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"DETERMINACION POR METODOS HISTOQUIMICO ENZIMATICOS DEL -
TIEMPO DE APARICION DE LAS CELULAS DE LANGERHANS EN LA -
EPIDERMIS DEL RATON ALBINO (MUS MUSCULUS CEPA C-DI)"

INTRODUCCION:

En 1868 Paul Langerhans describif células dendriticas
no pigmentadas en la piel humana tefiidas con el método del
cloruro de oro(1). A partir de esta fecha surgieron dife--
rentes interrogantes sobre su orfgen y funcién.

Originalmente se pens6 que provenfian de las crestas -
neurales e inEluso que se trataba de mel=nocitos despigmen
tados 6 de algin tipo de queratinocito modificado(2).

En épocas recientes se determind que las células de -
Langerhans (CL) provenian de las células dendriticas inde-
terminadas (CDI) y a ambas células (CL y CDI), se les atri
buye que derivan de la médula 6sea(2,3,4). Esto se debe a-
hallazgos de estudios realizados con ratones quimerizados,
los cuales se dividieron en dos grupos: ratones A(donado--
res) y ratones ﬁibridos AB(receptores). Los ratones AB re-
cibieron radiaciones y a los 7 dias desapairecieron las cé-
lulas de Langerhans cutdneas y las células de la médula --
6sea; posteriormente se tomaron c¢élulas de médula 6sea de-
los ratones A para transplantar a los ratones AB radiados-
aplicandoselas por via intravenosa; 13 dfas después de la-
radiacicn comenzaron a aparecer CL en la epidermis prove--
nientes de la médula Osea donadora y a los 32 dias es cuan

do hay una repoblacibn total de CL. Utilizaron para su - -
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identificaci6én marcadores nucleares y de superficie (5,6,7
8}.

Actualmente se conocen diferentes tipos de células --
dendriticas probablemente relacionadas con las CL en su --
funcién inmunolégica, las cuales se encuentran distribuf--
das en diferentes partes del organismo como: las células -
reticulointerdigitadas de las dreas timodependientes del -
tejido linfoide y del timo, las células dendrfticas folicu
lares de Nossal de los folficulos linfoides y las células -
dendrfticas descritas por Steinman y Cohn presentes en el-
bazo, nb6dulos linfédticos y placas de peyer¢2).

Las células reticulointerdigitadas presentan los gra-
nulos caracteristicos de las CL manifestdndose como una -
pequefna subpoblacién de macréfagos; ademds el resto de las
celulas dendriticas ya mencionadas, presentan algunas simi
litudes con las CL que las relacionan estrechamente{2).

Con respecto a la situacibén de las células de langer-
hans; se encuentran principalmente en los epitelios estra-
tificados queratinizados como la piel y apéndices cutd- -
neos; también se han observado en ciertos epitelios muco--
sos como el de la cavidad oral, vaginal, ervix y esé6fago.
En menor namero se han encontrado en la dermis, n6édulos --
linfaticos, vasos linfdticos que drenan la piel y timo(2,4
9,10,11).

La mayor parte de las CL se encuentran en 1 <« 1der--
mis constituyendo aproximadamente del 2 al 4% del total de

la poblaci6én de las células epidérmicas. El nGmero de las-
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células de Langerhans es variable de una especie a otra y -
de una regidén anat6mica a otra. En el rat6én la piel de la -
cola presenta menos CL que la piel del abd6émen; en los ma-
miferos la superficie central del epitelio corneal no pre--
senta CL(4,9,12). El hombre adulto posee una é&rea de super-

2

ficie promedio de 2 m™~ con aproximadamente 500 CL/mmz, sien

do alrededor de 2x10g

células s6lo en la piel (13).

Las CL pueden ser visualizadas al microscopio de luz -
por medio de-técnicas de histoquimica enzimatica especifi--
cas de las cuales la mds utilizada es la demostracién de la
ATPasa, apareciendo como células dendrfiticas grandes en po-
sicién basal y suprabasal de la epidermis, extendiendo sus-
procesos dendriticos en forma tridimensional entre los que-
ratinocitos para tener mayor contacto ffsico con ellas(2, 4
13, 14, 15).

