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Antecedentes y Estado Actual

Las células de Merkel (CMs) o células neuroendocrinas
cutdneas fueron descritas en 1875 por Friedrich Sigmund Merkel,
anatomista y fisidlogo aleman (1845-1919), como “células epidermales
con inervacion especifica” (Merkel, 1875). Estas células se
caracterizaban por poseer un cuerpo celular vesicular de gran tamafio con
un nucleo grande, alargado y palido. Se localizaban en el estrato basal de
la epidermis de las pieles pilosas y lampifias de varios tipos de

mamiferos domésticos, unidas a terminaciones nerviosas. Merkel no tuvo

dudas acerca de la participacion de estas células en la percepcion del tacto, de ahi que las

denominara “Tastzellen” (células tactiles), mientras que a los grupos de terminaciones

nerviosas unidas a sus respectivas CMs los llam6 “Tastscheiben” (corpusculos tactiles)

(Merkel, 1875). Con el cambio de siglo, las “Tastzellen” de Merkel pasaron a llamarse

simplemente células de Merkel después de que varios autores comenzaran a utilizar este

término. Muchas son los términos usados a lo largo del tiempo para referirse a este tipo celular:

corplsculos de Merkel (Cauna, 1962), complejo célula de Merkel-neurita (Munger, 1965;
Halata y cols., 2003), complejo CM-axon (Winkelmann y Breathnach, 1973; Gould y cols.,
1985), complejo neurocelular de Merkel o terminacion (nerviosa) de Merkel (Halata 1975;

Halata y cols., 2003).

Tovsat b Liturs do,

Dibujos originales de
F. S. Merkel extraidos
de su publicacion en
1875 (Arch Mikr Anat
11:636-652, 1875).




Introduccion

A partir de su descubrimiento, las CMs fueron objeto de estudio por diferentes
disciplinas cientificas. Algunas de las primeras investigaciones fueron poco afortunadas y
contribuyeron a que algunos aspectos mas notables permanecieran ocultos durante un largo
tiempo. La aplicacién de la tecnologia a la ciencia permitié posteriormente el esclarecimiento de
muchos de sus aspectos.

La presuncion de Merkel acerca de la participacion de estas células en la percepcion del
tacto fue posteriormente apoyada por la descripcion de los discos (tactiles) epidérmicos (discos
tactiles pilosos, almohadillas tilotricas o “haarscheibens™) por Pinkus en 1902. Pero no fue
hasta la década de los afios sesenta del siglo XX, con la publicacion de las primeras imagenes
obtenidas por microscopia electrénica en la piel humana (Cauna, 1962), cuando se daba un salto
cualitativo y cuantitativo en el estudio de las CMs. El conocimiento de las caracteristicas
ultraestructurales de esta tan desconocida poblacidn celular supuso un gran avance en cuestiones
tales como su origen, biologia, funcién y distribucion. A finales de la década de los 60 y
principios de los afios 70, por medio de estudios que combinaban microscopia electrdnica con
electrofisiologia, se introdujo el concepto de la CM como mecanorreceptor de adaptacion lenta
de tipo I (“slowly adapting type | mechanorreceptor”: SA1), dada la existencia de potenciales de
accion en los complejos neurocelulares de Merkel en respuesta a estimulos mecénicos (Iggo y
Muir, 1969; Winkelmann y Breathnach, 1973).

El descubrimiento a finales de los afios 70 de varios neuropéptidos en los granulos de las
CMs indujo a la suposicion de funciones neuroendocrinas para este tipo celular (Hartschuh y
cols., 1979; Hartschuh y Grube, 1979). Al mismo tiempo, un tipo de cancer de piel altamente
agresivo, denominado inicialmente como Carcinoma Trabecular, fue descrito por Toker en
1972. El hecho de que este tumor estuviese constituido por células con caracteristicas
morfoldgicas muy similares a las CMs provoco que rapidamente se especulase acerca de una
transformacion neoplésica de esta poblacion celular. Surgiria asi el concepto de Carcinoma de

células de Merkel (CCM) (o carcinoma neuroendocrino cutaneo).
En los afios 80 y 90, la introduccion y el desarrollo de las técnicas inmunohistoquimicas,

unido a la obtencion de anticuerpos especificos, permitieron el descubrimiento de una amplia

cantidad de moléculas en las CMs. En esta linea, la demostracion inmunohistoquimica de



Antecedentes y Estado Actual

citoqueratinas en las CMs, unido a otros hallazgos ultraestructurales propios de células de origen
epitelial, acrecento la idea de que derivaban de precursores epidermales (Moll I. y cols., 1986;
Moll I. y Moll R., 1992), en detrimento de un desarrollo a partir de la cresta neural
(Winkelmann, 1977). Esta derivacion epidermal ya habia sido sugerida por algunos autores a
partir de observaciones en la piel de mamiferos fetales y recién nacidos (Munger, 1965; Lyne y
Hollis, 1971; English, 1974), pero es en este periodo cuando toma una mayor fuerza. Sin
embargo, y a pesar de la multitud de estudios realizados al respecto, la cuestion del origen de las
CMs continGia sin aclararse completamente (Szeder y cols., 2003a; Tilling y cols., 2014).
Paralelamente al desarrollo inmunohistoquimico, como CMs también se han agrupado algunas
células con una apariencia muy similar, sin conexion con terminaciones nerviosas (Tachibana,
1995; Tachibana y Nawa, 2000, 2002). Este hallazgo ha alimentado la idea de que existen
diferentes subtipos celulares dentro de las CMs, a los que se atribuyen ciertas funciones

endocrinas/paracrinas.

La mayor parte de los estudios actuales se centran en las funciones paracrinas atribuidas
a las CMs, en clarificar su origen, en revelar su papel en la transduccion mecanica (conversion
de sefial mecanica a electroquimica) y en su transformacion maligna, la cual ha sido vinculada
recientemente a la infeccion por un tipo de poliomavirus (Merkel cell polyomavirus, Feng y ols.,
2008). En las ultimas dos décadas, el avance en las técnicas de deteccidn, diagnostico y
tratamiento del carcinoma de CMs ha contribuido a su mejor conocimiento en la especie
humana y, especialmente, a su mejor caracterizacion histologica. Esto ha desencadenado que
aumente el nimero de descripciones de este tipo de céncer en la literatura cientifica y ha
minimizado los diagndsticos erroneos con otras neoplasias de caracteristicas morfoldgicas
similares, concepto especialmente importante si se tiene en cuenta que es un tipo de cancer muy
agresivo donde un diagndstico precoz es de vital importancia en el prondstico de la enfermedad.
En el ambito veterinario, este tipo de neoplasia es mucho menos frecuente. En la literatura
especializada, s6lo existe un total de 29 casos en la especie canina (Glick y cols., 1983;
Nickoloff y cols., 1985; Whiteley y Leininger, 1987; Konno y cols., 1998; Gil da Costa et al.
2009; Joiner et al. 2010). Cabe destacar que las primeras descripciones mostraban lesiones que
morfolégicamente se asemejan a otras neoplasias caninas, como histiocitomas atipicos,
plasmocitomas o tumores basales sélidos, por lo que muy posiblemente fueran diagnosticos
erroneos (Glick y cols., 1983; Nickoloff y cols., 1985; Whiteley y Leininger, 1987). Poco a
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poco, se incorporan al diagnéstico diferencial de las neoplasias caninas cutaneas (Gross y cols.,
2005; Miller y cols., 2013).

Cronologia de los principales descubrimientos en el area de estudio de las CMs.

Descubrimiento Merkel, 1875
Ultraestructura Cauna, 1962
Fisiologia Iggo y Muir, 1969
Hipdtesis del origen epidermal Munger, 1965; Lyne y Hollis, 1971; English, 1974;
Moll I. y cols., 1986
Hipotesis del origen neural Iggo y Muir, 1969; Winkelmann, 1977
Carcinoma de CMs Toker, 1972
Funciones neuroendocrinas Winkelmann, 1977; Hartschuh y Grube, 1979; Pearse, 1980
Inmunohistoquimica Schmechel y cols., 1978; Hartschuh y cols., 1979;
Moll R. y cols.,1984a; Navone,1986; Gauweiller y cols., 1988
Carcinoma de CMs canino Nickoloff y cols., 1985
Subpoblaciones de CMs Tachibana, 1995; Tachibana y cols., 1997;
Tachibana y Nawa, 2000
Carcinoma de CMs otras especies Patnaik y cols., 2001 (gato)
Poliomavirus en CCM humano Feng y cols., 2008

Excerpta Medica
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Justificacion y Objetivos

Las células de Merkel (CMs) se conocen desde 1875 (Merkel, 1875), si bien representan
el tipo celular epidérmico menos estudiado hasta el punto que muchas de las cuestiones basicas
acerca de su biologia no se conocen o no han sido descritas hasta recientemente, como su
origen, parte de sus funciones o su participacion en la homeostasis y en condiciones patoldgicas

de la piel.

En humanos, se ha verificado su vinculacion con algunos trastornos cutaneos,
incluyendo condiciones inmunoldgicas como el pénfigo vulgar o el rechazo donante-receptor,
condiciones hiperplasicas o displasicas como el eritema ab-igne o la dermatosis actinica, y
condiciones neoplasicas como varios tumores foliculares benignos (Wollina and Mahrle, 1992;
Hartschuh and Shulz, 1997; Boulais y cols., 2009b). Una de las alteraciones mas reconocidas en
este tipo celular es el tumor neuroendocrino cutdneo o carcinoma de células de Merkel,
neoplasia reconocida en humanos, perros y gatos (Konno et al., 1998; Patnaik et al., 2001;
Bagnasco et al., 2003; Gil da Costa et al., 2010; Wang et al., 2011). No obstante, mientras que
esta neoplasia esta bien caracterizada en el hombre, el diagndstico de esta neoplasia en pequefios
animales es ocasional. Ademas, examinando la literatura, algunas de las primeras descripciones
en el perro parecen, morfolégicamente, neoplasias de otros tipos celulares, tales como
histiocitomas atipicos, plasmocitomas o tumores solidos de células basales, o podrian
representar metastasis cutaneas de carcinomas endocrinos/neuroendocrinos originados en
organos internos (Glick y cols., 1983; Nickoloff y cols., 1985; Whiteley y Leininger 1987;
Joiner y cols.,, 2010). Esta tendencia al diagndstico erroneo se debe a la ausencia de

caracterizacion morfoldgica e inmunofenotipica de este tipo celular en la especie canina.

Debido a la gran ausencia en la literatura de referencias acerca de las caracteristicas de
las CMs en el perro y a la existencia de diferencias interespecie en cuanto a las caracteristicas
morfoldgicas, contenido de neuropéptidos, expresién de moléculas y caracteristicas funcionales

de esta poblacion celular, nos ha sido razonable plantear como objetivo general del presente

trabajo comprobar y verificar si las CMs en la especie canina comparte los rasgos descritos en la
literatura cientifica para otras especies. La determinacion de sus caracteristicas morfoldgicas e
inmunofenotipicas en diferentes etapas del desarrollo, desde la vida fetal a la vida adulta, asi

como el conocimiento de su distribucion y localizacién anatdmica, nos permitira mejorar el
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conocimiento de la estructura de la piel en el perro y dilucidar el papel funcional que este tipo
celular tiene en la homeostasis cutinea en esta especie. Esto nos permitird, también, sentar las
bases para proyectar estudios acerca de su papel en el desarrollo y la evolucion de diferentes
condiciones patologicas cutaneas, incluido el reconocimiento, diagnostico y caracterizacion del

tumor neuroendocrino cutaneo primario (de células de Merkel) en el perro.

Los objetivos especificos de la presente Tesis doctoral fueron:

7: Estudiar y determinar la utilidad de las técnicas histoquimicas rutinarias para la

identificacion y caracterizacion de las células de Merkel en el perro.

2; Determinar la morfologia y el perfil inmunohistoquimico de las células de Merkel
en la especie canina, incluyendo la localizacion de los productos inmunorreactivos, en
condiciones normales y en muestras de diferentes areas cutaneas fijadas en formol e incluidas en

parafina.

3: Determinar aquellos marcadores mas Utiles para la identificacion de las células de

Merkel en el perro, en términos de intensidad de inmunorreaccion y de recuento celular.

4 ’ Describir los rasgos ultraestructurales de las células de Merkel en el perro,

incluyendo valores morfométricos.

5: Estudiar la correlacion entre los hallazgos morfoldgicos e inmunohistoquimicos en
las células de Merkel en el perro, determinando su posible significado en la(s) funcidn(es) de

este tipo celular en esta especie.

64 Realizar un estudio de la presencia, distribucion y densidad de las células de Merkel
en la piel y mucosa normal del perro, investigando ademas si existen cambios significativos en

funcidn de la edad, el sexo, la raza, el tipo de capa y la presencia o ausencia de pigmentacion.



Justificacion y Objetivos

; ’ Determinar cuando las células de Merkel aparecen en la piel del perro durante el
desarrollo fetal, realizando una aproximacién acerca de su densidad y estudiando los patrones de
distribucion en los diferentes tipos de piel y su relacion con el desarrollo de las diferentes

estructuras cutaneas. Intentar dilucidar el origen de las células de Merkel en la especie canina.



Justificacion y Objetivos
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Estructura y Funcion de la Piel

3.1. ESTRUCTURA Y FUNCION DE LA PIEL CANINA

En este capitulo se hace un resumen breve de la estructura de la piel canina,
introduciendo algunos conceptos y términos que serén utilizados a lo largo de la presente Tesis

Doctoral.

La piel es el 6rgano més extenso del cuerpo representando una barrera anatomica y
fisiologica entre animal y ambiente. Es un érgano de vital importancia, de compleja estructura y
con multiples funciones. Pero la piel no es s6lo un érgano con sus propios patrones de reaccion
sino que también es un espejo que pone de manifiesto el medio interior y, al mismo tiempo, es

un reflejo del mundo exterior al que es expuesta (Ferrer, 1994; Miller y cols., 2013).

3.1.1. ANATOMIA

La piel de los carnivoros domésticos es el mayor 6rgano del animal y el mas evidente.
Cubre toda la superficie corporal y en los labios, nariz, parpados, ano y vulva se continda con
las membranas mucosas por medio de las uniones mucocutaneas. EI grosor disminuye craneo-
caudalmente y dorso-ventralmente oscilando entre 0,5 y 5 mm en el perro, sin incluir el paniculo
adiposo. Asi, las zonas de mayor grosor cutaneo son la frente, la zona dorsal del cuello, el torax
y la regién del tercio posterior, mientras que las mas delgadas se sitian sobre los pabellones

auriculares y en las areas axilar, inguinal y perianal (Ferrer, 1994; Miller y cols., 2013).

3.1.2. FISIOLOGIA

La mision principal de la piel es la proteccion y el mantenimiento de la integridad del
individuo evitando la deshidratacion y haciendo posible la vida terrestre. Protege contra todas
aquellas agresiones producidas por agentes quimicos, fisicos o bioldgicos. A lo largo de la
evolucion, la piel ha ido incrementando la complejidad de su estructura y adoptando nuevas
funciones, algunas de ellas de gran importancia. Participa activamente en la termorregulacion

del cuerpo de los mamiferos mediante mecanismos de disipacion del calor (sudor,
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vasodilatacion) y mecanismos de aislamiento térmico (pelaje, paniculo adiposo). No menos
importante es su papel en la recepcion de estimulos sensoriales del exterior. En la piel se han
integrado numerosos receptores y terminaciones nerviosas que perciben frio, calor, tacto,
presion, dolor y prurito. Actda como un organo secretor, eliminando numerosas sustancias al
exterior por mediacion de las glandulas sudoriparas y sebaceas. Ademas, participa activamente
en la sintesis de varias moléculas, entre ellas la vitamina D3, y es un almacén de diferentes

productos, como los lipidos (Ferrer, 1994; Hargis y Ginn, 2012; Miller y cols., 2013).

Una de las funciones mas importantes que se le ha reconocido es la respuesta
inmunitaria. Se ha desarrollado un nuevo concepto al considerarla como un d&rgano
inmunoldégico y no meramente un dérgano con funciones protectoras. Ahora sabemos que
contiene diferentes tipos celulares que responden frente a antigenos que desde el exterior entran
en contacto con el organismo. La funcion inmunoldgica estaria establecida por células de
Langerhans, células dendriticas dermales, macro6fagos y linfocitos residentes, queratinocitos,
fibroblastos, las unidades microvasculares dermales y los linfonodos regionales. Todos estos
elementos integran el complejo celular de reconocimiento y defensa inmunologica (Ross y cols.,
1995; Ginn y cols., 2007; Hargis y Ginn, 2012).

3.1.3. ANATOMIA MICROSCOPICA

La piel posee una estructura microscopica muy compleja debido a la gran cantidad de
funciones que desempefia. Estd constituida por células con diferentes origenes: ectodérmicas,
como los queratinocitos; de la cresta neural, como los melanocitos; y mesodérmicas como las

células de Langerhans y los elementos celulares dérmicos (Ferrer, 1994; Miller y cols., 2013).

Esta integrada por 3 capas complejas (figura 1 y 2): la epidermis (del griego epi =
encima y derma = piel), la dermis o capa interna (también llamada corion en el hombre) y la
hipodermis (del griego hypo = inferior y derma = piel) o tejido subcutaneo responsable de la
movilidad de la piel. En estas capas se integran los anejos cutaneos, que incluyen los complejos
pilosebaceos, las glandulas sudoriparas y otras estructuras especiales como las glandulas

especializadas (glandulas circumanales o hepatoides, glandulas mamarias), las ufias, los cuernos

y los cascos (Ferrer, 1994).
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A. TIPOS DE PIEL

En los carnivoros pueden distinguirse basicamente dos zonas con diferente estructura
cutanea (Ferrer, 1994; Miller y cols., 2013):

1) la piel con pelo o piel pilosa, que cubre la mayor parte del cuerpo, con una epidermis
delgada sin papilas epidérmicas 0 con pocas y muy cortas, sin estrato Iucido, y dermis con

abundantes pelos y glandulas;

2) la piel sin pelo o piel glabra o lampifia, que incluye a su vez:

e los cojinetes plantares o almohadillas, la cual esta sujeta a la mayor abrasion por
lo que presenta una epidermis muy gruesa con papilas y crestas epidérmicas
profundas en la dermis (piel crestada o ridged skin en inglés), estrato cérneo de
gran grosor, estrato Itcido, sin complejos pilosebaceos y con glandulas ecrinas

e El plano nasal y la trufa, mostrando una epidermis gruesa con papilas amplias
(piel papilar o pegged skin en inglés), estrato granuloso ausente o muy delgado,
estrato corneo laminado y sin complejos pilosebaceos.

Por su estructura microscépica, la primera también se conoce como piel delgada y la ultima
como piel gruesa. Obviamente, también existen zonas de transicion entre los diferentes tipos de

piel de un animal.
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Papilas Dérmicas

DERMIS 4 CorpUsculo de Musculo Piloerector

Meissner
Glandula Sebacea

Plexo Vascular
HIPODERMIS {  Profundo

Foliculo Piloso

Fibras Nerviosas i .
Glandula Sudoripara Glandula Sudoripara
Corpusculo de Paccini

Figura 1. Diagrama de la apariencia microscépica de la piel gruesa o glabra y la piel fina o pilosa
humana.

Glandula Sebacea

—— EPIDERMIS
. g
Foliculo 2ario
DERMIS

Foliculo 1ario @)

Glandula

Sudoripara | * — HIPODERMIS

Terminacion Vibrisa Corpusculo de Paccini

nerviosa

Figura 2. Diagrama de la apariencia microscopica de la piel canina (modificado de
http://www.scientific-art.com/portfolio%20vetmed%20pages/dogskin.htm).
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B. ESTRUCTURA MICROSCOPICA DE LA PIEL GRUESA

La piel gruesa canina y humana se caracterizan a simple vista por dos hechos: la ausencia
de foliculos pilosos y la presencia de arrugas epidérmicas. Las arrugas epidérmicas se
constituyen al seguir la epidermis los contornos de las crestas dérmicas subyacentes. Tales
arrugas se pueden estudiar en los cortes perpendiculares de piel (figura 3). Las crestas de la
epidermis penetran en la parte méas alta de cada cresta dérmica primaria, dividiéndolas en dos
pliegues. Por el aspecto que presentan en estos cortes perpendiculares reciben el nombre de
papilas dérmicas y, en consecuencia, el crecimiento epidérmico entre cada par de papilas recibe
el nombre de papila epidermal. Pero estas papilas no son en realidad de forma conica, ya que si
fueran verdaderas papilas sélo se verian cuando el plano de corte atravesara una de tales
estructuras. El hecho de que aparezcan constantemente en los cortes microscopicos demuestra
que en realidad son pliegues o crestas, aunque a veces son inconstantes en su trayecto (Ham y
Cormack, 1985; Ross y cols., 1995).

En las almohadillas, las papilas epiteliales no son simples. Multiples crecimientos
descienden desde la epidermis para penetrar en la cresta dérmica primaria dividiéndola en varias
papilas dérmicas (figura 3). Esto se puede atribuir a un intento de aumentar el anclaje de la
epidermis a la dermis debido a la friccidn a la que estd sometida la piel de esta zona. Ademas,
los conductos de las glandulas ecrinas presentes en la dermis profunda e hipodermis se abren al
exterior no por la zona mas alta de los clavos epidermales como ocurre en humanos, sino por la

parte mas inferior de los surcos papilares.

Papila dérmica

Papila epidérmica

Figura 3. Corte histolégico de almohadilla canina (piel gruesa). Notese las multiples pequefias papilas
epidérmicas secundarias (flechas). HE.
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Epidermis de la Piel Gruesa

La capa mas externa de la piel es un epitelio estratificado plano queratinizado de origen

ectodérmico. Existen cuatro tipos celulares principales en este epitelio (figura 4):

Figura 4. Diagrama de los
cuatro tipos de células que
componen la epidermis canina.
Q = queratinocito; CL = célula
de Langerhans; ML =
melanocito; CM = célula de
Merkel.

Los QUERATINOCITOS (Qs) constituyen aproximadamente el 85% de las células de la
epidermis. Permanecen unidos entre si mediante un tipo de union intercelular muy resistente que
se denomina desmosoma Yy permanecen unidos a la membrana basal por medio de
hemidesmosomas. De estos desmosomas y hemidesmosomas parten abundantes tonofibrillas
constituidas por filamentos proteicos (citoqueratinas) que ocupan buena parte del citoplasma
(figura 5) (Ferrer, 1994; Miller y cols., 2013).
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e | :

Figura 5. (A) Queratinocitos epidérmicos bajo microscopio éptico y tincion de HE. Noétese las marcadas
conexiones intercelulares caracteristicas del estrato espinoso (flechas). (B) Queratinocitos al microscopio
electronico. Ndtese los caracteristicos gruesos agregados de citoqueratinas o tonofilamentos (flechas negras) y
los granulos de melanina transferidos (flecha blanca). (C) detalle de desmosomas en los procesos
citoplasmaéticos de los queratinocitos (flechas).
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Los Qs se originan por la division continua de células germinales situadas en la capa
basal del epitelio. Las células recién formadas se desplazan lentamente hacia la superficie
aumentando de tamafo y diferenciandose, al tiempo que acumulan en su citoplasma cantidades
crecientes de queratina (Ferrer, 1994; Miller y cols., 2013). Este proceso de continua
maduracion y queratinizacion confiere a la epidermis una estructura clasica en estratos (figura
6):

e EI maés interno es el estrato basal, formado por células de morfologia cubica que
descansan sobre la membrana basal. Estas células son las encargadas de renovar la
epidermis (de ahi también el nombre de estrato germinativo).

e Sobre el estrato basal aparece el estrato espinoso constituido por capas de Qs de aspecto
sutilmente aplanado y con marcadas uniones intercelulares (figura 5A).

e A continuacion el estrato granuloso, formado por una o dos capas de ceélulas
considerablemente més aplanadas y dispuestas con el eje celular mayor paralelo a la
superficie cutanea, con caracteristicos granulos de queratohialina que se ven
intensamente basofilos en los cortes histoldgicos (figura 6).

e Sobre el estrato granuloso se encuentra el denominado estrato lUcido, una capa
intensamente eosinofilica constituida por una mezcla del fosfolipido eleidina y de
proteinas. Este estrato esta presente s6lo en zonas muy queratinizadas y sin pelo.

e Mas externamente se halla el estrato corneo. En los cortes histoldgicos convencionales
aparece formado por dos o tres capas de células anucleadas, totalmente cornificadas y
eosindfilas (corneocitos). En las capas mas externas, las células muertas se separan unas

de otras y se descaman terminando de esta forma el proceso de renovacion epidérmica.

Figura 6. Corte histol6gico de una almohadilla canina (HE) y diagrama representativo de los diferentes
estratos o0 capas de la epidermis (modificado de http:/philschatz.com/anatomy-
book/contents/m46060.html). Diferentes estratos son reconocibles en la epidermis. (B). C = Corneocito;
Q = Queratinocito; CM = Células de Merkel; ML = Melanocito.

e —


http://philschatz.com/anatomy-book/contents/m46060.html
http://philschatz.com/anatomy-book/contents/m46060.html
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Los MELANOCITOS (MLs) son células derivadas de la cresta neural, que migran a la

epidermis en el periodo embrionario y que, basicamente, son sintetizadoras de pigmento: la
melanina. La principal funcion de la melanina es la de proteger contra los efectos nocivos de la
radiacion solar ultravioleta (UV), absorbiéndola e inhibiendo los radicales libres que se
producen por su efecto. Los MLs suponen alrededor del 5% del total de las células epidérmicas
y en los cortes histoldgicos convencionales aparecen como células claras situadas en el estrato
basal, distribuidas de forma homogeénea a lo largo de toda la epidermis (figura 7a). También se
encuentran en la vaina epitelial externa de los foliculos pilosos y en la matriz del pelo, en las
glandulas sebaceas y en los conductos de las glandulas sudoriparas. Su citoplasma contiene
numerosos melanosomas, vesiculas delimitadas por una membrana en las cuales se sintetiza la
melanina (figura 7b). Los melanosomas son transferidos al citoplasma de los Qs vecinos en los
extremos de las dendritas, lo que explica que la mayor parte de la melanina observada en los
cortes histolégicos se corresponde con melanina transferida a los Qs (Ferrer, 1994; White y
Yager, 1995; Miller y cols., 2013).

Figura 7. Melanocito (flecha) bajo microscopio Optico y tincion de HE (A), y bajo microscopio
electronico (B) * = dermis; flechas blancas = secciones transversales de prolongaciones citoplasmaticas
(dendritas) de los melanocitos entre los queratinocitos. Inset: detalle de los granulos de melanina.
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Las CELULAS DE LANGERHANS (CLs) son células del sistema mononuclear
fagocitario. Suponen alrededor del 3-8% de las células de la epidermis. Proceden de la médula
Osea y son transportadas por la sangre hasta la dermis, desde donde emigran a la epidermis en un
proceso que continla durante toda la vida. Su principal funcién es la presentacion de antigenos.
Situadas en la epidermis, se encuentran en una situacion privilegiada para contactar con
antigenos exdgenos que entren en contacto con la piel. En los cortes histolégicos aparecen como
células claras situadas en el estrato espinoso de la epidermis, aunque también en menor
proporcion en el basal. En humanos, cerdo, gato, vaca y caballo muestran, al microscopio
electronico, unos caracteristicos granulos citoplasmicos en forma de raqueta llamados granulos
de Birbeck (figura 8) (Ferrer, 1994; White y Yager, 1995; Miller y cols., 2013).

gy

oot ik
Figura 8. A la izquierda, célula de Langerhans de la epidermis humana al microscopio electrénico (imagen
tomada de http://biologiedelapeau.fr/spip.php?page=forum&id_article=5&lang=en). A la derecha, detalle de

los caracteristicos granulos de Birbeck en forma de raqueta (imagen tomada de
https://www.studyblue.com/notes/note/n/dr-jassim-derm-path-iib/deck/9378612).

El cuarto tipo celular que se encuentra en la epidermis son las CELULAS DE MERKEL
(CMs). Se distribuyen a lo largo de toda la superficie cutanea, especialmente en regiones
altamente sensibles. Suponen aproximadamente el 2% de las células epidermales. Estan
conectadas a terminaciones desnudas de fibras nerviosas mielinicas y tienen importancia como
receptores del tacto. En los cortes histolégicos convencionales también aparecen como células
claras situadas en las zonas basales de la epidermis, si bien su distribucion es muy heterogénea
en comparacion con las otras células claras de la epidermis (MLs y CLs). Contrariamente a los
MLs y a las CLs, se unen a los Qs por medio de desmosomas y presentan granulos
citoplasmaticos electrodensos de aspecto neurosecretor (figura 9) (Ferrer, 1994; White y Yager,
1995; Halata y cols., 2010; Miller y cols., 2013).


http://biologiedelapeau.fr/spip.php?page=forum&id_article=5&lang=en
https://www.studyblue.com/notes/note/n/dr-jassim-derm-path-iib/deck/9378612
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Figura 9. A la izquierda, detalle
de una célula de Merkel canina al
microscopio electronico, con sus
caracteristicos ~ granulos  en
porciones basales del citoplasma
(flecha). A la derecha, detalle de
los caracteristicos granulos de

nicleo denso

limitados por
membrana (neurosecretores).

Tabla 1. Diferencias entre los tres tipos de células claras de la epidermis canina.

CMs

CLs

MLs

Localizacion en la epidermis

Estrato basal/parabasal

Alta en la epidermis

Generalmente basal

Disposicion en la epidermis

Aislada o en grupos

Aislada

Aislada

Forma Ovalada y/o dendritica | Dendritica Dendritica

Nucleo Lobulado Muy invaginado Generalmente redondo
Espinas citoplasmaticas Si No No

Procesc_)s citoplasmaticos Si, con granulos si Si, con granulos de
(dendritas) neurosecretores melanina
Desmosomas Si No No

Conexién nerviosa Si (en ocasiones no) No No

Melanosomas Ocasionalmente En ciertas patologias Si

Granulos citoplasmaticos

Electrodensos (80-120
nm), de nlcleo denso y
con membrana.

Granulos de Birbeck (15-
50 x 4 nm), en forma de
raqueta. No en perros.

Melanosomas, limitados
de membrana 'y
electrodensos (0.6-1.1

Homogéneos. pum). Heterogéneos.
Polaridad de los granulos Si No No
Filamentos intermedios CKsy (Nf) Vim Vim

CKs, Nse, CgA, Syn, S100, HMB-45,
Marcadores IHQ CGRP, PGP9.5, (Nf) MHC II, CD11, CD18 MelanA, PNL2

Funcién

Mecanorreceptor

Presentacion de
antigenos

Sintesis de melanina,
Proteccion UV

Localizacién cutanea

Generalizada,
heterogénea

Generalizada,
homogénea

Generalizada,
homogénea
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Unidn dermoepidérmica y membrana basal

La unién dermoepidérmica o zona de la membrana basal es una estructura compleja y
altamente especializada caracterizada al microscopio éptico como una lamina eosinofila situada
por debajo de la epidermis. La membrana basal (mb) tiene tan sélo un grosor de 40-60 nm y
una arquitectura molecular compleja. Con el microscopio electrénico se distinguen la 1&mina
lucida (electrollcida) y la lamina densa (electrodensa), de la cual parten numerosas fibras de
colageno que se distribuyen por la dermis subyacente. Las funciones principales de la mb son
permitir la diferenciacion de los Qs, regular el transporte de nutrientes entre dermis y epidermis,
y mantener unidas las dos estructuras (Ferrer, 1994; Miller y cols., 2013).

Dermis en la piel gruesa

La dermis es un tejido conectivo de origen mesodérmico con abundante vascularizacion
e inervacion, que sirve de soporte a la epidermis y a los anejos cutaneos. La composicién de la

dermis canina es compleja (Ferrer, 1994; Miller y cols., 2013):

1. Sustancia fundamental amorfa, constituida por glucosaminoglucanos vy
proteoglucanos, fundamentalmente;

2. Fibras de colageno (87% colageno de tipo I, 10% coléageno tipo 111 y 3% colageno tipo
V) y fibras elasticas (con elastina y microfibrillas), cuya funcion fundamental es
conferir resistencia y elasticidad a la piel.

3. Células conectivas de diferentes tipos:

o fibroblastos, células mesenquimatosas fusiformes con capacidad de division y
encargadas de la sintesis y degradacion de los glucosaminoglicanos y de las
fibras dermales.

e macrdfagos o histiocitos, células derivadas de los monocitos sanguineos que

tienen como principales funciones la fagocitosis y la secrecion de citoquinas.

e mastocitos o células cebadas, células derivadas de la médula ésea con

numerosos granulos citoplasmicos ricos en mediadores de la respuesta

inflamatoria (histamina, heparina, factor de necrosis tumoral «).
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4. Melanocitos, se pueden ver cerca de la dermis superficial y alrededor de los bulbos
pilosos en perros de capas oscuras, como Doberman pinscher.

Histologicamente, se distinguen dos zonas en la dermis: la dermis superficial (dermis

papilar en la especie humana) y la dermis profunda (dermis reticular en la especie humana).

Tabla 2. Principales diferencias entre dermis superficial y profunda en el perro (modificada de Ferrer, 1994)

Caracteristica Dermis superficial Dermis profunda
Organizacion de la matriz Laxa, fibras finas de colageno Densa, fibras gruesas de colageno
Tipos de colageno I, 11, V, VI, procolageno tipo | I, 1, V, VI
Celularidad Elevada Baja

Morfologia de los fibroblastos Células jovenes (secrecion activa) Células maduras (fibrocitos)
Proliferacion de los fibroblastos Elevada proliferacion Baja proliferacion

En la piel del plano nasal y de la trufa, la demis presenta un gran grosor en comparacion
con la piel de los cojinetes plantares donde es mas delgada. No presenta foliculos pilosos ni
otros anejos cutaneos, a excepcion de las glandulas ecrinas en la dermis profunda e hipodermis

de los cojinetes plantares (Ferrer, 1994).

C. ESTRUCTURA MICROSCOPICA DE LA PIEL DELGADA

La piel delgada canina cubre todo el cuerpo del animal con excepcion de los cojinetes
plantares, el plano nasal y la trufa. Difiere de la piel gruesa en que contiene los foliculos pilosos,
mas densos y desarrollados segln la zona cutanea, las glandulas sudoriparas apocrinas y las

glandulas sebaceas (Ferrer, 1994; Miller y cols., 2013).
Epidermis en la piel delgada

Tiene menos capas que en la piel gruesa. El estrato germinativo es parecido, pero el
estrato espinoso es mas delgado. El estrato granuloso no llega a formar una capa separada y
continua, sino que esta constituido por gran nimero de células granuladas esparcidas en la zona
donde debiera hallarse esta capa. No existe el estrato IUcido. El estrato corneo es relativamente
delgado (figura 10) (Monteiro-Riviere, 1998).
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. Figura 10. Corte histolégico de la piel abdominal
- Jf "® o | canina (piel delgada). La diferenciacion entre los
; " ‘S ® | estratos es menos evidente que en la epidermis de la
. ‘ / : piel gruesa. HE.

El “haarscheibe” o disco tactil epidermal

En 1902, Felix Pinkus describi6 unas estructuras epidermales caracteristicas compuestas
por unos diminutos engrosamientos de la piel, de unos 0.5 mm de diametro, con una morfologia
similar a la de un disco. Debido a su proximidad con los foliculos pilosos recibieron el nombre
de “Haarscheiben” o discos tactiles del pelo (“hair discs”). Otros términos cominmente
utilizados son corpusculos tactiles, almohadillas tactiles, corpusculos de Pinkus o almohadillas
tilotricas (Iggo y Muir, 1969; Smith, 1977).

Todos los mamiferos muestran discos tactiles en la piel pilosa, muy similares
estructuralmente. En algunas especies, como la rata, ratdn o cobaya, mantienen una relacion
constante con el pelo y sefialan ciertos movimientos direccionales del mismo (Smith, 1977). La
presion del pelo al moverse sobre el disco es la forma més normal de estimulo (Smith, 1970).
No se han encontrado en la piel glabra. Su densidad y tamafio puede variar entre las especies y
entre las diferentes partes del cuerpo (Smith, 1977; Zelena, 1994). En humanos, una estimacién
grosera sitda a la piel del cuello, abdomen y brazos entre las localizaciones de mayor densidad,
sin embargo son méas prominentes y se pueden observar mas facilmente en la piel del abdomen
(Smith, 1970, 1977). La estructura de estos discos en el perro fue descrita en detalle por Narita y

cols. (1986) y no mostraba diferencias significativas con la de otros mamiferos.

