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RESUMEN

Presentamos cn este trabajo la indentificacion de células de Langerhans en secciones de epitelio de cornea humana,
fijadas en liquido de Zenker ¢ incluidas en parafina, empleando ¢l método inmimohistoquimico de streptavidina-
biotina peroxidasa, para demostrar en ellas la presencia de proteina S-100 y muramidasa (lisozima).

Las células de Langerhans se distinguieron facibmente dcl resto de células epiteliales pues fucron los dnicos elemen-
tos proteina S-100+ y muramidasa+, las cuales se tifiieron de color marrén claro y mostraron un contorno redondea-
do, con una o dos prolongaciones. Su poblacién en la zona lirubica es numerosa y es nula en la regién central.

Palabras claves: Células de Langerhans, Cérnea humana, Inmunohistoquimica, Streptavidina-biotina peroxidasa,

proteina S-100, muramidasa.

INMUNOHISTOCHEMICAL IDENTIFICATION OF LANGERHANS IN HUMAN CORNEA

SUMMARY

We have achieved the identification of Langerhans cells in human cornea epithelium cross sections, fixed in Zenker’s
liquid and embedded in paraffin, according to streptavidin-hiotin peroxidase immunohistochemical miethod. in
order to demonstrate protein §-100 and muramidase (lisozime) presence in them.

Langerhans cells were identified easily from the rest of cpithelial cells because they were the only clements protein

8§-100+ and muramidase+, which were stained light brown and showed rounded outlines with one or two prolongations.
Langerhans cells were numerous in the Jimbic zone and null in the central region.

Key words: Langerhans cells, Human cornea, Immunohistochemistry, Streptavidin-biotin peroxidase, Protein S-

100, Muramidase.

INTRODUCCION

En 1868 Paul Langerhans, deseribié - cmpleando un método de
impregnacion durica - una nueva poblacion celular localizada enure las
células cpiddrmicas de la piel. Las considerd como integrantes del "sis-
tema sensorial de L epidermis™. Luego, Ranvier (1875) al describirlas
les asignd origen mesodérimico, prohablemente infdtico. Masson
(194R8), ballé una similitud de cstas células con los melanocitos, sin
embargo, constaté que carceian de melaning, infiriendo que podian ser
melanocilos vicjos. Los estudios rcalizados por Ferreira Marquez (1951)
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le permiticron atribuirle un origen nenrocctodérinico y determinar que
representaban a célulus de Schwann.

La descripeion de su morfologia mediante el inicroscopio electréni-
co (Birbeek y col., 1961), la caracierizacion especifica de ellas por el
mélodo histoquinico. para detectar la enzima adenosiniri{osfatasa
(ATPusa) en la superficie membranosa (Mustakallio. 1962: Bradshaw
y col.. 1963) y porque reaccionan, positivamenie a las pruchas
inmunohistoquimicas que demuestran proteing S-100 (Soler P, Chollet
S.. Jacque C. y col., 1985) y de manera variable con la pruebas gue
demuestran muramicdasa (Favara et a)., 1983), impulsaron diversos ex-
ludios para (ratar de conocer aspectos morfoldgicos adicionales, su ori-
gen embriolSgico y su comportamiento funcional.

Las células de Langerhans son células presentadoras de antfgenos
quc fomentan las reacciones cutdneas de hipersensibilidad tardfa, pro-
ceden de clementos precursores vriginarios de ta médula dsca
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hematopoyética, probablemente monocitos, que colonizan los epitelios
poliestratificado planos, y drganos linfdticos como el timo (Van Haelst.
1969; Hoshino y col., 1970), ganglios linfaticos (Kondo, 1969: Vernon
yeol,, 1973) y bazo (Brelinska y Pilgrim, 1983). En los epitelios a los
que arriban se disponen unas «l lado de las otras, extendiendo xus pro-
cexos dendriticos entre los queratinocitos, en las tres dimensiones del
espacio. De esta manera jntegran una especie de red celular: «sistema
reticulo-epitetial» (Shelley y Jublin, 1976 a y b). La capacidad de movi-
miento y traslacién de las células de Langerhans, del tejido subyacente
a los epilelios, se puede apoyudr porque poseen una extensa red de
microfilamentos semejantes a los de actina y un sistema prominente de
microtiibulos (Silberberg, 1971: Silberberg-Sinakiny col., 1978) y por-
que en cultivo de tejidos de epidermis humana y de cobayos
(Cruiekshank y Cooper. 1975; Fritsh y col., 1973) se observa que estas
células exhtben movimientos pseudopddicos y sus prolongaciones
dendrilicas se retraen y se extienden.