También se pueden identificar por medio de la detec- -
cién de antfigenos de histocompatibilidad mayor (HCM) los --
cuales son Ia para ratones y HLA-DR para humanos(4, 6, 7, 8
9).

Las CL y CDI son las Gnicas de la epidermis que expre-
san en su superficie el antfigeno Ia 6 su equivalente, dado-
por los genes de la regién I de los complejos de histocompa
tibilidad mayor (2, 3, 4, %1, 13, 16, 17, 18, 19); ademdas -
de presentar receptores Fc y C3(9, 20, 21).

Ultimamente se ha descubierto que las CL epidéermicas -

son las Gnicas células dendriticas de la piel que expresan-

en su superficie el antigeno T6(6, 22). Existe otro antige-
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no gque las identifica el cual fue descubierto recientemen--
te: el antfgeno S$-100 éste habfa 'sido demostrado antes sélo
en las células de Schwann pero ahora también se ha demostra
do en las CL y melanocitos, as{ que para identificarla en -
la plel se tiene que utilizar la L-DOPA(4, 9).

" A la ultraestructura las CL presentan una imégen de --
células activas metab6licamente. El cuerpo de la célula tie
ne la forma piramidal con un rango de 15 a 20 micras de lon
gitud. E! cuerpo proyecta procesos apicales largos dirigi--
dos hacia la superficie de la piel. Esos procesos miden al-
rededor de 30 micras de longitud y terminan cerca del estra
to granuloso. La ultraestructura muestra que el ntcleo tie-
ne fenestraciones muy escasas y es lobulado. El citoplasma-
presenta ribosomas libres, poco aparato de Golgi, retfculo-
endopldsmico liso, retfculo endopldsmico rugoso, mitocon- -
drias y cuerpos densos; ademds de centriélos y algunos liso
somas. Carecen de desmosomas y tonofilamentos. Presentan ca
racterfsticamente grénulos cuyo aspecto varfa segdn él pla-
no de seccibén. La imégen comln al microscopio electrénico -
@S que son semejantes a una vara con un extremo redondeado,
con membrana limitante de aproximadamente 50 a.60 R de espe
sor. Ese perfil con su vesfcula presenta un centro claro y-
la superficie interna de la membrana estd cubierta por un -
material finamente granulado(12,16,23,24,25).

Las CL representan el guardidn més periférico del sis-
tema inmune y su funci6n es la de eslab6n entre el medio am

biente extracutdneo y el organismo (4,9). La funcién princi
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-pal de las €L es la presentaci6n de antigenos a los linfo-
citos T, siendo éste el brazo aferente de la respuesta inmu
ne; ademéds estdn relacionadas con el factor activader timo-
sinico, producido por las células epidérmicas que tiene una
funcidén parecida a la interleucina aumentando la respuesta-
de.las células T. Las CL llevan antigenos de la piel a los-
nédulos linfdticos que drenan la regién donde estdn las cé-
lulas inmunolbégicamente relevantes para el antigeno (3,9, -
16). Las CL son indispensables para la hipersensibilidad de
contacto, ya que sin ellas no se logra una sensibilizaci6n-
posterior (16). La radiacién ultravioleta (RUV) causa dismi
nucién de la funcién por efecto directo sobre las mismas --
(26) 6 por alteraci6bn en la expresi6n del antigeno Ia reque
rido para la presentacién del antigeno en las CL, pero no -
altera la viabilidad de las células epidérmicas. La RUV tam
bién altera el factor activador timosinico(ademds de las --
CL), el cual aumenta la magnitud de la respuesta inmune( 9,
16). La relaci6n funcional entre las células dendrfticas in
determinadas y las CL es desconocidea hasta la fecha, pero -
hay algunos investigadores que sugieren una relaci6n comfin-
(si no es que son originadas por la misma poblacién celu- -
lar), pues ambas son ATPasa positivos, Ia positivos; sin -
embargo los receptores Fc¢ s6lo son positivos en la CL. Ade-
mds las CDI no poseen los grdnulos caracteristicos de las -
CL(descubiertos por Birbeck en 1961) (4, 19).