Su superficie externa constituye pequefias elevaciones o eminencias sobre la epidermis

de morfologia redondeada o poligonal, en ocasiones con una pigmentacién diferente a la de la
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piel circundante (English, 1977). La epidermis del disco esta compuesta de un epitelio mas
grueso que la epidermis circundante, con células especializadas columnares que se extienden
desde las células basales y se orientan perpendicularmente a la superficie cutanea (figura 11).
Estos Qs especiales presentan un programa de diferenciacion diferente a la epidermis adyacente,
especialmente en su perfil de citoqueratinas, lo que les permite ciertas propiedades funcionales
para una Optima percepcion sensitiva (Moll 1. y cols., 1993b). En su base existen grupos de CMs
asociadas a terminaciones nerviosas dermales. La unién dermo-epidérmica es altamente
circunvalada con prominentes crestas y engrosamientos epidermales, sobre todo demarcando el
borde del disco. Contrasta en gran medida con la unidn lisa vista normalmente en la piel de
alrededor. Debajo existe una papila dermal ancha y elevada, mas densa y resistente a la presion
que la dermis de alrededor. Un sistema eréctil de capilares dentro de esta papila también afecta
al tamafio del disco dependiendo de si los capilares se llenan o se vacian (English, 1977a; Moll
I. y cols., 1993b).

Células

columnares Terminacién | Figura 11. (A) Representacion
. nerviosa esquematica de un disco
Células de Merkel epidermal  (modificado  de

http://insciences.org/article.php?

B s ' W article_id=7022). (B) En los
7 - D e £ Bl | | cortes histologicos  aparecen

como engrosamientos focales de
la epidermis; varias CMs se
ubican en la regiéon basal (los
-, espacios  claros  representan
terminaciones nerviosas
-
artefactuadas por el procesado)

Estos diminutos érganos cutaneos representan mecanorreceptores de adaptacion lenta
de tipo 1. La ligera deformacion por presién genera una descarga irregular y mantenida; este
tipo de descarga no puede ser evocada facilmente cuando el estimulo es aplicado fuera del
perimetro del disco (lggo y Muir, 1969; Smith, 1970, 1977; English, 1974, 1977a, b). La
inervacion del disco tactil proviene de gruesos nervios mielinizados de la dermis que se dividen

en multiples ramas en la dermis papilar, inmediatamente debajo del disco del pelo. La mielina
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de esas fibras nerviosas solo se extiende hasta unas pocas micras antes de la epidermis, después
de lo cual las fibras penetran desnudas en la membrana basal para finalizar como expansiones
terminales, con forma de disco, bajo las CMs (Smith, 1977; Moll 1. y cols., 1993b). Un nervio
mielinizado abastece de uno a tres haarscheiben y un disco no posee mas de un nervio
mielinizado (Iggo y Muir, 1969; Smith, 1977; Zelend, 1994).

El disco también tiene cierta capacidad para responder a cambios termales,
especialmente frente al frio, por medio de un incremento en el nimero de potenciales de accion
a partir de un estimulo de presion dado. Es decir, que el disco es capaz de enviar mensajes
acerca de la temperatura s6lo cuando una presion aplicada a la vez desencadena un estimulo
(Iggo y Muir, 1969; Smith, 1977).

Dermis en la piel delgada

La dermis de la piel delgada canina se proyecta en la epidermis en forma de papilas,
menos pronunciadas y mas simples que en la piel gruesa. Su grosor es muy variable
dependiendo del area corporal; por ejemplo, la dermis del cuello es mas gruesa que la del
abdomen (Monteiro-Riviere, 1998).

Los foliculos pilosos, los musculos piloerectores, las glandulas sebaceas y las glandulas

sudoriparas apocrinas constituyen los anejos cutaneos.

Los FOLICULOS PILOSOS son invaginaciones tubulares de la epidermis y de la
membrana basal hacia la dermis en las que se forman los pelos. Anatdbmicamente, los foliculos
pilosos en la piel canina suelen estar colocados en un angulo de 30-60° con respecto a la
superficie cutanea. Se dividen en tres segmentos (figura 12): el infundibulo o porcién
superficial, que se extiende entre la desembocadura del conducto excretor de las glandulas
sebaceas y la superficie epidérmica; el istmo o segmento central, que se extiende desde la
entrada del conducto sebaceo a la insercion del musculo piloerector; y el segmento inferior o
bulbo del pelo, que se presenta desde la insercion del musculo piloerector hasta la papila
dérmica (Ferrer, 1994; Miller y cols., 2013). La histologia del foliculo piloso es muy compleja y

esta integrada por numerosos componentes que se disponen ordenadamente (figura 12):
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1. la papila dérmica: tejido conjuntivo muy vascularizado situado en la base del foliculo
que se encarga de nutrir a las células proliferantes de la matriz.

2. la matriz del pelo: formacidn epitelial bulbosa en forma de copa que rodea a la papila en
la base del foliculo, compuesta por Qs basales y MLs. Es la encargada de producir el
pelo y la vaina folicular externa.

3. lavaina folicular externa: se extiende desde la matriz hasta la epidermis. Es muy gruesa
cerca de la epidermis y gradualmente reduce su espesor hacia el bulbo del pelo. En la
zona de insercion del musculo piloerector, bajo la glandula sebacea, la vaina folicular
externa sufre un engrosamiento denominado PROTUBERANCIA (“bulge area”) (figura
12). La vaina folicular externa esta rodeada por otras dos estructuras: una zona de
membrana basal, continuacién de la membrana basal epidérmica, y una capsula de tejido
conectivo denso o vaina folicular fibrosa.

4. lavaina folicular interna: constituye una envoltura protectora del pelo en formacion.

5. el pelo: también se forma en la matriz pilosa y se compone de tres estratos: la cuticula,
formada por escamas queratinizadas anucleadas entrelazadas formando una capa externa;
la corteza, formada por queratina dura, normalmente pigmentada con melanina lo que da
al pelo su color; la médula, compuesta por hileras longitudinales de células degeneradas
cuboidales o aplanadas ricas en diferentes proteinas.

Cuticula

Corteza

Membrana basal

L- Vaina folicular externa
Medula pilosa

Infundibulo

Istmo
Matriz pilosa

Melanocito

Bulbo

Papila dérmica

Figura 12. Diagrama de las diferentes partes del foliculo piloso (modificado de Miller y cols., 2013).
Gs = glandula sebacea; Mp = Musculo piloerector; Bg = region de la protuberancia folicular.
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En los carnivoros domésticos se observan tres tipos distintos de pelos: los PELOS DE
COBERTURA o de guarda, los PELOS INFERIORES (también conocidos como lanosos o
“borra’’) y los PELOS ESPECIALIZADOS. A diferencia de los que ocurre en el caballo, en la
vaca o en el hombre, en los carnivoros los foliculos pilosos se agrupan formando complejos en
los que se distingue un foliculo principal y varios foliculos secundarios. Los foliculos
primarios producen pelos gruesos, con médula (de cobertura). Los secundarios producen pelos
finos, con médula discontinua o sin médula (lanosos). Cada pelo primario puede estar
acompafiado de 5-20 pelos secundarios (figura 2). Cada foliculo primario presenta como
estructuras asociadas glandulas sebaceas, sudoriparas y un musculo erector del pelo en sus
proximidades. Por el contrario, los foliculos secundarios solo presentan asociadas glandulas
sebaceas. Los pelos primarios emergen de forma independiente a través de poros separados, en
tanto que los pelos secundarios lo hacen mediante un poro comun (Ferrer, 1994; Miller y cols.,
2013).

Los pelos especializados tienen funcion tactil y son de dos tipos. Los pelos sinusales o
vibrisas (también llamados “bigotes”) se encuentran en el hocico, labios, parpados, cara y sobre
la cara palmar del carpo en los gatos. Estos pelos son gruesos, inflexibles y afilados hacia el
extremo distal. Presentan un seno sanguineo revestido por un endotelio interpuesto entre la
vaina folicular externa y la capsula de tejido conectivo denso que rodea al foliculo piloso (figura
13). Los musculos esqueléticos se fijan a la vaina externa del foliculo permitiendo cierto control
voluntario. Presenta numerosos fasciculos nerviosos que atraviesan la vaina folicular externa.
Las fibras nerviosas dentro del pelo pueden terminar en dos variedades diferentes de
mecanorreceptores: en terminaciones nerviosas libres y en terminaciones nerviosas de Merkel
(complejo CM y axo6n). Se considera que estos pelos son importantes para la orientacion
espacial y el reconocimiento tactil del entorno méas inmediato (Halata, 1975; Rice y cols., 1993;
Ebara y cols., 2003). Los pelos til6tricos se encuentran distribuidos entre los pelos normales,
son grandes foliculos primarios que presentan un anillo de tejido neurovascular a nivel de la
glandula sebacea (English, 1977a; Ginn y cols., 2007). Aparecen asociados (segun la especie
animal) a los discos epidermales tactiles o tilotricos (Smith, 1977; Ferrer, 1994; Miller y cols.,
2013).
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Figura 13. (a) Corte histolégico de una vibrisa canina, con el
caracteristico seno vascular rodeando el foliculo (*). HE.

Unidos a la vaina de tejido conectivo que rodea al foliculo piloso hay uno o mas haces de
fibras de masculo liso que forman el MUSCULO PILOERECTOR, de origen mesenquimatoso.
Nace en la dermis superficial y se inserta en la vaina fibrosa folicular, en la region de la
protuberancia. Se cree participa en la termorregulacion y en la eliminacion del producto de

secrecion de las glandulas (Ferrer, 1994; Miller y cols., 2013).

Por ultimo, en la piel canina existen dos tipos de glandulas. Las GLANDULAS
SEBACEAS son glandulas alveolares compuestas, de secrecion holocrina (toda la célula
secretora se transforma en producto de secrecidn) (figura 14a). En los animales domésticos estan
maés desarrolladas que en el hombre y estan distribuidas por toda la superficie corporal, excepto
en los cojinetes plantares y en el plano nasal. Su tamafio es maximo en las uniones
mucocutaneas, en los espacios interdigitales, en el dorso del cuello, en el mentén y en el dorso
de la cola. Su producto de secrecidn es el sebo, una mezcla de lipidos en la que predominan los
triglicéridos y los acidos grasos libres. La secrecion sebacea se mezcla con la secrecion
sudoripara y constituye una pelicula oleosa que confiere elasticidad y flexibilidad a la piel, la
mantiene hidratada y, probablemente, juega un papel regulador en el crecimiento de la flora
bacteriana (Ferrer, 1994; Miller y cols., 2013).

El segundo tipo de componente glandular cutaneo es el sudoriparo, que a su vez, en los

carnivoros domésticos, se divide en dos tipos de estructuras. Las GLANDULAS
SUDORIPARAS EPITRIQUIALES (asociadas al pelo), cuya secrecion se produce mediante la
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liberacion a la luz glandular de fragmentos del citoplasma apical de las células epiteliales
(secrecion apocrina). Son las mas abundantes y estan distribuidas por toda la superficie cutanea
excepto los cojinetes plantares y el plano nasal. Tienden a ser mas grandes en areas donde la
densidad folicular es minima (cerca de las uniones mucocutaneas y en los espacios
interdigitales). Se trata de glandulas contorneadas cuyo conducto excretor termina en el istmo
del canal folicular. La porcion secretora de las glandulas es méas profunda y esta formada por
una monocapa de células epiteliales cilindricas rodeadas externamente por una capa de celulas
mioepiteliales (figural4b). Las GLANDULAS SUDORIPARAS ATRIQUIALES (no asociadas
al pelo, secrecion ecrina) se encuentran localizadas exclusivamente en los cojinetes plantares.
Son glandulas de pequefio tamafio, contorneadas, localizadas en la dermis profunda y tejido
subcutaneo y cuyo largo conducto excretor termina en la superficie epidérmica. La porcién
secretora consiste en una monocapa de células epiteliales cubicas o cilindricas rodeadas por una
capa de células mioepiteliales (figura 14c). En el hombre, las glandulas sudoriparas ecrinas son
las mas abundantes, estan distribuidas por todo el cuerpo y juegan un papel importante en la
termorregulacion. Es probable gue en los carnivoros estas glandulas tengan también un discreto

papel termorregulador (Ferrer, 1994; Miller y cols., 2013).

Figura 14. Secciones histoldgicas de los diferentes tipos glandulares de la piel canina. (A) Glandula
sebacea. (B) Glandula sudoripara epitriquial (apocrina). (C) Glandula sudoripara atriquial (ecrina).
HE.

Hipodermis

Es la capa mas profunda de la piel y sujeta la dermis al musculo o al hueso subyacente.

Estd constituida por un entramado de fibras de coladgeno y fibras elasticas que soportan
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estructuras vasculares y nerviosas, permitiendo la flexibilidad y el movimiento libre de la piel.
También presenta tejido adiposo formando un cojin o almohadilla de grasa llamada PANICULO
ADIPOSO, abundante e importante en los cojinetes plantares (donde se conoce como colchon
plantar) para proporcionar una deformacion amplia y soportar impactos mecanicos (Ferrer,
1994; Miller y cols., 2013).

Vascularizacién e inervacion cutanea

La piel es un érgano intensamente vascularizado. Existe un plexo vascular superficial
dispuesto proximo a la union dermoepitelial y encargado de nutrir a la epidermis. EI plexo
profundo discurre a la altura de la union entre la dermis y el tejido subcutaneo. Se encarga de
nutrir al segmento inferior de los foliculos pilosos, a las glandulas sudoriparas apocrinas y al
paniculo adiposo (figuras 1 y 2). Existe un tercer plexo denominado plexo medio, de menor
importancia, que discurre a la altura de las glandulas sebaceas y de los musculos piloerectores.
Los tres plexos estan intensamente anastomosados. Paralelamente a los plexos sanguineos se
distribuye una red de vasos linfaticos que, tras sucesivas anastomosis, drena a un plexo linfatico
subcutaneo (Ferrer, 1994; Miller y cols., 2013).

La red nerviosa dérmica canina es méas extensa en la piel glabra que en la pilosa y se
constituye por fibras nerviosas sensoriales o sensitivas y fibras nerviosas simpaticas, que se
organizan en receptores especializados o terminaciones nerviosas libres (figura 15) (Miller y
cols., 2013):

e Los RECEPTORES TACTILES ESPECIALIZADOS pueden ser de varios tipos en los
mamiferos: 1) Corpusculos de Meissner, son pequefios receptores sensoriales de
morfologia ovalada, encapsulados, que se encuentran en la dermis superficial,
especialmente en los pulpejos, los pezones, los parpados, los labios y los genitales. Son
mecanorreceptores de adaptacion rapida que responden a la vibracion y presion grosera;
2) Corpusculos de Pacini son grandes receptores sensitivos de adaptacion rapida,
encapsulados, que responden a la presion y a la vibracion. Se localizan en la piel, en los
ligamentos y capsulas articulares, en algunas serosas, en el pancreas felino y en algunas

zonas erogenas; 3) Terminaciones de Ruffini, mecanorreceptores de adaptacion lenta de
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tipo 2 responsables de la recepcion de la tension y responde a estiramientos de la piel; 4)
Corpusculos de Merkel (union CM y axén en la piel glabra, discos epidérmicos en la
piel pilosa), mecanorreceptores de adaptacion lenta de tipo 1 que intervienen en la
discriminacion tactil y la recepcion del tacto fino.

e Las TERMINACIONES NERVIOSAS LIBRES son la forma mas sencilla de receptor
sensitivo, pequefias ramas terminales de fibras nerviosas aferentes penetrando en la
epidermis. En los foliculos existen diversas organizaciones de terminaciones nerviosas
libres que actian como receptores tactiles, de las cuales la mas compleja es la asociada
con los bigotes o vibrisas (mecanorreceptores de adaptacion lenta) y con los foliculos

pilosos tilétricos, (mecanorreceptor de adaptacion rapida).

PIEL GLABRA PIEL PILOSA 3
LG \ 0S presién

grosera

ligera
* ‘ estiramiento

. - EPIDERMIS epidermis

vibracion presion

Corpusculos
de Merkel

Terminaciones .
libres N

Corpusculos
de Meissner

Corpusculos

de Paccini |~ DERMIS dermis

A Terminaciones ~ Terminaciones i . -
de Ruffini pilosas Meissner Paccini Merkel Ruffini

Figura 15. (A) Diagrama de los diferentes receptores tactiles cutdneos (modificado de
https://online.science.psu.edu/bisc004_activeup002/node/5406). (B) Cada receptor responde a un tipo de
estimulo tactil (modificada de http://www.pc.rhul.ac.uk/staff/J.Zanker/PS1061/L6/PS1061 6.htm). (C)
Corte histologico de un corpusculo de Meissner en la dermis superficial humana, HE (imagen tomada de
http://missinglink.ucsf.edu/Im/IDS_101_histo_resource/skin_glands.htm). (D) Corte histolégico de un
corpusculo de Pacini en perro, HE (E) Terminaciones nerviosas libres en piel de perro, OsO4 y HE.
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Tabla3. Receptores sensoriales cutaneos (segin Zelena, 1994).

TIPO

LOCALIZACION

Piel glabra o lampifia

Corpusculo de Merkel
Corpusculo de Meissner
Terminacion libre
Corpusculo de Pacini
Corpusculo de Ruffini

Epidermis basal

Dermis superficial
Epidermis y dermis
Dermis y tejido subcutaneo
Dermis y tejido subcutaneo

Piel pilosa

Disco tactil epidermal
Penicilado
Terminacion libre
Corpusculo de Pacini
Corpusculo de Ruffini

Epidermis basal

Dermis superficial
Epidermis y dermis
Dermis y tejido subcutaneo
Dermis y tejido subcutaneo

Uniones mucocutaneas

Terminacion libre Dermis subpapilar

En los pelos comunes (primarios y secundarios), los vasos sanguineos penetran la pared
del foliculo hasta la proximidad de la membrana basal de la vaina folicular interna. En las
vibrisas, los vasos sanguineos forman senos notables y la sangre no entra en contacto con la
vaina epitelial ni con parte alguna del pelo, se extravasa el plasma cerca de la membrana basal.
Las fibras nerviosas, por su parte, penetran por debajo de las glandulas sebaceas y también por
la papila, atraviesan la capsula conectiva del foliculo, la membrana basal y llegan hasta el
epitelio de la vaina folicular interna. En las vibrisas penetran entre las células epiteliales (Ferrer,
1994; Miller y cols., 2013).
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3.2. LA CELULA DE MERKEL EN LA ETAPA ADULTA

3.2.1. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LAS CELULAS DE
MERKEL CON MICROSCOPIA OPTICA

La CM es un tipo celular de dificil identificacion al microscopio Optico en las secciones
histoldgicas tefiidas con hematoxilina-eosina (HE) puesto que realmente no llama la atencion
sobre las otras células claras de la epidermis, los melanocitos (MLs) y las células de Langerhans
(CLs). Es necesario recurrir a técnicas inmunohistoquimicas o de microscopia electrénica,

aunque existen algunas técnicas histoquimicas que pueden ayudar a tal fin.

Morfolégicamente, las CMs son de gran tamafio, normalmente mayor que los Qs, con
una tipica forma alargada y oval, si bien en las Gltimas dos décadas se ha descrito polimorfismo
dependiendo de la localizacion corporal y de la unién o no a terminaciones nerviosas (Ramieri y
cols., 1992; Tachibana, 1995; Hillinges y cols., 1996; Tachibana y Nawa, 2000, 2002).
Presentan un citoplasma muy claro con un ndcleo oval marcadamente lobulado o indentado; esta
apariencia clara es debida a la escasez en filamentos intermedios. Sus ejes longitudinales se
disponen paralelos a la superficie de la piel y las terminaciones nerviosas asociadas se disponen
por debajo del cuerpo celular, orientadas hacia la lamina basal (Winkelmann y Breathnach,
1973; Halata y cols., 2003, 2010; Moll 1. y cols., 2005).

Muchas moléculas se han identificado histoquimica e inmunohistoquimicamente en las
CMs. Algunas de ellas se hallan en los granulos neurosecretores, mientras que otras estan
localizadas en el citoplasma celular, en la membrana plasmatica o incluso en el nucleo (tabla 4)
(Tachibana, 1995; Moll 1. y cols., 2005).
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Tabla 4. Localizacion de las sustancias quimio- e inmunorreactivas en las CMs

- GRANULOS VESICULAS | MEMBRANA
GRIOTHZaElitlay | INEISE SO NEUROSECRETORES | CLARAS PLASMATICA
Citoqueratinas Proteina S100 | Serotonina Sinaptofisina | EMA
Neurofilamentos | Brn-3c Cromogranina A Proteinas desmosomales
Proteina S100 HATH1 Neuropéptidos EpCAM
PGP9.5 p27 e Metencefalina E-cadherina
Pancreastatina e Dinorfina A NCAM
Somatostatina e VIP GAP-43
Villina e CGRP NGF-R
R-orexinas e  Sustancia P mGIuR5
Proteinas Ga VGLUT1

o Neuroquinina A

P2Y2 e PHI VGLUT2
B-galactosidasa «  Neuropéptido Y VGLUT3
NT-3 e Bombesina Receptores 5-HT
Bcl-2 e Prepro-orexina Transportador 5-HT
i IP3R-I, IP3R-II
e proteina 7B2 PoY2

e | APasa

A. PERFIL HISTOQUIMICO

Algunas técnicas histoquimicas enzimaticas y no enzimaticas se muestran Utiles para
identificar CMs (tabla 5), pero los problemas metodoldgicos y la amplia variabilidad de especies
sobre las que se han testado han impedido su estandarizacion (Gould y cols., 1985; Moll I. y
cols., 2005).

La CM se demostrd por vez primera mediante una técnica no-especifica de acido de
osmio en la cual los bloques de tejido eran tefiidos durante 24 horas (Merkel, 1875). Esta técnica
también identificaba los nervios mielinizados presentes en la dermis. Posteriormente, Ranvier
(1877) us6 el cloruro de oro para demostrar células similares en la epidermis del hocico del
cerdo. Las técnicas de azul de metileno utilizadas por Retzius (1894), Dogiel (1903) y Miller y
colaboradores (1958) también mostraban las CMs y su inervacion, pero no permitia la
diferenciacion con otras células dendriticas intraepiteliales como las CLs. Botezat (1908), Boeke
(1925) y Winkelmann (1960) introdujeron técnicas de plata las cuales son capaces de
discriminar entre los MLs, las CLs y las CMs inervadas. Posteriormente, Lyne y Hollis (1971)
describieron reaccion positiva a la técnica del acido peryodico de Schiff (PAS) en las CMs
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fetales de la oveja, pero no en las CMs de la piel de individuos recién nacidos ni de adultos.
Winkelmann (1977, 1982) afirmé haber encontrado reaccion positiva a la acetilcolinesterasa y a
la leucina-aminopeptidasa en las CMs del conejo y a la fosfatasa alcalina en el gato y en el

cobaya.

Realmente, todas estas técnicas no siempre demuestran la CM propiamente dicha, sino
que muestran la expansion axonal intraepitelial en contacto con ella. La célula es observada sélo

como un halo claro sobre el disco axonal tefiido (Winkelmann y Breathnach, 1973).

Tabla 5. Técnicas histoquimicas usadas para la identificacion de las CMs recopiladas de la literatura.

REFERENCIAS

Osmio
Cloruro oro
Azul metileno
Plata

PAS
Grimelius
LAPasa
AchE

FA
Harmalina
Quinacrina
Uranafina

Merkel, 1875

. Ranvier, 1877

° Retzius, 1894

° Dogiel, 1903

] Botezat, 1908

° Boeke, 1925

° Miller y cols., 1958

° Winkelmann, 1960

° Lyne y Hollis, 1971

° Tateishi y cols., 1974

° ° ° Winkelmann, 1977, 1982

° Tweedle, 1978

° Hartschuh y Grube, 1979

° Nurse y cols., 1983

e | Beirasy cols., 1986, 1987a
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REFERENCIAS

Osmio
Cloruro oro
Azul metileno
Plata

PAS
Grimelius
LAPasa
AchE

FA
Harmalina
Quinacrina
Uranafina

Zaccone, 1986

° Tachibana y cols., 1989

e [ Toyoshimay Shimamura, 1991

J Vos y cols., 1991

° Yamashita y cols., 1993
° Hansson y cols., 2000

° Tazaki y cols., 2000a

METODO HISTOQUIMICO DE GRIMELIUS

La técnica argirofilica de Grimelius (Grimelius, 1968) es la técnica histoquimica que
mejores resultados ha mostrado para la identificacion de las CMs, tanto normales como
neoplasicas (Tateishi y cols., 1974; Gould y cols., 1985; Zaccone, 1986). Demuestra granulos

argirofilos uniformes en tamafio en el citoplasma, de coloracion marrén oscuro a negro.

COLORANTES FLUORESCENTES

Los colorantes fluorescentes permiten discernir entre las CMs y otras células
epidermales (Fukuda y cols., 2003). Asi, mediante el empleo de quinacrina se ha estudiado
exitosamente la distribucion topogréafica de las CMs en la piel normal adulta y en desarrollo de
varios mamiferos y anfibios (Tweedle, 1978; Nurse y cols., 1983; Diamond y cols., 1988; Vos y
cols., 1991; Yamashita y cols., 1993; Hansson, y cols., 2000). Este marcaje por fluorescencia se
describe tanto en células in vivo como in vitro, pero en cualquier caso es necesario que las
células estén vivas para que puedan “secuestrar” el colorante (Hansson y cols., 2000). Esta
sustancia se une al adenosin trifosfato (ATP) en los granulos de Merkel (Tweedle, 1978; Nurse

y cols., 1983; Yamashita y cols., 1993).
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Otros colorantes especificamente absorbidos por las CMs y con poder de fluorescencia
son la harmalina (Hartschuh y Grube, 1979) y los basados en el estiril-piridinio como el FM1-
43 (Tachibana, 1995; Fukuda y cols., 2003). Este ultimo se revela como el colorante
fluorescente mas util puesto que su marcaje es méas intenso y méas facilmente identificable, se
distingue mejor la morfologia celular y persiste mas tiempo en el interior de la célula (Fukuda y
cols., 2003).

Figura 16. CMs en almohadilla de rata tefiidas con colorantes fluorescentes (imagen tomada de Fukuda y
cols., 2003).

NUCLEOTIDOS DE ADENINA

La reaccion histoquimica de uranafina (UR) permite la localizacion de nucle6tidos de
adenina en las organelas celulares (Richards y Da Prada, 1977). No es propiamente una técnica
de microscopia 6ptica, pues requiere de la visualizacion de las estructuras marcadas con el
microscopio electronico. Se ha demostrado que las CMs de mamiferos y aves pueden tefiirse
positivamente con la UR (Beiras y cols., 1986, 1987a; Toyoshima y Shimamura, 1991).
Muestran una reaccion positiva en los granulos neurosecretores, ribosomas y cromatina nuclear.
Curiosamente, la UR no tifie la membrana que rodea a los granulos neurosecretores sino
solamente a los ndcleos densos de éstos, lo que puede explicarse por su alta concentracion en
AMP, ADP o ATP (Beiras y cols., 1986, 1987a).
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B. PERFIL INMUNOHISTOQUIMICO

Las técnicas histoquimicas utilizadas tradicionalmente para el estudio de las CMs se han
sustituido en la actualidad por marcadores inmunoldgicos: las técnicas de inmunohistoquimica.
Los estudios inmunohistoquimicos han demostrado la presencia de una amplia variedad de
moléculas de naturaleza muy diversa en las CMs, que pueden ser clasificados en tres grandes

grupos: marcadores epiteliales, neuronales/nerviosos y endocrinos.

MARCADORES EPITELIALES

Las CITOQUERATINAS (CKs) son una familia compleja de polipéptidos codificada por
varios genes, solubles al agua y con pesos moleculares entre 40-68 kDa (Moll R. y cols., 1982,
1990, 1992). Se conocen hasta 20 CKs distintas que forman el citoesqueleto de las células
epiteliales. La expresion de una u otra en un epitelio depende del tipo de célula, del grado de
diferenciacion y desarrollo embriolégico, del medio ambiente en el que se lleva a cabo el
crecimiento celular y, para el caso de células neoplasicas, del grado de diferenciacion (Moll R. y
cols., 1982, 1992; Moll R., 1991). Las CKs se dividen en dos subfamilias: 1) las CKs acidas o
de Tipo I (CK9, CK10, CK11, CK12, CK13, CK14, CK15, CK16, CK17, CK18, CK19, CK20),
de menor peso molecular y pH inferior a 5.5; y 2) las CKs neutras-basicas o de tipo 11, (CK1,
CK2, CK3, CK4, CK5, CK6, CK7, CK8) con mayor peso molecular y pH igual o mayor a 6.0.

Por lo general, los llamados epitelios queratinizados y estratificados (EpE) presentan
CKs de medio y alto peso molecular mientras que los epitelios simples y glandulares (EpS)
poseen CKs de bajo peso molecular (Tabla 6) (Moll R. y cols., 1982, 1992; Moll R., 1991).

Tabla 6. Localizacion de los diferentes polipéptidos de CKs en tejidos normales (modificado de Moll R.
y cols., 1982).

CITOQUERATINA TEJIDOS EN LOS QUE SE EXPRESA
CK1 (EpE) Epidermis queratinizada de diversas areas corporales
CK2 (EpE) Epitelio del canal anal y exocérvix
CK3 (EpE) Cdrnea

Epitelios escamosos estratificados no queratinizados (p.e. lengua)
Epitelio traqueal

Glandulas sudoriparas y apocrinas de la piel

Glandula mamaria

CK4 (EpE)
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CITOQUERATINA

TEJIDOS EN LOS QUE SE EXPRESA

Epitelios escamosos estratificados no queratinizados (p.e. lengua)
Epitelio de la traquea

CK5 (EpE) Gléandulas sudoriparas y apocrinas de la piel
CK®6 (EpE) Glandula mamaria
Epidermis y foliculos pilosos
Mesotelio reactivo
Epitelio traqueal
Urotelio y epitelio transicional de la vejiga urinaria
Glandulas complejas (epitelio mamario)
SR ERe) Zonas de epitelio en pulmon
Epitelios ductales
Epitelio biliar
Epitelio no estratificado del tracto digestivo
Higado, pancreas, vesicula biliar (y ductos)
Epitelio tragueal, bronquial, neumocitos
Epitelio tubular, urotelio y epitelio transicional de la vejiga urinaria
CK8 (EpS) Gléandulas complejas (mama, salivares y sudoriparas)
Epitelio embriol6gico temprano
Mesotelio
Epitelio folicular del tiroides
CMs
CK9 (EpE)
CK10 (EpE) Epidermis
CK11 (EpE)
CK12 (EpE) Cornea
Epitelios escamosos estratificados no cornificados (lengua)
CK13 (EpE) Epitelio del canal anal
Epitelio traqueal
CK14 (EpE) Epidermis y foliculos pilosos
CK15 (EpE) Epitelios estratificados no cornificados
CK16 (EpE) Epitelio traqueal
CK17 (EpE) Epitelios glandulares
Epitelio no estratificado del tracto digestivo
Higado, pancreas, vesicula biliar (y ductos)
Epitelio traqueal, arbol bronquial y alvéolos
CK18 (EpS) Tubulos renales, urotelio y epitelio transicional de la vejiga urinaria
Glandulas complejas (mama, salivares y sudoriparas)
Epitelio embriol6gico temprano
Endometrio, endocérvix
CMs
Componente mayor en epitelios simples
Componente menor de epitelios estratificados (no epidermis)
CK19 (EpS) Epitelio traqueal
Glandulas complejas (mama, salivares y sudoriparas)
CMs
Urotelio
CK20 (EpS) Epitelio géstrico e intestinal
CMs
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Estudios bioquimicos e inmunohistoquimicos han revelado que los filamentos
intermedios de las CMs son CKs de epitelio simple, concretamente la CK8 (52,5 kDa, tipo Il
neutra-basica), CK18, CK19 y CK20 (45, 40 y 46 kDa respectivamente, tipo | acido) (Moll R. 'y
cols., 1982, 1984, 1992; Moll 1. y cols., 1995). La CK7 (54 kDa), también de epitelio simple, se
ha demostrado igualmente en las CMs pero con una gran variabilidad de expresion (Lundquist y
cols., 1999; Garcia-Caballero y cols., 2003b). Estas CKs difieren marcadamente con las
presentes en los Qs, mas propias de los epitelios estratificados. La CK20, en particular, en la piel
solo marca las CMs (Moll 1. y cols., 1995), hecho que la hace marcadamente especifica y til en

el estudio de las CMs normales y neoplésicas (Moll 1. y cols., 1995).

La inmunorreaccion resultante en las CMs es homogénea y localizada por todo el
citoplasma celular (Moll R. y cols., 1984; Saurat y cols., 1984b; Moll R, y cols., 1992; Narisawa
y cols., 1992a; Moll 1. y cols., 1995, 2005), si bien, en ocasiones (sobre todo en neoplasias
derivadas de CMs) se aprecia concentrada focalmente en la periferia nuclear, fenémeno
conocido como reaccion perinuclear o “dot-like pattern” (Johansson y cols., 1990; Scott y Helm,

1999; Moll 1. y cols., 2005).

Las CMs de los mamiferos también expresan otras moléculas propias de los tejidos
epiteliales, como las PROTEINAS DESMOSOMALES (Ortonne y Darmon, 1985; Rickelt y
cols., 2011) y el ANTIGENO DE MEMBRANA EPITELIAL (EMA) (Narisawa y cols., 1992a). A
diferencia de las CKs que presentan un patrén de inmunorreaccion citoplasmatico, estas
proteinas se expresan en la membrana plasmatica de las CMs en todas las etapas del desarrollo
(Narisawa y cols., 1992a). Se ha descrito también en las CMs de la piel humana varias
moléculas de adhesion: la MOLECULA DE ADHESION CELULAR EPITELIAL (EpCAM),
glicoproteina transmembrana de 38 kDa presente en los epitelios simples, estratificados y de
transicion (Garcia-Caballero y cols., 2003a, b; Kurzen y cols., 2003); la molécula de membrana
MUC-1, presente en epitelios glandulares y en los carcinomas de células escamosas (Kurzen y
cols., 2003); y la E-CADERINA, molécula asociada a uniones celulares no desmosomales

(uniones adherens celulares) (Moll I. y cols., 2005).
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MARCADORES NEUROENDOCRINOS

Las CMs expresan los marcadores usados habitualmente para la caracterizacion de las
células neuroendocrinas, tales como la enolasa neuronal especifica, la proteina producto del gen
9.5, la sinaptofisina y la cromogranina A. Ademas, los granulos electrodensos de las CMs
muestran inmunorreactividad para una amplia variedad de neuropéptidos y aminas bidgenas
como la serotonina. Muchas de esas sustancias se han propuesto como candidatas a
neurotransmisores 0 neuromoduladores en la union entre la CM y la terminacién nerviosa
(Tachibana 1995; Tachibana y Nawa, 2002)

Monoaminas

La SEROTONINA (5-hidroxitriptamina, 5-HT) es una catecolamina producida en las
células gastrointestinales, las plaquetas, el cerebro y la médula espinal. Actla como
neurotransmisor en las uniones sinapticas, hormona y mitdgeno. Zaccone (1986) fue el primero
en detectar inmunohistoquimicamente reaccion positiva a serotonina en las CMs de la epidermis
en vertebrados, concretamente del congrio. Garcia-Caballero y colaboradores (1989c) fueron los
primeros en demostrar serotonina en mamiferos, en las CMs del hocico del cerdo. La serotonina
se localiza en los granulos de nacleo denso. Reacciones similares fueron observadas
posteriormente en los discos epidermales tactiles de la rata (English y cols., 1992). El papel de la
serotonina en las CMs es participar en la transduccion del estimulo recibido desde la célula a la

terminacion nerviosa, actuando como una neurohormona o como un mediador sinéptico.