Las célulax de Langerhans no pueden identificarse en tsjidos de
mamiferos que han sido fijados, incluidos y coloreados ritinariamente
(método de coloracion de hematoxilina-eosina). Para su visualizacién
se requiere aplicar procedimientos especiales de unpregnacion metali-
¢a, como la de cloruro de oro (Langerhans, 1868). Aunque este método
es de manipulacion tediosa, si xe efectia comectamente vitece resulta-
dos excelentes (Breathnach. 1963: Zelickson y Mottaz, 1968). Lax ¢é-
lufas de Langerhans se observan constitufdas por un cuerpo poliedrico
localizado en los estratos suprabaxales de Jos epitelios poliestratificados
planos de los cuales se extienden delicadas prolongaciones dendriticas,
orientadas hacia los estratos superiores.

Otros métodos que emplean sales de metales pesados come el yoduro
de osmio (Breathnach y Goodwing, 1965) y el yoduro zinc-osmio
(Niebauer y col., 1969; Rodiiguez y Caorsi, 1978) detectan {dcilmente
aestas células en los epitelios poliestratificadas planos.

La membrana celular de las células de Langerhans se caracterizan
por presentar actividad de varias enzitnas hidroliticas, demostradas me-
diante procedimientos histoquimicos. Estos permiten una visualizacién
selectiva de fas células, no solamente en secciones de tejidos obtentdos
mediante el criostata. sino también en ldminas de epitelios que facilitan
un examen cuantitativo. En las células de Langerhans se han identifica-
do adenosinatrifosfatasa (Mustakallio, 1962; Bradshaw y col., 1963),
esterasa (Jarret y Riley, 1963), acetilcolinesterasa (Hollis y Lyne, 1972),
manosidasa (Elleder, 1975) y fosfatasa alcalina (Khalil y col., 1982).

CARACTERISTICAS INMUNOHISTOQUIMICAS

Los distintos estudios realizados para conocer mejor las carac-
teristicas morfoldgicas y funcionales de tas células de Langerhans
ban comprobado que estas células difieren de las otras células epi-
dérmicas porque ellas poseen antigenos y receptores de superficie
que estdn reconocidos como elementos involucrados en la respuesta
inmune, semejantes 4 aquellos que identifican a células de la linea
monocito-histiocito-macréfago. Las células de Langerhans tienen
receptores de superficic para lu fraccidn Fe de 14 1gG (Stingl y col.,
1977), y receplores para C, , que es un producto de ba activacion del
tercer componente el complemento (Burke y Gigli, 1980). La uti-
lizacién de procedimientos inmunohistoquimicos ya sea por
anticuerpos conjugados u enzimas (método de la peroxidasa-
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antiperoxidasa).  streptavidin-peroxidasa y  anticuerpos
inmunofluorescentes han permitido identificar plenamente a las célu-
las de Langerhans y reconocer la presencia de una seric de antigenos
de membrana. Asi, al igual que otras células presentadora de antigenos,
cxpresan antigenos de histocompatibilidad HLA clase T (HLA-D) en
su superficie y OKT, (glicoproteina) que pueden detectarse fdcilmen-
te tanto en secciones y ldminas epiteliales como en Srganos y tejidos
no epiteliales. Murphy y col., (1981 4, 1981 by 1982) y Flote y col..
(1983) han detectado anligeno OKT,, empleando anticuerpos
monoclonales; mientras que Foster y Holbrook (1985) determinaron
inmunoldgicamente la presencia de células de Langerhans en la epi-
dermis de embriones y [ctos humanos mediante ¢l empleo de
anticuerpos monoclonales para HLA-DR. Se han descrito métodos
que, utilizando particulas de oro coloidal absorbidas en ciertas por-
ciones de anticuerpos especificos (Schmitt y col., 1983, 19835), tas
identifican especialmente a nivel de microscopia electadnica, haciendo
posible cuantificar la densidad de antigenos superficiales de la mem-
brana celular. ;

Se ha reportado que las células de Langerhans reaccionan positivi-
menle, a las pruebas inmunohistiquimicas que demuestran proteind S-
100 (Soler P, Chollet S., Jacque C. y col., 1983) y reaccionan de mane-
ra variable cou las pruebas que demuestran muramiclasa (Favara et al.,
1983).