En fotografias de microscopia electrénica se ha obser-

vado que hay mitosis en las CL, lo cual indica que tienen -
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la capacidad de proliferar; ésto se comprobé al ver que in-
corporan.Timidina Tritiada indicando que existe fase S de -
la interfase (2,5,9).

Fn base a ésto, se dice que esta poblacién celular es-
automantenida por mitosis y migracién celular (10,23). La -
migracién de las células a la epidermis no es controclada --
por los complejos de HCM y son capaces de cruzar ciertas ba
rreras. Sin embargo los factores que regulan Su migraci6n -
son hasta ahéra desconocidos aunque se cree que puede estar
controlada a 3 niveles:

1) Segln el grado de histocompatibilidad entre las CL y la-
epidermis que lo rodea.

2) La existencia de alguna barrera funcional a nivel de la-
linea endotelial.

3) La carencia de algln factor quimiotdctico adecuado que -
controle la migraci6n selectiva de las CL(18).

En el presente estudio se busca determinar por medio -
de técnicas histoquimicas especificas, el tiempo de llegada
de la CL a la epidermis, efectuando el estudio en una cepa-
de ratones albinos (Mus Musculus cepa C-DI) para observar -

si hay influencia del medio ambiente externo en su llegada.

Objetivos: Aplicar las técnicas de histoquimica enzimética-
para demostrar ATPasa y Fosfatasa Alcalina, a la Epidermis-
del ratén albino de la cepa C-DI de recién nacidos y de es-
tados gestacionales mas tempranos, hasta que estas técnicas

permitan detectar las células de Langerhans.
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Hip6tesis: Si las CL .participan en la presentaci6n de anti-
genos del medio ambiente al sistema inmunolégico, migrando-
de la médula 6sea; entonces es posible que aparezcan en la-
piel hasta el nacimiento, una vez que existan estimulos del

medio ambiente que actuarfan induciendo su migracifn.




MATERIAL Y METODOS:

Para el presente estudio se obtuvo la piel de 66 ra-
tones albinos(Mus Musculus) cepa C-DI de diferentes edades;
desde recién nacidos y asf en forma retrospectiva hasta el-
décimo dfa de gestaci6bn (duracién de la gestacidon 18+1 dfia)
No se continu6 con edades mé&s tempranas debido a dificulta-
des técnicas. Ademds se incluyeron muestras de piel de ani-
males adultos.

el exberimento se repitié 3 veces para cada edad.

Los animales fueron separados en 2 grupos:

Grupo I.- Se tomaron muestras de 3 ratones albinos adultos-
para identificar las CL.

Grupo II.-Se utilizaron 3 muestras para cada edad menciona-
da y por cada método de demostracién enzimédtica.

Metodologfa de la diseccibn y obtenciébn de la mues--
tra de las diferentes edades:

I.- Para ratones adultos:

a) Se obtuvo la hembra embarazada.

b) Habiéndose afeitado y después depilado perfectamente
el animal, y después de lavarla 2 veces con etanol -
al 95%, se. le sacrificé.

c) Se tom6 la muestra de piel adulta de la regi6n abdo-
minal.

II.-Para fetos de ratones:
a) Se obtuvieron fetos de ratén y se pesaron.
b) Se sacrificaron los fetos y se tom6 la piel de todo-

el cuerpo.
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IIl.- Para fetos y adultos:

Se separd la epidermis de la dermis por medio de una-

solucién de EDTA 20 Mm en amortiguador de fosfatos sa&

linos a pH de 7.4; se incubd a 37% por 2 horas seg(n

la técnica descrita pro Mackenzie y S. Quier (27,28).

IV.- Ya incubada la pieza de piel se pasdé a un amortigua--
dor de trismaleato 0.2M a pH 7.3 y se procedidé la - -
separacibn de la epidermis tanto adulta como fetal,de
la dermis.

V.- Una vez obtenida la epidermis se separd en 2 grupos:-
para cada uno de los métodos enzimdticos utilizados -

y luego cada grupo se subdividié en 2 sub-grupos mds:

1) Epidermis control incubada sin substrato y 2) Epi-

dermis problema en medio completo.

Para cada técnica enzimdtica se utiliz6é intestino.y -

piel de ratones adultos como muestra testigo de con--

trol de positividad.