Tachibana y colaboradores (2005) demostraron que las terminaciones nerviosas en los
complejos neurocelulares de Merkel expresan inmunorreaccion positiva para RECEPTORES DE
SEROTONINA (5-HT1A y 1B). Ademas, tanto los axones como las propias CMs son positivos
para anticuerpos contra el TRANSPORTADOR DE SEROTONINA. Estos resultados sugieren
que la serotonina es liberada por las CMs hacia el espacio sinaptico generando asi el impulso

necesario en la terminacion nerviosa.
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Cromograninas

Las cromograninas son una familia de proteinas acidicas halladas por primera vez en los
granulos secretores de células de la médula adrenal y en vesiculas adrenérgicas. Posteriormente
se han demostrado en co-expresion con otras moléculas en una amplia gama de células
endocrinas y neuroendocrinas en diferentes especies animales (Rindi y cols., 1986). Se han
identificado hasta tres tipos distintos: cromogranina A, cromogranina B (también conocida
como secretogranina I) y la cromogranina C (llamada también secretogranina I1) (Rindi y cols.,
1986; Fujita, 1989).

La CROMOGRANINA A (CgA) es una proteina de 50 kDa y uno de los elementos
principales de la matriz proteica soluble de los granulos secretores de las ceélulas
neuroendocrinas. Puede servir como precursor de hormonas o neuropéptidos en los granulos
neurosecretores. Se ha reconocido ademas actividad antimicrobiana similar a la B-defensina.
Hartschuh y Weihe (1988, 1989a, b) y Gauweiler y colaboradores (1988) fueron los primeros en
mostrar CgA en las CMs, tanto en la edad adulta como fetal, y en co-expresion con otros
neuropéptidos. La expresion inmunohistoquimica esta restringida al citoplasma, puede ser
granular o difusa y es frecuentemente intensa en la porcién basal del citoplasma de las CMs,
region donde se encuentran los granulos neurosecretores (Hartschuh y cols. 1989a, b, 1990;
Cheng-Chew y Leung, 1991, 1994; Horsch y cols., 1992). Se cree que la CgA en las CMs podria
ejercer importantes funciones adicionales a la mecanorreceptiva, como factor tréfico o de
regulacion sobre varios tejidos diana 0 como sustancia captadora de Ca®* desempefiando un
papel activo durante el periodo de estimulo-secrecion (Hartschuh y cols., 1989b, 1990; Weihe y
cols., 1991b). Ademas, podria participar en la generacién de péptidos bioactivos (Weihe y cols.,
1991b).

La SECRETOGRANINA V o PROTEINA 7B2 es un polipéptido de 21 kDa presente
también en los granulos de ndcleo denso de células neuronales y paraneuronales. Las CMs
epidermales y de las vibrisas del cerdo expresan también esta proteina, la mayor intensidad de
reaccion es en el lado citoplasmatico basal. La microscopia inmunoelectronica (con particulas de
oro) demuestra la asociacion de esta proteina con los granulos electrodensos (Garcia-Caballero y
cols., 1997).
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Proteinas neuronales

Las enolasas son enzimas homo- o heterodimeras de las tres subunidades a (46kDa), 3
(44 kDa) y y (44kDa). La ENOLASA NEURONAL ESPECIFICA (NSE) (isoforma yy) en un
principio se creyd que Unicamente se encontraba en neuronas (de ahi su nombre), pero
posteriormente se identifico en otros tejidos y en especial en las células neuroendocrinas de los
mamiferos, también llamadas células APUD. Su presencia en las CMs podria estar relacionada
con funciones similares a las neuronales; presenta propiedades neurotroficas y neuroprotectoras
(Hartschuh y Grube, 1979; Gu y cols., 1981; Fujita, 1989; Fujita y Yoshie, 2000). Gu y
colaboradores (1981) fueron los primeros en detectar NSE en las CMs de los mamiferos,
concretamente en el gato y la rata. Posteriormente, se demostraria también en las CMs de la piel
humana adulta y fetal (Warner y cols., 1983; Gould y cols., 1985; Masuda y cols., 1986;
Dalsgaard y cols., 1989; Fantini y Johansson, 1995). No s6lo marca las CMs sino también las
terminaciones nerviosas en contacto con ellas y los nervios mielinizados dermales (Gu y cols.,
1981). Algunos trabajos sefialan ademas su co-existencia con serotonina en las CMs de
pequefios vertebrados (Hirata y Nada, 1975; Zaccone, 1986; Toyoshima y Shimamura, 1988).
Ambos son componentes bioactivos que estan localizados no sélo en neuronas sino en
paraneuronas endocrinas, de lo que se deduce que las CMs pertenecen al sistema
neuroendocrino difuso (Sistema APUD o paraneuronal).

La SINAPTOFISINA (Syn) o proteina p38 (38 kDa) es una glicoproteina acidica homo-
oligomérica integral de membrana, aislada originariamente a partir de vesiculas presinapticas de
neuronas de rata y bovino. Es una proteina captadora de Ca** (ligado al dominio citoplasmatico
de la molécula), por lo que juega un papel fisiolégico importante en el proceso de exocitosis
regulada en neuronas. Estd presente en casi todas las neuronas del cerebro, médula espinal y
retina, asi como también en las uniones neuromusculares de varias especies de mamiferos, en la
médula adrenal, en las células del pancreas, en las células C del tiroides y en una amplia
variedad de células neuroendocrinas (Wiedenmann y Franke, 1985; Navone y cols., 1986; Gould
y cols., 1986) y sus neoplasias (Gould y cols., 1986; Miettinen, 1987). Se ha demostrado en las
CMs de mamiferos como el cerdo, el conejo y el hombre (Ortonne y cols., 1988; Garcia-
Caballero y cols., 1989b). En las CMs epidermales, la reaccion se localiza principalmente en la

cara superficial o epidermal de la célula, si bien en las vibrisas se sitla en la cara dermal. Es
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decir, la Syn se encuentra en el lado de la CM contrario a la unién con la terminacion nerviosa.
Su patrén de inmunorreaccion es citoplasméatico y con un aspecto punteado o granular fino

(Navone y cols., 1986; Ortonne y cols., 1988; Garcia-Caballero y cols., 1989b).

Los NEUROFILAMENTOS (NF) pertenecen a la familia de los filamentos intermedios y
son elementos estructurales del citoesqueleto neuronal. Se componen de tres subunidades que
suponen proteinas distintas pero relacionadas entre si: NF-L (70 kDa), NF-M (150-160 kDa) y
NF-H (200 kDa). Durante el desarrollo neuronal embrionario se co-expresan las subunidades
NF-L y NF-M, mientras que la activacion de la subunidad NF-H se pospone hasta el periodo
postnatal (Schlaepfer, 1987). La expresion de NF esta bien documentada en las CMs neoplésicas
(Miettinen y cols., 1983; Leff y cols., 1985; Sibley y Dahl, 1985; Moll R. y cols., 1986;
Miettinen, 1987). Sin embargo, los estudios respecto a su presencia en las CMs normales son
contradictorios. Algunos autores describen inmunorreaccion citoplasmatica ocasional en CMs
humanas, aproximadamente en el 5,9% de la poblacion total, sugiriendo ademés que su
expresion podia ser un signo de cambios carcinomatosos en las células (Narisawa y cols., 1994c;
Fantini y Johansson, 1995; Hartschuh y cols., 2000; Moll 1. y cols., 2005). Contrariamente a
estos resultados, existen multitud de experimentos negativos, tanto en la vida adulta como en
etapas fetales (Moll R. y cols., 1984; Saurat y cols., 1984a; Gould y cols., 1985; Moll 1. y cols.,
1995, 1996b).

Las MOLECULAS DE ADHESION DE CELULAS NEURALES (NCAM, CD56) son una
familia de glicoproteinas asociadas a la membrana celular que median en las uniones neurona-
neurona y juegan un importante papel en el crecimiento de las neuritas, en la migracion neuronal
y en el desarrollo del sistema nervioso. Existen tres isoformas principales de 120 kDa, 140 kDa
y 180 kDa (Gallego y cols., 1995). A pesar de que inicialmente fue identificada en el tejido
nervioso, se encuentra en diferentes tipos celulares incluyendo células sensoriales, endocrinas y
neuroendocrinas (Gallego y cols., 1995). Aunque previamente Moll I. y colaboradores (1993)
observaron un débil marcaje en algunas CMs de los discos tactiles epidermales humanos, la
presencia de NCAM no fue demostrada claramente hasta Gallego y colaboradores (1995) en
muestras de piel digital humana y de piel del hocico del cerdo. Por el contrario, Moll I. y

colaboradores (1996b) afirmaron no encontrar inmunorreaccion para NCAM en la piel y en los
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foliculos pilosos de varias localizaciones en ratones. Se muestra como un marcador que presenta
claras diferencias de expresion entre especies. Todas las CMs presentan un patron de

inmunomarcaje de membrana. Las fibras nerviosas también son positivas a NCAM.

Bajo la denominacion PROTEINA S100 se engloban una familia de 19 proteinas de bajo
peso molecular (entre 9 y 13 kDa) expresadas en muchos tipos celulares (células gliales del
sistema nervioso central y periférico, subpoblaciones neuronales, melanocitos, condrocitos,
adipocitos, fibras musculares cardiacas, fibras del mdsculo esquelético, células epiteliales
salivares y células renales). Son proteinas fijadoras de Ca®", relacionadas con su control en el
reticulo endopldsmico y la regulacion de diversas actividades intracelulares, como la
fosforilacion de proteinas, la proliferacion celular (incluidas las transformaciones neoplasicas) y
la diferenciacion (Gould y cols., 1985). Se encuentra en las CMs de diferentes especies de
mamiferos, incluyendo el cerdo, el raton y el hombre (Hartschuh y Weihe, 1988; Moll 1. y cols.,
1996b; Garcia-Caballero y cols., 2003b), de manera aislada o en co-expresion con CK20 (Barret
y cols., 2000). Su marcaje es citoplasmatico y nuclear. Presenta amplia variabilidad de expresion
en las CMs entre especies, ademas de entre diferentes localizaciones cutaneas dentro de una
misma especie. Ademas, puede marcar otros tipos celulares en la epidermis, como los

melanocitos.

La PROTEINA PRODUCTO DEL GEN 9.5 (PGP9.5) es una proteina citosélica de 24,8
kDa expresada en las neuronas de los vertebrados, en todos los tipos de fibras nerviosas
aferentes y eferentes y en las células neuroendocrinas, en las que constituye entre un 1y un 5%
de las proteinas solubles totales (Dalsgaard y cols., 1989). La PGP9.5 se ha identificado en las
CMs de humanos y animales con un patron de inmunorreaccion citoplasmatico y granular. Se
han demostrado en las CMs epidermales (Dalsgaard y cols., 1989; Crivellato y cols., 1994;
Fantini y Johansson, 1995), en las CMs foliculares (Rice y cols., 1993), en las CMs de la
mucosa oral (Ramieri y cols., 1992; Hilliges y cols., 1996; Tachibana y cols., 2000; Tadokoro y
cols., 2002) y en las CMs de la mucosa vaginal (Hilliges y cols., 1995), bien de una manera
aislada o bien en co-expresion con NSE, NF y CGRP. Al igual que sucede con la S100, no es
especifica de las CMs en la epidermis ya que puede llegar a expresarse en CLs de manera muy
ocasional (Dalsgard y cols., 1989; Crivellato y cols., 1994).
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La PROTEINA ASOCIADA AL CRECIMIENTO 43 (GAP-43) es una proteina de
membrana del sistema nervioso central y periférico que sélo se expresa en altos niveles durante
el desarrollo, si bien es producida nuevamente en el tejido nervioso adulto dafiado y en
regeneracion (Verzé y cols., 2003). La presencia en las CMs se ha descrito so6lo en humanos,
con un patron de tincion homogéneo y en co-expresion con la PGP9.5. También marca las fibras
nerviosas subepidermales y las terminaciones nerviosas asociadas con CMs (Verzé y cols.,
2003).

El FACTOR DE CRECIMIENTO NERVIOSO (NGF) es un péptido importante para el
desarrollo, diferenciacion y supervivencia de las neuronas y de los deméas elementos del sistema
nervioso central y periférico. Su accion es mediada por la unién a dos receptores de superficie
celular, el receptor p140P°" y el receptor p75"®™ (Narisawa y cols., 1992b). Los estudios
acerca de la expresion de este factor de crecimiento en la poblacién de CMs son contradictorios
dependiendo de las condiciones de estudio. Asi, s6lo se ha demostrado en las CMs in vitro (Vos
y cols., 1991), mientras que varios autores sugieren que las CMs no expresan NGF in vivo
(English y cols., 1994; Moll 1., 1994; Moll 1. y cols., 1995). Por otro lado, el RECEPTOR
p75"° R i est4 presente en las CMs de la rata adulta asi como en las terminaciones nerviosas de
tipo | que las inervan (Ribeiro-da-Silva y cols., 1991; English y col., 1994). Aln asi, la
expresion del NGFr en las CMs de los mamiferos es mas reconocida en los estadios fetales
(Narisawa y cols., 1992b).

Neuropéptidos

Varios autores han demostrado que tanto las CMs como los nervios sensoriales cutaneos
son fuentes de PEPTIDOS OPIOIDES ENDOGENOS. Las encefalinas son una de las tres
familias mayores de péptidos opioides enddgenos. La metencefalina es un pentapéptido con una
metionina terminal implicado en el alivio del dolor y con funciéon inmunomoduladora. Esta
distribuida ampliamente por el sistema nervioso central y periférico, en las células de la médula
adrenal y en las células neuroendocrinas. Hartschuh y colaboradores (1979) fueron los primeros
en describir la presencia de metencefalina en las CMs de las vibrisas de ratas. La expresion mas
intensa se localizaba en el citoplasma basal y yuxtaaxonal de la célula, especulandose si la

metencefalina podria estar localizada en los granulos electrodensos, como ocurre con otros
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muchos neuropéptidos. Cheng-Chew y Leung (1991, 1992, 1994), por medio de técnicas de
microscopia inmunoelectronica, pudieron confirmar mas tarde este hecho mediante la
observacion de que las particulas de oro estaban asociadas a los granulos de nucleo denso. Lo
mas llamativo de la metencefalina en las CMs es la marcada variabilidad de su expresion entre
las especies animales, incluyendo diferentes mamiferos y peces (Hartschuh y cols., 1979; Weber
y cols., 1980; Weihe y cols., 1983; Zaccone y cols., 1989; Vega y cols., 1990; Cheng-Chew y
Leung, 1992, 1994). Asi pues, la presencia de metencefalina en las CMs no parece ser un

fendmeno general.

Weihe y colaboradores (1998) demostraron una fuerte inmunorreaccién al péptido
opioide dinorfina A en las CMs epidermales y foliculares de ratas. Esto identifica a las CMs
como una fuente celular periférica de esta sustancia que, como otros opioides enddgenos

presentes en la piel, tiene importantes funciones mediadoras en la inflamacién y en la analgesia.

El POLIPEPTIDO INTESTINAL VASOACTIVO (VIP) es un péptido de 28 aminoacidos
que pertenece a la misma familia que el glucagon. Originalmente aislado del duodeno porcino,
presenta una amplia variedad de acciones bioldgicas entre las que destaca su propiedad
vasodilatadora y su actividad en el sistema nervioso periférico. ActlGa también como
neurotransmisor y modula la respuesta inmunitaria innata y adaptativa. En la piel, el VIP tiene
un potente efecto en la liberacion de histamina por parte de los mastocitos tanto in vivo como in
vitro, por lo que puede estar implicado en los procesos inflamatorios cutaneos (Hartschuh y
cols., 1984). Es un hecho probado su presencia en las CMs de diferentes localizaciones cutaneas
en muchas especies animales, incluido el hombre, cerdo, perro, gato, roedores y determinados
peces (Hartschuh y cols., 1983, 1984; Alvarez y cols., 1988; Gauweiler y cols., 1988; Zaccone y
cols., 1989; Lazarov, 1994; Fantini y Johansson, 1995; Cheng-Chew y Leung, 1996). Su
expresion es mayor en aquellas areas citoplasmaticas de la célula que contactan con las
terminaciones nerviosas intraepiteliales, que a su vez no se marcan. La identificacion
inmunohistoquimica de VIP en coexistencia con otros neuropéptidos, y en especial con el
péptido genéticamente relacionado con la calcitonina (CGRP), es un hallazgo relativamente
constante en las CMs (Alvarez y cols., 1988; Cheng-Chew y Leung, 1996). Ademas de la
expresion inmunohistoquimica, Leung y Wong (2000) han demostrado molecularmente la

existencia de genes que codifican para VIP en las CMs de vibrisas de ratas.
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El PEPTIDO GENETICAMENTE RELACIONADO CON LA CALCITONINA (CGRP) es
un péptido de 37 aminoacidos codificado por el gen de la calcitonina pero que no esta
quimicamente relacionado con ésta. Se encuentra ampliamente distribuido en el sistema
nervioso central y periférico y en el sistema endocrino y neuroendocrino difuso. Es un potente
vasodilatador y puede modular la presentacion de antigenos por parte de las CLs. Ademaés, actla
como neurotransmisor (Garcia-Caballero y cols., 1989a; Cheng-Chew y Leung, 1996). La
distribucion del CGRP en las CMs se ha estudiado también en varias especies, presentando
siempre un patron de inmunotincion citoplasmatico. La inmunorreaccion obtenida es intensa y
virtualmente todas las células aparecen marcadas para este antigeno. Las CMs epidermales
muestran la mayor reaccién inmunohistoquimica en el citoplasma mas proximo a la membrana
basal, mientras que las CMs de las vibrisas en el citoplasma mas cercano a la luz del foliculo.
Esto se explica mediante microscopia inmunolectrénica y técnicas de inmunomarcaje con oro,
donde las particulas inmuno-oro-CGRP estan asociadas a los granulos electrodensos (Gauweiler
y cols., 1988; Alvarez y cols., 1989; Garcia-Caballero y cols., 1989a; Cheng-Chew y Leung,
1993, 1996; Fantini y Johansson, 1995; Tachibana y cols., 2000).

Las TAQUININAS son moléculas que en la piel actuan como mediadores de los
fendmenos inflamatorios neurogénicos. La sustancia P es un péptido de 11 aminoacidos con
propiedades hipotensoras y de neurotransmision presente en el intestino, encéfalo, ganglios de
las raices dorsales, fibras nerviosas cutaneas y médula espinal. Se expresa en las CMs de gatos,
cerdos, ratones y hombre adulto (Gauweiler y cols., 1988; Hartschuh y Weihe, 1988; Weihe y
cols., 1991a; Lazarov, 1994; Fantini y Johansson, 1995). Una particularidad respecto a la
sustancia P en las CMs es su expresion dependiendo de la estructura cutanea a la que se asocian
las células. Mientras la gran mayoria de las CMs de las vibrisas presentan una fuerte positividad
asociada a los grénulos secretores, las CMs epidermales no muestran ninguna o s6lo una
extremadamente escasa y débil inmunorreaccion (Weihe y cols., 1991a). Por otro lado, se ha
demostrado la presencia de la maquinaria genética necesaria para su sintesis en las CMs murinas
(Leung y Wong, 2000). Su papel funcional es desconocido, aunque podria actuar como
neurotransmisor o neuromodulador en la sinapsis quimica que se establece entre la CM vy la
terminacion nerviosa como ocurre con otros neuropeptidos. La neuroquinina A es otro péptido

de la familia de las quininas cuya expresion inmunohistoquimica se ha descrito en las CMs del
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hombre de manera puntual por Fantini y Johansson (1995). Al igual que la sustancia P, se

encuentra en los granulos neurosecretores de la célula.

El PEPTIDO HISTIDINA-ISOLEUCINA (PHI) es un péptido de 27 aminoacidos con una
composicion quimica que varia entre especies. Se encuentra en el sistema nervioso central y
periférico (fibras nerviosas cutdneas) y presenta un amplio rango de acciones bioldgicas,
similares a las del VIP. Se ha encontrado en las CMs del hombre, gato, raton y cerdo

(Gauweiler y cols., 1988; Fantini y Johansson, 1995).

EI NEUROPEPTIDO Y (NPY) es un neurotransmisor y neuromodulador peptidico de 36
aminoacidos muy abundante en el encéfalo y en el sistema auténomo. En la piel es secretado por
las fibras nerviosas y so6lo existe una descripcion de su expresion en las CMs de la piel humana

adulta (Fantini y Johansson, 1995).

La BOMBESINA es una neurohormona peptidica que estimula la division celular y la
liberacion de hormonas. Puede también inducir hipertermia y esta implicada en respuestas
inmunes. Por su localizacion en varias areas del sistema nervioso, se cree que puede participar
de neurotransmisor. Se ha descrito principalmente en las neoplasias derivadas de las CMs,
existiendo solo escasas referencias de su expresion en CMs normales, en fetos humanos (Gould

y cols., 1985) y en el gato (Lazarov, 1994).

Beiras-Fernandez y colaboradores (2004) describieron en las CMs del cerdo adulto
receptores para las OREXINAS A y B (33 y 28 aa, respectivamente) y de su precursor, la
PREPRO-OREXINA. Las orexinas son neuropéptidos distribuidos en el sistema nervioso y en
los tejidos periféricos, incluyendo los gladulas endocrinas, como la adrenal y la pituitaria.
Juegan un papel importante en la regulacion del comportamiento alimentario y en el equilibrio
hormonal. La distribucion de los productos inmunorreactivos en las CMs es citoplasmatica, mas
intensa en la porcién citoplasmatica basal que contiene los granulos electrodensos. El hallazgo
conjunto de orexinas y sus receptores en las CMs sugiere una funcién autocrina (Beiras-

Fernandez y cols., 2004).
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OTROS MARCADORES EXPRESADOS EN LAS CMs

Las CMs del hombre y del cerdo en todas las etapas del desarrollo expresan
inmunorreaccion positiva para PANCREASTATINA, péptido bioactivo derivado de la CgA e
implicada en la regulacién y liberacion de la insulina en el pancreas. Su inmunorreaccion es
homogénea por todo el citoplasma y se observa en co-expresion con la CgA (Hartschuh y
Weihe, 1989; Horsch y cols., 1992).

La SOMATOSTATINA es una de las siete hormonas polipeptidicas conocidas producidas
en el pancreas. Estd ampliamente distribuida por todo el cuerpo y funciona como reguladora del
sistema neuroendocrino y nervioso, inhibiendo la actividad secretora y actuando como
neurotransmisor y neuromodulador. Las CMs normales de la especie humana expresan
inmunorreaccion positiva para anticuerpos anti-somatostatina (Wollina y Mahrle, 1992; Fantini
y Johansson, 1995).

La VILLINA es una proteina calcio-regulada, aislada y caracterizada a partir de las
microvellosidades intestinales. Acopla los filamentos de actina entre si en el esqueleto axial de
las microvellosidades, favoreciendo su crecimiento y la polaridad epitelial. Resulta ser un
excelente marcador de las CMs y, mas concretamente, de sus proyecciones citoplasmaticas y

bordes celulares (Toyoshima y cols., 1998, 2000).

La PERIFERINA (57 kDa) es una proteina filamento intermedio presente en poblaciones
celulares progenitoras neuronales y con diferentes funciones sensoriales. Se ha identificado en
las CMs del hocico del cerdo (Baudoin y cols., 1993).

También se ha encontrado en los granulos de las CMs de raton, rata y mono
inmunorreaccion positiva a la LEUCINA-AMINOPEPTIDASA (Tachibana y cols., 1989).

El BCL-2 es un gen que codifica para las proteinas bcl-2a y bcl-28 que bloquean o

interrumpen la muerte celular programada o apoptosis. Moll 1. y colaboradores (1996c¢)
observaron una debil y heterogénea inmunorreaccion para bcl-2 en las CMs de la piel pilosa y
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glabra humana. Por otro lado, la expresion de proteinas que promueven la apoptosis como la p27
también se ha observado en las CMs de roedores (Tachibana y cols., 2000).

Las PROTEINAS G son miembros de una superfamilia de GTPasas que regulan varias
vias de transduccion de sefial. Las CMs de la piel y mucosa oral y sus terminaciones nerviosas
poseen diferentes isoformas de la subunidad Ga (Tachibana y cols., 2001).

El GLUTAMATO, ATP y el INOSITOL-(1,4,5)-TRIFOSFATO (IP3) actian como
importantes neurotransmisores en las terminaciones de Merkel. En las CMs existen receptores
especificos (MmGIuR5) y transportadores vesiculares (VGLUT1, VGLUT2, VGLUT?3)
responsables de cargar el glutamato en el interior de los granulos de nacleo denso, ademas de
receptores para el ATP y el IP3 (P2Y2, IP3R-1 e IP3R-II, respectivamente) (Fagan y Cahusac,
2001; Tachibana y cols., 2003; Hitchcock y cols., 2004; Nunzi y cols., 2004)

Las CMs también expresan varios FACTORES DE TRANSCRIPCION
PRONEURONALES Y PRONEUROENDOCRINOS. Asi, las CMs humanas y murinas expresan
Brn-3c y HATH1 (MATHL1 en ratones), factores de transcripcion criticos en el desarrollo
adecuado de mecanorreceptores y en la diferenciacion de células postmitéticas (Leonard y cols.,
2002).

Se ha descrito la expresion citoplasmatica de la NEUROTROFINA-3 (NT-3) y sus
receptores, proteina que forma parte de la familia de los factores neurotréficos que controlan la
supervivencia y la diferenciacion de las neuronas de los mamiferos, el desarrollo de neuritas y la

diferenciacion de mecanorreceptores (Szeder y cols., 2003 b; Sieber-Blum y cols., 2004).

Por ultimo, las CMs humanas expresan INTEGRINAS, y mas especificamente la
integrina 1, un receptor para las proteinas de matriz extracelular y que podria funcionar como
soporte de las CMs con la membrana basal. Ademas, esta integrina podria participar en la
elaboracion de la morfologia de la CM, de un modo similar a como se ha demostrado para
neuronas. También, las integrinas se han implicado en la regulacién de la exostosis, actuando a
varios niveles. Es pausible, por lo tanto, que la integrina 31 pueda participar en la regulacion de
la secrecion de péptidos por las CMs (Tilling y cols., 2014).
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Tabla 7. Resumen de las principales proteinas expresadas por las CMs en las diferentes especies animales.

ESPECIE REFERENCIA

Ck7

Ck8

Ck18

Ck19

Ck20

EMA

Prot. Desm.
EpCAM
E-Cadherina
VMAT-1
Serotonina
CgA

NSE

Syn

NCAM

S100

PGP9.5
GAP43

NGF

NGF-R
Metencefalina
Dinorfina A
VIP

CGRP
Sustancia P
Neuroquinina A
PHI

NPY
Bombesina
Orexinas
Pancreastatina
Somatostatina
Proteina 7B2
Villina
LAPasa
Proteinas Ga
Glutamato
Brn-3
HATH-1
Otros

NF

Lamprea Fujita y Yoshie, 2000

Caiman Yoshie y cols., 1999

° Hirata y Nada, 1975

° ° Toyoshima y Shimamura,1988

Anfibios -
° Yoshie y cols., 2003

° Hamasaki y cols., 1998

Congrio ° o Zaccone, 1986

Pez gato o ° Zaccone y cols., 1989

° oo 0 ° Gauweiler y cols., 1988

° Tachibana y cols., 1989

° Cheng-Chew y Leung, 1992

° Crivellato, 1994

Raton ® Moll 1. y cols., 1995

° Narisawa y cols., 2000

Szeder y cols., 2003
(B-galactosidasa)

Szeder y cols., 2003b
(NT-3y sus receptores)




CMs etapa adulta: Microscopia Optica

ESPECIE REFERENCIA

Ck7

Ck8

Ck18

Ck19

Ck20

EMA

Prot. Desm.
EpCAM
E-Cadherina
VMAT-1
Serotonina
CgA

NSE

Syn

NF

NCAM

S100
PGP9.5
GAP43

NGF

NGF-R
Metencefalina
Dinorfina A
VIP

CGRP
Sustancia P
Neuroquinina A
PHI

NPY
Bombesina
Orexinas
Pancreastatina
Somatostatina
Proteina 7B2
Villina
LAPasa
Proteinas Ga
Glutamato
Brn-3
HATH-1
Otros

Sieber-Blum y Grim, 2004
(B-galactosidasa)

Sieber-Blum y cols., 2004
(NT-3y sus receptores)

o Nunzi y cols., 2004

° Hartschuh y cols., 1979

o Weber y cols., 1980
° Guy cols., 1981
° ° Weihe y cols., 1998

° Tachibana y cols., 1989

° Ribeiro-da-Silva y cols., 1991
° Vos y cols., 1991

Rata
° English y cols., 1992

° English y cols., 1994

° ° Tachibana y cols., 1997

° ° ° Tachibana y Nawa,2000

° ° ° Tachibana y cols., 2000

o Narisawa y cols., 2000

° ° Tachibana y cols., 2001
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ESPECIE REFERENCIA

Ck7

Ck8

Ck18

Ck19

Ck20

EMA

Prot. Desm.
EpCAM
E-Cadherina
VMAT-1
Serotonina
CgA

NSE

Syn

NF

NCAM

S100
PGP9.5
GAP43

NGF

NGF-R
Metencefalina
Dinorfina A
VIP

CGRP
Sustancia P
Neuroquinina A
PHI

NPY
Bombesina
Orexinas
Pancreastatina
Somatostatina
Proteina 7B2
Villina
LAPasa
Proteinas Ga
Glutamato
Brn-3
HATH-1
Otros

Tachibana y cols., 2003
° (IP3R, P2Y2, mGIuR5)

Hitchcock y cols., 2004
° e | (VGLU1yVGLU2)

Tachibana y cols., 2005
(receptor y transportador 5HT)

° Weber y cols., 1980

° Weihe y cols., 1983

Cobaya -
o Hartschuh y Weihe, 1988

o Narisawa y cols., 2000

Gerbo ® ° Tachibana y cols., 1997

° Weber y cols., 1980

o o o Saurat y cols., 1984a

e o o Saurat y cols., 1984b

o 0 ° Ortonne y Darmon,1985

Conejo
° Ortonne y cols., 1988

° Merot y Mooy, 1989

° ° Toyoshima y cols., 1998

° ) Toyoshima y cols., 2000

Perro ° Hartschuh y cols., 1983
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. = E Era .
ESPECIE §§ £ 8 £F SE & s EE8 Q2 _ |REFERENCIA
025k 5 s wo o8& ,28 BEESEcgEE T
seS39Ss083cqw ., 38832 ES_yEFSEEEETETE 8
S3330a8GuUS882528008522255832223583853835%3
° Hartschuh y cols., 1984
° Cheng-Chew y Leung, 1992
° Cheng-Chew y Leung, 1993
o 0 Cheng-Chew y Leung, 1996
° Weber y cols., 1980
o Guy cols., 1981
° Hartschuh y cols., 1983
° Warner y cols., 1983
° Hartschuh y cols., 1984
Gato ° e o e o Gauweiler y cols., 1988
oo Alvarez y cols., 1988
° Vegay cols., 1990
° ° ° Lazarov, 1994
° Cheng-Chew y Leung, 1996
° ° Tadokoro y cols., 2002
] Hartschuh y cols., 1983
° Hartschuh y cols., 1984
e o o ° Ortonne y Darmon, 1985
° oo o0 ° Gauweiler y cols., 1988
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ESPECIE

Ck7
Ck8

Ck18

Ck19

Ck20

EMA

Prot. Desm.
EpCAM

E-Cadherina

VMAT-1

Serotonina
CgA

NSE
Syn
NF

NCAM

S100

PGP9.5
GAP43
NGF

NGF-R

Metencefalina
Dinorfina A

VIP

CGRP

Sustancia P

Neuroquinina A

PHI

NPY

Bombesina
Orexinas

Pancreastatina
Somatostatina
Proteina 7B2

Villina

LAPasa

Proteinas Ga.
Glutamato
Brn-3

HATH-1
Otros

REFERENCIA

Ortonne y cols., 1988

Hartschuh y Weihe, 1988

Hartschuh y Weihe, 1989

Hartschuh y cols., 1989a

Hartschuh y cols., 1989b

Garcia.Caballero y cols.,1989a

Garcia.Caballero y cols.1989b

Garcia.Caballero y cols.,1989c

Hartschuh y cols., 1990

Weihe y cols., 1991a

Baudoin y cols. 1993
(periferina)

Gallego y cols., 1995

Moll I. y cols., 1995

Garcia-Caballero y cols, 1997

Garcia-Caballero y cols,2003b

Beiras-Fernandez y cols, 2004

Warner y cols., 1983

Mono rhesus

Tachibana y cols., 1989

Tachibana y cols., 2001
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. e £ Qé Efq 3
ESPECIE % < ; 5 § oo o g = £ % % @ % % E o 8 § ~ | REFERENCIA
c 28953308 Scu., 2080yl 5. 855 50885885028
S3330a8GuUS882528008522255832223583853835%3
e o o Moll R. y cols., 1982
° Hartschuh y cols., 1983
Warner y cols., 1983
° Hartschuh y cols., 1984
e o0 Moll R. y cols., 1984
e o0 Gould y cols., 1985
L Ortonne y Darmon, 1985
Masuda y cols., 1986
Ortonne y cols., 1988
Hartschuh y Weihe, 1989
allitdis Dalsgaard y cols., 1989
Garcia.Caballero y cols.,1989a
Hartschuh y cols., 1989a
oo Moll I. y cols., 1990b
Weihe y cols., 1991b
e 0o 00 Moll R. y cols., 1992
Ramieri y cols., 1992
Boot y cols., 1992
Horsch y cols., 1992
o e o0 o0 Narisawa y cols., 1992a
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ESPECIE - S50 E £z 3£ & L2885  Us _ |REFERENCIA
L R= s W xQE L, 2T LETLESBEE T
c0399 <388 qw,. <903 uUu S5 eSS _>EXCEEESESRE S
S3330aLGUS8825280085222558322238583853835%3
.o oo . R o | Moll I.ycols_., 1993
(desmoplaquinas I y 1)
) Moll 1., 1994
° Narisawa y cols., 1994a
° ° Narisawa y cols., 1994b
° Narisawa y cols., 1994c
° ° ° e 0o o0 0 o0 ° Fantini y Johansson, 1995
o Moll 1. y cols., 1995
o Gallego y cols., 1995
° Hilliges y cols., 1995
oo ° ° Hartschuh y Schulz, 1995
o 0 ° ° Schulz y Hartschuh, 1995
° Hilliges y cols., 1996
o0 ° oo Moll I. y cols., 1996b
L L ® [ Moll I. y cols., 1996c (bcl-2)
oo o ° Hartschuh y Schulz, 1997
oo ° ° Schulz y Hartschuh, 1997
o Lundquist y cols., 1999
o o ° ° Hartschuh y Schulz, 1999
oo 00 Moll 1. y cols., 2000
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o o ° ° ° ° Hartschuh y cols., 2000
o ° GarciaCaballero y cols.,2003b
° ° Uchigasaki y cols., 2000
° ° Tachibana y Nawa,2000
oo ° ° Barret y cols., 2000
o Tanaka y Narisawa,2000
o o ° ® [ Tachibanay cols., 2000 (p27)
oo Leonard y cols., 2002
° ° Tairay cols., 2002
° Verzé y cols., 2003
° GarciaCaballero y cols.,2003a
° e | Kurzeny cols., 2003 (MUC-1)
o Kingsmill y cols., 2005
° o Moll 1. y cols., 2005
° Rickelt y cols., 2011
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Tabla 8. Otras proteinas expresadas en las CMs (extraido de Boulais y Misery, 2007).