Se distinguen de los monocitos en ¢l heeho de que su capacidad
fagocitica es minima (Kobagashi y Hoshino, 1979; Silberberg-Sinakin
y col,, 1980), y porque reaccionan negalivanente a las prucbas
inmunohistoquiinicas que demuestran a las enzimas - |-antitipsina,
1-antiquimolripsina y lisozima (muramidasa) que rulinariamentle per-
miten delectar en tejidos a los componentes de ta serie monocito-
histiocito-macréfago (Holden y col., 1982).

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

De acuerdo a los antecedentes revisados, podemos resumir que:

Las células de Langerhans integrantes de los epitehos poliestratificados
planos, timo, ganglios linfdticos y bazo son elementos que tienen ori-
gen mesenquimatoso. Sus células antecesoras residen en Ja médula dsea.
En los epitelios donde existen se les identifica [Gcilmente cuando en
ellos se demuestra la presencia de antigeno de prolema S-100 y Ja enzi-
ma muramidasa.

Estd comprobado que intervienen activamente en la captacién de
antigenos de las superficies epiteliales, en su procesamiento y posterior
transferencia a las células "T" CD4 para que estas, a su vez. inicien la
respuesta inmunolégica.

El epitelio de ta cérmea, como revestimiento externo del globo ocular, y
ciertos epitelios que tapizan determinadas cavidades vinculadas con el ex-
terior, intervienen en la detensa del medto interno: actian como una barre-
ra para inpedir la puesta en contacto directo de elementos extrafios (biold-
gicos, fisicos y quimicos) con los tejidos internos de la economia y evitando
el desequilibrio funcional del organismo.

Por lo tanto consideramos que:

Las célulus de Langerhans que existen en el epitelio poliestratificado
plano de cérnea humana son proteina S-100+ y muramjdasa+.

Pura poder comprobar Jo que hemos expuesto, debemos alcanzar
los siguientes objetivos:
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1. Adecuar el método inmunohistoquimico de streptavidina-biotina
peroxidasa para demostrar la presencia de antigenos de proteina S-
100 y aplicarto sobre el epitelio poliestratificado plano de lacérnea
humana.

2. Adecuar el médo inmunohistoquimico de streptavidina-biotina
peroxidasa para demostyar la presencia de enzima muramidasa y
aplicarlo sobre el epitelio poliestratificado plano de la cérnea hu-
mana.

3. Demostrar, utilizando las reacciones inmunohisioquiinicas antes
mencionadas, la existencia de células de Langerhans en el epitelio
poliestratificado plano de ta cérnea humana.

MATERIALES Y METODOS

Los objetivos referidos se alcanzaron empleando los siguientes
procedimientos:

La adecuacion de los métodos inmunohistoquimicos, (ya que estos
permilen de manera especifica localizar un determinado tipo de antigeno
celular, con exclusion de'todas las otras proteinas existentes en las célu-
las, basdndose en la reaccidn antigeno - anticuerpo), para demostrar la
presencia de protefna S-100 y muramidasa se logré ensayando el méto-
do de streptavidina-biotina peroxidasa, cuyo fundamento estriba en la
fuerte afinidad de la streptavidina por la biotina. La streptavidina se
obtiene de un tipo de Streptomyces, vsualmente da menos background
y tiene mds sensibilidad que la avidina derivada del huevo. Cada molé-
cula de streptavidina ticne cuatro sitios de unidn para la biotina. Para su
efecto, el anticuerpo primario se une al antigeno tisular, luego agrega-
mos up anticterpo secundario que esta quimicamente ligado a la vita-
mina biotina y [inalmente se agrega un complejo de streptavidina que
esta ligado 4 la biotina y peroxidasa.

