3 h a 4 OC. 

Modificaciones al método de separación de láminas epidérmicas. Los resultados 

obtenidos utilizando el pegamento de contacto Cyanoacrilato (Kola loka~) en sus dos 

variantes. no fueron satisfactorios. ya que éste no presentó una adherencia homogénea 

en toda la superficie epidérmica. por lo que al tratar de separarla se obtuvieron láminas 

fragmentadas y de grosor irregular. 

Un tercer método probado fue la incubación de fragmentos de piel de bagre en 

una solución O.5M de tiocianato de amonio en amortiguador de fosfatos O.IM, pH 6.8. 

Con esta técnica se obtuvieron láminas epidérmicas completamente separadas. con un 

grado aceptable de calidad, aunque en muchos casos esta sustancia llegó a destruir la 

propia epidermis, razón por la que se descartó su uso. 

La incubación con SSB/EDTA permitió la separación de la epidermis 

completamente libre de componentes dérmicos (Figura 3b). La piel del bagre teñida 

con H-E y observada al microscopio óptico presentó el patrón histológico siguiente: la 

epidermis es un epitelio plano estratificado sin estrato córneo, en el que destacan 

grandes células eosinófilas suprabasales que corresponden a las llamadas "células de 

alarma" o "células de sustancias de alarma" (Henrikson & Matolsty 1968; Yoakim & 

Grizzle 1982; Chapman & Johnson 1997). Otra población de células observadas fueron 

PAS positivas, localizadas desde el estrato basal hasta la superficie donde libaran su 

secreción y que corresponden a las células de moco o mucosas (Figuras 3a-d). No se 

observaron melanocitos o células pigmentadas en los estratos epidérmiCOS pero si en 

la dermis superficial, por debajo de la membrana basal (Figura 3a). 
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Figura 3a-d. Cortes de piel del bagre Arius seemanjj. La epidermis es un epitelio plano 
estratificado sin estrato córneo en el que destacan grandes células eosin6filas 
suprabasales conocidas como células de alarma (flechas negras, a-c); otras células 
fuertemente PAS positivas (d, flecha) se localizan desde el estrato basal hasta la 
superficie y cuya secreción 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 SSB-EDTA (b) se observa el plano de separación 
dermoepidérmica. a (200X) y c (l000X), tinción con H & E; b (200X) Y d (l000X) tinción 
con PASo 
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HIstoquimlca enzlmática para ATPasa en laminas epidérmicas. Con esta técnica se 

demostró la presencia de células A TPasa 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 cúmulos muy densos. Estos resultados fueron constantes y no 

mostraron cambios estacionales. Las células epiteliales no presentaron actividad de 

ATPasa y se distinguieron ciaramente de las ATPasa positivas. (Figura 7a-b). 
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Figura 4a-d. Histoqulmica enzimática para ATPasa en láminas epidérmicas del bagre 
Arius seemanii. Obsérvese la presencia de células A TPasa 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 y 
forman un fondo amarillo dorado. a - d = 200X 
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Figura 5a-<l. Histoquímica enzimática para ATPasa en láminas epidérmicas del bagre 
Arius seemanii. Las células ATPasa positivas parecidas a las células de Langerhans, 
poseen prolongaciones citoplásmicas cortas y gruesas lo que les confiere un aspecto 
poliédrico más que dendrítico. El resto de las células epidérmicas claramente no 
muestran actividad de la ATPasa. Las láminas epidérmicas controles no mostraron 
células pigmentarias. Todas las imágenes a 1000X. 
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Figura 6a-<l. Cortes tangenciales de epidermis tenidas con H & E (a. e) y láminas 
epidérmicas con histoquimica enzimática para ATPasa (b y d) del bagre Arius 
seemanii. Obsérvese que las células gigantes acid6filas o células de alarma ocupan 
gran parte de la superficie epitelial. Alrededor y por debajo de estas células se 
distribuyen las células ATPasa positivas. Frecuentemente se observaron estructuras 
intraepiteliales que pueden corresponder a neuromastos (Abate el al. 2002) (e y d 
flechas) los cuales son fuertemente ATPasa positivos. a - d 200X. 
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Figura 7a-b. Láminas epidérmicas del bagre Arius seemanii con histoqulmica 
enzimática para ATPasa , incubadas en el sustrato durante 15 minutos. La distribución, 
morfologla y densidad de las células ATPasa positivas son idénticas a las observadas 
con tiempos de incubación de 1 h (Figuras 4 y 5). La tinción de fondo es muy escasa, lo 
que perm~e observar células ATPasa positivas subyacentes (b, flecha) al sitio que 
ocupan las células de alarma (asterisco). a = 200X, b = 400X. 