Proteins Main function and putative function in Merkel cells

AMPA lonotropic glutamate receptor involved in neurotransmission;
postsynaptic ligand-activated cation channel

AP-2 beta Neuronal DNA-binding protein needed for many important
biologic functions

BK beta-1 Regulatory subunit of potassium channels opened by
depolarization or increase of calcium concentration; involved in
baroreflex sensitivity

Cadps Neuroendocrine-specific calcium-dependent activator for secretion of

Carboxy-peptidase E

Carcinoembryonic antigen
Cck

Cholecytokinin 8

Complexin 1
Dach1

Beta-defensin-3

Espin
Galanin

Gfi 1

HCN 2

Histidine decarboxylase
Hes6

Insm1

Islet-1

Kv8.1/1.4/4.2

Lhx3

Mash1

Math-1

Neurexin

Neuroendocrine
convertase-2 (PC2)

the dense-core granules
Cleavage of the C-terminal residue of a prohormone; localized in
secretory granules
Type 1 membrane protein of the immunoglobulin superfamily
Hormone activity affecting neuron migration; component of axons;
expressed in sensory cells of the developing olfactory epithelium
Peptide hormone; may induce release of peptides

Functions in synaptic vesicle exocytosis

Transcription factor found in premigratory, migratory, and some
postmigratory neural crest cells

Antimicrobial activity against Gram+/— bacteria, fungi, and viruses;
expressed in Langerhans cells; chemoattracts monocytes

Concentrated in the microvilli of a number of types of sensory cells

Regulates growth hormone release, involved in adult sensory neuron
outgrowth; may function as a neurotransmitter

Transcription factor playing a role in auditory receptor cell
differentiation, acts in mechanosensory behavior

Hyperpolarization-activated cation channel expressed in excitable
cells

Histidine decarboxylase synthesizes histamine from histidine in
mammals

Transcription cofactor activity, promotes neuronal differentiation

Associated with neuroendocrine cell differentiation

Up-regulated in the differentiating sensitive epithelia of the inner ear
region and sensory neurons

Neuronal voltage-gated potassium channel; found in excitable
membranes

Neuronal transcription factor expressed in cells derived from neuro-
epitheliu; actives the alpha-glycoprotein gene

Role in the development of specific neural lineages; expressed in the
neuroepithelium at embryonic day 8.5

Proneural transcription factor involved in the developing nervous
system and sensory epithelium in the cochlea

Presynaptic cell surface protein linking postsynaptic cell surface
proteins in synapse junctions; coupled with calcium channels in the
presynaptic machinery

Endopeptidase activity to release many hormones and
neuropeptides from their precursors
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Proteins Main function and putative function in Merkel cells

Nhlh1 May be involved in cell-type determination within the developing
nervous system

NMDA Glutamate-gated ion channel mediated by glycine; may play a role in

Phospholipase C-beta1l
Piccolo
PNMT

Rab3c

Rim2
Snap25

Sox2
Synapsin |l
Synaptogyrin

Synaptotagmin 1 and 7

Syntaxin

Trk C
TRPV4

VGlut

Wnt-1

the development of dendritic spines

Mobilizes intracellular calcium via activation of IP3 and produces the
second messenger diacylglycerol

Involved in presynaptic vesicie trafficking and exocytosis; associates
with the cytoskeletal matrix of the presynaptic active zone

Methyl-tranferase for adrenaline biosynthesis normally expressed with
high tissue specificity

GTPase protein involved in vesicular traffic and regulated exocytosis;
may control the calcium-triggered exocytosis in neuroendocrine
cells

Role unclear in calcium sensing; interacts with Rab3; regulation of
exocytosis of neurotransmitters

Neural-specific protein implicated in the synaptic vesicle docking
and fusion process

Inhibits neural differentiation in self-renewing cells but is
principally expressed in the brain and retina in adults

Neural protein that coats synaptic vesicles and may regulate neuro-
transmitter release

Among the most abundant transmembrane protein of synaptic
vesicles; normally only detectable in the brain

Regulation of synaptic vesicle trafficking; may interact with calcium at
the active zone of the synapse for exocytosis of vesicles
present in brain and endocrine cells

Potentially involved in docking and trafficking of synaptic vesicles at
the presynaptic active zone

Expressed after birth; mediates NT-3 signalling

Role in pressure sensation; osmoreceptor; nonselective cation channel
probably involved in osmotic sensitivity and mechanosensitivity

Vesicular glutamate transporter integral to membrane binding of
vesicles

Restricted to the neural cell lineage during embryogenesis; important
in CNS development; induces sensory neuronal fate in a beta-
catenin-dependent manner
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3.2.2. ULTRAESTRUCTURA DE LAS CELULAS DE MERKEL

Los rasgos ultraestructurales fundamentales de las CMs son mas 0 menos comunes en
todos los vertebrados, con cierta variabilidad dependiendo de la especie respecto a formas,
tamafos o frecuencias de aparicion de los diferentes organulos y estructuras celulares. De forma
resumida, las CMs se caracterizan ultraestructuralmente por los siguientes hallazgos: 1)
granulos citoplasmaéticos electrodensos frecuentes en el citoplasma mas basal; 2) complejo de
Golgi y vesiculas claras en el citoplasma opuesto a estos granulos; 3) espinas o proyecciones
citoplasmaticas digitiformes que se extienden desde la superficie celular; 4) filamentos
intermedios formando agregados laxos; 5) desmosomas de pequefio tamafio; 6) un nucleo
lobulado de aspecto claro con marcadas invaginaciones y 7) contacto con un axén terminal (no

es constante).

Al microscopio electronico, las CMs se localizan generalmente individualizadas o en
nidos celulares en el estrato basal de la epidermis. Son del mismo tamafio o ligeramente mas
grandes que los Qs de alrededor. Presenta una morfologia oval o alargada, con el eje mayor
paralelo a la superficie cutanea, aunque también se han descrito formas mas redondeadas.
Ocasionalmente protruye hacia la dermis, pero bien la terminacion nerviosa asociada o0 bien
prolongaciones del citoplasma de Qs adyacentes la separan de la membrana basal epitelial
(Winkelmann y Breathnach, 1973; Halata y cols., 2003).

El nacleo ovoide de las CMs divide el citoplasma en dos zonas: el citoplasma
supranuclear, parabasal, epidermal o zona anti-neurita, que contiene el CG y numerosas
vesiculas claras, y el citoplasma subnuclear, basal, dermal o zona de contacto sinaptico con el

axon terminal, caracterizado por un alto contenido en granulos neurosecretores (Figura 17).

Figura 17. El ndcleo divide
virtualmente la CM (M) en
porcién citoplasmética
- | SUPranuclear y porcion
citoplasméatica subnuclear en
contacto con la terminacion
nerviosa (T) y donde se
concentran los granulos
electrodensos (imagen tomada
de Halata y cols., 2003).
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MEMBRANA CELULAR

La superficie de las CMs esta caracterizada por numerosas PROLONGACIONES DE LA
MEMBRANA PLASMATICA que presentan una amplia variabilidad morfolégica y de tamafio en
funcion de la especie o incluso dentro del mismo tejido. Se han descrito hasta tres tipos de

procesos citoplasmaticos:

1) Procesos espinosos, que se originan en la membrana plasmatica del lado parabasal.
Consisten en una base ancha con un nicleo de citoplasma en su interior, un mastil con un
eje filamentoso compuesto de villina y un vértice redondeado. Estas espinas se
interdigitan con los Qs de alrededor uniéndose a ellos mediante desmosomas presentes
en la base (Winkelmann y Breathnach, 1973; Beiras y cols., 1987c; Tachibana, 1995).
Son numerosas, pudiendo llegar a 50 o mas por célula (figura 18), y estan implicadas en
la funcién mecanorreceptiva de los complejos neurocelulares de Merkel (Diamond y
cols, 1988; Ogawa, 1996, 2000; Fagan y Cahusac, 2001).

2) Procesos intersticiales, que se originan en las superficies laterales de las CMs. No
presentan eje filamentoso ni desmosomas, pero si granulos neurosecretores (Gould y
cols., 1985; Beiras y cols., 1987c; Tachibana, 1995). Mientras algunas CMs sélo
muestran procesos cortos, otras muestran procesos mas gruesos y prominentes,
dendriticos, los cuales penetran y se introducen entre los Qs basales y suprabasales
vecinos, especialmente en la piel fetal humana (Moll R. y cols., 1984), en anfibios
(Whitear, 1989), en la mucosa oral adulta de roedores y humanos (Tachibana y Nawa,
2000, 2002) y en los foliculos pilosos (Narisawa y cols., 1994a; Taira y cols., 2002). Con
microscopia electronica de barrido se aprecia que realmente son procesos membranosos
con una morfologia aplanada (Takahashi-lwanaga, 2003). Su funcién esté relacionada
con supuestas capacidades paracrinas de las CMs sin inervacion sensitiva (Gould y cols.,
1985; Tachibana, 1995).

3) Microvellosidades o procesos cortos dirigidos hacia los Qs o los espacios
intercelulares, de pequefia longitud (Beiras y cols., 1987c; Takahashi-Iwanaga, 2003).
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Figura 18. Imagen de microscopia electrénica de barrido
demostrando la presencia de procesos espinosos en una CM en
el paladar murino. M = Células de Merkel; B = células basales;
E = células epitelial superficial; asterisco = membrana basal
(imagen tomada de Takahashi-lwanaga, 2003)

Relaciones de las CMs con otras células epidermales

Las CMs estan unidas a los Qs que las rodean por DESMOSOMAS localizados en el
cuerpo celular y ocasionalmente en los procesos espinosos. Son pequefios y relativamente
escasos en comparacion con los hallados entre los Qs. En el lado citoplasmético de estos
desmosomas es muy frecuente observar pequefios y delgados agregados de filamentos
intermedios asociados del mismo modo que en los Qs, pero en mucha menor proporcion
(Winkelmann y Breathnach, 1973; Beiras y cols., 1987c; Rickelt y cols., 2011).

Aparte de los mencionados desmosomas, existen BANDAS ELECTRODENSAS vy
DENSIDADES FOCALES AISLADAS en la cara interna de la membrana plasmatica de las CMs
en contacto con los Qs (figura 19) (Garcia-Caballero y cols., 1988). También se han descrito
densidades simétricas en las regiones de unién entre las membranas plasmaéticas de la CM y el
ML (Garcia-Caballero y cols., 1988; Moll I. y cols., 2005).

Figura 19. Relaciones entre una CM y un queratinocito
contiguo. En la membrana de la CM se distingue un area de
densidad focal (flecha) y una banda electrodensa (corchete)
(imagen tomada de Garcia-caballero y cols., 1998).
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CITOPLASMA

Las CMs muestran una caracteristica matriz citoplasmatica de baja densidad con variable
numero de orgdnulos y un citoesqueleto compuesto de filamentos intermedios dispuestos de
manera dispersa. La mayoria de estas estructuras citoplasmaticas se encuentran en una posicion

supranuclear (Winkelmann y Breathnach, 1973; Winkelmann, 1977; Halata y cols., 2003).

Los FILAMENTOS INTERMEDIOS estan tanto asociados con los desmosomas como
esparcidos por el citoplasma y son mucho mas escasos y finos que los tonofilamentos de los Qs
(Frigerio y cols., 1983). Esta dispersion es la responsable de que el citoplasma de las CMs
aparezca claro en comparacion con el de los Qs. Los filamentos intermedios pueden ser
abundantes en ocasiones, especialmente en la regién perinuclear, pero aun asi carecen de la
disposicion tipica de los tonofilamentos queratinociticos en haces compactos (Gould y cols.,
1985). Estos filamentos han sido identificados inmunohistoquimicamente como citoqueratinas
de epitelio simple de bajo peso molecular (Moll R. y cols., 1984; Moll 1. y cols., 1995b) y como

neurofilamentos (Narisawa y cols., 1994c; Moll I. y cols., 2005).

El RETICULO ENDOPLASMICO RUGOSO esta poco desarrollado normalmente, pero
los RIBOSOMAS LIBRES y los POLIRRIBOSOMAS son numerosos (Winkelmann y
Breathnach, 1973; Frigerio y cols.,, 1983). Las MITOCONDRIAS presentan una gran
variabilidad dependiendo de la especie de estudio, aunque generalmente no son muy numerosas.
Las membranas y vesiculas del COMPLEJO DE GOLGI (CG) son facilmente distinguibles pero
tampoco son muy numerosas. Se ha descrito ademas gran cantidad de VESICULAS CLARAS
CITOPLASMATICAS, particulas de GLUCOGENO y grandes VACUOLAS DENSAS similares a
lisosomas (Winkelmann, 1977; Gould y cols., 1985). Raramente se han citado CENTRIOLOS en
las CMs (Winkelmann y Breathnach, 1973). También se pueden encontrar MELANOSOMAS
limitados por membrana y GRANULOS MADUROS DE MELANINA transferidos (Winkelmann
y Breathnach, 1973; Gould y cols., 1985; Beiras y cols., 1987b; Garcia-Caballero y cols., 1988).
Ocasionalmente, se observan CUERPOS MULTIVESICULARES citoplasmaticos conteniendo
vesiculas y material del mismo tamafio y densidad electronica que los granulos neurosecretores.

Los cuerpos multivesiculares de este tipo se llaman cuerpos crinofagicos y estan considerados
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como lisosomas secundarios. Esta observacion sugiere que también en la CM ocurren procesos

de crinofagia o granulolisis, como en otras células endocrinas (Salomon y cols., 1987).

El hallazgo maés distintivo en las CMs respecto a cualquier otra célula epidermal son los
caracteristicos GRANULOS ELECTRODENSOS o DE NUCLEO DENSO, similares a los
granulos secretores de las celulas endocrinas. La apariencia de los granulos es, por lo general,
muy similar entre los mamiferos. Estan constituidos por un nucleo o corazon electrodenso
rodeado por una membrana simple, separados entre si por un espacio claro. Su tamafio puede
variar entre 70 y 180 nm de didmetro. Se concentran tipicamente en el espacio citoplasmatico
subnuclear, en el citoplasma adyacente a la terminacion nerviosa asociada y remotos a la
localizacion del CG. Ocasionalmente se pueden observar en cualquier otra parte de la célula,
principalmente en las areas laterales del citoplasma celular, pero su notable polaridad por la
porcion citoplasmética asociada al nervio es un hallazgo comin en las CMs de todas las especies
(Iggo y Muir, 1969; Winkelmann y Breathnach, 1973; Hartschuh y Grube, 1979; Halata y cols.,
2003, 2010). Estos granulos son heterogéneos respecto a la configuracién y densidad electrénica

de una célula a otra (Winkelmann y Breathnach, 1973; Beiras y cols., 1987a, b).

Formacién de los Granulos de Merkel

La microscopia electrénica ha sido util en el estudio del origen de los granulos de las
CMs. La via de formacion de estos granulos es similar a la de otras células endo y exocrinas en
un proceso de condensacién, empaquetado y maduracion en las cisternas trans del Complejo de
Golgi y en el citoplasma celular (figura 20) (Salomon y cols., 1987; Nindl y cols., 1990). De
hecho, la organizacion citosolica de la CM es la misma que la presente en las células endocrinas

0 exocrinas secretoras.

Figura 20. Diagrama tomado de Salomon y cols., 1987 que ilustra el proceso de formacion propuesto
para los granulos de las CMs: 1) el granulo comienza a formarse por la acumulacion de material
electrodenso en el extremo terminal de las cisternas trans del complejo de Golgi, que se recubren de
unidades de clatrina; 2) desprendimiento del granulo recién formado, inmaduro, ain con cobertura de
clatrinas (“coated secretory granule”, CSG). 3) maduracion del granulo en el citoplasma con pérdida de la
envoltura (mature secretory granule, MSG).

—
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CIS GOLGI

TRANSGOLGI

Contenido y significado de los granulos de las CMs

Cada una de las sustancias que han sido detectadas en los granulos de Merkel puede ser
un candidato a transmisor quimico. La mayoria de las CMs forman complejos con terminaciones
axonales sensoriales y los granulos de la CM en este complejo se acumulan normalmente en el
sitio sinaptico del citoplasma. En ocasiones se ha citado que la membrana de los granulos de
Merkel se fusionaba con la membrana plasmética de la CM y su contenido parecia ser
descargado dentro del espacio intercelular (Tachibana y cols., 1984; Tachibana, 1995). Esto
implicaria que la sensacion tactil desempefiada por la CM esta mediada por la liberacion del
contenido de los granulos electrodensos dentro de las estructuras especializadas sinapticas
(Cheng y cols., 1973; Mihara y cols., 1979; Hartschuh y Weihe, 1980). Los neuropéptidos y
monoaminas en las CMs podrian funcionar ademas como mediadores autocrinos o paracrinos.
Asi, se han descrito evidencias ultraestructurales de una actividad secretora hacia los Qs
(Garcia-Caballero y cols., 1988).

Asi pues, mientras que algunas de las sustancias neurosecretoras funcionan como
neurotransmisores otras se han demostrado como promotoras del crecimiento y de la
diferenciacion de varios tipos celulares cutaneos (como veremos mas adelante). EI conocimiento

de la naturaleza de esos granulos es esencial para dilucidar la/s funcién/es de las CMs.
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NUCLEO DE LA CELULA DE MERKEL

Normalmente, el nucleo de las CMs presenta una morfologia ovalada con el eje
longitudinal orientado en el mismo sentido de la célula, es decir, paralelo a la superficie cutanea.
Tiende a tener perfiles lisos y estd marcadamente hendido o multilobulado (Winkelmann y
Breathnach, 1973; Halata y cols., 2003, 2010). Presenta un aspecto claro debido a la disposicion
dispersa de la cromatina y contiene pocos nucléolos (Tachibana, 1995; Tachibana y Nawa,
2002; Toyoshima y cols., 2000).

Se ha descrito de manera muy ocasional INCLUSIONES INTRANUCLEARES de aspecto
fibrilar y con morfologia de varilla (rodlet en inglés) en algunas CMs humanas y en el conejo.
Se localizan libres en la porcion mas clara del nucleoplasma y estdn compuestas de filamentos
dispuestos irregularmente, muy cerca los unos de los otros, con un material de aspecto granular
entre ellos que actia a modo de enlaces filamento-filamento. Estan formadas de proteinas y
lipidos (Fortman y Winkelmann, 1973; Straile y cols., 1975; Winkelmann, 1977). Se cree que
estos filamentos pueden ser los responsables de contraer y agitar el nGcleo marcadamente
plegado de las CMs. Parecen ser idénticas a las inclusiones intranucleares observadas en
numerosos tipos de células neuroendocrinas y neuronales (Gould y cols., 1985).

CONEXION CON EL AXON TERMINAL

La asociacion intima de las CMs con las fibras nerviosas se conoce desde su
descubrimiento (Merkel, 1875). Estas uniones representan mecanorreceptores de adaptacion
lenta. Las terminaciones derivan de largas fibras mielinizadas aferentes de tipo 1. Una CMs
puede recibir més de un axén terminal y una fibra puede suplir a mas de una CM (lggo y Muir,
1969; Smith, 1977; Mihara y cols. 1979; Ogawa, 1996). El nervio pierde su vaina de mielina
proximo a la epidermis continuando como un ax6n no mielinizado rodeado por porciones de
citoplasma de células de Schwann y la membrana basal. La fibra axonal termina como un
menisco aplanado que contacta directamente con el aspecto basal o dermal de la CM. Esta
repleto de mitocondrias, gran cantidad de vesiculas claras, vesiculas electrodensas y cuerpos
lipidicos (Munger, 1965; Winkelmann y Breathnach, 1973; Halata y cols., 2003). En los discos
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tactiles de la piel, el axdn es adyacente a la ld&mina basal y termina bajo la CM, en su lado
dermal. En las vibrisas, las terminaciones nerviosas no presentan esta disposicion sino que
contactan con el lado celular epitelial de la CM; esto es, las CMs yacen interpuestas entre la
lamina basal y el disco axonal (figura 21A) (Hartschuh y Weihe, 1980; Garcia-Caballero y cols.,
1989c).

El &rea de contacto con la fibra nerviosa asociada se caracteriza por ser una estructura
similar a una sinapsis, donde los granulos de Merkel estan concentrados cerca de la membrana
plasmética, que presenta proyecciones electrodensas en su cara interna. La membrana de la
neurita en contacto esta engrosada en estas zonas (figura 21B) (Chen y cols., 1973; Mihara y
cols., 1979; Hartschuh y Weihe, 1980). Esto se corresponde con la estructura caracteristica de
una sinapsis quimica: un engrosamiento de membrana postsindptico (axon) y proyecciones
densas en la membrana presinaptica (CM). Lo que no esté claro es si esta transmicion sinaptica
es unidireccional (desde la CM al axdn) o reciproca (Mihara y cols., 1979).

Figura 21. (A) Seccion ultrafina de
una vibrisa en la que se muestra
cémo se disponen las CMs (M),
longitudinalmente entre la
membrana basal (*) y la
terminaciéon nerviosa (T) (imagen
tomada de Halata y cols., 2003).
(B) Detalle de la unién entre una
CM (arriba) y el axén adyacente
(abajo). La flecha indica la zona de
contacto sinaptico (imagen extraida
de Hartschuh y Weihe, 1980).
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3.2.3. MORFOMETRIA DE LAS CELULAS DE MERKEL

La inmensa mayoria de trabajos se han realizado mediante microscopia electronica de
transmision. El tamafio de las CMs en los mamiferos se sitGa entre 6.9£1.3 um y 16 um de
didmetro mayor (Moll R. y cols., 1984; Beiras y cols., 1987c; Halata y cols., 2003; Zelena y
cols., 1994). En vertebrados inferiores existen algunas referencias que hablan de 16 um de
didmetro mayor en la salamandra y de 4-6um de diametro mayor en peces teledsteos (Whitear,
1989). Las espinas citoplasmaticas son las estructuras con una mayor similitud entre las
diferentes especies animales, con unas medidas cercanas a 1.5 um de largo por 0.3 um de
didmetro. Los grénulos electrodensos son las estructuras celulares que presentan mayor
variabilidad morfométrica, probablemente determinada por la etapa de desarrollo, la especie
animal bajo estudio o, incluso, las técnicas de observacion utilizada. EI diametro medio en los
mamiferos oscila entre 80-120 nm (Tachibana, 1995; Tachibana y Nawa, 2002; Moll I. y cols.,
2005).

Yamashita y colaboradores (1993) y Takahashi-lwanaga (2003) introdujeron un nuevo
aspecto en el estudio de la morfometria ultraestructural de la CM, permitiendo una nueva vision
méas completa y real: la microscopia electrénica de barrido. Se ha comprobado sobre piel de
ratas que la CM presenta una forma elipsoidal-alargada con un tamafio de 3.9+0.6 pum de
didmetro menor y 6.9+1.3 um de didmetro mayor. Los procesos citoplasmaticos realmente
presentan una morfologia alargada-aplanada. Las espinas y microvellosidades varian de 0.1 a

0.25 um de didmetro, alcanzando un méximo de 3 um de longitud.

La tabla 9 muestra las caracteristicas morfométricas de las CMs extraidas de los diversos

estudios en diferentes especies animales.



Tabla 9. Morfometria de la CM en las diferentes especies recopilada de la literatura disponible.
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DIVERSOS

LAMPREAS ANFIBIOS PECES ROEDORES MAMIEEROS HOMBRE
6-9 um 16 pm 7.5 pm teledsteos | 3.9+0.6 um @m 10-15 pm 1142 pm
(Whitear, 1989) | salamandra (Tachibanay 6.9+1.3 um M (Halata y cols., 2003) (Moll R. y cols., 1984)
12 pm urodelos | cols., 1984) (Yamashita ycols,1993) | 3 9+0.6 um @ 8.090.82 um
Diametro celular 8 um anuros 4-6 um 6.9+1.3 um @M (Beiras y cols., 1987¢)
(Whitear, 1989) | (whitear, 1989) (Yamashita y cols., 1993)
9-16 um

(Zeleng, 1994)

Perimetro celular

26.51 pm
(Beiras y cols., 1987¢)

Area celular

36.87 um?
(Beiras y cols., 1987c)

Diametro nuclear

9.5-10 um
(Tachibana e Ishizeki,1981)

5.08 um
(Beiras y cols., 1987¢)

Perimetro nuclear

18.74 ym
(Beiras y cols., 1987¢)

Area nuclear

12.54 um?
(Beiras y cols., 1987c)
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DIVERSOS
LAMPREAS ANFIBIOS PECES ROEDORES MAMIFEROS HOMBRE
120 nm 120 nm 100 nm 64+17.9 nm CMsA 80-120 nm 70 - 200 nm

(Whitear, 1989)

(Whitear, 1989)

(Whitear, 1989)

70 nm
(Zaccone y cols.,
1986)

118+34.3 nm CMsF
(Ochiai y Suzuki,1981)

(Iggo y Muir, 1969; Zelena,
1994; Tachibana, 1995;
Tachibana y Nawa, 2002;
Moll I. y cols., 2005)

80-100 nm
(Winkelmann, 1973, 1977,

(Winkelmann y Breathnach,
1973; Pearse, 1980)

75-130 nm
(Moll R. y cols., 1984)

110 nm

Didmetro ' (Warner y cols., 1983)
granular Toyoshima y cols., 2000) 94.23 nm
80'13;8 nm | (Beiras y cols., 1987¢)
(Gould y cols., 1985) 61.4+12.5nm CMSsF;
50-110 nm 69.1+23.65nm CMsA
(Halata y cols., 2003, 2010) (Beiras y cols., 1987a)
93.3?0 nm; 63.95 nm 89+18 nm
(Beiras y cols., 1986) (Frigerio y cols., 1983)
Densidad 7.02 granulos/pum?
granular (Beiras y cols., 1987c)

Area granular

6,411 nm? 2,148 nm?
(Beiras y cols., 1986)

5020.05 nm?

(Beiras y cols., 1987¢)
2699.8+1003.36 nm* CMsF
3637+1347.75 nm> CMsA
(Beiras y cols., 1987a)

Espacio nucleo - 8-10 nm
membrana (Winkelmann, 1973, 1977)
granular
1-5 pm 0.1-0.25um @ 1.5 pm long 1.58x0.26 pm
(Whitear, 1989) 2.5 um long 0.3umy@ (Beiras y cols., 1987c)
Yamashita ycols,1993 Iggo y Muir, 1969
aties ( y ) | (Iggoy )
2-3um long 0.1-0.25um @
(Takahashi-lwanaga, 2.5 um long

2003)

(‘Yamashita y cols., 1993)
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LAMPREAS ANFIBIOS PECES ROEDORES MI?A{\I\;II;;ESSSS HOMBRE
Procesos +de 4 pm 1.39x0.25 pm
intersticiales (Whitear, 1989) (Beiras y cols., 1987c)
. . 0.35x0.25 um
Microvellosidades (Beiras y cols., 1987c)
286.9 nm
DERTOEES (Beiras y cols., 1987c)
800 nm largo max
BRI 90 nm grosor méax
Sl (Garcia-Caballero y cols., 1988)
Inclusiones 1.6x0.4 nm
intranucleares (Fortman y Winkelmann, 1973)
Fil ¢ 10nm 4.6£0.1 nm 10 nm
- amendgs (Whitear, 1989) (Ochiai y Suzuki,1981) (Warner y cols., 1983; Frigerio y
[LERICS cols., 1983; Beiras y cols, 1987c¢)
. 0.42-0.45 3.18+0.15
Densidad (Ochiai y Suzuki,1981) | (Tachibana e Ishizeki, 1981)
Cranalar 8.11+2.51
g (Beiras y cols., 1986)
8-10 yum @
Terminacion 1-3 pum grosor
nerviosa (Iggo y Muir, 1969; Smith,

1977; Zelena, 1994)
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3.2.4. SUBPOBLACIONES DE CELULAS DE MERKEL

Las observaciones morfoldgicas clasicas y los estudios moleculares mas recientes
sugieren que las CMs son muy heterogeneas y componen diferentes subtipos: 1) CMs de tipo
dendritico y CMs ovales, morfoldgicamente; 2) CMs inervadas y CMs no inervadas, segun
conexion a terminaciones nerviosas; 3) CMs estables y CMs labiles, segin la dependencia
neural; 4) CMs mecanorreceptivas y CMs paracrinas, segun su funcion (Tachibana y Nawa,
2000, 2002; Tachibana y cols., 2001; Halata y cols., 2003; Takahashi-lwanaga, 2003). Ademas,
la expresion de diferentes proteinas en diferentes localizaciones de un mismo animal también

apoya la existencia de subtipos (Eispert y cols., 2009).
POLIMORFISMO DE LAS CMS EN LA PIEL DE LOS MAMIFEROS

En aquellas areas donde se encuentran normalmente las CMs, en el estrato basal de la
epidermis, se observan células con algunas particularidades morfoldgicas diferentes a las tipicas.
Presentan nucleos ovalados con muchos poros nucleares y carecen de contacto con
terminaciones nerviosas. Establecen pocos y pequefios desmosomas con los Qs de alrededor o
hemi-desmosomas con la lamina basal y carecen de procesos citoplasmaticos. Los granulos
electrodensos se localizan en diferentes partes del citoplasma, sin polaridad (Halata y cols.,
2003). Takahashi-lwanaga (2003) y Nakafusa y colaboradores (2006) también encontraron, en
las vibrisas y en los discos tactiles epidermales de la piel dorsal de ratas, CMs “atipicas”
caracterizadas por cuerpos celulares redondeados y largos procesos citoplasmaticos que se
extienden a lo largo de los especios intercelulares del epitelio. Similares CMs de morfologia
irregular también se han encontrado en neoplasias cutaneas, especialmente foliculares
(Hartschuh y Shultz, 1995; Shultz y Hartschuh, 1995, 1997). Estas células recuerdan a otras del

sistema endocrino difuso, principalmente del epitelio intestinal y bronquial.
POLIMORFISMO DE LAS CMS EN LA MUCOSA ORAL DE LOS MAMIFEROS
Las CMs de la mucosa oral han mostrado algunas caracteristicas Unicas y diferentes a

las tipicas CMs de la piel pilosa y lampifia. Podemos encontrar dos tipos de CMs: esféricas con

union a un axon terminal y dendriticas no inervadas. Las CMs esféricas normalmente estan en



CMs vida adulta: Polimorfismo

contacto intimo con terminaciones nerviosas terminales, si bien la concentracién de granulos no
esta polarizada al lado sinaptico. Las células de morfologia dendritica presentan largos procesos
citoplasmaticos, los cuales contienen gran cantidad de granulos electrodensos y pueden
contactar con la membrana basal, donde raramente se observan imagenes de exocitosis. Las
primeras parecen estar implicadas en la percepcion mecanica, mientras que las segundas tienen
mas bien una funcién secretora. La gran mayoria de estas CMs residen en el estrato basal del
epitelio, si bien algunas células similares se localizan en estratos superiores (Ramieri y cols,
1992; Tachibana, 1995; Hillinges y cols., 1996; Tachibana y Nawa, 2000, 2002). En la mucosa
humana normal son mas numerosas que en la mucosa humana patoldgica y que en la mucosa de
roedores (Tachibana, 1995; Tachibana y cols., 1997; Tachibana y Nawa, 2000).

Ramieri y colaboradores (1992) y Hillinges y colaboradores (1996) también encontraron
CMs no inervadas, aunque sin dendritas. Tazaki y colaboradores (2000b), en el hamster,
encontraron CMs de tipo dendritico que hacian contacto con terminaciones nerviosas. Otros
autores sefialan, sin embargo, que no existen CMs con esta morfologia en la papila incisiva de la

cabra (Halata y cols., 1999) y del mono (Halata y Baumann, 1999).

Por ultimo, se ha demostrado que las yemas gustativas de los vertebrados inferiores
contienen células similares a las CMs (Toyoshima y Shimamura, 1988; Withear, 1989).
También presentan granulos intracitoplasmaticos de nucleo denso, aunque difieren de las tipicas
CMs en que no forman un complejo con el axon terminal. A pesar de que estas células pueden
estar relacionadas con la diferenciacion de las yemas gustativas en las etapas tempranas del
desarrollo, su funcion real en las yemas gustativas completamente desarrolladas aun se
desconoce. Tachibana (1995) sugirié que estas células pueden probablemente representar otra

subpoblacion de las CMs.

No se puede decir con certeza si estamos hablando de poblaciones celulares con diferente
0 mismo origen, o si, particularmente en epitelios expuestos a fuerte carga mecanica como el
oral, el mismo tipo de célula puede tener diferentes formas y funciones (diferentes estados de

diferenciacion) a lo largo de su vida (Halata y cols., 2003; Eispert y cols., 2009).
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Figura 22. Resumen esquematico de las funciones propuestas para las diferentes subpoblaciones
de CMs. (A) Durante el desarrollo cutaneo, sustancias estimuladoras o troficas pueden liberarse
hacia los nervios en desarrollo (1) y los queratinocitos (2). En el complejo maduro CM-neurita, la
CM puede liberar neurotransmisores o factores neurotréficos (3), o neuromoduladores (4) hacia la
terminacion nerviosa. (C) La CM no inervada en la piel madura puede ayudar a la normal
diferenciacion de los queratinocitos (2) o a la normal funcién de las diferentes estructuras
nerviosas (5, 6). La células también puede liberar sustancias bioactivas sobre los vasos sanguineos
(7) o sobre las células del tejido conjuntivo (8). Diagrama modificado de Tachibana, 1995.




CMs vida adulta: Distribucién

3.2.5. LQCALIZACION, DENSIDAD Y DISTRIBUCION DE LAS
CELULAS DE MERKEL

Una de las técnicas tradicionalmente més utilizadas en el estudio de las CMs ha sido la
microscopia electronica. Sin embargo, el microscopio electronico no permite estudios de
distribucion a gran escala o en areas extensas de piel. Esto Unicamente es posible desde la
introduccién de los marcadores inmunohistoquimicos que han permitido una precisa
identificacion de las CMs bajo el microscopio Optico, méas facil y manejable

metodoldgicamente.

A. LOCALIZACION Y ORGANIZACION DE LAS CMs EN LOS EPITELIOS

Las CMs se hayan presentes en la piel y mucosas de todos los vertebrados incluyendo

peces, anfibios, reptiles, aves y mamiferos (Tabla 10).

Tabla 10. Localizacion de las CMs filogenéticamente.

Epidermis

Lampr iclostom . ) -
SOIRUEEE (ElE LR BTE) Yemas gustativas? (células similares)

Epidermis

Anfibios Epitelio oral
Yemas gustativas? (células similares)
Epidermis

Peces Epitelio oral
Yemas gustativas? (células similares)
Dermis

Reptiles Subepiteliales en paladar y lengua
Yemas gustativas? (células similares)

Aves Dermis
(corpusculos de Merkel, corpusculos de Grandry)
Epidermis

. Epitelio de mucosas derivadas del ectodermo
Mamiferos

Foliculos pilosos
Dermis (ocasionalmente)

Su LOCALIZACION normal incluye el estrato basal de la epidermis de la piel pilosa y
glabra, la vaina epitelial externa de los foliculos pilosos y el epitelio de la mucosa originada del
ectodermo (labios, boca y canal anal) (Merkel, 1875; Halata y Baumann, 1999, 2000; Halata y
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cols., 2003, 2010). De manera ocasional, se han visto CMs dermales en algunos mamiferos,
especialmente en el hombre (Moll R. y cols., 1984; Moll I. y cols., 1986).

Segun Lacour y colaboradores (1991), se pueden observar tres patrones diferentes de
ORGANIZACION: 1) el primero consiste en grandes grupos o agregados de CMs; 2) el segundo
es un patron de organizacion linear y arciforme; y 3) el tercero no es mas que CMs de manera
aislada y dispersa, sin vinculacion con otras CMs. Estas agrupaciones de CMs son
particularmente llamativas en determinadas areas especializadas que se encuentran tanto en la
piel pilosa (discos tactiles epidermales) como en la piel glabra (corpusculos de Merkel). Esta
organizacion es similar a otras células neuroendocrinas, como las de la mucosa bronquial donde

también se disponen en grupos (cuerpos neuroepiteliales) y aisladas (Gould y cols., 1985).

El epitelio de estas estructuras siempre se dispone de manera que permite una optima
transferencia de presion a la terminacion nerviosa de Merkel (Halata y Baumann, 2000). De
hecho, se ha sugerido que las terminaciones nerviosas son un requisito para que las CMs
presenten una uniforme y correcta disposicion en el epitelio (Tachibana y cols., 1983). Asi pues,
la ORIENTACION de las CMs en el epitelio que las alberga depende en gran medida de la

direccion de la presion, bajo condiciones fisioldgicas, sobre la terminacién nerviosa:

1) En las crestas y papilas epidermales de la piel pilosa y glabra, el eje longitudinal de las
CMs discurre paralelo a la superficie cutanea mientras que la presion aplicada golpea la
superficie perpendicularmente. Es por esto que el axon es adyacente a la lamina basal y
yace bajo la CM (Hartschuh y Weihe, 1980; Halata y cols., 2003).

2) Por el contrario, en los foliculos pilosos las CMs se disponen en la vaina folicular externa
en una direccion oblicua con respecto a los Qs. Esto es porque al doblarse el pelo la presion
es ejercida sobre la membrana basal en el lado concavo, la cual a su vez presiona contra las
CMs. De ahi que las CMs estén interpuestas entre la lamina basal y el axén (Hartschuh y
Weihe, 1980; Halata y cols., 2003).