Como resultado de los ensayos efectuados se estandarizé un proce-
dimiento que sc resefurd posteriormente.

Para demostrar ls presencia de las céJulas de Langerhans en la cér-
nea, se usaron 12 cérneas humanas obtenidas de donaciones para
transplante, pero cuyo tiempo de vida para dicho efecto habfa caduca-
do (24 horas en refrigeracién y sin conservador alguno).

Estas fueron sometidas u los siguicntes ensayos:

1. Una vez obtenidas lax cérneas se fijaron en ¢l liquido de Zenker
durante 24 horas, preparado de la signiente manera:

Agua destilada 100.0 ml
Bicloruro de mercurio S0gr
Dicromato de potasio 2.5 ar

Se adiciona 5.0 mL de dcido acético glacial 95 mL de liquido de
Zenker antes de usar.

2. Después dela fijacidn, las comeas se lavaron con un chorro conti-
nuo de agua de cano durante 12 horas.

3. Luego xe sumergieron durante 6 horas en solucién de Lugol pre-
parada de la siguiente manera:

lodo metilico 1.0 gr
loduro de potasio 20¢gr
Agua destilada 100.0 nL

Se cambia esta solucion dos veces durante las primeras dos horas
y sc deja en el tercer cambio.

Vol.. S8.N®3 - juy7

4. Lug cérneas se Javan en soucion acuosa de tiosulfato de socio al
5% durante 6 horas,

5. Lavar con un chorro continuo de agua de caiio durante 6 horas.

6. Deshidratar en alcoholes durante 11 horax. realizado de la siguiente

nanera:
Alcohol al 70% | hora
Alcohol al 80% 1 hora
Alcohol a196% 1 ] horu
Alcoholal 96% T 1 hora
Alcoholal 96% 11 1 hora
Alcohol al 100% 1 2 horas
Alcohol al 100% 11 2 horax

Alcoholal 100% 1112 horas
7. Aclardiniento en xiloles durante 4 horas realizado de la xiguiente

mahera:
Xilol1 2 horas
Xilol 11, 2 horax

8. Embebido en parafina a 56°C durante 2 hovax realizado de la si-
guiente manera:
Parafina [ ] hora
Parafina IT 1 hoya

9. Laxiguiente operacidn es “la formacién del hloque”. Para ello xe
usan las placas de Leuckart, que xon dos piezax metdlicas dobladas
cn dngulo recto. Las piezas metdlicas sc colocan sobye una superti-
cie plana de metal. deslizando una contra la otra haxta obtener ¢l
tamuio deseado. El molde se rellena luego con parafina liquida.
Lax corneas ya embebidas en parafina se toman con pinzas previa-
mente calentadas y se introducen en la parafina liquida del molde.
Han de ser colocadlas de tal manera que la superticie a cortur quede
paralela al suelo del molde. Una vez que se huya solidificado la
parafina del molde, yu estd en condicién disponible para ser
seccionada en el microtomo.
Luego. con el microtomo se obtienen, de cada cérnea. 4 secciones
de 3 a 4 um de grosor, las cuales tendrdn los siguientes rétulos:

! i

Blanca

S-100 Blanca S-100 Muramidasa Muramiclasa

Después fueron sometidas al siguiente método estandarizado de
streptavidina-biotina peroxidasa:

1. Desparafinar e hidratar las coatro secciones, mis dos ldminas control
positivo (piel de paciente con vitiligo*), basta agua destilada.

* En estos pacientes hay aumento de célulax de Langerhans y au-
sencia de melanocilos en pict.

2. Eliminar la peroxidasa endégena agregundo. a Jas cuatro secciones
y a las ldminas control positivo, una solicion acuosa de peréxido
de hidrégeno al 3% durante 3 minutos. Lavar con buffer fosfato
salino (PBS, pH=7,4) y secar.

3. Incubar las 4 secciones més Jas ldininas control + con el reactivo
blogueador durante 3 . Secar ¢l exceso de reactivo pero no lavar.
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Aplicar el anticuerpo primario anti S-100 en la ldmina rotlada con el mis-
oo nombre e incubar durante 30 minutos y en la ldmina “blanco S-100”
agregar PBS e incubar por el mismo tiempo. Lavar con PBS y secar.
Aplicar el anticuerpo primario anti-muramidasa en la 14mina ro-
tulada con el mismo nombre e incubar durante 30 minutos y en la
Jimina “blanco muramidasa” agregar PBS e incubar por el mismo
tiempo. Lavar con PBS y secar.