Las técnicas empleadas fueron: para la demostracibn -
de la ATPasa segln Mackenzie y S. Quier (27) y Fosfatasa Al
calina modificada de Gomori-Takamatsu(15).

Técnica de ATPasa:

Modificada de Mackenzie y S. Quier (1974).

1.- Enjuagar en 3 cambios de amortiguador frio de tris-ma--
leato 0.2M con 6.84% de sacarosa pH 7.3 por 20 minutos-

2.- Fijar en solucién fria a 4°C en formol amortiguado con-
cacodilatos por 20 minutos.

3.- Reenjuagar en 3 cambios de amortiguador frio tris-malea

tos por 30 minutos
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4.- Incubar a 37°C por 5, 10 y 15 minutos en substrato que-
contenga: a) 10 mg de ATP(sigma).
b) 5 mg de MgS04 al 5%
c) 3 ml de PbN(}3 al 2%
d) 42 ml de amortiguador tris-maleato con - -
8.55% de sacarosa a pH 7.3
5.- Enjuagar en amortiguador y tratar con sulfuro de amonio
para lavar,

6.- Montar en glicerol-gelatina.

Técnica de Fosfatasa Alcalina:
Modificada de Gomori-Takamatsu(1973).
1.- Incubar por 1 a 2 horas a 37°C en un medio que contenga-
a} Barbiturato de sodio al 2%---10 ml.
b) Beta glicerofosfato de sodio al 3%---10 ml.
c) Cloruro de calcio al 2%---10 ml.
d) Sulfato de magnesio al 5%---1 ml
e} Agua destilada --- 5 ml.
El pH de este medio debe de ser de 9.4
2.- Lavar en agua destilada por 5 minutos.
3.- Inmersi6n en nitrato de cobalto al 2% por 10 minutos.
4.- Enjuagar en agua destilada.
5.- Una inmersidn en sulfuro de amonio al 5%.
6.- Enjuagar en aqua destilada.
7.- Montar en medio de Berleses.
Terminado el proceso se revisaron las laminillas y--
se fotografiaron las dreas representativaé con fotomicrosco
pio Carl Zeiss. Se conté el nimero de células por campo a

16 X.
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RESULTADOS:

Las CL fueron identificadas por los 2 métodos emplea
dos: Demostraci6n de ATPasa y Fosfatasa Alcalina; las cua--
les colorearon de pardo obscuro a las células positivas de-
las preparaciones procesadas.

Las preparaciones epidérmicas separadas de la dermis
de los ratones albinos estudiados fueron de diferentes eda-
des de gestacién.

Las p}eparaciones epidérmicas adultas(fig.1) fueron-
utilizadas como basé de comparacidén morfolbgica con respec-
to a las.epidermis mds inmaduras obtenidas de las diferen--
tes etapas. Las epidermis adultas muestran CL cuyo cuerpo -
presenta forma irregular tefiido de color pardo obscuro con
sus bordes muy bien delimitados y en su ceniro presenta una
zona clara muy contorneada que representa al nGcleo. Del --
cuerpo se emiten prolongaciones dendriticas gruesas, las --
cuales se van adelgazando y torndndose menos aparentes con-
forme se alejan. Las células regularmente distribuidas cu--
yos procesos dendriticos, se extienden tridimensionalmente-
entre los queratinocitos que son negativos, al parecer esta
bleciendo contacto fisico con ellas, dando a la preparacién
el aspecto como de mosaico. Se observa que cada célula cu--
bre una drea mediante sus terminaciones dendriticas. (fig.-
2).

Al revisar la morfologia de la CL en cada una de las
preparaciones epidérmicas de las diferentes edades gestacio

nales y compararlas con la epidermis adulta se pudieron no-
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-tar cambios morfol6gicos al ir disminuyendo la edad gesta-
cional de los fetos de ratones albinos.

Las preparaciones epidérmicas del recién nacido y las
de 18 dfas, ya presentan similitud con las células de Lan--
gerhans dg preparaciones epidérmicas de adulto, 5616 que --
sus prolongaciones se ven m&s adelgazadas y menos tefiidas -
(fig. 3).