3) En la mucosa oral la posicion parece depender del comportamiento alimentario del animal,
es decir, de como y en qué direccion mueva el alimento en el interior de su boca y golpee la

mucosa. Asi, en el mono rhesus las CMs se disponen perpendiculares a la superficie de la
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mucosa (Halata y Baumann, 1999) mientras que en la cabra son paralelas (Halata y cols.,

1999), en linea con los estimulos mecénicos experimentados durante la ingesta.

En resumen, la CM esta siempre posicionada entre la direccion del estimulo mecanico y la
terminacion nerviosa. Este concepto es fundamental para que las CMs cumplan de una manera

Optima su funcién mecanorreceptiva (Halata y Baumann, 2000).

B. DENSIDAD DE LAS CMs EN LAS DIFERENTES LOCALIZACIONES
ANATOMICAS

La poblacion total de CMs en la piel de los mamiferos adultos es baja, siendo la
poblacién celular epidermal menos abundante. Su ndmero varia en funcion de la localizacion
anatomica. De forma constante entre especies, las CMs son mucho mas numerosas en las areas
de piel glabra y en la mucosa oral que en la piel pilosa). La region donde son menos numerosas
es la piel genital. El patron de distribucion parece coincidir con muchas de las regiones que
estan implicadas en la percepcion tactil, apoyando una funcion sensorial-receptora de las CMs.
Asi, es facil encontrarlas en las vibrisas y el hocico en los animales, la piel glabra de los
extremos de los dedos en humanos, el borde labial del menton y el paladar duro o rugoso de
todos los mamiferos (Lacour y cols., 1991; Boot y cols., 1992; Moll I. y cols., 1993, 2005; Moll
., 2000; Halata y cols., 2003).

Lacour y colaboradores (1991) distinguieron en la especie humana diferentes regiones
cuténeas en funcion de su densidad en CMs. Asi, existen areas densas en CMs (>50 CMs/mm?),
areas de densidad media (20-50 CMs/mm?) y &reas de densidad baja (<20 CMs/mm?).

Tabla 11. Clasificacion de la piel y mucosas humanas en funcién de su densidad en CMs seglin Lacour y
cols. (1991).

DENSIDAD EN | PIEL MUCOSA

CMs

>50 CMs/mm? Labios, palmas, puntas de los dedos, pliegues proximales unguales, Paladar duro
dorso del pie

20-50 CMs/mm? | Nariz, 16bulos de las orejas, carrillos, cuello, aspecto anterior del Mucosa de los
tronco, aspecto dorsal del dedo medio, muslos, rodillas, planta del carrillos
pie, talon, aspectos ventrales y dorsales de los dedos del pie

<20 CMs/mm? Cuero cabelludo, frente, parpados, espalda, pezon, axila, abdomen, Lengua,
pecho, gluteos, escroto, prepucio, brazos, antebrazos, aspectos encias, glande

dorsales de las manos y de las piernas
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Las CMs también son mas densas en la piel fetal y postnatal temprana que en la piel de
los adultos, y son més densas en la epidermis de los dedos de la mano que en la de los pies
(Winkelmann y Breathnach, 1973; Moll R. y cols., 1984).

Es importante sefialar que ante diversas condiciones patologicas se pueden apreciar
variaciones en el nimero normal de CMs. En la piel expuesta al sol son dos veces més
numerosas que en la piel no expuesta (Moll I. y cols., 1990b) y también ven incrementado su
numero en ciertos tumores cutaneos con diferenciacion folicular (Hartschuh y Schultz, 1995;
Collina y cols., 1998; Hartschuh y Schulz, 1999; Hartschuh y cols., 2000). Ademas, se ha
descrito que el namero de CMs en los discos tactiles del pelo incrementa o disminuye segun la

fase del ciclo piloso (Nakafusa y cols., 2006).

C. DISTRIBUCION DE LAS CMs EN LA PIEL DE LOS MAMIFEROS

La distribucion de las CMs en los mamiferos no es homogeénea, sino que depende de la

localizacion y del grado de especializacion tactil del area estudiada.
TERMINACIONES NERVIOSAS DE MERKEL EN LA PIEL PILOSA
CELULAS DE MERKEL EN EL DISCO TACTIL EPIDERMAL

Numerosas CMs se ubican intercaladas a intervalos frecuentes entre las células
columnares basales del disco y la membrana basal. Esas CMs pueden presentar varios tamafios y
formas, si bien normalmente son alargadas, estdn orientadas transversalmente y presentan
procesos citoplasmaticos que interdigitan con la base de las células columnares del disco. En
contacto con la base de las CMs se observan neuritas, que normalmente aparecen bajo el
microscopio dptico como un area clara, vacuolizada, debido a tumefaccion artefactual (figura
11) (Smith, 1970, 1977; Moll I. y cols., 1993, 2000). En general, existe una correlacion positiva
entre el tamafio del haarscheibe y el nimero de CMs que contiene (Zelena, 1994). Al principio
se pensaba que cada CM hacia contacto en su porcién basal con una terminacién nerviosa en
uniones similares a sinapsis, sin embargo no todas las CMs de la piel y de los foliculos pilosos

estan inervadas. Entre un 70 a un 80% de las CMs estan en contacto intimo con axones
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epiteliales terminales segun Hartschuh y Weihe (1980). Segun Gottschaldt y Vahle-Hinz (1981)
este porcentaje es menor, de un 50 a un 70%.

CELULAS DE MERKEL EN LA PIEL INTERFOLICULAR

En la piel humana, las CMs también se observan en el estrato basal de la epidermis fuera
de los limites de los discos tactiles, aunque es un hallazgo bastante raro (Lacour y cols., 1991).
Sus caracteristicas morfologicas son muy similares al resto de CMs epidermales de la piel
pilosa. Bajo ciertas circunstancias patologicas, su densidad se ve incrementada y su localizacion
dentro de la epidermis puede variar (Merot y Mooy, 1989; Moll I. y cols., 1990b; Wollina y
Mahrle, 1992; Hartschuh y Schulz, 1995; Schulz y Hartschuh, 1995).

CELULAS DE MERKEL EN LOS FOLICULOS PILOSOS
Foliculos pilosos Primarios y Secundarios

En los FOLICULOS PRIMARIOS las CMs se encuentran en la region prominente (bulge
area en inglés), un engrosamiento del epitelio de la vaina externa del foliculo bajo la
desembocadura de la glandula sebécea, bien desarrollada en los foliculos en estados
embrionarios y poco marcada en adultos. Esta parte del foliculo es un nicho de células
precursoras de la epidermis y no cambia su forma durante el ciclo del pelo. Ademas, esta parte
del foliculo sirve como punto de anclaje del musculo piloerector, por lo que se ha especulado
acerca de la posibilidad que las CMs concentradas aqui tengan algun papel en el desarrollo y
orientacion de estas unidades musculares (Moll 1., 1994; Narisawa y cols, 1994a, b; Moll I. y
cols., 1995; Tanaka y Narisawa, 2000; Sieber-Blum y Grim, 2004; Pascucci y cols., 2006).
También muy cerca de la superficie de la piel, en la regién infundibular, se pueden observar
CMs con una disposicion a modo de anillo o collar, especialmente en la especie humana. Las
CMs estan ausentes en los FOLICULOS SECUNDARIOS o aparecen dispersas entre las otras
células epiteliales (Moll 1., 1994; Narisawa y cols, 1994a, b; Zelena, 1994).

Esta distribucion no es constante por toda la superficie cutanea. Asi, los foliculos pilosos

de la piel de la cara y alrededor de la boca presentan un nimero de CMs mas alto que los de
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otras localizaciones (Moll I. y cols., 1996b; Tanaka y Narisawa, 2000; Uchigasaki y cols.,
2000). También los foliculos del cuero cabelludo del hombre presentan numerosas CMs (Moll .
y cols., 1993; Narisawa y cols., 1994a). Al igual que en la epidermis y en la mucosa oral, existen
CMs foliculares inervadas y CMs foliculares sin contacto a axén terminal. Muchas de ellas
exhiben procesos dendriticos que aparentemente contactan los unos con los otros (Moll 1., 1993;
Narisawa Yy cols., 1994a; Tanaka y Narisawa, 2000; Uchigasaki y cols., 2000; Taira y cols.,
2002).

Foliculos pilosos especializados: Vibrisas y Pelos Til6tricos

En los cortes histologicos, las CMs de las VIBRISAS se disponen como “hojas en una
pifia” en el estrato basal del epitelio del foliculo, oblicuas a la ldmina basal (Winkelmann y
Breathnach, 1973; Moll 1. y cols., 1996b; Halata y cols., 2003, 2010). Tridimensionalmente, las
células de disponen a modo de manguito o cinturén celular alrededor del foliculo, cubriendo
toda la superficie de la porcion mas gruesa (figura 23). Frecuentemente, presentan
prolongaciones citoplasmaticas a modo de procesos dendriticos (Tanaka y Narisawa, 2000). Se
ha demostrado, ademads, la existencia de un intrincado patron de inervacion: los axones
mielinizados pierden su vaina de mielina al penetrar la ldmina basal y tras ramificarse varias
veces, un axon puede inervar a més de 50 CMs. Se ha estimado hasta 3000 CMs por vibrisa
(Rice y cols., 1993; Ebara y cols., 2003).

CMs cresta

Gl infundibular

sebacea
" CMs istmo
mb vitrea

seno
vascular

Vaina
folicular int

Vaina
folicular ext

Figura 23. Localizacion de las CMs en las vibrisas. Se reconoce una agrupaciéon en las crestas
infundibulares, cerca de la superficie epidérmica (flecha) y otra, mas numerosa, en la porcién engrosada,
bajo la glandula sebacea (cabeza de flecha). Marcaje inmunofluorescente con NT-3. Modificado de
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/dvdy.10403/pdf
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Se puede distinguir un segundo tipo de agrupacion de CMs en las vibrisas de los
mamiferos. Se encuentra en la base de las crestas epiteliales del infundibulo, cerca de la
penetracion del pelo (figura 23). Su disposicion aqui es idéntica a la piel pilosa, con su eje
longitudinal paralelo a la membrana basal pero formando una especie de collar celular a modo

de malla en el epitelio externo del infundibulo (Halata y cols., 2003).

En los mamiferos, las CMs también estan directamente asociadas con los FOLICULOS
TILOTRICOS. Las CMs aqui se distribuyen en la vaina folicular externa, en un nimero muy
variable. Su disposicion es la misma que en otros tipos de foliculos, asociadas a fibras nerviosas
largas de neuronas sensoriales (Winkelmann y Breathnach, 1973; English, 1977a; Gu y cols.,
1981).

Pestafias
La disposicion de las CMs en este tipo de pelo es similar a la de las vibrisas, formando
un collar de CMs en la parte mas superficial del infundibulo y agrupadas a modo de cinturén

alrededor de la region engrosada, con unas 20 CMs por cinturdn (Zelend, 1994).

Tabla 12. Diferentes de receptores cutdneos presentes en los diferentes tipos de pelo de los mamiferos.

Tipo de pelo Localizacion Receptor Referencias
Halata, 1975;
Collar (.je CMs Rice y cols., 1993;
Manguito de CMs len .
ibri Hocico Corpusculos simples Zelena, 1994,
Vibrisa > Moll I. y cols., 1996b;
Receptores de Rufini b Is. 2003:
Terminaciones lanceoladas Ebara y cols., 2003;
Halata y cols., 2003, 2010
Collar de CMs
Pestafias Parpados Receptores de Rufini Zelena, 1994
Terminaciones lanceoladas
CMs: n° variable
_20
Pelo tilétrico 1-2% de la Haarscheiben Zelena, 1994

poblacion pilosa

Terminaciones lanceoladas

Pelo de guarda

12% del pelo

CMs: 4-12
Receptores de Rufini
Terminaciones lanceoladas

Moll 1., 1993, 1994;
Zelend, 1994;

Narisawa y cols, 19944, b;
Tanaka y Narisawa, 2000;
Moll I. y cols., 2005

Vello

86% de la
poblacién pilosa

Terminaciones lanceoladas
Collar de CMs ocasional
Receptores de Rufini

Moll I., 1993, 1994;
Zelend, 1994;
Narisawa y cols, 1994a, b
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CELULAS DE MERKEL EN LA PIEL DESPROVISTA DE PELO

Existen dos tipos de piel glabra en los mamiferos. El primer tipo o piel con papilas
epidermicas (pegged skin en inglés) presenta prolongaciones solidas de la epidermis hacia la
dermis. Un ejemplo tipico se encuentra en el hocico del cerdo y en el plano nasal del topo y del
gato. En la base de estas papilas encontramos nidos de CMs compuestos por entre 4 y 40
células. La mayoria estan en contacto con terminaciones discoidales de axones mielinizados que

pierden su vaina de mielina al entrar en la epidermis (Halata, 1975; Halata y cols., 2003; 2010).

El segundo tipo de piel glabra o piel crestada (con crestas epidermales, ridged skin en
inglés) se encuentra en los extremos de los dedos de primates y marsupiales. Equivale también
al tipo de piel de las almohadillas plantares de los carnivoros. Grupos de hasta 10 CMs se
encuentran en la base de las crestas epidermales cerca de la penetracion de los ductos de las
glandulas sudoriparas (Halata, 1975; Moll R. y cols., 1984; Halata y cols., 2003).

©
£
o
e
o
48]
o
% Figura 24. Organizacion de las CMs en la
fa) piel glabra o lampifia. (Modificado de
Ogawa, 1996).

Un tipo particular de piel sin pelo es el lecho de la ufia, donde de manera ocasional se
pueden encontrar CMs (Moll I. y Moll R., 1993).

TERMINACIONES NERVIOSAS DE MERKEL EN LA DERMIS
Algunas CMs son visibles en la dermis superficial de los mamiferos durante el desarrollo

0 de manera ocasional en adultos (Moll R y cols. 1984; Moll I. y cols., 1986; Narisawa y cols.,

1992a). Las CMs dermales también forman complejos con terminaciones nerviosas. Estos
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complejos estdn cubiertos por una delgada lamina citoplasmatica de célula de Schwann. Las
CMs presentan procesos citoplasmaticos extendiéndose hacia la dermis, en muchas ocasiones
con granulos de nucleo denso en su interior. En la piel pilosa, estos complejos se encuentran
muy cerca o entre los foliculos pilosos en la dermis profunda (Winkelmann y Breathnach, 1973;
Moll R y cols. 1984; Gould y cols., 1985; Halata y cols., 2003). En muy raras ocasiones se han
observado CMs dermales sin contacto a terminaciones nerviosas (Halata y cols., 2003).

CELULAS DE MERKEL EN LA MUCOSA DE LOS MAMIFEROS

Las CMs son muy comunes en las mucosas derivadas del ectodermo (boca, labios y
canal anal) en muchas especies de mamiferos. En el resto de mucosas constituyen un hallazgo

ocasional.
MUCOSA ORAL

Las CMs son muy numerosas Yy presentan un marcado polimorfismo en la mayoria de las
especies. Son muy abundantes en el paladar rugoso, la encia y en el borde labial inferior de los
animales y del hombre. En la boca se pueden distinguir tres tipos de mucosa diferentes:

1) La primera, denominada mucosa circundante (surrounding mucosa en inglés), cubre la
superficie de los labios, el paladar blando y los laterales de la cavidad bucal o cara
interna de los carrillos. No esta cornificada y forma papilas epiteliales que en su base
hospedan numerosas CMs (Halata y cols., 2003, 2010; Righi y cols., 2006).

2) La segunda, la mucosa especializada, cubre la superficie de la lengua formando las
caracteristicas papilas con los 6rganos gustativos. S6lo Lacour y colaboradores (1991)
han descrito CMs en este epitelio, contradiciendo la idea generalizada respecto a su
ausencia en esta localizacion (Tachibana y cols., 1997; Barret y cols., 2000; Tachibana
y Nawa, 2000; Halata y cols., 2003, 2010).

3) El dltimo tipo de mucosa aguanta fuertes cargas mecanicas durante la masticacion de la

comida, es la denominada mucosa masticatoria. Cubre el paladar duro y forma la
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superficie de la encia. Se trata de un epitelio cornificado cuyo estrato basal forma
crestas y papilas epidermales con muchas CMs. Su morfologia es similar a la piel
glabra, pero su orientacion y disposicion en el epitelio muestra diferencias segun la
especie (Barret y cols., 2000; Halata y cols., 2003, 2010; Righi y cols., 2006).

En la mucosa oral, las CMs se unen o no a terminaciones nerviosas segun la especie animal.
Asi, en roedores y humanos la union axonal es inconstante, mientras que en la cabra siempre
muestran contacto a terminaciones nerviosas (Ramieri y cols., 1992; Hilliges y cols., 1996;
Tachibana y cols., 1997; Halata y cols., 1999; Tachibana y Nawa, 2000; Righi y cols., 2006).

MUCOSA ANAL

La mayoria de las CMs del canal anal humano se encuentran en la zona escamosa, tanto
en las partes queratinizadas como en las no queratinizadas, y en la piel perianal. En la porcion
no queratinizada, el epitelio es estratificado plano con papilas epiteliales cortas en cuya base se
encuentran las CMs. La zona queratinizada también muestra papilas epiteliales pero mas
desarrolladas y con numerosas terminaciones nerviosas de Merkel (Weihe y cols., 1991b;
Horsch y cols., 1992; Halata y cols., 2003, 2010).

En otras especies de mamiferos también existen CMs en la mucosa anal. Asi, Rettig y
Halata (1990) demostraron en el cerdo numerosas CMs en la porcién queratinizada, organizadas
en discretos grupos o corpusculos. La parte no queratinizada s6lo presenta unas pocas células
aisladas. La porcion mas externa de esta mucosa en los cerdos presenta foliculos pilosos y

también algunas CMs eran visibles en la vaina folicular externa.
ESOFAGO

La mucosa esofégica es una localizacién extrafia (por su derivacion endodermal) en la
que se han identificado también CMs o células muy similares (Harmse y cols., 1999). Se
disponen de forma individualizada, dispersas, pero también en pequefios grupos a lo largo del
epitelio basal, principalmente en la porcion esofagica media. Morfolégicamente sus

caracteristicas generales son similares a las de otras ubicaciones, con la particularidad de que no
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presentan inervacion y muchas de ellas muestran procesos citoplasmaticos extendiéndose entre

las células escamosas (Tateishi y cols., 1974; Harmse y cols., 1999; Schulz y cols., 2003).

OTRAS MUCOSAS

Existen escasos trabajos acerca de la presencia de CMs en otras mucosas. La mucosa del
pene no presenta CMs (Halata y Spaethe, 1997), mientras que la mucosa vaginal si (Hilliges y
cols., 1995).

Tabla 13. Cuadro resumen de las localizaciones y las densidades aproximadas de las CMs en los mamiferos
(modificado de Halata y Baumann, 2000).

Piel pilosa — foliculos pilosos
Foliculos sinusales

Localizacién estrato basal de la vaina folicular externa, bajo la glandula sebacea
Densidad 1000-3000 CMs

Foliculos tilétricos
Localizacién estrato basal de la vaina folicular externa, bajo la glandula sebacea
Densidad varias docenas de CMs

Foliculos primarios (pelo primario)

Localizacion
Densidad

Foliculos secundarios (pelo de borra)

Localizacion
Densidad

Piel pilosa — epidermis
Disco tactil (Haarscheiben)

estrato basal de la vaina folicular externa, bajo la glandula sebacea
varias docenas de CMs

estrato basal de la vaina folicular externa, bajo la gldndula sebécea
hasta 5 CMs

Localizacion estrato basal
Densidad hasta 20 CMs
Piel interfolicular
Localizacion estrato basal
Densidad muy escasas, aisladas
Piel glabra
Primates y marsupiales
Localizacién estrato basal de las crestas glandulares en dedos, palmas y plantas
Densidad hasta 10 CMs
Otros mamiferos
Localizacién estrato basal de las crestas epidérmicas en almohadillas y hocico
Densidad hasta 10 CMs (hasta 40 en el hocico)
Mucosa derivada del ectodermo
Localizacion estrato basal de las crestas o papilas epiteliales
Densidad hasta 20 CMs
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3.2.6. ORIGEN DE LAS CELULAS DE MERKEL

Los trabajos de Grim y Halata (2000) con quimeras aviares ya demostraron de manera

fehaciente que en las aves las CMs comparten un origen comun con elementos nerviosos. Se

originan de células que migran desde la cresta neural junto con los progenitores de las células de

Schwann y los melanoblastos. Sin embargo, en los mamiferos esta cuestion aun esta lejos de

resolverse y se defienden dos hipotesis diferentes.

ORIGEN EPIDERMAL DE LAS CELULAS DE MERKEL

Esta hipotesis, compartida por la mayoria de los autores, defiende que las CMs de los

mamiferos se diferencian a partir de células madre o precursoras ectodermales en la epidermis.

Los principales argumentos a favor de esta teoria son:

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7)

La localizacion de las CMs dentro de la epidermis (Lyne y Hollis, 1971).

El hallazgo de células transicionales con caracteristicas intermedias entre una CM y un
Q (Tachibana y Nawa, 1980; Tachibana e Ishizeki, 1981; Toyoshima y cols., 2000).

La presencia de desmosomas y proteinas desmosomales en las CMs (Winkelmann y
Breathnach, 1973; Ortonne y Darmon, 1985; Rickelt y cols., 2011).

La expresion inmunohistoquimica de CKs (Moll R. y cols., 1982, Ortonne y Darmon,
1985; Moll I'y cols., 1986; Narisawa y cols., 1992a, 1994b; Moll I. y cols., 1995).

Las CMs aparecen primero en la epidermis en el desarrollo embrionario (Moll I. y cols.,
1986; Moll I. y Moll R., 1992, 1993; Narisawa y cols., 1992b, 1993a).

Capacidad de desarrollarse en xenotransplantes de piel humana (Moll I. y cols., 1990a)
y la aparicion répida en la epidermis durante la curacion de heridas, incluso en ausencia
de dermis subyacente (Scott y cols., 1981).

Su similitud con otros tipos celulares neuroendocrinos de origen epitelial (células

neuroendocrinas de pulmon, intestino y pancreas) (Moll 1. y cols., 1986).
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8) La supresion de factores de transcripcion necesarios para el desarrollo de las CMs
(Atohl) en progenitores epidermales resulta en la ausencia de CMs en todas las regiones
cutaneas, mientras que su eliminacion en precursores de la cresta neural no tiene efectos
en la poblacién de CMs (Morrison y cols., 2009; Van Keymeulen y cols., 2009).

9) Las CMs co-expresan proteinas y presentan factores de transcripcion presentes en
células madre epidermales. Por el contrario, las CMs no expresan los factores de
transcripcion reconocidos en células madre cutaneas derivadas de la cresta neural
(Tilling y cols., 2014). Estos resultados indican que en la homeostasis y desarrollo de
las CMs humanas estdn implicados progenitores epidermales con mucha mas

probabilidad que progenitores derivados de la cresta neural.

Figura 25. Esquema del posible origen de

las CMs (y los queratinocitos suprabasales)

a partir de precursores epidermales basales,
Rl - y cambios en el perfil de citoqueratinas.

céluia de Merkel queratinocito (Moll I'y moll Ry cols., 1992).

suprabasal

ORIGEN DE LAS CELULAS DE MERKEL A PARTIR DE LA CRESTA NEURAL
La hipdtesis alternativa considera que la CM es un derivado de la cresta neural capaz de
migrar a la epidermis durante la embriogénesis siguiendo el trayecto de los nervios periféricos.

Las razones para esta afirmacion son las siguientes:

1) Laasociacion de las CMs adultas con terminaciones nerviosas sensoriales (Iggo y Muir,
1969; Winkelmann y Breathnach, 1973; Halata y cols., 2003, 2010).



Revision Bibliografica

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

10)

La acumulacion citoplasmatica de granulos electrodensos limitados de membrana que
contienen una amplia variedad de neuropéptidos (Winkelmann y Breathnach, 1973;
Tachibana, 1995; Moll 1y cols., 2005).

El descubrimiento de CMs dermales asociadas intimamente con nervios periféricos en
la piel en desarrollo de mamiferos (Winkelmann y Breathnach, 1973; Moll R y cols.
1984; Tachibana, 1995).

La observacion de fendmenos de migracion a través de la membrana basal (Moll R. y
cols., 1984; Moll I. y cols., 1986).

La expresion de moléculas como NSE, CgA, Syn y S100, comunes a otras células con
derivacion neural (Hartschuh y Weihe, 1988; Gauweiller y cols., 1988; Tachibana,
1995; Garcia-Caballero y cols., 2003b).

Su capacidad de captar quinacrina, especifica de células con este origen (Nurse y cols.,
1983; Yamashita y cols., 1993).

Los tumores de CMs se desarrollan en la dermis y no en la epidermis, como ocurre con
muchos melanomas (Warner y cols., 1983; Gould y cols., 1985; Walsh, 2001; Gupta y
cols., 2005).

Deteccion de factores de transcripcion (Hathl y Brn-3c) necesarios para la activacion
de genes que definen fenotipos celulares neuronales (Leonard y cols., 2002).

Las CMs expresan [R-galactosidasa, expresado constantemente por las células
migratorias de la cresta neural. Esto sugiere un origen neural para los precursores
embrioldgicos de las CMs y su posterior diferenciacion una vez alcanzan la epidermis
(Szeder y cols., 2003; Sieber-Blum y cols., 2003).

Mas recientemente, se ha reconocido la sintesis del factor de transcripcion Sox2 por las
CMs, el cual también expresan las células madre derivadas de la cresta neural en la piel

humana (Laga y cols., 2010).
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3.2.7. RESPUESTA FISIOLOGICA Y FUNCION DE LAS CELULAS DE
MERKEL

Desde su descubrimiento (Merkel, 1875), las CMs se han relacionado con la percepcion
mecanica debido a su intima relacion anatomica con nervios sensitivos cutaneos. La funcion de
las CMs, sin embargo, no aparece restringida al sentido del tacto. Los diversos neuropéptidos
presentes en las CMs pueden no s6lo mediar las comunicaciones CM-neurona, sino que también
podrian, por si mismas, ejercer efectos endocrinos o paracrinos sobre otras células diana
(Boulais y Misery, 2007; Lucarz y Brand, 2007; Moll 1 y cols., 2005; Eisper y cols., 2009).

Recientemente, se ha demostrado dos rutas de secrecion diferentes en las CMs: la
primera, una ruta de sefializacién Ca?*-dependiente que lleva a la liberacién de neurotransmisor
en el proceso de mecanotransduccion (funcidbn mecanorreceptiva); la segunda, una ruta Ca2+-
independiente que esta implicada en la exocitosis de los granulos de ndcleo denso (funcién
neuroendocrina) (Boulais y cols., 2009a, b). La activacion de sefiales Ca2+-dependientes
inhiben la ruta Ca2+-independiente implicada en la liberacion de neuropéptidos, por lo que es

improbable que ambas funciones se desarrollen conjuntamente.

A. FUNCION MECANORRECEPTIVA

Los distintos mecanorreceptores cutaneos estan compuestos de aferentes neuronales de
adaptacion lenta de tipo 1 (SA1) que acaban en las CMs, aferentes de adaptacion rapida (RA)
que acaban en los corplsculos de Meissner y Paccini y los aferentes de adaptacion lenta de tipo
2 (SA2) que terminan en los corpusculos de Riffini. Cada una de esas neuronas responde a la

deformacion y el estimulo mecénico de diferente forma.

La funcion exacta que desempefian las CMs propiamente dichas en los complejos
neurocelulares de Merkel (CM + axon) fue controvertida durante mucho tiempo. Los primeros
investigadores, basandose en hallazgos tales como que el proceso de transduccion en los
receptores de CMs es mucho mas rapido que el tiempo esperado para una sinapsis quimica
(Gottschaldt y Vahle-Hinz, 1981, 1982) o que las respuestas mecanosensoriales normales
pueden ser iniciadas en las areas de piel privadas de CMs (Diamond y cols., 1988; Mills y

Diamond, 1995), pensaron que las CMs tenian un papel pasivo en el proceso de
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mecanotransduccion, que eran simples soportes o estribos que permitian al estimulo mecénico
deformar la terminacion nerviosa mecanorreceptiva. En este caso, el transductor del estimulo
mecanico seria la terminacion nerviosa en si misma. Posteriormente, varios autores comenzaron
a descubrir que las CMs podian funcionar como transductores mecanoeléctricos, como células
sensoriales que responden a la deformacion mecénica mediante la generacion de un potencial
receptor, el cual seria transmitido a la terminacion nerviosa por medio de la liberacion de uno o
varios neurotransmisores desde los granulos electrodensos neurosecretores. Las espinas o
vellosidades de las CMs pueden actuar como sensores que detectan la distorsion intraepitelial; la
presencia de microfilamentos dentro de éstas y su conexion con el sistema de tonofilamentos
queratinocitico a través de desmosomas induce a pensar que estas células posean propiedades
especiales elasticas para la deformacién (Toyoshimay cols., 1998; Fagan y Cahusac, 2001). Por
otra parte, se habia descrito afios atras la existencia de contactos con las caracteristicas tipicas de
una sinapsis quimica entre las CMs y los axones (Mihara y cols., 1979; Hartschuh y Weihe,
1980); en algunas de estas sinapsis se vié que la membrana de los granulos de la CM se
fusionaba con la membrana plasmatica y el contenido era descargado dentro del espacio
intercelular (Cheng y cols., 1973; Tachibana y cols., 1984). Numerosos componentes sinapticos
y sustancias neuroactivas presentes en las CMs podian tener el papel de neurotransmisor o
neuromodulador de estas respuestas en las terminaciones nerviosas (Hartschuh y cols., 1979;
Hartschuh y Weihe, 1980; Hartschuh y cols., 1983; Maksimovic y cols., 2013).

Los posteriores estudios de Ogawa (1996, 2000) unificaron todos estos hallazgos bajo un
unico modelo, revelando que ambos fendmenos podian producirse conjuntamente dependiendo
del tipo de estimulo aplicado (mantenido o dindmico). Los estudios mas recientes vienen a
confirmar este modelo del doble receptor: el complejo neurocelular de Merkel es un receptor
sensorial cutaneo Unico que contiene dos tipos de elementos receptores: CM y terminacion
nerviosa, que median respuestas tactiles ligeras y la discriminacion tactil. Las CMs se encargan
de la transduccion del estimulo mecénico a través de canales ionicos Pierzo2, un canal idnico
presente en diferentes células neuronales somatosensoriales y elemento clave en el mecanismo
de transduccion. Piezo2 transduce el estimulo tactil en potencial de accién Ca**-dependientes en
la CM, el cual se transmite a la terminacion nerviosa aferente para generar los impulsos
nerviosos de adaptacion lenta (figura 26) (Boulais y cols., 2009a; Marichich y cols., 2009, 2012;

Maksimovic y cols., 2014). EI Ca** es requisito para la liberacion del neurotransmisor desde la
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CM a la terminacion nerviosa asociada (Boulais y cols., 2009a). Qué moléculas concretas
intervienen en la comunicacion entre la CM y la neurita para generar el impulso nervioso en

ésta, alin no se conocen con claridad.

Célula
de Merkel

Figura 26. La deformacién cutanea abre los
canales de mecanotransduccion en el aferente
SA1 (1) para iniciar el potencial de accién al
inicio del estimulo dinamico (2). La CM actla
de forma pasiva, a través de mecanismos
independientes de Pierzo2. La deformacion
cutanea activa simultdneamente los canales de
mecanotransduccion Pierzo2-dependientes en
las CMs (3), despolarizandolas, lo que se

Ca, —

Aferente

AT ] traduce en entrada de Ca2+ a través de canales

Estimuls de activados por voltaje (CaV) (4) vy liberacion

) de neurotransmisores no identificados (5) que

Estatico @1|||ﬂ|.UH| | desencadenan el impulso  sostenido  (6).
pinamico © MMM N (Modificado de Maksimovic y cols., 2014).

En la mucosa oral, la distribucién preferencial de las CMs en los sitios de contacto intimo y
directo con la lengua ha promovido la creencia de que pueden proporcionar informacion
importante acerca de la posicion de ésta (Ramieri y cols., 1992; Hilliges y cols., 1996; Kingsmill
y cols., 2005).

B. FUNCION ENDOCRINA

Muchos autores han considerado que las CMs pueden contener sustancias capaces de
actuar a largas distancias, en el medio ambiente cercano o incluso sobre ellas mismas. La
existencia de células morfolégicamente similares a las CMs pero sin conexion nerviosa, de
morfologia estrellada y con procesos citoplasmaticos ricos en granulos secretores a modo de
procesos paracrinos fomenta la idea de la existencia de diferentes subpoblaciones de CMs con
funciones alternativas a la conocida de mecanorrecepcion (Toyoshima y Shimamura, 1991,
Ramieri y cols., 1992; Hillinges y cols., 1996; Tachibana y cols., 1984, 1997; Tachibana y
Nawa, 2000, 2002). Como estos procesos citoplasmaticos se extienden hacia la ldmina basal o

entre los Qs, elementos dermales y epidermales pueden verse afectados a través de un
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mecanismo de secrecion paracrina. Ademas, las CMs presentan algunas caracteristicas
ultraestructurales en la membrana plasmatica orientada hacia los Qs (densidades y bandas
electrodensas). A través de un mecanismo de secrecion diacrina (expulsion de la secrecion
directamente por paso simple a través de una célula), los granulos neurosecretores pueden
descargar su contenido por liberacién gradual (Garcia-Caballero y cols., 1988). La presencia de
receptores para diferentes neuropéptidos en las CMs de roedores indican también que en si
mismas estan influenciadas por neurosustancias (Tachibana y cols., 2001; Tachibana y Nawa,
2005). De este modo, alguno de los neuropéptidos que son liberados por los granulos

neurosecretores podria actuar de una manera autocrina sobre ellas mismas.

REGULACION EN EL DESARROLLO Y MANTENIMIENTO DE LA EPIDERMIS Y
ANEJOS CUTANEOS

Parece razonable suponer que los maltiples péptidos almacenados en la CM podrian
afectar a las células vecinas, ya que algunas de estas sustancias ya ejercen efectos en otras
células epidermales. Es el caso del CGRP, que influye sobre la funcién de presentacion de
antigenos por parte de la CL (Hosoi y cols., 1993); la dinorfina A, que produce un efecto de
analgesia local tras su liberacion bajo condiciones de rascado o inflamacion (Weihe y cols.,
1998); o el VIP y la sustancia P, que son capaces de promover el crecimiento y la diferenciacion
de varias células cutaneas como los Qs, los fibroblastos o las células endoteliales (Hartschuh y
cols., 1984; Moll I. y cols., 2005).

Muchas CMs estan localizadas en el area protuberante del foliculo piloso, lugar de
asentamiento para células madre o precursoras del mismo (Moll 1., 1993; Narisawa y cols.,
1994a; Sieber-Blum y cols., 2004; Pascucci y cols., 2006; Kobayashi y cols., 2010). La mayor
funcion de las CMs aqui no es la de iniciar sensacion tactil, sino mas bien la de estimular células
precursoras para iniciar una nueva fase de anagen por medio de sustancias tales como el VIP
(Hartschuh y cols., 1983), factores de crecimiento como el NGF (Vos y cols., 1991) o diferentes
citoquinas (Moll 1., 1993; Narisawa y cols., 1994b).

La relacién entre las CMs y las CLs es especialmente evidente en los foliculos pilosos.

Muchas de las CMs observadas en el estrato basal de la vaina folicular externa se relacionan

mediante contacto directo con los cuerpos celulares de las CLs o bien por medio de
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prolongaciones citoplasméticas (Taira y cols., 2002). Debido a esta relacion, se cree que las
CMs, en colaboracion con las CLs, puedan actuar en el mantenimiento y regulacion de los

foliculos pilosos.
INDUCCION PARA EL DESARROLLO DE ELEMENTOS NERVIOSOS

La aparicion de las CMs en la epidermis y en los anejos cutaneos precede al crecimiento
de las fibras nerviosas, asi que las CMs podrian poseer también un importante papel en la
induccion, promocion y desarrollo del plexo nervioso dermal superficial en las etapas fetales y
en la arborizacion postnatal de las fibras nerviosas de tipo 1. Esta dependencia tréfica puede,
ademas, ser mutua, puesto que la pérdida de nervios cutaneos resulta en la degeneracion de las
CMs no inervadas (Pasche y cols., 1990; Narisawa y cols., 1992b, 1993b; Moll I. y Moll R.,
1993).