Hlstoqulmlca enzlmátlca ultraestructural para ATPaaa. La microscopia electrónica 

de transmisión de piel de bagre y procesadas para ATPasa, demostró, de manera 

convincente, la presencia de células dendriticas y poliédricas ATPasa positivas, 

ubicadas suprabasalmente, con un precipitado eleclrodenso depositado en la 

membrana plasmática. Se diferenciaron de los queratinocitos por presentar un 

citoplasma claro, sin tonofilamentos, desmosomas y melanosomas (Figuras 8a, 8b y 9). 

El perfil de estas células fue irregular debido a la presencia de extensiones 

citoplásmicas interdigitadas con los queratinocitos de la región basal y suprabasal. No 

se observaron células parecidas a melanoc~os. 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 enzimática para ATPasa ultraestruclural en la piel del bagre 
Arius seemanü. Se observan células ATPasa positivas suprabasales. de citoplasma 
claro, sin desmosomas ni tonofilamentos y con un núcleo ¡"dentado (flechas). Las 
masas de citoplasma con organelos parecidos a lisosomas y cercanas a las células 
ATPasa positivas podrían corresponder a las prolongaciones dendríticas cortas 
(cabezas de flecha) observadas en las láminas epidérmicas. El resto de las células son 
queratinocitos típicos (Q), que carecen del producto electrodenso de la reacción 
enzimática, al igual que otras células parecidas a leucocitos polimorfonucleares (Lp), 
observadas frecuentemente. Barra= 1 O ~m . 
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Figura 8 b. Histoquimica enzimática para ATPasa ultraestructural en la piel del bagre 
Arius seemanii. La imagen corresponde al estrato basal y supra basal de la epidermis, 
subyacentes a las células gigantes acidófilas o células de alarma (.) observadas en los 
cortes histológicos (Figuras 3 y 4). Nótese la presencia de una prolongación 
citoplásmica (flechas), con trazas del producto electrodenso de la reacción enzimática 
en la membrana plasmática; contiene vesículas claras, lisosomas y lo que puede 
corresponder al corte longitudinal y tangencial de organelos parecidos al gránulo de las 
células de Langerhans (ver aumento en Figura 13). En el ángulo inferior derecho se 
observa la lámina basal y la dermis superficial (D). Barra; 5~m . 
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Figura 9. Micrografia electrónica de piel de bagre Arius seemanii procesada para la 
demostración histoquimica de ATPasa. Se observa una célula dendrítica ATPasa 
positiva, con el producto de la reacción enzimática depositado en la membrana 
plasmática y en la cubíerta nuclear. El citoplasma es claro, debido a la ausencia de 
tonofilamentos y melanosomas. El núcleo es índentado y no hay uníones tipo 
desmosomas con los queratinocitos vecinos. Barra= 211m. 
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Estas células ATPasa positivas mostraron un núcleo redondeado e indentado 

(Figuras 9 y 10). En diferentes micrografias electrónicas se observaron células 

dendríticas supra basales ATPasa positivas con numerosos organeros que 

probablemente corresponden a lisosomas (Figura 11). 

Figura 10. Micrografia electrónica de la piel del bagre Arius seemanii, procesada para 
la demostración histoquímica de ATPasa. Se observa una célula dendrítica ATPasa 
positiva con citoplasma claro, carente de tonofilamentos, desmosomas y melanosomas. 
Algunos queratinocitos vecinos presentan depósito de material electrodenso similar al 
de la célula dendrítica. Barra= 2~m . 
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Figura 11.- Micrografias electrónicas de la piel del bagre Arius seemanii. Se observan 
células dendriticas suprabasales de citoplasma claro, sin tonofilamentos, desmosomas 
y melanosomas, con numerosos organelos que probablemente corresponden a 
lisosomas (flechas). Abajo a la derecha se observa la lámina basal y la dermis con el 
arreglo característico de fibras de colágena. Barra;;; 111m 