A los 17 dfas las células parecen cambiar de morfolo-
gfa, pues su.cuerpo y prolongaciones ya no muestran la reac
ci6n positiva color pardo obscuro y homogénea que presentan
las células en las epidermis mds maduras. En esta edad su -
cuerpo y prolangaciones aparecen en los sitios de reaccifn-
positiva mds granulosa que homogénea y sus limites ya no --
son tan precisos como en las edades mas tardias; por el con
trario sus Iimites son mds precisos que en epidermis de eda
des mis tempranas (fig.4).

En la epidermis de 16 dias la forma celular es redon-
deada y sus prolongaciones se acortan{fig.5), pues ya no --
rodean completamente a los queratinocitos, a partir de esta
fecha ya no es posible observar el patrén regular como de -
mosaico, y se advierten de manera mds irregular (fig.6).

En la epidermis de los 15 a los 10 dfas las CL se ven
con una reaccidén pardo granular y difusa con limites impre-
cisos y prolongaciones escasas y muy cortas. La forma celu
lar es redonda (fig. 7, 8, 9, 10).

S6lo de obtuvieron epidermis hasta de 10 dias de ges-

tacién, pues los procedimientos técnicos empleados impidie-
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-ron procesar epidermis mds inmaduras, dada la pequefiez de-
los embriones.

La cantidad de las CL por campo (160X) en las preparacio
nes adultas se mantuvo constante. En esta misma cantidad se
presentaron en las epidermis de recién nacido, 18 y de 17 -
dias, pero fueron aumentando en nfémero por campo, conforme-
disminufan de edad gestacional. Esto se explica por la ra--
z6n de que en edades tardfas de la gestacién (recién naci--
do, 18, 17 dIas) y adulto se les tomé la muestra de la re--
gi6n abdominal y de edades mas tempranas (16 a 10 dfas) se-
tomé la epidermis de todo su cuerpo.

La tabla No. 1 sefiala la cuantificacidn por campo de ca
da una de las edades gestacionales procesadas.

En cuanto a las preparaciones control procesadas en ca-
da muestra se encontré negatividad (fig. 8).

Los testigos procesados fueron cortes de intestinovpara
ambos métodos enzimdticos, los cuales resultaron positivos-
para la reaccibn. En dichas laminillas se pudo observar con
toda claridad la mucosa intestinal en la cual habfa una tin
ci6én pardo obscura por todo el borde apical del epitelio --
(en el borde estriado), y por el borde basal de cada una de

las células epiteliales (fig. 9).
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DISCUSION Y CONCLUSIONES:

Los resultados obtenidos en el presente trabajo gra--
cias a las técnicas histoquimico enzimdticas para demostrar
la actividad de ATPasa y Fosfatasa Alcalina en las CL indi=
caron que se encuentran presentes desde edades muy tempra--
nas en la gestacién en las epidermis de los ratones utiliza
dos, con lo cual la hipbtesis que se plantedé al inicio de -
este trabajo es refutada.

Estos resultados fueron apoyados por el alto grado de
confiabilidad del método realizado.(utilizado por muchos au
tores para demostrar las mismas células) (11,13,15,27) con-
los cuales las células tomaron una coloracién pardo obscuro
permitiendo identificar perfectamente su morfologia y dis--
tribucién, ya que tanto el cuerpo como sus prolongaciones -
presentan enzimas hidrolfiticas en abudancia, pues son célu-
las metab6licamente muy activas; las enzimas compenentes de
sus membranas participan en el control del transporte trans
membranal (situacién importante para la interaccién de la -
célula y su medio).

Conociendo de antemano que las CDI y las CL son demos
trables con este método (4,9) y que la dGnica forma de dife-
renciarlas es por métodos ultraestructurales (las CDI no --
presentan los grédnulos en forma de raqueta de tenis) 6 por-
el método -inmunocitoquimico.por medio del Anti-T6 (22,29);-
para el presente trabajo ésto no eg relevante, pues el obje
tivo fué determinar el tiempo de aparicioﬁ de las células -

de Langerhans en la epidermis del ratén albino, como estas-
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células derivan de la médula 6sea y ademds tienen en Su ma-
yorfa las mismas caracteristicas -morfolb6gicas e inmunolégi-
cas, por lo tanto se dice que una de ellas (CDI) precede a-
las CL (4,29).