Las CMs son capaces de expresar NGF in vitro y sus receptores in vivo (Ribeiro da Silva
y cols., 1991; Vos y cols., 1991; Narisawa y cols., 1992b; English y cols., 1994). Esto indica que
podrian proveer de informacion posicional a los nervios en formacion para el crecimiento hacia
ellas. Experimentos en anfibios y mamiferos han demostrado que, tras la reseccion nerviosa, las
fibras en regeneracion vuelven a conectar con las CMs nuevas o con las supervivientes en la
epidermis (Tweedle, 1978; Scott y cols., 1981; Tachibana y Ishizeki, 1981). Asi pues, las CMs
son, aparentemente, dianas para los axones en desarrollo. La funcién mecanorreceptiva del
complejo CM-neurita se hace operativa a partir de que la CM es alcanzada por la terminacion
nerviosa correspondiente (Scott y cols., 1981; Tachibana, 1995). Los neuropéptidos serian
importantes en esta funcidn diana, puesto que el nimero de granulos neurosecretores se reduce

tras el establecimiento de su inervacion (Cheng-Chew y Leung, 1994).
CELULAS DE MERKEL EN EL SISTEMA INMUNE CUTANEO
Potenciales funciones inmunorreguladoras también se han sugerido para las CMs, si bien

no se ha estudiado en profundidad. El hallazgo de consistente expresion de CD200 en las CMs,

una proteina transmembrana que induce sefiales intracelulares que atenGan las reacciones
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inflamatorias y promueven la tolerancia inmunoldgica, ha abierto la via para un papel no

conocido en los mecanismos de inmunidad (Woo y cols., 2010).

Otro hallazgo que sugiere el papel de las CMs en el sistema inmune cutaneo es su
relacion con las CLs, las células dendriticas presentadoras de antigenos que residen en la
epidermis. Taira y colaboradores (2002) demostraron relaciones y contactos intimos entre las
CMs y las CLs. Teniendo en cuenta que los foliculos pilosos pueden actuar como puertas de
entrada de las CLs a la epidermis en la piel pilosa, en la piel glabra o lampifia son los grupos de

CMs los que podrian cumplir esta funcion.

Al mismo tiempo, las CMs producen CGRP, un neuropeptido que es capaz de inhibir la
presentacion de antigenos por las CLs (Cheng-Chew y Leung, 1996). También producen otras
sustancias que estan implicadas en respuestas moduladoras de la inflamacién, como la met-
encefalina (suprime o intensifica la respuesta segun la dosis), el VIP (disminuye la produccion
de citoquinas pro-inflamatorias), o dinorfinas y péptidos opiaceos (mitigan o regulan las
sensacion del dolor y la analgesia) (Gauweiler y cols., 1988; Cheng-Chew y Leung, 1996;
Weihe y cols., 1998).

LAS CELULAS DE MERKEL COMO PRECURSORAS DE LAS CELULAS GUSTATIVAS

Esta teoria se basa en la similitud ultraestructural e inmunofenotipica que existe entre las
CMs y las células basales de las yemas gustativas de los vertebrados inferiores y algunos reptiles
(Toyoshima y cols., 1984; Toyoshima y Shimamura, 1988; Withear, 1989; Yoshie, 1999). No
obstante, la similitud de estas células no es suficiente para justificar un nombre idéntico, ni para

asumir funciones comparables.
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3.2.8. OTROS ASPECTOS BIOLOGICOS DE LAS CM:s.

PROLIFERACION

Muchos estudios iniciales afirmaron que las CMs pueden proliferar durante la vida
embrionaria pero que, sin embargo, no se dividen tras el nacimiento en condiciones normales.
Moll R. y colaboradores (1984) describieron que la densidad de las CMs era alta en la piel
plantar de los fetos humanos para luego ir disminuyendo hasta la edad adulta, lo que podria
reflejar una capacidad reducida de las CMs para proliferar. La gran mayoria de las CM adultas
no expresan bromodeoxiuridina, sustancia que sustituye a la timidina en el ADN de las células
en division, indicando que estas células son incapaces de dividirse o que se dividen muy
raramente (Vaigot y cols., 1987). Posteriormente, varios autores concluyeron que las CMs no
son proliferativas en base a la inmunorreaccion negativa al marcador de proliferacion Ki-67
(Moll 1. y cols., 1996a; Tachibana y Nawa, 2000; Tachibana y cols., 2000). Asi pues, se deduce,
a priori, que las CMs son células postmitéticas completamente diferenciadas como las del

estrato espinoso de la piel o las células cromoafines intestinales o pulmonares.

No obstante, parece que las CMs realmente si tienen capacidad para proliferar pero sélo
bajo ciertas circunstancias andmalas y/o patoldgicas que producen su entrada en el ciclo celular
activo y, por consiguiente, su division, de una manera similar a las células espinosas de la
epidermis. Asi, en la piel dafiada crénicamente por radiacion UV, en heridas, en trasplantes de
piel y en la regeneracion de los discos tactiles se han observado indicios de proliferacion y
regeneracion (English, 1974; Tachibana e Ishizeki, 1981; Merot y Mooy, 1989; Moll I. y cols.,
1990b; Righi y cols., 2006). Factores neuronales pueden ser los responsables de esta activacion,
ya que la reinervacion de la piel lleva a una recuperacion en el namero de CMs (English, 1974,
1977b).

Recientemente, el factor de trascripcion Atohl se ha identificado como un factor clave en
la generacion de las CMs (Marchich y cols., 2009; Morrison y cols., 2009; van Kaymeulen y
cols., 2009; Wright y cols., 2015). La determinaciéon de las sustancias que influyen en su

renovacion ayudara a entender la patogenia del carcinoma de células de Merkel.
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DIFERENCIACION

La inervacién durante el desarrollo fetal y postnatal temprano estd acompafiada por un
incremento notable de granulos neurosecretores en las CMs. Posteriormente y una vez que se
establece la inervacion, los granulos se reducen. Por ello, en un principio se sugirio que la
inervacion era importante en la maduracion de las CMs (Ochiai y Suzuki, 1981; Cheng-Chew y
Leung, 1994). Sin embargo, esto parece poco probable ya que las CMs se diferencian en
ausencia de inervacion en todos los tipos de piel y en la mucosa oral (Moll I. y cols., 1990g;
Tachibana y cols., 2000; Kim y Holbrook, 2001). Asi pues, la diferenciacion de las CMs y la
penetracion de las fibras nerviosas sensoriales dentro de sus areas diana finales ocurre
independientemente. Es probable que exista cierta dependencia en cuanto a la localizacion
corporal para la diferenciacién, desarrollo y supervivencia de las CMs en los vertebrados (Kim y
Holbrook, 2001). Més recientemente, se ha demostrado en ratones que el factor de transcripcién
Sox2 es esencial para la diferenciacion de las CMs, actuando previamente a Atohl (Lesko y
cols., 2013).

DESARROLLO Y SUPERVIVENCIA

La vida media de las CMs es desconocida. Nafstad (1984) reconocid tres poblaciones de
CMs morfolégicamente distintas en la piel madura de los mamiferos, sugiriendo un proceso
secuencial de desarrollo, maduracion y degeneracién. Muchos estudios relacionaron la union de
la CM por el axén terminal con el hecho de que, probablemente, los nervios tenian una funcién
tréfica u otra funcion de soporte para la CM. Sin embargo, no todas las CMs estan asociadas a
un axon nervioso, lo que implica que no requieren necesariamente de sustento tréfico por parte
de los nervios cutaneos (Scott y cols., 1981; Narisawa y cols., 1993a, b; Narisawa y Khoda,
1995). Las CMs no inervadas se mantienen a partir de factores tréficos derivados de ellas
mismas, de una manera autocrina. Asi lo indica la existencia de receptores para neuropéptidos

supuestamente liberados desde los granulos citoplasmaticos (Tachibana y Nawa, 2005).
La sobreexpresion de neurotrofina 3 (NT-3) incrementa el nimero de terminaciones

nerviosas de Merkel, mientras que mutaciones en los genes que codifican para NT-3 y sus

receptores actlan al contrario. Asi pues, la NT-3 y sus receptores son importantes para la
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supervivencia y maduracion postnatal de las CMs en la piel pilosa (Tachibana y cols., 2001;
Szeder y cols., 2003b; Sieber-Blum y cols., 2004) y en el paladar rugoso (Ichikawa y cols.,
2001).

En conclusion, la cinética de la piel durante su etapa fetal y adulta favorece la nocién de
que las CMs son células postmitéticas bajo condiciones normales, que pueden activar su
proliferacion bajo condiciones anormales, que presentan una diferenciacion dependiente del area
corporal y que requieren para su supervivencia de factores troficos derivados de las propias
CMs, pero no de los nervios directamente. La controversia generada acerca de si la terminacion
nerviosa asociada es necesaria 0 no para la supervivencia de las CMs podria resolverse
considerando que existen diferentes poblaciones, inervadas y no inervadas (Tachibana y Nawa,
2000, 2002). Es por esto que en los estudios de denervacion cutanea no todas las CMs

desaparecen (English, 1977b; Kurosumi y cols., 1979, Kurosumi, 2000).
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3.3. LA CELULA DE MERKEL EN LA ETAPA
FETAL Y PERINATAL

Las CMs muestran caracteristicas morfologicas y citoquimicas particulares durante el
desarrollo fetal, siendo algunas meras adaptaciones para desempefiar determinadas funciones

durante esta fase.

3.3.1. MORFOLOGIA Y LOCALIZACION DE LAS CELULAS DE
MERKEL DURANTE EL DESARROLLO

La morfologia de las CMs y su localizacién en el epitelio de la piel fetal puede variar
mucho en funcion de la fase del desarrollo.

Las CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS generales de las CMs fetales (CMsF)
incluyen procesos citoplasmaticos delgados y vesiculas neuroendocrinas de nucleo denso (Moll
Ry cols., 1984; Moll 1. y cols., 1986). En los estadios fetales tempranos del desarrollo humano
aparecen como células globulares y/o células dendriticas. Normalmente, en la epidermis glabra
predominan las CMs con morfologia globular, redondeadas a ovales, aunque también se pueden
observar CMs con grandes dendritas de hasta 20 um de longitud, dirigidas hacia la lamina basal
y extendiéndose entre los Qs de alrededor (Moll R. y cols., 1984; Narisawa Yy cols., 1993a; Kim
y Holbrook, 1995). En la piel pilosa también existen CMs globulares, si bien los fetos de mas de
17 semanas presentan muchas CMs dendriticas con procesos citoplasmaticos cortos (Moll 1. y
Moll R., 1992; Narisawa y cols., 1994a; Kim y Holbrook, 1995). Con respecto a su TAMANO,
tiende a incrementarse de una manera directamente proporcional a la progresion de la edad

gestacional (Kim y Holbrook, 1995).

El resto de caracteristicas morfologicas también dependen de la etapa de desarrollo fetal.
Al principio, las CMsF presentan un citoplasma péalido y un nucleo claro que no contiene las
lobulaciones tipicas de los nucleos de las CMs adultas, los granulos electrodensos suelen ser
pocos, dispersos y sin ninguna localizacion concreta en la célula, y los filamentos intermedios
son evidentes y similares a los tonofilamentos de los Qs. Cuando se establece la inervaciéon, se

produce un incremento en el nimero de granulos electrodensos, especialmente en areas del
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citoplasma maés basal, y los filamentos intermedios dejan de ser abundantes. Estas CMs aparecen
casi maduras una semana despues del nacimiento, con un ndcleo lobulado, proyecciones
espinosas bien desarrolladas y en contacto con grandes axones terminales (Ochiai y Sukuzi,
1981).

La DISPOSICION de las CMSsF es individualizada en una mayor proporcion que las
CMs adultas. Ocasionalmente pueden formar pequefios grupos o nidos, especialmente aquellas
asociadas a las glandulas ecrinas de la piel plantar fetal (Moll R. y cols., 1984; Narisawa y
Hashimoto, 1991; Narisawa y cols., 1993a). En los estadios fetales tempranos e intermedios, las
CMsF presentan una LOCALIZACION parabasal, mientras que en los estadios fetales tardios la
mayoria de las CMs exhiben una localizacién basal (Moll R. y cols., 1984; Hartschuh y cols.,
1989b; Moll I. y Moll R., 1992; Narisawa Yy cols., 1992a; Kim y Holbrook, 1995).

Una caracteristica importante en determinados momentos del desarrollo fetal es la
presencia de CMs en la dermis superficial y en la union dermoepidérmica. Estas CMsF dermales
son fundamentalmente globulares, redondeadas u ovales, y s6lo unas pocas exhiben dendritas
cortas (Moll R. y cols., 1984; Moll I. y cols., 1986; Moll I. y Moll R., 1992; Narisawa y cols.,
1994a; Kim y Holbrook, 1995).

3.3.2. PERFIL INMUNOHISTOQUIMICO DE LAS CELULAS DE
MERKEL DURANTE EL DESARROLLO

Existen variaciones en la expresion de determinados polipéptidos en funcién de la etapa
del desarrollo estudiada:

1. En fetos humanos, las CMs se pueden reconocer por medio de anticuerpos especificos para
CITOQUERATINAS (CKs) de epitelio simple, como las CKs 7, 8, 18, 19 y 20, siendo esta
ultima expresada por las CMsF mucho antes que cualquier otra CK (Moll R. y cols., 1984;
Moll I. y cols., 1986; Moll I. y Moll R., 1992; Narisawa y cols., 1992a). Al contrario que en
las CMs adultas, las CMsF no sélo contienen CKs de epitelios simples sino también de
epitelios estratificados, como la CK5. Ademas, las CMsF presentan una expresion distinta
de CKs entre las células epidérmicas y las dérmicas (Narisawa y cols, 1992a).
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2. La expresion de la CROMOGRANINA A (CgA) aparece sobre la undécima semana de la
gestacion, sugiriendo que la CM ya es funcional, y normalmente precede a la expresion de
los otros neuropéptidos. Las CMSsF presentan una expresion variable durante el desarrollo
respecto al contenido en CgA, mas fuerte en la piel fetal de fases tardias del desarrollo
(Hartschuh y cols., 1989a, b, 1990).

3. Las CMsF en la piel humana muestran una clara inmunorreacciéon a ENOLASA NEURONAL
ESPECIFICA (NSE) y una débil inmunorreaccion a BOMBESINA. Esta inmunorreactividad
para bombesina se pierde en la piel adulta de las mismas localizaciones, si bien la

inmunorreaccion para NSE permanece (Gould y cols., 1985).

4. Usando técnicas de microscopia inmunoelectronica, Cheng-Chew y Leung (1994) estudiaron
la presencia del péptido opioide METENCEFALINA en ratones en desarrollo. Observaron
que la metencefalina se localizaba en la region de los granulos de ndcleo denso de las CMs,
inervadas y no inervadas, durante todo el desarrollo y que la intensidad de marcado era

significativamente més alta en las CMs de ratones fetales que en los ratones postnatales.

5. Las CMs del hombre y del cerdo en todos los estadios del desarrollo también expresan
inmunorreaccion positiva para PANCREASTATINA, distribuyéndose homogéneamente por

todo el citoplasma y en co-expresion con la CgA (Hartschuh y Weihe, 1989).

6. Las CMsF humanas expresan el RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO
NERVIOSO (NGF-r). Aproximadamente el 90% de las CMs dermales y el 60% de las CMs
en la interfase dermo-epidérmica expresan NGF-r en la semana 16 del desarrollo fetal,
mientras que las epidermales y foliculares no (Narisawa y cols., 1992b; Moll 1., 1993).

7. Hansson y colaboradores (2000) demostraron la expresion de TRANSPORTADORES DE
SEROTONINA durante la gestacion y el desarrollo postnatal temprano en la rata, sugiriendo
un posible papel de las CMs en la regulacion de los niveles de la serotonina extracelular

durante este periodo.

Otras inmunorreacciones a diferentes anticuerpos se muestran en la tabla 14:
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Tabla 14. Resumen de las diferentes sustancias expresadas por las CMsF en las diferentes especies.
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3.3.3. DISTRIBUCION DE LAS CELULAS DE MERKEL DURANTE EL
DESARROLLO

Las CMs durante el desarrollo fetal comparten similares localizaciones que durante la
edad adulta pero en un mayor numero. Ademas, los fetos presentan numerosas CMs dermales,

asociadas a las glandulas ecrinas plantares y en el lecho ungular.
CELULAS DE MERKEL EN LA PIEL PILOSA EN DESARROLLO

Al igual gue en los adultos, las CMsF se extienden por la piel pilosa del cuerpo asociadas
a los discos epidermales y los foliculos pilosos en formacién, incluyendo los pelos
especializados (English, 1977a; Pasche y cols., 1990; Moll 1., 1993; Narisawa y cols., 1993b;
Kim y Holbrook, 1995). Ademas, Narisawa y colaboradores (2000) demostraron que las CMsF
se desarrollan transitoriamente en la epidermis interfolicular; después del nacimiento
desaparecen rapidamente. Esta localizacion se ha visto de manera muy ocasional en humanos
adultos (Moll 1. y cols., 1990b; Lacour y cols., 1991).

En los foliculos pilosos tempranos, las CMsF se asientan en el estrato basal de la vaina
epitelial externa del infundibulo, no en las areas més profundas. En fases tardias del desarrollo
también estan presentes en el istmo y en el area protuberante del foliculo piloso. Las CMsF
dendriticas son mas abundantes en las partes mas profundas y en la glandula sebacea en
desarrollo. No se observan CMsF dermales alrededor de los foliculos pilosos en desarrollo, s6lo
muy raramente en zonas cercanas al infundibulo (Pasche y cols., 1990; Moll 1., 1993; Narisawa
y cols., 1993b; Kim y Holbrook, 1995).

CELULAS DE MERKEL EN LA PIEL GLABRA EN DESARROLLO

Las CMsF se encuentran agrupadas en la base de las crestas glandulares de la piel plantar
y palmar, donde también se observan numerosas CMsF dermales (Moll R. y cols., 1984; Gould
y cols., 1985; Moll I. y cols., 1986, 1990a; Kim y Holbrook, 1995). Las glandulas ecrinas y el
lecho de la ufia en desarrollo también presentan muchas CMsF (Moll I. y Moll R., 1993;

Narisawa y cols., 1993a).
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CELULAS DE MERKEL EN LA UNION DERMOEPIDERMICA EN DESARROLLO

En la zona de la membrana basal se observan CMsF mostrando delgados procesos
citoplasmaticos, tanto hacia la dermis como hacia la epidermis (figura 26). Ademas, algunas
CMsF del estrato basal parecen protruir hacia la dermis, es decir, algunas de ellas parecen estar
localizadas con sus cuerpos celulares parcialmente en la epidermis y parcialmente en la dermis
(Moll R. y cols., 1984; Moll I. y cols., 1986; Narisawa y cols., 1992a; Kim y Holbrook, 1995;
Halata y cols., 2003). Estos hallazgos sugieren que durante el desarrollo fetal las CMs migran
desde un compartimento a otro, pero no permite definir una direccion concreta de este

movimiento.

Figura 27. Prolongacion citoplasmatica penetrando la
membrana basal y en contacto con un queratinocito del
estrato basal de la epidermis felina. K = queratinocito;
M = células de Merkel; T = terminacion nerviosa
(Modificado de Halata y cols., 2003).

CELULAS DE MERKEL EN LA DERMIS EN DESARROLLO

Las CMsF dermales son muy frecuentes y aparecen aisladas e intimamente asociadas con
pequefios nervios no mielinizados (Moll R. y cols., 1984; Moll I. y cols., 1986; Moll 1. y Moll
R., 1992; Narisawa y cols., 1992a, b; Kim y Holbrook, 1995). Se ha llegado a estimar que en los
fetos humanos de 17 semanas, el 17% del total de las CMs cuténeas son dermales; en la semana
14 s6lo el 3.9% son dermales, incluyendo algunas que parecen estar en proceso de atravesar la
union dermo-epidérmica (Moll 1. y cols., 1986). Esto pone de manifiesto que las CMs en los
fetos sblo estan situadas en la dermis de una manera transitoria, para cumplir alguna

determinada funcidn en esta etapa del desarrollo.
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CELULAS DE MERKEL EN LAS MUCOSAS EN DESARROLLO

Tachibana y colaboradores (2000) demostraron la presencia de CMsF en la mucosa
palatina de ratas, en estratos basales del epitelio de forma similar a las células en etapas adultas.
Al contrario de los que ocurre en piel en desarrollo, parece que estas células se desarrollan
postnatalmente, presentando una morfologia dendritica.

3.3.4. DESARROLLO FETAL DE LAS CELULAS DE MERKEL

Las CMsF epidermales humanas son visibles con anticuerpos frente a CK20 sobre la
semana fetal 82; con anticuerpos frente a otras CKs de epitelio simple en la semanas fetales 10?-
122, Las CMsF dermales no aparecen hasta las semanas 132-142. La mayor densidad de CMsF se
describe a las 20-24 semanas de edad. Posteriormente, su niumero disminuye considerablemente

con el incremento de la edad gestacional.
DESARROLLO DE LAS CELULAS DE MERKEL EN LA PIEL PILOSA
DESARROLLO DE LOS DISCOS TACTILES

La aparicién de los discos tactiles primordiales ocurre independientemente a la del pelo,
en la semana 182 del desarrollo fetal humano (Moll 1., 2000). Existe un ciclo secuencial bien
definido en el desarrollo de un disco tactil. Primero, las CMs y células de apariencia transicional
aparecen en la epidermis antes de que el primordio de un disco se eleve con respecto a la
superficie epidermal. No se observan nervios en este primer momento y la piel carece de pelo
casi totalmente. Después el disco comienza a formarse como un pequefio engrosamiento
epidermal, para finalmente producirse la unién de las terminaciones nerviosas con las CMs de la
base. Postnatalmente aumenta el didmetro y grosor para adquirir su tamafio adulto (tabla 15).
Las propias CMs pueden estimular parcialmente la proliferacion de los Qs. (Lyne y Hollis,
1971; English, 1977a; Moll 1. y cols., 1993; Moll 1., 2000; Suzuki y cols., 2000).
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Tabla 15. Evolucién del diametro medio de los discos tactiles en la piel pilosa de ratas (segun English, 1977a).

Estadio del desarrollo Didmetro medio de un haarscheibe
Recién nacido 95 um
7 dias postnatales 150 um
13 dias postnatales 208 um
23 dias postnatales 214 um
Adulto 217 um

DESARROLLO DE LAS CMs EN LOS FOLICULOS PILOSOS

En la piel pilosa, las CMsF aparecen en la semana 102-112 del desarrollo fetal humano,
en el periodo donde el foliculo piloso es sélo una pequefia invaginacion bulbosa de la epidermis.
Entre las semanas 112-132 su nimero aumenta y se observan en los primordios de los pelos y de
los clavos epidermales. Ya en la piel fetal de 14 semanas se observan agregados de CMsF en el
infundibulo piloso principalmente, aunque también aparecen unas pocas células dispersas en
otras partes del foliculo y de las areas interfoliculares. A partir de la semana 172-18% de
gestacion, las CMsF comienzan a formar agregados dispuestos a modo de anillo o cinturén en el
infundibulo y grupos densos en la protuberancia pilosa. Después, su nimero comienza a
decrecer. En la semana 20? ya estan concentradas en la region protuberante y en el infundibulo,
con la disposicién tipica (Moll 1., 1993; Narisawa Yy cols., 1993b; Kim y Holbrook, 1995). Un
pequefio numero de CMSsF individualizadas y dispersas puede persistir en las éareas
interfoliculares (Kim y Holbrook, 1995).

Figura 28. Primordio de foliculo piloso en piel canina
. " - i N fetal. 20x. HE.
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DESARROLLO DE LAS CMs EN LOS PELOS ESPECIALIZADOS

Las vibrisas de los mamiferos son los primeros pelos que se desarrollan en la piel
embrionaria. Las CMsF aparecen organizadas a modo de anillo alrededor del infundibulo en el
dia 15° de gestacion y a modo de manguito o cinturén cilindrico en la region engrosada del
foliculo sobre el dia 16°. Al nacimiento, las CMs del infundibulo estan inervadas y bien
desarrolladas comprendiendo alrededor de 100 CMs/collar, mientras que un manguito simple

contiene sobre 600 células, bastante menos que en un adulto (Zelena, 1994).
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'(,“,; Figura 29. Primordio de vibrisa en piel canina fetal. 20x. HE.

DESARROLLO DE LAS CELULAS DE MERKEL EN LA PIEL GLABRA

En la piel glabra humana, las CMs se detectan por vez primera en la epidermis de los
fetos de 8-12 semanas de edad. La densidad se incrementa rapidamente alcanzando un maximo
en la semana 122-202 del desarrollo. Algunas de ellas aparecen en la dermis en los fetos de 15
semanas de gestacion. Posteriormente, la densidad disminuye considerablemente con el
incremento de la edad gestacional (Moll R. y cols., 1984; Moll I. y cols., 1986; Narisawa y
Hashimoto, 1991; Moll I. y Moll R., 1992, 1993; Narisawa y cols., 1992a, b; Kim y Holbrook,
1995).

Un tipo especial de piel glabra es la matriz de la ufia. Aqui se distinguen CMsF en un

nimero mayor que durante la vida adulta, desde la semana 92 del feto hasta aproximadamente la

semana 228. Luego su numero decrece (Moll I. y Moll R., 1993).
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DESARROLLO DE LAS CELULAS DE MERKEL EN LA DERMIS

En la dermis de la piel glabra fetal humana, las CMs comienzan a aparecer entre la
semana 112 y la 132 del desarrollo, aunque es en los fetos de mas de 14 semanas donde son mas
facilmente distinguibles por su mayor densidad. Se localizan en la dermis superficial proximas a
la union dermo-epidérmica. Desaparecen paulatinamente después de la semana fetal 20,
quedando ya muy pocas al final de la gestacion (Moll R. y cols., 1984; Gould y cols., 1985;
Moll I. y cols., 1986; Narisawa y Hashimoto, 1991; Narisawa y cols., 1992a, b; Kim y
Holbrook, 1995).

DESARROLLO DE LAS CELULAS DE MERKEL EN LAS MUCOSAS

Existen muy pocos trabajos que estudien el desarrollo de las CMs en las mucosas de los
mamiferos. Tachibana y cols. (2000) y Tachibana y Nawa (2000) mostraron que las CMs en la
mucosa palatina de la rata se diferencian postnatalmente, tras el desarrollo de las terminaciones
nerviosas periféricas. Las CMs emergen primero en la mayoria de las rugosidades palatinas en el
4° dia postnatal y aumentan gradualmente en nimero hasta el dia 21°. En la parte posterior del
paladar duro, las primeras células emergen el dia postnatal 10° e incrementan en nimero hasta el
dia 28° (Tachibana y Nawa, 2000). En la mucosa del esofago, las primeras células similares a

CMs aparecen en la semana 13?2 de gestacion (Schulz y cols., 2003).
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DESARROLLO DE LA INERVACION

Las CMs epidermales y foliculares en los mamiferos se diferencian inicialmente sin
inervacion. Actian como células diana para las terminaciones nerviosas en crecimiento que
penetran en la epidermis, atrayendo a los axones en crecimiento por medio de la liberacion
determinadas sustancias como el NGF (Ochiai y Suzuki, 1981; Scott y cols., 1981; Pasche y
cols., 1990; Vos y cols., 1991; Zelena, 1994; Shimohira-Yamasaki y cols., 2006). Aun asi,

algunas CMs permanecen sin inervacion (Zelend, 1994, Tachibana y cols., 1997).

Inicialmente, pequefias terminaciones axonales hacen contacto con una CM en varios
puntos de su superficie. Durante la posterior maduracion, las CMs comienzan a estar inervadas
cada una por una terminacion simple que cubre la mitad de la superficie celular, normalmente en
el lado dermal de la célula. Consecutivamente, las vesiculas o granulos de nucleo denso se
acumulan en la CM a lo largo de su contacto con la terminacion nerviosa, mientras que las
caracteristicas espinas se desarrollan en el lado opuesto de la célula contactando con la
superficie de los Qs (Ochiai y Suzuki, 1981; Zelend, 1994).

3.35. FUNCION DE LAS CELULAS DE MERKEL DURANTE LA
EMBRIOGENESIS Y EL DESARROLLO FETAL.

En los tejidos fetales, las funciones de las CMs van encaminadas hacia un efecto
paracrino sobre el desarrollo de estructuras vecinas como las crestas epidermales y glandulares,
los foliculos pilosos, las glandulas sudoriparas y los plexos nerviosos dermales (Tachibana y
Nawa, 2000, 2002).

PARTICIPACION EN LA FORMACION DE ANEJOS CUTANEOS

Las CMs durante la etapa fetal en humanos son muy numerosas en las crestas
epidermales glandulares (en la piel plantar y palmar), en los primordios de los foliculos pilosos
y en el lecho de la ufia, pudiendo contribuir a la formacion de estas estructuras y al crecimiento
de las glandulas sudoriparas (Moll R. y cols., 1984, 1986; Moll I. y Moll R., 1992, 1993;



La CM en etapa Fetal y Postnatal Temprana

Narisawa y cols., 1993a). Péptidos con capacidad de inducir proliferacion, como la sustancia P
(Nilsson y cols., 1985), el VIP (Hartschuh y Weihe, 1988), el NGF (Vos y cols., 1991) y la

bombesina (Gould y cols., 1985), estan presentes en las CMSsF.

Por otro lado, las CMsF en la protuberancia folicular pueden también estar implicadas en
el desarrollo de estructuras adyacentes, como los nervios perifoliculares y los mdsculos
piloerectores. Se ha observado una correlacion topografica entre la insercion epidermal y
folicular de los musculos erectores y las CMs dermales y epidermales. Esto permite la
especulacion de que las CMsF participan en la induccion y el alineamiento correcto de los
musculos piloerectores, puesto que éstos contienen nervios periféricos que serian “atraidos” por

las CMs foliculares y epidermales (Narisawa y cols., 1993b, 1996; Kim y Holbrook, 1995).
“CELULAS DIANA” PARA NERVIOS

El concepto de una funcién paracrina de las CMsF esta ademas en linea con la idea de
que pueden actuar como estructuras diana para el crecimiento de las fibras nerviosas hasta la
epidermis. Que la expresion del NGF-r en las CMsF dermales preceda a su union con pequefios
nervios sustenta esta hipdtesis (Pasche y cols., 1990; Narisawa y cols., 1992b), asi como la
formacion de sinapsis entre fibras nerviosas y CMs en cultivos celulares (Shimohira-Yamasaki y
cols., 2006). La desaparicion de las CMs dermales durante los estadios fetales tardios reflejaria
una pérdida de esta funcién (Moll R. y cols., 1984, 1986; Moll I. y Moll R., 1993).

Ademas, parece posible que las CMs no solo acten sobre los nervios
mecanosensoriales, sino también sobre otras estructuras nerviosas. Si se considera que las CMsF
epidermales producen NGF (Vos y cols., 1991) y que las CMsF dermales expresan el NGF-r
antes de hacer conexién con los nervios (Narisawa y cols., 1992b), las CMsF situadas en los
alrededores de los foliculos pilosos, de las glandulas ecrinas en formacion y en el
compartimento dermal superficial atraen a los nervios en crecimiento a estos lugares logrando
asi el desarrollo de los plexos nerviosos perifolicular, periglandular y subepidermal,

respectivamente.
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4.1. IDENTIFICACION DE LAS CELULAS DE MERKEL EN LA PIEL
CANINA MEDIANTE METODOS HISTOQUIMICOS
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Introduccion.

Con la tincion de rutina de HE, las CMs no presentan caracteristicas claramente
distintivas con otras células claras de la epidermis. Para su correcta identificacién con
microscopia Optica es necesario recurrir a tinciones especiales. En la literatura medica, existen
escasas referencias acerca de la utilidad de las tinciones histoquimicas para la deteccion de las
CMs, como el azul de metileno, el &cido peryddico de Schiff (PAS) o tinciones de impregnacién
de plata (Ranvier, 1877; Retzius, 1894; Dogiel, 1903; Miller y cols., 1958; Lyne y Hollis, 1971;
Winkelmann, 1977, 1982). La tincion argirofilica de Grimelius (Grimelius, 1968) es una
impregnacion argentica con reduccioén del nitrato de plata por medio de la adicién de
hidroquinona. Es la técnica histoquimica con la que mejores resultados se ha obtenido respecto a
la identificacion de las CMs normales y neoplasicas (Tateishi y cols., 1974; Gould y cols., 1985;
Zaccone, 1986). A pesar de que algunas de estas técnicas se han testado en diferentes especies

animales, a nuestro entender no existen referencias especificas en la especie canina.

El objetivo del presente estudio fue evaluar diferentes métodos histoquimicos rutinarios
comunes en laboratorios de histopatologia para determinar cudl o cuéles son utiles para la

identificacion de las CMs en la piel del perro.

Material y Métodos.

Para comprobar la utilidad de varias técnicas histoquimicas rutinarias en la identificacion
de las CMs en la piel del perro, se realizaron cortes de 5 um de espesor a partir de muestras de
piel facial, incluyendo vibrisas, labio superior, trufa, cojinetes plantares y mucosa de paladar
duro de seis perros adultos sanos fijadas en formol tamponado al 10% e incluidas en parafina,
usando un microtomo Leica RM 2135 (Leica Instruments GMBH, Nussloch, Alemania). Las
secciones histologicas fueron secadas 30 minutos en estufa a 60° C y desparafinadas,

previamente a la aplicacion de las siguientes tinciones en las condiciones que se describen:
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Métodos de impregnacién de plata

En las secciones tisulares, la mayoria de las células neuroendocrinas captan iones de
plata derivados del nitrato de plata o de la plata amoniacal en solucion. La argirofilia es la
propiedad que poseen determinadas estructuras titulares de precipitar estos iones a plata
metéalica por accion de un agente reductor externo. Esta reaccion es causada por la cromogranina
A de los granulos. La argentoafinidad es la propiedad que tienen algunos tejidos de reducir el
nitrato de plata amoniacal a plata metalica sin intervencion de agentes reductores externos. La
reaccion argentafin resulta de los productos de aldehidos y aminas bidgenas (Wilson y Chalk,
1996).

La tincion argirofilica de Grimelius es una impregnacién argéntica con reduccion del

nitrato de plata por medio de la adicion de hidroquinona.

Método argirofilico de Grimelius

Desparafinar e hidratar
Solucién de nitrato de plata a 58° C.....ovviviniiiiiii i, 3 h (precalentar 1 h antes)

Tras 2 h preparar dos recipientes con solucién reductora y precalentar en estufa a 58° C
Preparar una segunda solucién de nitrato de plata y mantenerla a T ambiente y en oscuridad

SoluciOn reductora @ 58° C....viue ettt 10 min
Aclarar en H,04
TIOSUITAto SOICO Al BY0.....ccviivicriiciiieccte et 2 min
Aclarar en H,Oq4
Solucion de nitrato de plata a T* ambiente............cocoeviiiiiiiiniiinienanan, 10 min
Solucion reductora a 58° C.....iiviiniiii i 1 min
Aclarar en H,Oq4
Verde metilo acidificado al 1%0........cccoeieeiiiicie e 4 min

Aclarar en H,Oq4
Deshidratar, aclarar en xilol y montar

Solucion de Plata Solucion Reductora
Tampo6n Acetato 0.2M.................... S5ml Hidroquinona......................... 05¢g
Nitrato de Plata acuoso al 1%............ 3.5ml Sulfito sOdiCO........ceovevirininnn... 25¢g
HoOgu o 43.5 ml HoOge i 100 ml
Tampédn Acetato 0.2M (pH 5.6) Tiosulfato de sodio al 5%
Solucion de 4cido acético..............11 ml Tiosulfato sodico...................... 25gr
Acido acético.................. 0.6 ml HoOge o oviiieieiee 500 mi
H,O4 hasta un volumen de 50 ml . A 0
Solucion de acetato sodico.............. 89 ml Verde metilo a?ldlflcado al 1%
Acetato s6dico...................68 g Verde metilo...........c.cooeiiiiiin, lg
HZOd hasta un volumen de 250 ml Hzod ................................... 99 ml
Acido acético glacial................. 1 ml
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Demuestra granulos argirofilos en el citoplasma con una coloracion marrén oscuro a
negro, uniformes en tamafio, que corresponden a los granulos neurosecretores. La cromatina
nuclear es verde brillante y el citoplasma celular y el tejido conectivo aparecen amarillo-

verdoso. Como tejido control de la técnica se usé la médula adrenal.