Dado que las células dendríticas de la epidermis del bagre Arius seemanii 

identificadas en el presente trabajo son similares a las células de Langerhans de otras 

clases de vertebrados no mamíferos y de mamíferos, se realizó la búsqueda de un 

organelo citoplásmico similar al gránulo de Birbeck o gránulo de las células de 

Langerhans. En cortes ultrafinos seriados se logró identificar la presencia de 

estructuras en forma de bastón con una estriación longitudinal o línea densa central, 

localizadas cerca de la membrana plasmática de algunas prolongaciones de células 

ATPasa positivas (Figura 12). 
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Figura 12.- Micrografia electrónica a mayor aumento del citoplasma de la célula 
dendritica de la figura 11 . Se observan diversos organelos pero destaca uno en forma 
de bastón (flecha), con una estriación longitudinal que lo hace muy similar al gránulo de 
Birbeck de las células de Langerhans de los mamiferos. La imagen del organelo 
señalado con la flecha abierta recuerda a la de los gránulos de Birbeck cortados 
tangencial mente. En la membrana plasmática hay depósitos electrodensos de la 
reacción de ATPasa (doble flecha). Barra= 250nm. 
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DISCUSiÓN 

En el presente trabajo se demostró la presencia de células similares a las Cl en 

la epidermis del bagre marino Arius seemanii, utilizando histoquímica enzimática para 

ATPasa y microscopía electrónica de transmisión. Ambos métodos son ampliamente 

usados y confiables para identificar Cl epidérmicas en mamíferos y en otros 

vertebrados. 

los resultados obtenidos con la histoquímica para ATPasa en láminas 

epidérmicas revelan la presencia de células ATPasa positivas distribuidas de manera 

uniforme en la epidermis, las cuales presentaron prolongaciones citoplásmicas cortas 

interdigitadas con los queratinocitos. Estas prolongaciones cortas confieren a las 

células ATPasa positivas una morfología poliédrica más que dendrítica, aunque en 

algunas preparaciones se identificaron células con prolongaciones más largas. 

la microscopía electrónica de transmisión aportó más elementos para identificar 

a estas células dendríticas ATPasa positivas como equivalentes a las Cl ya que 

reunieron los criterios ultraestructurales necesarios para ello: poseer un núcleo 

indentado, un citoplasma claro sin tonofilamentos, melanosomas y desmosomas y, de 

manera destacable, tener organelos similares a los GCl o gránulos de Birbeck, el único 

criterio confiable para designar a una célula como Cl (Birbeck el al. 1961). Con base 

en lo anterior, podemos afirmar que desde el punto de vista morfológico, histoquímico y 

ultraestructuralmente, estas células son similares a las CL. 

Hasta donde sabemos, esta es la primera evidencia de la presencia de células 

dendríticas epidérmicas en la piel de teleósteos, las cuales exhiben los marcadores 

clásicos para identificarlas como Cl y son similares a las que se localizan en la piel de 

mamíferos, aves, reptiles y anfibios. 

la piel de los peces presenta numerosos mecanismos de defensa no celulares e 

inespecíficos como el moco, el cual es continuamente secretado y desechado, 

actuando como una eficiente barrera fisica y química. Este moco contiene lisozimas, 

lectinas, componentes del complemento, enzimas proteolíticas (Alexander & Ingram 

1992), así como péptidos y proteínas antimicrobianas (Ellis 1981). las respuestas 

inespecíficas incluyen también la participación de una población cutánea de leucocitos 
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que ejercen respuestas inmunodefensivas locales, que en conjunto, constituirían la 

primera barrera de protección ante el medio para mantener el estado de salud de los 

peces. Este concepto puede extenderse a otros órganos como intestinos y branquias 

ya que en los teleósteos, junto con la piel, forman el tejido linfoide asociado a mucosas, 

los sitios como mayor contacto directo con el ambiente externo (Dalmo el al. 1997). 