Con los métodos histoquimicos realizados fué posible-
identificar la presencia de las CL en la epidermis a dife--
rentes edades gestacionales, llegando s6lo hasta el 10o0. --
dfa, ya que la inmadurez de los tejidos y la pequefiez de --
los embrioneé, no permitié seguir procesando las piezas de-
menor edad, sin embargo, con estos datos se pudo demostrar-
que las células estdn presentes en la piel.ya para el 100.-
dia de gestacifn y que la morfologia va cambiando desde eda
des gestacionales més tempranas hasta que llega al nacimien
to. Pues de ser una célula irregular y dendritica en las --
pieles maduras (adultas) y edades tardias de gestaciénm, cam
bia a una forma redondeada y con prolongaciones escasas y -
romas en etapas inmaduras 6 tempranas de la gestaciébn.

Con estos resultados y sabiendo que las CL son un im-
portante eslabén entre el medio ambiente y el sistema inmu-
nolégico, que migran de la médula Osea para situarse estra-
tégicamente en 1los epitelios de cubierta y revestimiento -
estratificados (epidermis y epitelios mucosos) como lo hace
el resto de la serie monocitica a los diversos tejidos (4,6
7,8,9). Se plantea una nueva hip6tesis en que las CL (que -
participan en la presentaci6n de Ag del medio ambiente a --
los linfocitos T) migran de la médula 6sea y llegan a la--

piel en la época de la embriogénesis temprana, tal vez cuan
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--do se forma el sistema hematopoyético, independiente de--
que existan estimulos del medib ambiente externo, llegando-
a su destino en forma inmadura completando su diferencia- -
cibén cuando llegan a la epidermis. Con este planteamiento -
en base a los resultados obtenidos, propongo un trabajo en-
el cual se efectle una nueva metodologia que permita seguir
procesando a los embriones (de menos de 10 dias) de ratén -
albino hasta encontrar negatividad a dichas células en la -
superficie embrionaria.

Con todo ésto, sélo comprobariamos la presencia de --
las células y no su funcionalidad. Para saber si estas célu
las estdn funcionando como las de la piel adulta, se ten- -
dria que hacer un estudio utilizando marcadores inmunolégi-
cos y ver si las células son positivas hasta edades tan tem
pranas como de 10 dias de gestacién en el raténm albino; si-
llegaran a resultar positivés indicaria que su ndcleo }a em
pez6 a codificar las protefnas integrales de la membrana ce
lular caracteristicas de los Ag de histocompatibilidad ma--
yor.

Con base a los estudios realizados en este trabajo y-
gracias a los conocimientos que se tienen sobre las CL a la
fecha, se propone que las CL presentan positividad en sus -
membranas con los marcadores inmunolf6gicos s6lo hasta que -
ya estd: bien diferenciada y comprometida (ya es reconocida
como -una célula irregular y dendrfitica) que podria ser en-

raton albino entre los 18 y 19 dfas de gestacifn.
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RESUMEN: -

En el presente trabajo se propuso que las CL aparecen
en la piel al nacimiento estimuladas por Ag del medio ams -
biente.

Las CL fueron identificadas al M/0 en preparaciones -
epidérmicas de ratones albinos (Mus Musculus) cepa C-DI de-
diferentes edades desde adultos, recién nacidos y asf en --
forma retrospectiva hasta el 10o. dia de gestaci6n por me--
dio de la actividad de 1la ATPasa y Fosfatasa Alcalina; - -
utilizando previo a la técnica EDTA como un medio para po--
der separar las epidermis de la dermis.

Con estas técnicas se pudo demostrar su presencia en-
todas las epidermis estudiadas de las diferentes edades - -
ademds de cambios morfolégicos; notdndose que el aspecto --
cambiaba de ser una célula irregular y dendritica en pieles
adultas a células de forma més redondeada con prolongacio--
nes dificiles de precisar, escasas y muy cortas en etapas -
mds tempranas.