Como la melanina presente en el tejido puede ser confundida con granulos tefiidos
positivamente debido a su coloracion similar, los cortes que presentaban cantidades abundantes

de melanina fueron sometidos a un pretratamiento de blanqueo:

Método de eliminacion de la melanina

Desparafinar e hidratar

Solucion de permanganato potéasico al 0.25%............... 30 m - 2 h segln la cantidad de pigmento
Lavado en H,Oy
Solucion de &cido oxalico al 5%.........ccccovvrvevrnen. 5 m o hasta que las secciones aparezcan claras

Lavado en H,O4

El método argentafin de Fontana-Masson es una impregnacion argentica en dos
tiempos, en la cual el amoniaco realiza la primera reduccion del nitrato de plata a éxido
diaminoargéntico y el tejido la segunda, precipitdndose plata metélica sobre las granulaciones
dotadas de capacidad reductora. Los granulos argentafines se observan de color negro y los
nucleos de coloracion rosa. El control interno de la técnica estuvo representado por la melanina

presente en las secciones.

Fontana-Masson para células argentorreductoras

Desparafinar e hidratar

Solucién de Fontana-Masson a 58 °C..........ccoviivririiiiniiiiieeeein, 1 h en oscuridad
Lavado en H,Oq4
Cloruro de 0r0 @l 0.2%0......c.ueiuieiiee et 5m
Lavado en H,Oq4
HIPOSUIFItO SOAICO Al 5%0........cvvieieiiiiiieie et s e 2m

Lavado en H,O corriente

Lavado en H,0Oy

Contraste con rojo fino nuclear $ise desea...........ooevuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee S5m
Lavado en H,Oq4

Deshidratar, aclarar en xilol y montar
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Reacciones de metacromasia

La metacromasia es la propiedad de ciertas estructuras titulares de tefiirse de un color
diferente al de la solucion de tincion de algunos colorantes. Muchas células neuroendocrinas
presentan una metacromasia enmascarada. Esta caracteristica puede ser revelada mediante un
tratamiento previo por hidrolisis con acido caliente, lo que libera los grupos carboxilos de los
polipéptidos quedando libres para reaccionar y producir cambios de color con colorantes basicos
como el azul de tolouidina (Wilson y Chalk, 1996). Los métodos para demostracion de

metacromasia utilizados fueron los siguientes:

Método de desenmascaramiento de la Metacromasia

Desparafinar e hidratar

Hidrolizar en HCL 0.2 M a60° C...oovirinriniiiie e e 3-4h
Lavar bien en H,Oy4

Tefiir en Azul de Tolouidina o Giemsa

Azul de Tolouidina Tincion de Giemsa
Desparafinar e hidratar Desparafinar e hidratar
Azul de Tolouidina........................... 15s | ImlI H,Oq4 + 1 gota reactivo Giemsa.......25 m
Alcohol 96°...........ccoeinn. 2 pases rapidos | Alcohol96°...................... 2 pases rapidos
Alcohol 100°.......c.oivviiiiinnn, I m(x2) | Alcohol 100°..........ccvivviinininnnn. 1m(x2)
Xilol .o 2m(X2) | Xilol..oviiiiiiii 2 m (x2)

Los granulos que presenten metacromasia se observan de coloracion roja-violacea y el

resto del tejido aparece azul. El control interno de la técnica lo constituyeron los mastocitos.
Tincion del Acido Peryddico de Schiff (PAS)
Consiste en oxidar los tejidos mediante acido peryodico para incrementar el nimero de

grupos carbonilos (aldehidos o cetonas) presentes en ellos, de forma que puedan ser

demostrados posteriormente mediante el reactivo de Schiff.
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Tincion del Acido Peryodico de Schiff

Desparafinar e hidratar
Lavado en H,Oy

Acido pery0dico al 0.5%..........c.eveveeveereeeeereresieeieeeeses s 5m
Lavado en H,Oq4

Reactivo de Schiff............cooiiiii I5m
Lavado en HyO COTTiente. ... ...ooveeei e, 10 m
Hematoxilina de Harris..........ooooveiiiiiiiiiiiii e, 6 m
Lavado en HyO COrriente. .......ouvineiiii i, 10 m

Deshidratar, aclarar en xilol y montar

El material PAS positivo se observa de color rojo oscuro a magenta y los nucleos
celulares azules. El control interno de la técnica en la piel canina lo constituyen estructuras

como la membrana basal y las gldndulas sudoriparas apocrinas.

Resultados.

Con la tincion argirofilica de Grimelius, en el estrato basal de la mucosa labial y del
paladar duro (figura 1), en el estrato basal de la epidermis de la trufa y de los cojinetes plantares
(figura 2) y en la vaina folicular externa de las vibrisas (figura 3) y de escasos foliculos
primarios de la piel facial (figura 4), se observaron escasas células redondeadas, ovaladas o
alargadas con tincién citoplasmatica granular, con una coloracibn marrén 0scuro

mayoritariamente.
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Figura 1. MUCOSA. CMs tefiidas con tincion argirofilica de Grimelius en la base de una papila epitelial en
mucosa labial (A y C) y paladar duro (B). La tincion es expresada mayoritariamente en la porcién
citoplasmatica en contacto con la terminacidn nerviosa, que aparece vacuolizada por artefacto (C, asterisco).
40x (A, B), 100X (C).
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Figura 3. VIBRISAS. Tipicos
agregados de CMs en la vaina
epitelial externa. (A) Varias CMs
mostrando tincion positiva. 40X.
(B) No todas las CMs se tifien con
la técnica; en aquellas positivas se
distingue tincién polarizada en el
citoplasma adyacente a la
terminacion nerviosa (cabeza de
flecha). También los nervios
dérmicos son tefiidos (flecha). 40x.
(C) detalle de la reaccion. 100x.

=

'
.

. . S 4

’

—
ol's s
/

’ l"
.
'
v
)
. 0K PR
4 2
8N N [
" \ .
N

AN

.

L3

©

Figura 2. PIEL LAMPINA. (A)
Seccion de trufa sin blanquear. Notese
un grupo de CMs con leve tincién
citoplasmatica basal en el fondo de
una papila epitelial. El axon se muestra
vacuolizado (flecha). 40x. (B) CMs en
el estrato basal de la epidermis en
almohadilla plantar. La tincion esta
polarizada hacia la base de la célula
(flecha). Tincion de Grimelius, 40x.
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positivas. 40x.

Figura 4. FOLICULOS PILOSOS. (A) Seccion de piel facial. En la vaina
folicular externa de escasos foliculos primarios, pequefios grupos de CMs
mostraban tincion positiva granular en el citoplasma (flecha). 20x. (B) y (C)
Detalle de dos foliculos primarios distintos con pequefios agregados de CMs

En muchos casos, esa reaccion tendia a manifestarse polarizada hacia la porcién

citoplasmatica que contacta con la terminacion nerviosa, la cual frecuentemente aparecia como

una vacuolizacion clara (artefacto), de forma similar a lo que ocurre en las secciones
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histologicas convencionales con HE. Muchas terminaciones nerviosas libres y nervios

mielinizados de la dermis y de areas parafoliculares también mostraban una intensa tincion.

El resto de técnicas utilizadas fallaron para identificar células intraepidérmicas
compatibles morfolégicamente o por localizacion con CMs. La correcta realizacion de cada una

de estas técnicas fue confirmada mediante positividad en los controles internos.

Discusion.

La CM se demostrd por vez primera mediante una técnica no-especifica de acido de
osmio (Merkel, 1875). Posteriormente, existen escasas referencias con otros tipos de tincion,
como cloruro de oro, azul de metileno, acido peryddico de Schiff (PAS) o tinciones de plata Sin
embargo, estas técnicas no siempre demuestran la CM propiamente dicha, sino que muestran la
expansion axonal intraepitelial en contacto con ella; la célula se identifica como un halo claro
sobre la terminacion nerviosa discoidal tefiida (Winkelmann y Breathnach, 1973). Con la
aparicion y desarrollo de las técnicas de tincion inmunohistoquimica en los afios 80, todos estos
métodos pronto quedaron obsoletos. Nuestros resultados demuestran que las CMs de la piel del
perro pueden identificarse con el método argirofilico de Grimelius. La tincion basicamente
aparecia concentrada en la porcion citoplasméatica més préxima a la localizacion de la
terminacién nerviosa adyacente, lo que sugiere que la reaccion esta orientada sobre los granulos
neurosecretores. Sin embargo, el nimero de células positivas es muy inferior al que se puede
observar con los marcadores inmunohistoquimicos sobre las mismas muestras. Teniendo en
cuenta la dificultad metodoldgica de esta técnica y su menor sensibilidad para la deteccion de
CMs respecto a los métodos  inmunohistoquimicos, los resultados obtenidos no son
suficientemente satisfactorios para recomendar su uso para estudios de determinacién de

densidad o distribucion de este tipo celular

De manera distinta ocurre para las CMs neoplasicas. La argirofilia también es un
hallazgo comun en muchos de los carcinomas de células de Merkel. Unicamente las técnicas
histoquimicas destinadas a demostrar esta propiedad, como la técnica de Grimelius, son utiles
para identificar estas neoplasias por medio de la tincion especifica de sus granulos

neurosecretores, particularmente en el subtipo histolégico trabecular (Gould y cols., 1985). Un
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35-50% de los casos presentan una reaccion positiva citoplasmética granular (Frigerio y cols.,
1983; Leong y cols., 1986; Parrado y cols., 1998).

En resumen, las tinciones histoquimicas se muestran de escasa utilidad para la
identificacién y el reconocimiento de las CMs normales en la piel del perro, excepto el método
argentico de Grimelius. No obstante, el resultado de esta tincion es variable e inconsistente vy,
por lo tanto, no aporta ventajas respecto al reconocimiento a través de técnicas
inmunohistoquimicas. Para el diagndstico del tumor de células de Merkel, como para otras

neoplasias neuroendocrinas, la técnica si se muestra Util en un porcentaje de casos.
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4.2. HALLAZGOS MORFOLOQICOS E INMUNOHISTOQUIMICOS
DE LAS CELULAS DE MERKEL EN EL PERRO
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RESUMEN

Las células de Merkel son receptores cutaneos especializados que se caracterizan por su
particular localizacion y su asociacion intima con terminaciones nerviosas. También presentan
una presunta funcién endocrina y son consideradas parte del sistema neuroendocrino difuso. A
través del uso de anticuerpos comerciales monoclonales y policlonales sobre muestras de piel
canina, las células de Merkel fueron claramente diferenciadas de otros tipos de células claras de
la epidermis. Expresan citoqueratinas 7, 8, 18 y 20, EpCAM, NSE, CGA, SYN, CGRP, proteina
S100 y NF. Presentan rasgos citolégicos y organizaciones diversas, dependiendo de la
localizacién considerada y muestran una pronunciada heterogeneidad, con patrones de
distribucion y expresion para los anticuerpos usados marcadamente diferentes. Anti-CK20 se
muestra como el anticuerpo mas especifico y fiable para su identificacion. El presente estudio
incrementa nuestro conocimiento de las células de Merkel y establece la base para futuros
estudios acerca del papel(es) de estas células en patologias cutaneas en el perro, incluido el

tumor neuroendocrino (de células de Merkel) cutaneo.

Research in Veterinary Science 2014, Dec; 97(3): 475-480. doi: 10.1016/j.rvsc.2014.10.006.
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Merkel cells (MCs) are specialized skin receptors characterized by their particular location and close as-
sociation with nerve terminals. They also are cells with a presumptive neuroendocrine function and are
considered as part of the diffuse neuroendocrine system. By using commercially available monoclonal
and polyclonal antibodies in samples of dog skin, MCs were properly distinguished from other clear cell

Keywords: types in the epidermis. They expressed cytokeratins 7, 8, 20, EpCAM, NSE, CGA, SYN, S100 protein, and
;Jog histochemist NF, presented diverse cytological features and arrangements depending on the location considered, and
l\r/}:?r;;(uerll(zdlls ochemistry showed pronounced heterogeneity with markedly different expression and distribution patterns for an-

Neuroendocrine tibodies used. Anti-CK20 presented as the most reliable and specific antibody for their identification. The
Skin present study increases our knowledge of MCs and establishes a basis for future studies of the role(s) of
the MCs in diseased tissues of the dog skin, including the cutaneous neuroendocrine (Merkel cell) tumour.

© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Merkel cells (MCs) are specialized cutaneous receptors and pu-
tative neuroendocrine cells located in the basal layer of epidermis,
epithelium of the oral mucosa and the external root sheath of hair
follicles of vertebrates. Although their origin is controversial, current
evidence suggests that MCs are derived from a primitive epider-
mal stem cell. They are engaged in tactile sensation by acting as
mechanoreceptors essential for light-touch responses, particular-
ly localized at sites with high touch sensitivity. For instance, snout,
vibrissae, the vermilion border of the lip, and palatine rugae of
mammals are MC-rich areas (Boulais et al., 2009a; Eispert et al., 2009;
Halata et al., 2003; Moll et al., 2005; Morrison et al., 2009; Tachibana,
1995). Many other functions have been suggested for mammalian
MCs via paracrine secretion, such as influencing cutaneous blood
flow and sweat production, coordinating and promoting keratinocyte
proliferation and differentiation, maintaining and stimulating the
stem cell population of the hair follicle (hence controlling the hair
cycle), modulating inflammatory responses in the skin, and induc-
tion of nerve development in the skin (Eispert et al., 2009; Kim and
Holbrook, 1995; Moll et al., 2005; Narisawa et al., 1992b). MCs also

* Corresponding author. Unit of Histology and Veterinary Pathology, Institute for
Animal Health, Veterinary College, University of Las Palmas de Gran Canaria, Campus
Universitario Cardones, 45413 Arucas, Las Palmas, Spain. Tel.: +34 928451145; fax:
+3493 72119 16.

E-mail address: gramirez@becarios.ulpgc.es (G.A. Ramirez).

http://dx.doi.org/10.1016/j.rvsc.2014.10.006
0034-5288/© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

appear to participate in pathological conditions of human skin, in-
cluding immunologic conditions such as pemphigus vulgaris or graft-
versus-host rejection (Boulais et al., 2009b; Hartschuh and Shultz,
1997; Wollina and Mahrle, 1992). The neoplastic counterpart is the
Merkel cell carcinoma (MCC) or cutaneous neuroendocrine carci-
noma, a well-known entity in human beings but infrequent in dogs
and cats (Bagnasco et al., 2003; Gil da Costa et al., 2010; Konno et al.,
1998; Patnaik et al., 2001; Wang et al., 2011). The secretion of the
content of typical cytoplasmic dense-core granules is closely related
with the function of MCs. Knowledge of the chemical nature of these
granules is essential to investigate MC functions and to better un-
derstand MCC development and behaviour.

MCs are not visible in histological paraffin sections stained with
haematoxylin and eosin. It is mandatory to perform specific tech-
niques for their identification, such as electron microscopy or
immunohistochemistry (Halata et al., 2003; Moll et al., 2005). Elec-
tron microscopy is limited for studies of the anatomical distribution
of the population of MCs or in routine diagnostic pathology. Im-
munohistochemistry has shown that mammalian MCs express
cytokeratin polypeptides, desmosomal proteins, neuroendocrine
markers, different neuropeptides, and serotonin (Eispert et al., 2009;
Gauweiler et al., 1988; Moll et al., 2005; Tachibana, 1995). The precise
immunohistochemical features of non-neoplastic MCs in the dog
have not been extensively investigated (Cheng-Chew and Leung,
1996; Hartschuh et al., 1983).

The aim of this study was to determine the immunohistochemi-
cal profile of canine MCs in normal conditions, including location
of immunoreactive products in the cell. The findings would serve
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as a basis for studies of MC’s distribution in the dog skin and of its
role(s) in pathological conditions.

2. Materials and methods
2.1. Tissue collection

Six, male and female, healthy young adult dogs were used for
the study. All of them came from a local kennel and had been hu-
manely euthanized for other academic purposes according to current
legislation (RD53/2013 from the Spanish Government and 2010/
63/UE Policy from European Union on the protection of animals used
for scientific purposes). Samples from skin regions reported to be
MC rich areas in several mammals (Halata et al., 2003) were col-
lected: upper flew/lip, glabrous snout, whisker pad including
vibrissae, hard palate mucosa, and pawpads. The macroscopic ap-
pearance of the tissues included had been normal.

2.2. Tissue preparation

Skin samples were fixed in 10% neutral buffered formalin, de-
hydrated through graded alcohols and embedded in paraffin wax.
Samples from the glabrous skin, oral mucosa and paws were sec-
tioned perpendicularly to the surface at 3 um whereas sections were
performed longitudinally through the upper part of the vibrissae
in the whisker pad to easily access the MCs area (they form a close-
meshed cuff in the outer root sheath of the hair follicle). Histological
sections from each location were stained with haematoxylin and
eosin (HE).

2.3. Inmunohistochemistry

The primary antibodies used for immunohistochemistry are listed
in Table 1. Tissue sections previously collected onto Vectabond-
coated slides (Sigma Diagnostics, St. Louis, MO, USA) and incubated
at 37 °C for 24 h were deparaffinized, rehydrated in graded alco-
hols, and incubated with 3% hydrogen peroxide in methanol for 30
minutes at room temperature to block endogenous peroxidase ac-
tivity. After antigen retrieval treatment (Table 1) for each antibody,

Table 1
Technical data of antibodies and immunohistochemical procedures.

the slides were covered with 10% normal rabbit (for monoclonal an-
tibodies) or porcine (for polyclonal antibodies) sera in phosphate
buffered saline (PBS) for 30 minutes at room temperature before
incubation with the primary antibodies for 18 hours at 4 °C. A
biotinylated rabbit anti-mouse immunoglobulin G (IgG; Dako,
Glostrup, Denmark) diluted 1:200 in PBS containing 1% normal rabbit
serum (for monoclonal antibodies) or a biotinylated porcine anti-
mouse immunoglobulin G (IgG; Dako) diluted 1:200 in PBS
containing 1% normal porcine serum (for polyclonal antibodies) was
applied for 30 min at room temperature as secondary reagent. The
avidin-biotin-peroxidase complex (ABC) method (Vector Labora-
tories, Burlingame, CA, USA) was then applied as the third reagent.
To develop the immunoreaction, 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC)
(Sigma) was applied to the slides for 3-5 minutes at room temper-
ature. Sections were lightly counterstained with Mayer’s
haematoxylin, washed in tap water, and aqueous mounted (Shandon
Immu-Mount™, Thermo Electron Corporation, PA, USA).

2.4. Controls

Sections in which the specific primary antibodies were re-
placed by PBS were included as negative controls and run
simultaneously with the test slides. Several tissues served as pos-
itive control (Table 1) for different antibodies in every assay.

2.5. Evaluation of immunohistochemical data

Positivity immunoreactivity was characterized by the presence
of a distinct cytoplasmic red reaction without background stain-
ing. The immunostaining was evaluated separately and results based
on the consensus of at least two observers.
3. Results
3.1. Haematoxylin and eosin staining

MCs were not differentiated from other epidermal clear cell popu-

lations. Some cells were believed to be MCs by its location in
vibrissae, at the base of the touch domes in hairy skin epidermis,

Antibody* Clon Type Manufacturer? Ag retrieval Dilution Positive controls

CK7 OV-TL 12/30 M Dako Enzimatic® 1:20 Canine sweat gland epithelium

CK14 LLO02 M Biogenex HIER® 1:40 Canine epidermis and sweat gland epithelium
CK20 Ks20.8 M Dako HIER 1:40 Human and canine intestinal epithelium
CK5+8 RCK-102 M EuroDiagnostica Enzimatic 1:20 Canine epidermis

CK8+18 NCL-5D3 M EuroDiagnostica HIER 1:20 Canine sweat gland epithelium

pan-CK AE1/AE3 M Dako Enzimatic 1:100 Canine epidermis

NSE BBS/NC/VI-H14 M Dako HIER 1:1000 Canine brain; smooth muscle of blood vessels
CGA - P Dako HIER 1:50 Human and canine colon

SYN SY38 M Dako HIER 1:20 Canine adrenal medulla

NF MNF402 M EuroDiagnostica HIER 1:20 Canine skin nerves

$100 Protein - P Dako Enzimatic 1:100 Canine skin nerves and striated muscle

NGFr NGFR5 M Dako HIER 1:50 Nerves of fetal and perinatal canine skin

GFAP - P EuroDiagnostica - 1:100 Canine brain

GAP-43 - P Chemicon HIER 1:200 Nerves of adult and perinatal canine skin
CGRP - P Amersham HIER 1:500 Canine and murine nervous enteric plexus (colon)
PGP9.5 - P Chemicon HIER 1:40 Canine and human nervous enteric plexus (colon)
NCAM (CD56) 1B6 M Monosan HIER 1:10 Canine adrenal medulla; canine brain

EpCAM MOC31 M Dako HIER 1:10 Human colon carcinoma

Serotonin - P Biogenex Enzimatic & HIER 1:10 NE cells of small intestine; canine mast cells
Met-enkephalin - P Peninsula Labs Enzimatic & HIER 1:10 Nervous plexus of canine small intestine

* See text for abbreviations.
M = monoclonal; P = polyclonal; Ag = antigen; NE = neuroendocrine.

2 Dako Labs., Glostrup, Dinamarca; Biogenex Labs., Fremont CA, USA; EuroDiagnostica Labs., Malmo, Sweden; Chemicon Labs., Billerica, MA, USA; Amersham Biosciences
Co., Piscataway, NJ, USA; Monosan Co., Uden, The Netherlands; Peninsula Labs-Baschem Co., Bubendorf, Switzerland.

b Proteinase K (Sigma-Aldrich Chemical Co, St Louis, MO, USA) diluted 0.1% in phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.2.

¢ HIER: heat-induced epitope retrieval (water bath at 95 °C) with 1 mmol/litre ethylenediamininetetraacetic acid (Sigma-Aldrich Chemical Co) pH 6.0.
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and in mucosal epithelium by the observation of a clear space, rep-
resenting a non-stained vacuolated terminal axon, under the cell.

3.2. Immunohistochemistry

Positive cells showed several patterns of immunoreactivity and
different reaction intensity depending on the antibody used. Usually,
they were located at the tips of epithelial pegs of labial and pala-
tine mucosa, rete ridges of glabrous skin of snout and pawpad
epidermis, and at the base of the epidermal thickenings known as
hair discs, touch domes or haarscheiben in hairy skin regions. They
were not regularly distributed, singly and separated by lengths of
epithelium devoid of positive cells or grouped in various arrange-
ments and linear distribution. The positive cells had a round, oval,
bipolar, or triangular appearance (Fig. 1A-C), with occasional short
dendrites. Nuclei were predominantly oval or lobulated with finely
stippled or vesicular chromatin appearance. Nerve fibres with end-
plates clearly associated with the basal parts of the cells were
frequently observed.

Cytokeratin (CK) antibodies (Table 1) presented a similar pattern
of immunostaining: strongly intense, predominantly diffuse, and ho-
mogeneously distributed throughout the cell cytoplasm (Fig. 1A-C).
Granular or “ring-like”/peripheral cytoplasmic positive staining was
occasionally seen with anti-CK20 and NCL-5D3 (anti-CK8+18) an-
tibodies in cells of the oral mucosa. Anti-CK8+18 and CK7 antibodies
strongly labelled sweat glands in addition to MCs in skin. By con-
trast, immunoreactivity with anti-CK20 antibody was completely
absent from other skin cells. Pan-CK AE1AE3 antibody was vari-
ably expressed in all layers of the epidermis, the root sheaths of hair
follicles, the apocrine sweat glands, and the sebaceous glands and
their ducts. When the antibody was not expressed in basal layers,
MCs were easily identified. RCK-102 (anti-CK5+8) antibody was con-
sistently expressed in the basal layers of epidermis and inner root

sheath of hair follicles. Therefore, MCs were undistinguished from
other stained basal cells by the use of this antibody (Fig. 1D). CK14
showed an identical immunohistochemical pattern than CK5+8, but
MCs were not stained and appeared as oval, clear, non-stained cells
(Fig. 1E). MOC31 (anti-Epithelial Cell Adhesion Molecule: EpCAM) an-
tibody labelled only a few MCs in sinus hairs and oral mucosa.
Immunostaining was weak and visible only in the plasma mem-
brane of the cells (Fig. 1F).

MCs were strongly reactive with anti-Neuron Specific Enolase (NSE)
antibody. The staining pattern was mainly granular and homoge-
neously distributed in the entire cytoplasm (Fig. 2A). Dermal
immunostained nerve fibres penetrated the basement membrane
and formed naked nerve endings or were closely associated with
the basal part of numerous immunostained cells (Fig. 2B). Anti-
Neurofilament (NF) antibody revealed the presence of several MCs
with a variably intense, diffuse or granular, cytoplasmic pattern of
immunostaining located in the external epithelial sheath of vibris-
sae (Fig. 2C). Nerve terminals were also stained. NF-positive axons
in the mesenchymal sheath close to the glassy membrane were also
noted. In the skin and oral mucosa, immunoreaction was demon-
strated in fine dermal nerve processes found in close contact with
epithelial pegs or epidermal rete ridges, but not in intraepidermal
cells; they appeared as clear halos above the stained axonal discs.
Anti-S100 protein antibody showed a variable intensity of
immunostaining. Immunoreactive products were clearly visible in
the cytoplasm of MCs in lip mucosa and vibrissa but a poor
immunostaining was detected in hairy skin, glabrous snout and
palate mucosa (Fig. 2D). There was no immunoreaction in pawpad
skin. Nuclei and epidermal nerve terminals associated with MCs did
not show immunoreaction, but some dermal nerve fibres and their
Schwann cell sheath were moderate to heavily positive.

Using anti-Chromogranin A (CGA) and Calcitonin Gene
Related Peptide (CGRP) antibodies, immunoreaction was always

Fig. 1. Immunostaining of MCs with antibodies against epithelial antigens. Immunohistochemistry, ABC method. Mayer’s haematoxylin counterstain. (A) AE1AE3 antibody,
labial mucosa. Intense cytoplasmic immunoreaction with a homogeneous or granular appearance, Bar = 10 pm. (B) CK20 antibody, cheek skin. Cytoplasmic granular pattern
of immunoreaction, Bar = 6 um. (C) NCL-5D3 (CK8+18) antibody, vibrissa. Cytoplasmic homogeneous immunostaining, Bar =8 um. (D) RCK-102 (CK5+8) antibody, cheek hairy
skin. MCs were undistinguished from other stained basal cells, Bar = 50 um. (E) Anti-CK14 antibody, pawpad glabrous skin. Stained basal cells in the epidermis; MCs ap-
peared as clear, oval, non-stained cells (arrow), Bar = 20 um. (F) Vibrissa. Weak cytoplasmic diffuse immunoreaction was observed in MCs using MOC-1 (EpCAM) antibody,

Bar=10 um.
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Fig. 2. Immunostaining of MCs with antibodies against neuroendocrine antigens. Immunohistochemistry, ABC method, Mayer’s haematoxylin counterstain. (A) Anti-NSE
antibody, vibrissa. Cytoplasmic pattern of immunostaining, Bar = 8 um. (B) Anti-NSE antibody, hard palate mucosa. Unmyelinated nerve terminal penetrating the basement
membrane and giving rise to cup-like endings closely apposed with the basal part of immunostained MCs. Note that one terminal is shared by several cells, Bar = 10 um.
(C) Vibrisa. Cytoplasmic diffuse staining pattern using anti-NF antibody, Bar = 10 um. (D) S100 protein antibody, lip mucosa. Immunostained basal cells showing morpho-
logic features typical for MCs. Immunoreaction was limited to cytoplasm, Bar = 10 um. (E) Anti-CGA antibody, pawpad epidermis. Immunoreactive products were restricted
to the basal cytoplasm, Bar = 10 um. (F, G) Vibrissa. Similar to CGA, CGRP staining was located in the cytoplasmic part of the cell next to the terminal axon (F) or occupying
the entire cytoplasm (G), Bar = 20 um. (H) Anti-SYN antibody, cheek hairy skin. Immunostaining showed an opposite cytoplasmic distribution to CGA and CGRP, Bar = 10 pm.

cytoplasmic with a predominantly granular pattern. The strongest
immunoreactivity was seen on the basal side of the cytoplasm in
epidermal and mucosal MCs (Fig. 2E). Unlike in the epidermis, MCs
in vibrissae were most intensely stained on the side facing the fol-
licle, far from the glassy membrane (Fig. 2F). In addition, many cells
appeared uniformly stained (Fig. 2G). Neither the expanded nerve
terminals associated with MCs nor the myelinated axons found in
the superficial dermis were positive for these antibodies. Seldom,
positive nerve terminals were found in nerve bundles and around
vascular structures in the deep dermis. Synaptophysin (SYN) posi-
tive cells showed a finely granular cytoplasmic immunostaining. The
immunoreactivity was mainly localized in the superficial face of the
cell in the epidermal and mucosal MCs whereas it was situated in
the dermal face in the sinus hairs (Fig. 2H). Immunostained nerve
fibres positive for synaptophysin were seen in the perivascular
areas on the dermis; intraepithelial nerve terminals did not show
positivity.

Although MCs showed no immunoreaction, nerve fibres were
immunostained when the following antibodies were applied: Protein
Gene Product 9.5 (PGP9.5) showed some immunoreactive fibres fol-
lowed the basement membrane, giving rise to cup-like
specializations, bulb-like endings, or beaded axons appearing in close
apposition to the cell surface; Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP)
and Nerve Growth Factor receptor (NGFr) antibodies stained only
dermal nerve processes; CD56 (Neural Cell Adhesion Molecule: NCAM)
immunopositivity was exclusively found in dermal nerve fibres;
Growth Associated Protein 43 (GAP-43) was limited to perivascular
small nerve fibres. Finally, MCs were not found to exhibit immu-
noreactivity with anti-Met-enkephalin and Serotonin antibodies.

4. Discussion

MCs in the dog are not differentiated from other clear cells of
the epidermis, such as melanocytes or Langerhans cells, under
routine H&E staining. However, by using a panel of monoclonal and
polyclonal antibodies, the immunohistochemistry is a powerful tool
for their identification and study.

MCs express cytokeratin polypeptides demonstrating their ep-
ithelial cell character. CKs 8, 18, and 19, all of which are typical
markers of simple epithelia, have become well-established immu-
nohistochemical markers of human MCs both in adults and in later
fetal stages (Moll et al., 1982, 1984; Narisawa et al., 1992a). Canine
MCs also contain the low molecular weight CKs 8, 18 and 20, in ad-
dition to high molecular weight CK7. CKs7, 8, 18 and 19 are not
specific for MCs since they are also found in outer root sheath
keratinocytes, sweat glands and some early fetal epidermal cells of
human, rodent and dog skin (Garcia-Caballero et al., 2003; Lundquist
et al.,, 1999; Narisawa et al., 1992a, 1994a; Walter, 2001). CK20,
however, is of particular value because it is highly specific for MCs
in normal canine squamous epithelia, similarly to that described
in humans, pigs and mice (Moll et al., 1995). CK20 also reacts with
gastrointestinal simple epithelium and uroepithelium, but in the skin
the immunoreactivity is limited to MCs. In addition to being the
structural cytoskeleton, CKs in the MCs seems to be participating
in conjunction with the microfilament villin in the cell plasticity
necessary for mechanoreceptive function (Eispert et al., 2009;
Toyoshima et al., 1998).

General markers of neuroendocrine cells, such as NSE, PGP9.5,
SYN, and CGA, and various kinds of neuropeptides, such as vaso-
active intestinal polypeptide (VIP), substance P, met-enkephalin,
serotonin, pancreastatin, somatostatin, bombesin and CGRP have
been localized in mammalian MCs by means of immunohistochem-
istry. These findings justified the classification of mammalian MCs
within the diffuse neuroendocrine system (Fantini and Johansson,
1995; Gauweiler et al., 1988; Moll et al., 2005; Pearse, 1980;
Tachibana, 1995). NSE is known as a molecular marker for neurons
and paraneurons. Gu et al. (1981) were the first to detect NSE-like
immunoreactions in the mammalian MCs and its associated nerve
terminals. Our study further demonstrates the strong presence of
NSE in the MCs of the dog, suggesting a neuroectodermal origin of
these cells. It was also possible to show that the cells were inti-
mately innervated, forming the typical MC-neurite complex. Granular
immunostaining pattern is probably related to high concentration
of NSE in the rough endoplasmic reticulum and ribosomes. Posi-
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tive immunoreactivity to CGA has been proven in MCs of various
mammals. CGA coexists with other neuropeptides, such as VIP,
peptide histidine isoleucine, substance P or CGRP, in the same MC
granules (Cheng-Chew and Leung, 1996; Fantini and Johansson,
1995; Gauweiler et al., 1988; Hartschuh et al., 1989b). The present
study also suggests coexistence in the canine MCs for CGA and CGRP.
Using both antibodies, immunostaining was restricted to the cy-
toplasmic portion of the MCs closest to the nerve ending where
dense-core granules are concentrated. Interestingly, SYN showed a
cytoplasmic immunostaining pattern in the opposite cellular side
in relation to CGA and CGRP antibodies, which is the part of the cy-
toplasm farthest from the neurite. This particular distribution for
SYN has been related with the structural distribution of small clear-
content vesicles observed with electron microscope in human,
porcine (Garcia-Caballero et al., 1989a) and canine MCs (personal
communication). This finding suggests that secretory electron dense-
core granules and small clear vesicles could be involved in two
different secretory pathways of MCs in dogs, as has been sug-
gested in MCs of pig (Garcia-Caballero et al., 1989a) and
demonstrated in neurons (Lundberg and Hokfelt, 1983). Interest-
ingly, recent reports propose two secretory pathways in rat MCs:
a Ca*-dependent pathway that serves mechanosensory function and
neurotransmitter release, and a Ca%-independent pathway that
serves neuroendocrine functions and neuropeptide release (Boulais
et al., 2009a, 2009b).

MOC31 antibody recognizes the epithelial cell adhesion mole-
cule in human MCs (Garcia-Caballero et al., 2003). MCs of sinus hairs
and hard palate in the current study also express this molecule but
no reaction was found in other locations. Anti-NF antibody showed
a similar “location-dependent” expression pattern; it was ex-
pressed by MCs of vibrissae but not from epidermis or mucosal
epithelia. These results are similar to those described by Narisawa
et al. (1994b), who found that about 5.9% of human MCs express a
positive immunoreactivity for NF. They suggested that expression
of NF proteins in follicular MCs may be a sign of carcinomatous
changes in the cells because human MC carcinomas consistently
express NF and non-neoplastic MCs only express NF in low amounts
and usually restricted to hair follicles. This fact may also be true for
follicular MCs in dogs since they express NFs in a similar pattern
of distribution. However, it is more likely that this finding is related
to different subtypes of MCs or to MC specialization. Tachibana (1995;
Tachibana and Nawa 2002) demonstrated that MCs could be divided
into different subpopulations according with different functions. This
theory explains differences in numbers, expression and synthesis
of molecules and in morphologic features among MCs of different
locations.

In addition to location-dependency, many studies suggest that
the expression of peptides in MCs is also “species-dependent”. MCs
in dogs do not contain PGP9.5 or NCAM as human, porcine and
rodent MCs do (Dalsgaard et al., 1989; Gallego et al., 1995; Ramieri
et al., 1992; Rice et al., 1993). The proposed physiological role of
NCAM in the endocrine and neuroendocrine systems is to stabi-
lize the cells into aggregates. This function is unlikely for MCs because
isolated human and porcine MCs express NCAM (Gallego et al., 1995)
and rodent (Moll et al., 1996) and canine MCs arranged into ag-
gregates do not express the molecule. Further studies are needed
to clarify its role. S100 protein has been consistently negative in
human MCs. It has only been demonstrated in pig snout MCs with
a nuclear and cytoplasmic location (Garcia-Caballero et al., 2003).
MCs in dogs also express S100 protein restricted to the cell cyto-
plasm in the hard palate, lip mucosa, sinus hairs and glabrous skin
of snout and only when proteinase K was used as antigen retriev-
al treatment. These results may indicate that S100 expression in MCs
among mammals not only is species-dependent but it also depends
on technical procedures. A similar situation was observed for MOC31
antibody; positive immunoreaction was also achieved when pro-

longed heat antigen retrieval was used suggesting that technical
procedures could influence, at least partly, the results observed.