Los mecanismos de defensa inespecíficos o innatos del tegumento de los peces 

pueden ser afectados por diversos agentes tóxicos contaminantes tales como metales 

pesados, detergentes y fenoles, los cuales producen cambios en la cantidad, liberación, 

estado fisico y composición del moco de la piel y también puede inducir lesiones 

estructurales como el adelgazamiento y la pérdida de la capa epidérmica externa 

(revisado en Ebran el al. 1999). Estos efiectos han sido observados en la carpa 

Cyprinus carpio expuesta a un medio con agua acidificada (601s el al. 2001) o en un 

medio con agua de mar diluida (Iger el al. 1994) y en la trucha Oncorhynchus mykiss 

expuesta a una elevación moderada de la temperatura (Abraham el al. 2001). Estos 

cambios del ambiente externo pueden incrementar la susceptibilidad de los peces a 

agentes infecciosos generales y específicos. La infiltración de la piel con numerosos 

leucocitos, entre ellos linfocitos, y la penetración epidérmicas de extensiones 

citoplásmicas ricas en pigmentos, a partir de los melanocitos dérmicos (601s el al. 2001 

& Abraham el al. 2001) es, probablemente, la respuesta común cutánea contra estos 

agentes o factores de estrés. Estos cambios de la piel son inmunológicamente 

relevantes porque la melanina puede poseer una función bactericida (Iger el al. 1994; 

Mackintosh 2001) y la presencia de linfocitos indicaría que la inmunidad innata está 

ligándose a respuestas de inmunidad adquirida. 

La eliminación o descamación de células del epitelio malpighiano podrían ser 

otro mecanismo cutáneo estratégico de defensa de los peces como ha sido observado 

en el salmón del Atlántico Salmo salar, después de que las células epiteliales se cargan 

con bacterias fagocitadas. Este mecanismo no es totalmente inespecífico y tiene cierto 

grado de discriminación, ya que algunas cepas de bacterias son fagocitadas y otras no 

(6urkhardt-Holm el al. 1997). El estudio de los mecanismos que operan en la 

eliminación de microorganismos infecciosos ha sido de gran utilidad para conocer la 

reactividad inmunológica de la piel de los peces. En la trucha arcoiris O. mykiss se ha 
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demostrado que el modelo para la eliminación de parásitos cutáneos como 

Gyrodac/ylus salaries (Ásbakk 2001) y G. derjavini (Bakke 1991) incluye a las células 

epiteliales, a las células mucosas, a los leucocitos intraepidémicos y a citocinas 

proinflamatorias como interleucina-l (IL-l) (Lindenstn¡lm & Buchmann 2000, 

Lindenstr"m el 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 

estimulas mecánicos, químicos o antigénicos que preceden al establecimiento de la 

inmunidad especifica y no específica. Los experimentos de inmunización de peces a 

través de la piel por inmersión hiperosmótica, señalan que IL-1P es hiperrregulada 

desde los 10 min y permanece elevada hasta 40 h después del tratamiento 

hiperosmótico (Huising el al. 2003). Aunque aun no está determinada la fuente celular 

de IL-l p en la piel de los peces, la células epidérmicas, como en los mamíferos, y los 

leucocitos residentes o migratorios podrían ser buenos candidatos. La importancia de la 

producción in silu de IL-l p está en que induce un incremento en la producción de moco 

(Bakke el al. 1991), la liberación de metabolitos reactivos del oxigeno (Titus el al. 1991) 

y de factores del complemento ( Buchmann 1998 y 1999; Buchmann & Bresciani 1999). 

Interesantemente, IL-lp de la piel de los peces también podría inducir la migración de 

las CL, estimular linfocitos T y activar neutrófilos y macrófagos (Shomick el al. 2001) . 

Obviamente, una respuesta inmunológica integral en la piel de los peces debe 

incluir la participación de otras células como las subpoblaciones de linfocitos y 

granulocitos, y de moléculas como las quimocinas CC y CXC, IL-8, interferones, TGF-p, 

TNFu, proteínas de fase aguda, etc. (revisado en Magor & Magor 2001). 