Con todo ésto, se pudo concluir que ya en las epider-
mis de 10 dfas de gestaci6n en el ratén albino se encuen- -
tran presentes las CL, por lo cual se comprueba que no hay-

influencia del medio ambiente en su llegada.
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Apéndice:
TABLA No. 1
No. de dias No. de muestras No. de CL.
de X campo
Gestacién (160X)
ATPasa F.A.

Adulto 3 3 45
Recién nacido 3 3 50

18 dfas 3 3 60

17 dias 3 3 60

16 dfas 3 3 80

15 dfas 3 3 135
14 dias 3 3 150
13 dfas 3 3 130
12 dias 3 3 110
11 dias 3 3 98
10 dias 3 3 100




Fig. No. 1.- Microfotografia que demuestra a las CL en la -
epidermis de rat6n albino. N6tese su cuerpo de forma irregu
lar y sus bordes bien delimitados y su centro con una zona-
muy clara que representa al nGcleo. ATPasa Positivo,1000X.

Fig. No. 2 - Microfotograffa que demuestra a las CL de la -
epidermis del rat6n albino adulto; las cuales se ven irreglL
larmente distribuidas, se extienden tridimensionalmente en-
tre los queratinocitos negativos. ATPasa Positivo,160X.
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Fig. No. 3 - Microfotografia que demuestra a las CL de ra--
t6n albino en epidermis de 18 dias de gestacif6n en la que =
se puede apreciar la gran similitud que presenta con las CL
adultas. ATPasa Positiva, 1000X.

Fig. No. 4 - Microfotografia que demuestra CL de la epider-
mis de ratén albino de 17 dfias de gestacibn; se puede notar
que su cuerpo y prolongaciones dan reacci6n positiva mds --
granular y sus limites no son tan precisos. ATPasa Positiva
1000X.



Fig. Nos 5 - Microfotografia que demuestra Ck de epidermis—
de ratén albino de 16 dias de gestaciéng Se puede observar—
que la forma celular es redonda con prolongaciones cortas..-
La reaccibn positiva se ve granular con bordeg difusosg -
ATPasa Positivo, 1000X.

Fig. No. 6 - Microfotograffa que demuestra CL de epidermis-
de 16 dias de gestaci6on de ratén albino; las cuales se ven=
m&s agrupadas y ya no rodean completamente a los queratino-
citos negativos, por lo que no se ve al patrdén de mosaico -
caracteristico de las pieles maduras. ATPasa Positivo,320X.



Fig. No. 7 - Microfotograffa que demuestra CL de epidermis-
de ratbébn albino de 14 dias de gestacidén, en la cual se pue-
de observar el patr6n de distribucibén es irregular, mas =p=
abundantes y agrupadas y tampoco presentan el patrén de mo-
saico. ATPasa Positivo, 160X.

Fig. No. 8 - Microfotograffa que demuestra a las CL epidér-
micas de rat6n albino de 12 dias de gestaci6n, en la que se
puede apreciar la reaccién pardo granular difusa con limi--
tes imprecisos, cuerpo celular redondeado u ovalado con prg
longaciones escasas y romas. ATPasa Positivo, 1000X.



Fig. No. 9 - Microfotografia que demuestra CL de epidermis-.
de rat6n albino de 12 dias que presenta las mismas caracte-'
risticas que la fig. 7 ATPasa Positivo, 320X.

Fig. No. 10 - Microfotografia que demuestra CL epidérmicas-
de rat6n albino de 10 dias de gestacién, donde podemos apre
ciar las mismas caracterfsticas morfol6gicas de las fig. 7-
y 9; pero un poquito mds espaciadas entre los queratinoci-~
tos que se observan negativos pero mds laxamente dlspuestas

ATPasa Positivo, 160X.



Fig. No. 11 - Microfotografia que demuestra negatividad en-
epidermis de ratén albino. Muestra control en que se utili-
z6 ATPasa y Fosfatasa Alcalina sin substrato. 160X.

Fig. No. 12 - Microfotografia que demuestra intestino de ra
t6n albino conpositividad en su epitelio tanto en su borde-
luminal como en su borde basal. Muestra utilizada como tes=
tigo de la técnica enzimitica empleada (ATPasa y Fosfatasa-
Alcalina). 160X.