Aplicar el anticuerpo primario anti-S-100 y anti-muramidasa a cada
ldmina control positivo respectivamente, e incubar por el mismo
tiempo. Lavar con PBS y secar.

Aplicar a todas Jas secciones y ldminas control positivo, el anti-
cuerpo secundario biotinilado e incubar durante 30 minutos. Lavar
las secciones con PBS y secar.

Incubar todas las secciones y ldminas control positivo, con el
reacttvo de streptavidina peroxidasa durante 30 minutos. Lavar
cont PBS y secar,

7. Preparar el reactivo sustrato de la siguiente manera:
PBS pH=74 SmL
Cromégeno diamino bencidina 0.006 gr
Peréxido de hidrégeno al 3% 4 gotas

Mezclar bien.

Aplicar el reactivo sustrato a todas las secciones y ldminas control

positivo e incubar durante 6 minutos. Verificar las secciones y 1a-

minas control positivo bajo el microscopio para observar un desa-

rrollo adecuado del cromégeno.

9. Lavartodas las secciones y ldminas control positivo con agua desti-
lada durante 5 minutos.

10. Colorear todas las secciones y ldminas control positivo con
hematoxilina de Harris durante 2 a 3 minutos.

11. Diferenciar répidamente con agua acidulada y virar con agua
amoniacal si fuera necesario.

12. Deshidratar, aclarar y montar con balsamo de Canadd.

RESULTADOS
La adecuacidn del método inmunohistoquimico de streptavidina-

biotina peroxidasa para demostrar la presencia de proteina S-100 y

muramidasa en cémea humana se obtuvo introduciendo cambios en
los tiempos de incubacidn, lo que nos posibilito:

a) La identificacién a plenitud de las células de Langerhans.

Las células de Langerhans se distinguieron facilmente del resto
de células epiteliales, pues fueron los dnicos elementos protefna
$-100 + (Fig. N° 1) y muramidasa (lisozima) + (Fig. N° 2). Las
células se tifiieron de color marrén claro, mostrando una forma
redondeada con un nimero variable de prolongaciones.

El epitelio poliestratificado plano de Ia cérnea humana estd forma-
do por 5 a 6 capas de células (Fig. N° 3) que se sostienen sobre una
membrana basal prominente (Fig. N° 4).

Las células de Langerhans se distribuyeron en el epitelio de la cér-
nea de manera bastante caracteristica. En la2ona central no se encon-
tré ninguna en todas las secciones (Fig. N° 5 y Fig. N° 6).

En la zona limbica la poblacién fue numerosa (Fig. N° 1 y Fig.
N° 2). Las células presentaban diferentes contornos, predominan-
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do las células con perfiles redondeados con una o dos prolongacio-
nes. La distoibucién de las células en esta zona {ue uniforme.

Fig. 1.- Célula de Langerhans en epitelio, regidn limbica.
Proteina S-100+. 1,000 X (Inmersién en aceite).
Células con cuerpo redondeado.

Fig. 2.- Célula de Langerhans en epitelio de cdmea humana,
regién limbica. Muramidasa +. 1,000 X (Inmersi6n en aceite).
Células con cuerpo redondeado

% i

Fig. 3.- Cémea, regidn central. Reaccion para
Protefna S-100. 1,000 X (Inmersién en aceite).
Ausencia de células de Langerhans.
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Fig. 4.- Cérnea, regién central. Reaccién para
muramidasa. 1,000 X (Inmersién en aceite).
Ausencia de células de Langerhans.

Fig. 5.- Control positivo (Seccién de piel de paciente
con vitiligo). Reaccién para Proteina S-100. 1,000 X
(Inmersién en aceite).

Fig. 6.- Control positivo (seccién de piel de paciente
con vitiligo). Reaccién para muramidasa. 1,000 X
(Inmersidn en acette).

186
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Fig. 7.- Cérea, region limbica. “Blanco S-100". 400 X.