Además de las células dendríticas 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 sólo podría manifestar respuestas de inmunidad innata 

ante estímulos mecánicos, químicos y antigénicos, sino que tambien posee los 

elementos para dictar respuestas de inmunidad adaptativa. La respuesta innata es 

filogenéticamente más antigua que la respuesta adaptativa y, por mucho tiempo, habia 

sido considerada la única 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 característicos de grupos de microorganismos, a 

conducido a la reevaluación del papel del sistema inmune innato como un sistema 

discriminatorio (Medzhitov & Janeway Jr. 1997). la unión de patrones moleculares 

asociados a patógenos (PAMP) a los TlR induce la producción de intenmediarios 

reactivos del nitrógeno y del oxígeno, citocinas proinflamatorias y estimula la expresión 

de moléculas coestimulatorias en células dendríticas presentadoras de antígenos, con 

lo que se inicia la respuesta adaptativa (Werling & Jungi 2003). 

El papel principal de las células dendríticas de mamíferos en la inducción y 

modulación de la respuesta inmunológica adaptativa hacia los agentes infecciosos ha 

sido estudiado ampliamente (Steinman 1991 ; Ibrahim el al. 1995) y destaca la 

importancia de la activación de esta población de células, a la que pertenecen las Cl, 

en la resolución temprana de cualquier signo de infección (Reis e Sousa 2004). 

Después de la captación de antígenos, las células dendríticas son fundamentales en la 

inducción de respuestas inmunológicas primarias y secundarias de células T antígeno 

específicas (Banchereau & Steinman 1998). Adicionalmente, las células dendríticas son 

esenciales para el desarrollo de respuestas por anticuerpos al activar células B (Dubois 

el al. 1997). 

las células dendríticas están 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 Fraissinelle 1989), donde pueden establecer una 

función como "centinelas" para reconocer patógenos que ingresan y tienen la 

capacidad de adherirse y activar células del sistema inmune innato y desencadenar 

una respuesta inflamatoria (Fati el al. 1998; Sallusto el al. 1998; Fernández el al. 1999; 

Rescigno el al. 1999). la captación de patógenos induce un estado de activación que 

conduce a la migración de la célula dendrítica cargada con antígeno hacia los órganos 

linfoides, donde las células de la respuesta inmune adaptativa pueden ser activadas 

(Macatonia el al. 1987; Kripke el al. 1990; MolI el al. 1993). De esta manera, las células 

dendríticas 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 

(Fernández el al. 2001 ; Rescigno el al. 2001). En el contexto de la inmunidad de la piel, 

las Cl epidénmicas y las células dendríticas dénmicas, subpoblaciones de células 
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dendrítícas ínmaduras, tíenen propíedades morfológicas y funcionales para ser el 

enlace. 

La perspectiva inmediata en el estudio de las Cl de la epidermis del bagre 

descrita aquí, es demostrar que también expresan moléculas clase II del CPH. Estas 

constituyen uno de los principales elementos del sistema inmune adaptativo, que 

pueden aportar las propiedades funcionales a estas células para interactuar con la 

respuesta inmune innata (revisado en Dixon & Stet 2001) o reconocer a las Cl del 

bagre como células presentadoras de antígenos. la disponibilidad de anticuerpos para 

identificar estas moléculas en peces teleósteos (Van Erp el al. 1996; Rodríguez el al. 

1998; Anlao el al. 1999; Van Líerop el al. 1998), son herramientas prometedoras para 

establecer la homología de las células descritas en el presente trabajo con las Cl de 

mamíferos y las otras clases de vertebrados. En este sentido, sería importante 

demostrar que las Cl de la piel del bagre tienen la capacidad de captar, procesar y 

presentar antígenos a las células inmunocompetentes de dicho pez. También es 

particularmente interesante mencionar que la presencia de células dendríticas ATPasa 

positivas en el bazo y la región anterior del riñón del salmón del atlántico Salmo salar 

(Press el al. 1994) y la demostración de CD esplénicas en la trucha arcoiris (Ganassin 

& Bols 1996), idénticas a las descritas en el bazo de ratón (Steinman & Cohn, 1973), 

sugiere la existencia de un sistema de células dendríticas desde uno de los grupos de 

vertebrados actuales más antiguos como son los peces óseos. 

la utilización de la técnica histoquímica para ATPasa, así como la identificación 

ultraestructural del GCl, resultaron muy confiables para la identificación de Cl 

epidérmicas en la piel del bagre Arius seemanii. Es interesante observar que la 

actividad de la ATPasa, presente en la membrana plasmática 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 

conservación en los vertebrados le confiere un papel evolutivo fundamental. 
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