Fig. 8.- Cérnea, regidn limbica. “Blanco muramidasa”.
400 X.

DISCUSION
Adecuacién de los procedimientos para demostrar fa presencia
de proteina $-100 y muramidasa (lisozima).

Esta plenainente comprobado que las técnicas inmunochistoquimicas
para la demostracion de la presencia de proteina S- 100 (Soler P, Chollet
S., Jacque C. y Col., 1985) y muramidasa (Favara et al., 1983) son
sumarmente precisas para identificar y caracterizar u las células de
Langerhans en los tejidos epiteliales. La especificicdad de estos proce-
dimientos aplicados sobre las cérmeas humanas. s¢ ha corroborado al
efectuar la correlacion de las 14minas problema (laminas rotuladas: S-
100 y muramidasa) con las ldminas blanco (“blanco S-100”. “blanco
muramidasa”) y ldminas control positivo.

Asi mismo, otros ensayos inmunohistoguimicos ratifican este cri-
terio, ya que las células de Langerhans de cérmea humang presentan
antigenos OKT, y HLA-DR (Sacks-E., Rulger-J., Jakobiec-FA., Bonetti-
F., Knowles-DM., 1986; Asrar-AM., Geboes-K., Missotten-L., Emarah-
MH., Maudgal-PC., Desmet-V.,, 1987 Seto-SK., Gillette-TE., Chandler-
JW., 1987; Fraissinette-A., Schmitt-D., Thivolet-J., 1989: Philipp-W.,
Gottinger-W., 1991; Cavallini-GM., Longanesi-L., De-Pol-A., Cam-
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pos-EC., Guerra-R ., 1992; Li-Q., He-YL.. 1993) considerados igual-
mente especificos para este (ipo de células.

Demostracién de las células de Langerhans en el epitelio corneal.

Todas las muestras de corneas procesadas y los controles positi-
vos (Fotos 7 - 8) exhibieron células redondeadas, con una o dos pro-
tongaciones citoplasmaticas, proteina S-100+ y muramidasa+ de co-
lor marrén claro, versus las células epiteliales de]l mismo lejido que
no presentaron ningin tipo de reaccidn.

En contrapartida, las muestras blancos que no se incubaron
con el anticuerpo primario, Mostraron und rcaccién negativa (Fo-
tos No. 9 - 10).

En cambio, los hallazgos reportados por Holden y col. (1982) difie-
ren de lo resefiado anteriormente pues afirman que las células de
Langerbans son muramidasa (lisozima) negativa; mientras que Favara
etal. (1983) sostiene que dan reaccion variada.

Las células de Lagerhans, a) igual que otras células presentado-
ras de antigenos, también expresan antigenos de histocompatibilidad
HLA-DR, por lo tanto. son uno de los primeros elementos responsa-
bles en el rechazo de injertos de piel y otros tejidos epiteliales
ImUCosos-escamosos; ademds, es de aceptacion general creer que el
éxito de los transplantes de cérneas se debe a la falta de irrigacidn
sanguinea de esta.

" Por lo expuesto al inicio del pérrafo anterior, uizds debamos con-
stderar también, que el no rechazo se deba a la ausencia o baja cantidad
de células de Langerhans en la ¢érnea, lo cual provoca incapacidad de
inducir inmunidad cuando se transplanta a un receptor diferente.

Cabe mencionar, ademds, que en la bibliografia revisada para rea-
lizar el presente trabajo no hemos podido encontrar estudios sobre
demostracién inmunohistoquimica de células de Langerhans en cor-
nea humana que utilicen métodos para determinar la presencia de
proteina S-100 y muramidasa.

CONCLUSIONES

1. Las pruebas inmunohistoquimicas para demostrar la presencia de
proteina S-100 y muramnidasa en cérnea humana resultaron efecti-
vas y especificas para caractlerizar a las células de Langerhans.

2. Alas células proteina S-100+ y muramidasa+ puestas en evidencia
en la cémea humana debemos considerarlas células de Langerhans.

3. Las células de Langerhans se encuentran presentes en el epitelio de
la cémea humana, pero la poblacién de las mismeas difieren notable-
mente en las diversas regiones de este epitelio. Existen en mayor can-
tidad en la region limbica y estdn ausentes en la central.
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