One of the presumed functions of MCs in the skin is to act as
target for developing peripheral nerves. This hypothesis is based on
the identification of NGF in cultures of MCs from embryonic rat pups
(Vos et al., 1991) and the immunohistochemical expression of NGFr
in MCs in vivo in the adult rat and human fetus (English et al., 1994;
Narisawa et al., 1992b; Ribeiro-da-Silva et al., 1991). MCs in dogs
do not express NGFr according to previous publications in human
beings (Moll et al., 2005). This result is against the assumption that
NGFr in MCs may regulate the synthesis or secretion of neuropep-
tides in the cells for nerve development. However, it is possible that
MCs only express NGF or NGFr during the development of skin in-
nervation early in life or during re-innervation of the skin after injury.
Therefore, it is conceivable that at least certain groups of MCs may
exert paracrine trophic functions during development and homeo-
stasis. The possible diverse functions of MCs also illustrate the
heterogeneity of this cell type.

5. Conclusions

The results presented in the current study represent the first com-
plete description of the immunohistochemical profile of canine MCs.
The results were similar to other species regarding the expression
of CKs, NSE, CGA and SYN with a location-dependent pattern ob-
served, especially for NF. Species variability in peptide expression
may be, in part, closely related to the different methodologies used.
The features of a complex expression of different markers indicate
multiple functions of this interesting cell type and also that MCs
should be considered as a variable cell population with adapta-
tions depending, among others, upon the type of tissue within which
the MCs occur.
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Morfologia e Inmunohistoquimica de CMs caninas

MATERIAL ADICIONAL

OTROS MARCADORES INMUNOHISTOQUIMICOS ESTUDIADOS

Junto los anticuerpos descritos en el articulo anterior, se testaron algunos anticuerpos
comerciales dirigidos contra células de estirpe linfoide e histiocitica. Teniendo en cuenta que
uno de los diagnosticos diferenciales del tumor de células de Merkel es el linfoma e, incluso,
algunas formas de histiocitosis (Wick y cols., 1983; Gupta y cols., 2005), seria Gtil determinar si
este tipo celular epidérmico expresa alguno de los marcadores que tradicionalmente se utilizan

en el diagndstico inmunohistoquimico rutinario de estas neoplasias.

Tabla 1 adicional. Datos técnicos de los anticuerpos y procedimientos inmunohistoquimicos.

Anticuerpo Clon Tipo | Fabricante Tto. Dilucion | Control positivo
Lisozima - P Dako Enzimatico” 1:100 Linfonodo canino
IgG cadenas ligeras A - P Dako Calor® 1:2000 | Linfonodo canino
CD3 - P Dako Enzimatico 1:1000 | Linfonodo canino
CD79a JCB117 M Dako Calor 1:50 Linfonodo canino
ﬁ;gt:\él;?tli%?e / MAC 387 M Dako Enzimético 1:100 Linfonodo canino

Ag = antigeno; M = monoclonal; P = policlonal; ® Laboratorios Dako, Glostrup, Dinamarca; ° Proteinasa K
(Sigma-Aldrich Chemical Co, St Louis, MO, USA) diluida al 0.1% en tampon fosfato-salino (PBS), pH 7.2.
¢ Desenmascaramiento antigénico por calor (bafio maria a 95° C) con acido etildiaminotetraacético 1 mmol/litro
(Sigma-Aldrich Chemical Co), pH 6.0.

No se observo inmunorreaccion en las CMs del perro con ninguno de estos anticuerpos.

Los controles positivos confirmaron que la técnica fue correcta en cada procedimiento
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ICONOGRAFIA ADICIONAL

Figura 1. (A) Grupo de CMs en mucosa labial con CK20. La tincién es homogénea o granular e intensa. (B)
CMs en disposicion lineal en la vaina epitelial externa de una vibrisa con CK7. Como con otras CKs, la
reaccion es citoplasmatica, homogénea y granular. (C) CM aislada en encia con CK7. (D) Dos CMs en la base
de un disco epidermal de la piel facial marcadas con CK8+18. (E, F) Efecto de tincion periférica o
reforzamiento de membrana con CK20 y CK8+18 (F). ABC, 100x.

Figura 2. (A) Trufa. NSE se expresa tanto en el citoplasma de la CM como en la terminacion discoide
asociada. (B) Disco epidermal en la piel facial. La SYN se expresa solamente en la porcién citoplasmatica
supranuclear. (C) Vibrisa, piel facial. SYN se expresa en la porcion citoplasmatica anti-neurita (que aparece
vacuolizada en esta imagen). (D) Paladar duro. CGRP muestra tincion polarizada hacia lado citoplasmaético.
Levemente, se expresa en la porcion citoplasmatica contraria. (E) Infundibulo de vibrisa, piel facial. CGA se
expresa solamente en la porcion citoplasmica basal. ABC, 100x.
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Figura 3. Discos epidermales de la piel facial.
Las CMs son visibles sin inmunorreaccion
sobre las terminaciones nerviosas positivas a
NF (A) y PGP9.5 (B). ABC, 100x.

Figura 4. Controles positivos de CK20 (A), CK7 (B), CK8+18 (C), CGA (D), SYN (E), NSE (F), NF
(G), S100 (H), PGP9.5 (1), CGRP (J), Serotonina (K), Metencefalina (L), NCAM (M), NGFr (N),
GAP43 (0). ABC.

Intestino delgado perro (A); Glandulas apocrinas sudoriparas perro (B, C); Colon perro (D, K);
Médula adrenal (E); Nervios periféricos (F, G, H, M, N); Musculo estriado (H); Plexo nervioso
intestinal (I, J, L); Nervios perivasculares (O).
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4.3. CARACTERIZACION ULTRAESTRUCTURAL DE LAS
CELULAS DE MERKEL EN EL PERRO
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Ultraestructura de las CMs Caninas

RESUMEN

Introduccion. La implicacion de las células de Merkel (CMs) en diferentes formas de
enfermedad cutanea asi como en el crecimiento, diferenciacion y homeostasis de la piel ha sido
previamente documentada.

Hipotesis/Objetivos. Evaluar las caracteristicas ultraestructurales de las CMs en la piel de
perros, incluyendo valores morfométricos, resaltando sus similitudes y diferencias con aquellas
descritas para otros mamiferos.

Animales. Se obtuvieron muestras de paladar duro, plano nasal, labio inferior y piel de las
vibrisas de dos perros sanos destinados a propdsitos académicos.

Meétodos. Secciones ultrafinas de las muestras se fijaron con tetradxido de osmio y fueron
embebidas en resina Epon 812, tefiidas con acetato de uranilo y citrato de plomo y examinadas
utilizando un microscopio electronico de transmisién JEOL JEM 2010.

Resultados. Las caracteristicas ultraestructurales incluyeron: (1) ordenamiento en agregados en
el estrato basal de la epidermis, mucosa oral o vaina externa de la vaina externa folicular; (2)
unién inconstante con terminaciones nerviosas; (3) forma celular oval (10,27 = 1,64 um en el
eje mayor) con nucleos grandes lobulados (5,98 + 1,16 um en el eje mayor); (4) procesos
citoplasmaticos gruesos parecidos a espinas que interdigitan con los Qs préximos; (5) presencia
de desmosomas en el cuerpo celular o en la base de los procesos espinosos, uniéndose a los Qs
vecinos; (6) citoplasma conteniendo filamentos intermedios organizados de forma laxa (10,04 +
1,17 nm) y numerosos granulos de centro denso (100,1 £ 17,12 nm) ordenados en la porcion
basal del citoplasma.

Conclusiones e importancia clinica. Este estudio supone la primera descripcién completa de
las caracteristicas ultraestructurales de las CMs en el perro, aumentando el conocimiento de la
estructura de la piel en esta especie y representando un cimiento basico para estudios futuros

acerca del papel de estas células en los tejidos normales y lesionados caninos.

Veterinary Dermatology 2015 Oct; 26(5): 328-e69. doi: 10.1111/vde.12230.
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Background - Involvement of Merkel cells (MKs) in different cutaneous diseases as well as in the growth, dif-
ferentiation and homeostasis of the skin has been previously documented.

Hypothesis/Objectives — The aim was to assess the ultrastructural features of MKs in canine skin, includ-
ing morphometrics, highlighting their similarities with and differences from those described for other mammals.

Animals - Hard palate, nasal planum, lower lip and whisker pad samples were taken from two healthy young
dogs destined for academic purposes.

Methods - Ultrathin sections of samples fixed in osmium tetroxide and embedded in Epon 812 resin were stained
with uranyl acetate and lead citrate and examined using a JEOL JEM 2010 transmission electron microscope.

Results — Ultrastructural characteristics included the following: (i) arrangement in clusters in the basal layer of
the epidermis, oral mucosa and external follicular root sheath; (ii) inconstant link with nerve terminal; (iii) oval
(10.27 £ 1.64 um major axis) cell shape with large lobulated nuclei (5.98 + 1.16 um major axis); (iv) spine-like
and thick cytoplasmic processes interdigitating with surrounding keratinocytes; (v) presence of desmosomes in
the cell body or at the base of spine-like processes attaching to neighbouring keratinocytes; and (vi) cytoplasm
containing loosely arranged intermediate filaments (10.04 + 1.17 nm) and numerous dense-core granules
(100.1 £ 17.12 nm) arranged in the basal portion of the cytoplasm.

Conclusions and clinical importance — This study provides the first complete description of the ultrastructural
characteristics of MKs in the dog, enhancing our knowledge of the skin structure in this species and providing a
basis for future physiological and pathological studies of the role of these cells in normal and damaged canine tis-

sues.

Introduction

The Merkel cells (MKs) are noncornified distinctive cells
of the epidermis, hair follicles and mucosa of fish, amphi-
bia, reptilia and mammals.’™® Mammalian MKs are mainly
located in the basal epidermis of touch-sensitive areas of
glabrous and haired skin. Most of them show intraepider-
mal nerve-ending connections, forming the so-called Mer-
kel cell-axon complex or Merkel nerve ending, a slowly
adapting type | mechanoreceptor, which encodes sus-
tained pressure and represents object features with high
fidelity.®” Noninnervated MKs are presumed to have a
neuroendocrine function.®®

Electron microscopy has been the classical method
to identify this cell type.*®"" Merkel cells have mor-
phological features of epithelial cells, such as desmo-
somal contacts with surrounding keratinocytes and
bundles of intermediate-sized filaments identified by

Accepted 9 May 2015

Sources of Funding: This study was supported by a grant from
the Ministry of Education and Science of the Government of
Spain (Program for Development of University Professors and
Researchers, BOE 12022000).

Conflict of Interest: No conflicts of interest have been declared.

328

immunohistochemistry as cytokeratins of simple epi-
thelial type (cytokeratins 8, 18, 19 and 20) and neuro-
filaments.>'2'®  Merkel cells contain  specialized
plasma membrane projections and characteristic gran-
ules, which have been suggested to be implicated in
mechanoreceptive and neuroendocrine func-
tiOﬂS.3'6'8'16'17

Merkel cells are considered to be involved in some dis-
eases, such as pemphigus vulgaris and graft-versus-host
rejection in humans'’~"® and cutaneous neuroendocrine
(Merkel cell) tumour in humans, dogs and cats.?>24 Mor-
phological features of MKs have not been reported in
detail for dogs. The aims of this study were to describe
the ultrastructural features of canine MKs by transmis-
sion electron microscopy and to compare the findings
with those previously published for other mammals,
including humans. These findings may serve as a basis
for studies of the function of MKs, including their physio-
logical role and their involvement in pathological condi-
tions in canine skin.

Materials and methods

Merkel cell density is higher in certain areas of the body, such as the
vibrissae, nasal planum and oral mucosa;>* therefore tissue samples
representing these locations were included in the study. Samples

© 2015 ESVD and ACVD, Veterinary Dermatology, 26, 328-e69.
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were taken from the hard palate, nasal planum, lower lip and whisker
pad (located around the mystacial vibrissae on the muzzle) from one
male and one female healthy young dog from a local kennel. They
had been humanely euthanized and were destined for academic
training according to current legislation (RD53/2013 from the Spanish
Government and 2010/63/UE Policy from the European Union on the
Protection of Animals Used for Scientific Purposes).

For transmission electron microscopy, 1 mm? samples were pre-
pared and immersed in refrigerated 2.5% buffered glutaraldehyde
in 0.1 m phosphate buffer at pH 7.3. Samples were then postfixed
in 2% osmium tetroxide, dehydrated in acetone and propylene
oxide and embedded in epoxy resin (Fluka, Buchs, Switzerland).
Epon 812-embedded sections (0.5-1 um thick) were stained with
toluidine blue (1% aqueous solution) for a first morphological
screening in order to select the most appropriate areas for trans-
mission electron microscopy. Ultrathin sections (50 nm) were made
with a Leica Ultracut R (Leica Instruments GMBH, NuBloch, Ger-
many), stained with uranyl acetate and lead citrate and examined
using a JEOL JEM 2010 transmission electron microscope (Jeol
Europe BV, Saventhem, Belgium).

Morphometric analysis was carried out with a constant magnifica-
tion for each sample using the INCA Energy TEM 200 microanalysis
software (Oxford Instruments, Abingdon, UK). Cellular and nuclear
diameters were established on the basis of 25 cells examined. Gran-
ule diameter was measured using a sample of 607 neurosecretory
granules from 10 MKs. The criteria for selecting these cells were an
appropriate axial orientation and a large nuclear section. The thick-
ness of intracytoplasmic filaments was measured in a sample of 20
elements. The length of desmosomes between MKs and keratino-
cytes was determined using a sample of 20 desmosomes. The
length and diameter of cytoplasmic processes were measured in 14
spine-like processes and microvilli, eight large cytoplasmic projec-
tions and four short interstitial processes. The IBM SPSS® 22 soft-
ware (IBM Corporation, Armonk, NY, USA) was used for
interpretation and presentation of data.

Results

Toluidine-blue-stained thin sections revealed that Merkel
cells were present as individual cells or, more frequently,
as a cell cluster. In sinus hair follicles up to 70 MKs
formed a close-meshed cuff in the basal layers of the
external root sheath, at the level where the follicle is
encircled by a blood sinus (ring sinus) with a dense con-
nective tissue capsule. In the epidermis and the oral epi-
thelium four to 10 MKs were arranged in groups located
in the basal cell layer of the epithelial ridges and pegs
and, occasionally, in suprabasal layers.

In ultrathin longitudinal sections of sinus hair follicles,
up to 15 MKs were identified in linear aggregates in the
basal layer of the external root sheath. In each ultrathin
section of epidermis and oral mucosa usually not more
than six MKs were found. The cells in the oral mucosa
were predominantly oval or rounded in shape, whereas in
the skin and sinus hair follicles they were elongated, flat-
tened or triangular in appearance (Figure 1a,b). The cyto-
plasm was consistently clear and the nuclei were pale,
predominantly oval and frequently lobulated. Cell mea-
surements are reported in Table 1. The terminal axon
associated with the MKs, when present, was seen as a
rounded or flat meniscus filled with scarce mitochondria,
myelin figures or both dense and clear vesicles
(Figure 1c). These axons commonly showed artifactual
vacuolation. Merkel cells without associated nerve
terminals were mainly observed in the oral mucosa
(Figure 1a,b).

© 2015 ESVD and ACVD, Veterinary Dermatology, 26, 328-e69.
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Merkel cells were completely surrounded by epithelial
cells that separated them from the basement membrane.
They were connected to the adjacent keratinocytes by
numerous, variably sized desmosomes (Table 1), which
represented anchorage structures of convergent interme-
diate filament bundles (Figure 1d,e). These desmosomes
were randomly located on the cell membrane or, very
rarely, at the base of the spine-like cytoplasmic projec-
tions. Merkel cells were also characterized by an abun-
dance of cytoplasmic dense-core granules, much more
numerous in the basal region of the cytoplasm, facing the
axon and remote from the Golgi region (Figure 1a—c). This
particular distribution was irrespective of whether the MK
showed contact with nerve endings or not. These gran-
ules were spherical, with variable diameters and electron
densities, and possessed a dense core surrounded by a
clear space and a membrane (Figure 1f). The cytoplasm
also contained fine intermediate filaments (Table 1), spar-
sely distributed or forming paranuclear whorls (Figure 1f).
Very rarely ticker or tonofibril-like aggregates around the
nucleus were seen.

Mitochondria were usually large, elongated or rounded,
with long cristae. The rough endoplasmic reticulum was
poorly developed. Free ribosomes and glycogen particles
were frequently found, and Golgi membranes and vesi-
cles were present but not prominent. Cytoplasmic non-
specific vesicles, multivesicular bodies and variably dense
lysosome-like granules were occasionally noted. Ovoid or
rounded cytoplasmic dense organelles resembling
mature melanin granules were also found in MKs from lip
mucosa and nasal planum skin (Figure 1g). Most of these
cytoplasmic structures were frequently found in the api-
cal area of the cytoplasm, above the nucleus and opposite
the major aggregation of dense-core granules.

The following three major morphologically different
types of cytoplasmic processes could be identified:
(i) spine-like processes or microvilli; (i) rare interstitial
processes; and (iii) variably shaped large dendritic pro-
cesses (Table 1). Spine-like processes of variable length
were directed towards keratinocytes. In the MKs of the
nasal planum, lip and the whisker pad skin they were
large and frequently arose from the supranuclear cell sur-
face, whereas in the oral mucosa they were smaller in
length and more commonly arranged in a random distribu-
tion on the cell surface. They were fixed in a cylindrical
cavity of the adjacent keratinocyte and were composed
of a conical base, a shaft of cytoplasmic core, usually with
a filamentous axis, and a dome-like vertex (Figure 2a,b).
They were occasionally joined with the keratinocyte by
means of small, poorly developed desmosomes on their
base.

Interstitial processes were located in the interstitium
between keratinocytes. They were formed by thin, wavy
membrane processes with a scant amount of cytoplasm
and without organelles, filaments or desmosomes (Fig-
ure 2c). Large dendritic cytoplasmic processes of variable
shape were mainly observed in sinus hair follicles and the
oral mucosa. They arose from the lateral sides of the MKs
and were located in the space between keratinocytes.
They usually contained several dense-core granules and
other organelles and had no filamentous axis or desmo-
somal unions (Figure 2d,e).
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Figure 1. Ultrastructural features of canine Merkel cells (MKs). (a) Noninnervated MK in the whisker pad epidermis. Note the oval shape, folded
nucleus (*), the spine-like cytoplasmic projections on the apical surface (arrow) and the electron-dense granules polarized to the basal part of the
cell cytoplasm (arrowhead). Scale bar represents 1 um. (b) Noninnervated MK in palatine mucosa. Cell is rounded in shape and contains typical
polarized electron-dense granules. Scale bar represents 1 um. (c) Innervated MK in the nasal planum epidermis. Terminal axon (asterisk) is vacuo-
lated (artifact), containing dilated clear vesicles, membrane-like material and mitochondria. Scale bar represents 1.3 pm. (d) Attachment of MKs
with adjacent keratinocytes is mediated by small desmosomes (arrows). Scale bar represents 600 nm. (e) Detail of the desmosome structure.
The cytoplasmic filaments converging onto the desmosomal membranes are thicker in the keratinocyte (above). Scale bar represents 100 nm.
(f) Round MK granules with a dense core encircled by a clear space and a single membrane. Loosely arranged intermediate filaments are also visi-
ble (arrow). Scale bar represents 200 nm. (g) Melanin-like granules (arrow) opposite the areas of major aggregation of dense-core granules. Scale
bar represents 1 um. Uranyl acetate and lead citrate staining.

Table 1. Summary of measurements of Merkel cells in canine skin samples

Parameters No. of elements Mean SD SEM
Cellular major/minor axis (um) 25 10.27 / 6.33 1.64/1.27 0.33/0.25
Nuclear major/minor axis (um) 25 5.98 / 3.83 1.16 / 0.95 0.23/0.19
Desmosome length (nm) 20 203.22 25.11 5.61
Granule diameter (nm) 607 100.10 17.12 0.70
Filament diameter (nm) 20 10.04 1.17 0.26
Spine-like process length/diameter (um) 14 1.51/0.26 1.10 / 0.06 0.29/0.02
Dendritic process length/diameter (um) 8 2.12/0.99 0.69/0.70 0.24 /0.25
Interstitial process length/diameter (um) 4 1.42/0.24 0.46 / 0.02 0.23/0.01
Discussion observed in keratinocytes.?® Langerhans cells and mela-

nocytes lack tonofilaments, desmosomes, association

The Merkel cell appears to be a special cell type in the epi-
dermis, capable of connecting with neural and epithelial
cells.#1416.25-27 The distinctive ultrastructural features
observed in this study of MKs in dog tissues contrasts
with those of the other intraepithelial components. The
lack of well-developed tonofilaments establishes clear dif-
ferences from keratinocytes. Cytoplasmic filaments in
MKs were fewer and finer than those of keratinocytes. In
addition, no cytoplasmic dense-core granules have been
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with nerve terminals and the characteristic MK gran-
ules.?® Few MKs containing melanosomes were detected
in the nasal planum and lip epithelium in our study, similar
to MKs in other mammals.?>?° These melanosomes
appeared mature and were located in the apical cyto-
plasm, opposite the major accumulation of dense-core
granules. The absence of immature melanosomes and
the identification of membrane-bound melanosomes indi-
cate that they are transferred from surrounding melano-
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Ultrastructure of canine Merkel cells

Figure 2. Ultrastructural features of canine Merkel cells. (a) Merkel cell in the whisker pad epidermis. Spine-like projections or microvilli directed
towards the adjacent keratinocytes are commonly observed arising from Merkel cell membranes. Scale bar represents 400 nm. (b) Merkel cell in
the lip epidermis. Detail of a short spine-like process with a notable filamentous axis fixed in a cylindrical cavity of the overlying keratinocyte. Scale
bar represents 200 nm. (c) Merkel cell in palatine mucosa. Interstitial thin processes among keratinocytes (arrow) were rarely found. Scale bar rep-
resents 600 nm. (d) Merkel cell in sinus hair follicle. Large cytoplasmic projection containing electron-dense granules (arrow) is surrounded by
keratinocytes. Scale bar represents 1 um. (e) Merkel cell in the palatine mucosa. Detail of short cytoplasmic process (arrows) containing several
dense-core granules, mitochondria, clear vesicles and a lysosome. Scale bar represents 600 nm. Uranyl acetate and lead citrate staining.

cytes by a similar mechanism to that described for kerati-
nocytes.25'29'30

The ultrastructure of mammalian MKs is distinctive for
its clear cytoplasm, lobulated nucleus, specific granules
and, when present, innervation.>*°2® The present
study demonstrated that MKs in dogs have a closely simi-
lar ultrastructure to MKs in other mammals. However,
some differences were noted. Intranuclear inclusions,
described in the MKs of rabbit and human skin, were not
observed.®"®? These inclusions are rodlets, plaques or
bands of crystaline or filamentous material, which have
been suggested to be related to the contractibility of the
folded nucleus of MKs. Synapse-like structures between
the MKs and the apposed sensory afferents have been
described in several mammals,?627333% put they were
not detected in the present study. Other authors have
also failed to observe synaptic structures.>>3® However,
a substantial body of molecular evidence supports the
hypothesis that mammalian MKs are presynaptic cells.®’
It seems plausible that these conflicting results are due to
different methodological procedures of tissue prepara-

© 2015 ESVD and ACVD, Veterinary Dermatology, 26, 328-e69.

tion, fixation or staining, instead of species variations (e.g.
0Os0Qy, postfixation can result in a rather weak, unreliable
staining and insufficient resolution of the synaptic mem-
branes).®* Different fixation and postfixation methods
should be tested to clarify the possible presence of syn-
aptic contacts between MKs and terminal axons in dog
skin.

There were some morphometric differences observed
in canine MKs in comparison with studies of human
MKs."®"" The MKs of dogs, in our study, were larger
(10.13 versus 8.09 um), desmosomes smaller (204.07
versus 226.90 nm) and granules slightly larger (100.1 ver-
sus 94.23 nm) than those of human MKs. Different gran-
ule size and granule electron density, which may suggest
diverse content,”®"" were observed in the same cell and
in neighbouring cells in the same ultrathin section
independently of whether the MKs were connected to
terminal axons or not. It has been demonstrated that
canine MKs express several molecules, including
different neuropeptides previously reported to be pre-
sumably located in the cytoplasmic granules."®%82° There
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may be a diverse range of canine MK subpopulations with
a variety of secretory elements, as also described for
humans.®840

Merkel cells in the dog are highly heterogeneous with
regard to surface projections. Three morphologically dif-
ferent types of cytoplasmic projections or processes,
similar to those described in amphibians and mam-
mals, 2104047 \were detected in our study. Spine or fin-
ger-like processes and microvilli are consistently
described in a number of species and development
stages. As these spines are orientated towards the skin
surface, it has been speculated that they participate in the
mechanoreceptive function as ‘antennas’ for receiving
mechanical stimuli. There is some evidence showing that
MKs respond to mechanical stretching of the cell mem-
brane by an elevation of the intracellular Ca®* concentra-
tion, which triggers granule exocytosis in various
secretory cells.®*? Moreover, recent studies have dem-
onstrated that MCs contain the Piezo2 transducer mole-
cule and therefore have the ability to respond to
mechanical stimulation, acting as mechanoreceptive pri-
mary cells.” The presence of morphologically identical cell
processes in the present study suggests that MKs in the
dog may also act as mechanoreceptors. In addition, it has
been shown that the MKs of the sinus hair follicle and the
mucosa of the posterior palate in rats differ from each
other in the distribution of their microvilli on the cell sur-
face as well as in their topographical relationships with
surrounding tissues. A random distribution of these mi-
crovilli on the cell surface of mucosal MKs was a common
feature, as described in the present study, in the MKs of
the oral mucosa in the dog. These features indicate that
various kinds of tissue deformation may bend the microv-
illi of the MKs, ensuring repeated release of secretory
granules in favour of their proposed neuroendocrine func-
tions, such as the maintenance of epithelial cells and
development of nerve fibres.

Large cytoplasmic projections were also observed in
noninnervated MKs of canine oral mucosa. These cyto-
plasmic processes were morphologically similar to those
described at the same location in rodents and
humans.'®4%41 The cytoplasmic processes consistently
contained neurosecretory granules and extended towards
both keratinocytes and the basal lamina, which supports
the theory of a neuroendocrine function. Interestingly,
recent reports propose two secretory pathways in MKs: a
Ca?*-dependent pathway that serves mechanosensory
function and neurotransmitter release and a Ca”*-inde-
pendent pathway that serves neuroendocrine functions
and neuropeptide release.®"” In addition, receptors for
met-enkephalin, vasoactive intestinal polypeptide, sub-
stance P and calcitonin gene-related peptide have been
detected on MKs of rats rather than in sensory termi-
nals.*®> The neuropeptides contained in the granules of
MKs could therefore exert autocrine actions on the MKs
themselves and paracrine actions on nerve and keratino-
cyte development and dermal vascular flow regulation.
However, evidence of exocytosis was not observed in
our study and is still lacking in the literature.*’ Alterna-
tively, the demonstration of a higher concentration of
neurosecretory granules close to the MK membrane fac-
ing the adjacent keratinocytes has suggested a mecha-
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nism of diacrine secretion.*° Interstitial processes

interdigitating between adjacent keratinocytes were pre-
viously observed in MKs of human skin, but no function
was suggested.’® They are shorter and thinner than the
large cytoplasmic projections of MKs of the oral mucosa
and do not contain granules. Whether both processes
represent different specialized cytoplasmic projections
with different functions or are morphological modifica-
tions of the same cellular processes remains unclear.

In conclusion, MKs in the dog showed ultrastructural
features similar to those described in other mammals,
including the characteristic neurosecretory dense-core
granules and heterogeneous cytoplasmic processes. Our
data indicate that canine MKs may include a heteroge-
neous cellular family, with various subpopulations that
have different secretory elements displaying different
functions, morphology and nerve linking.
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Contexte - L'implication des cellules de Merkel (MKs) dans les différentes dermatoses ainsi que dans la
croissance, différenciation et homéostasie de la peau a été précédemment décrite.

Hypotheses/Objectifs — Déterminer les caractéristiques ultrastructurales des MKs dans la peau du chien,
y compris leur morphométrie, mettant en évidence leurs ressemblances et leurs différences avec celles

décrites chez les autres mammiferes.

Sujets — Le palais dur, le planum nasal, la levre inférieure et les coussinets plantaires ont été prélevés sur

deux jeunes chiens de laboratoire.

Méthodes - Des sections ultrafines des échantillons fixés dans le tétroxyde d'osmium et montés dans la
résine Epon 812 ont été colorées par acétate uranyl et citrate de plomb et examinées par microscopie élec-

tronique JEOL JEM 2010.

Résultats - Les caractéristiques ultrastructurales comprenaient : (1) un arrangement en amas dans la
couche basale de I'épiderme, la muqueuse orale ou la gaine épithéliale externe folliculaire; (2) des liens
inconstants avec des terminaux nerveux; (3) une forme cellulaire ovale (10.27+1.64 um axe principal) avec
de larges noyaux plurilobés (5.9841.16 um axe principal); (4) des processus cytoplasmiques étoilés et
épais s'intercalant avec des kératinocytes satellites; (5) présence de desmosomes dans les corps cellu-
laires ou a la base des processus étoilés attachés aux kératinocytes voisins; (6) un cytoplasme contenant
des filaments intermédiaires laches (10.04+1.17 nm) et de nombreux granules denses (100.1417.12 nm)

arrangés dans la portion basale du cytoplasme.

Conclusions et importance clinique — Ceci est la premiére description des caractéristiques ultrastruc-
turales des MKs chez le chien, améliorant ainsi la connaissance de la structure de la peau de cette espece
et présentant un contexte de base pour de futures études physiologiques et pathologiques du role de ces
cellules dans les tissus normaux et endommagés du chien.

© 2015 ESVD and ACVD, Veterinary Dermatology, 26, 328-e69.
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Resumen

Introduccion - la implicacion de las células de Merkel (MKs) en diferentes formas de enfermedad cutdnea
asi como en el crecimiento, diferenciacion, y homeostasis de la piel ha sido previamente documentada
Hipotesis/Objetivos — evaluar las caracteristicas ultraestructural es de las MKs en la piel de perros,
incluyendo valores morfométricos, resaltando sus similitudes y diferencias con aquellas descritas para
otros mamiferos.

Animales - se obtuvieron paladar duro, plano nasal, labio inferior, y piel de las vibrisas de dos perros sanos
destinados a propdsitos académicos.

Métodos - secciones ultra finas de las muestras se fijaron con tetradxido de osmio y fueros embebidas en
resina Epon 812 y tenidas con una acetato de uranilo y citrato de plomo y examinadas utilizando un micro-
scopio de electrénico de transmisién JEOL JEM 2010.

Resultados - las caracteristicas ultra estructurales incluyeron: (1) ordenamiento en agregados en el estrato
basal de la epidermis, mucosa oral, o vaina externa de la raiz externa folicular; (2) unién inconstante con la
terminal nerviosa; (3) forma celular oval (10,27+ 1,64 um en el eje mayor) con nicleos grandes lobulados
(5,98 4 1,16 um en el eje mayor); (4) procesos citopldsmicos gruesos parecidos a espinas interdigitadas
con los queratinocitos de alrededor; (5) presencia de desmosomas el cuerpo celular o en la base de las de
los procesos espinosos uniéndose a los queratinocitos vecinos; (6) citoplasma conteniendo filamentos
intermedios en orientacién laxa (10,04+ 1,17 nm) y numerosos granulos de centro denso (100,14+17,12
nm) ordenados en la porcidn basal del citoplasma.

Conclusiones e importancia clinica — este estudio aporta la primera descripcién completa de las carac-
teristicas ultraestructural de las MKs en el perro, aumentando el conocimiento de la estructura de la piel en
esta especie y representando un cimiento basico para estudios futuros fisiolégicos y patoldgicos acerca del
papel de estas células en los tejidos normales y enfermos caninos.

Zusammenfassung

Hintergrund - Die Beteiligung von Merkel Zellen (MKs) an verschiedenen Hauterkrankungen sowie am
Wachstum, der Differenzierung und der Homoostase der Haut wurde schon friiher dokumentiert.
Hypothese/Ziele — Eine Untersuchung der ultrastrukturellen und morphometrischen Merkmale der MKs
in der Hundehaut, um ihre Ahnlichkeiten und Unterschiede mit jenen, die bei anderen Saugetieren bes-
chrieben sind, herauszufinden.

Tiere — Proben des harten Gaumens, des Nasenspiegels, der Unterlippe und der Schnurrbartpolster wur-
den von zwei gesunden jungen Hunden, die fir akademische Zwecke vorgesehen waren, genommen.
Methoden - Ultradiinne Schnitte der Proben, die in Osmium Tetroxid fixiert und in Epon 812 Resin einge-
bettet waren, wurden mit Uranyl Acetat und Bleizitrat gefarbt und mittels JEOL JEM 2010 Transmissionse-
lektronenmikroskop untersucht.

Ergebnisse — Die ultrastrukturellen Charakteristika inkludierten: (1) ein Arrangement in Clustern in der
Basalschicht der Epidermis, der oralen Mucosa oder des externen follikularen Wurzelschafts; (2) einen
inkonstante Verbindung zum Nervenende; (3) ovale (10,27+1,64 um Hauptaxis) Zellform mit langen lap-
penformigen Kernen (5,98+1,16 um Hauptaxis); (4) wirbelsaulenartige und dicke zytoplasmatische For-
tsatze, die mit den umgebenden Keratinozyten in Verbindung traten; (5) Auftreten von Desmosomen im
Zellkorper oder an der Basis des wirbelsaulenartigen Fortsatzes, der an benachbarte Keratinozyten angren-
zte; (6) Zytoplasma mit locker arrangierten Intermediarfilamenten (10,04=+1,17 nm) und zahlreiche dichte
Granula (100,1+17,2 nm), die im basalen Anteil des Zytoplasmas angeordnet waren.

Schlussfolgerungen und klinische Bedeutung - Die vorliegende Studie reprasentiert die erste umfas-
sende Beschreibung der ultrastrukturellen Charakteristika der MKs beim Hund, was das Wissen Uber die
Struktur der Haut dieser Spezies weiterbringt und einen grundlegenden Hintergrund flr zukUnftige physiol-
ogische und pathologische Studien Uber dieRolle dieser Zellen in normalem oder beschadigtem Gewebe
des Hundes darstellt.

=
BR — KEOEIE - S ERSIITIEEME T RGE » REER BICBI 5 AL LEIMKs)ORIS I3 5% T
VSN TEL.

RE/BEHy — etz « MomILE T RRAN TOWAENSOEMN AR R S0EFAL SOOI 2DOEE
([ZBFBALT LB OB B SV L T B2 L.

1H5E — 2BEOREREVZADSIEDZ  85% « TEEAOBRLIUBEIOY 7 )LEH BT THREL
.

HiE — VB AZAY VL CREEL » TARVe12LY T RIBRL iSO R BB T - )LL) TUBSS TR el
JEOL JEM 2010;&: & E F SR 2E AL TR ELE.

R — ST SN EBAGEREEI(OR K « OEGE - HIVEINEIREOR ER CHRRICE L Tz (2)%
RERIHEOTRBR DB () EERIL(EEH5.9821.16 pm)R PSRRI (EEH10.27+1.64 pum)OHEAR:(4FRE
TEMBREZLGER RBEOT 5F JHANCANAL: GRERE « HEVNSFENE S TOET IF S AN it 2Tk

e68 © 2015 ESVD and ACVD, Veterinary Dermatology, 26, 328-e69.


Gustavo
Sello
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Ultraestructura de las CMs Caninas

ICONOGRAFIA ADICIONAL

Figura 1. (A) Trufa. Larga espina citoplasmatica con desmosoma en la base (flecha). (B)
Labio inferior. Varios desmosomas unen una CM con los queratinocitos adyacentes. (C)
Detalle de un desmosoma entre una CM (abajo) y un queratinocito (arriba). (D) Piel facial.
Detalle de una espina corta. (E) Trufa. Detalle de una espina larga. (F) Labio inferior.
Filamentos intermedios perinucleares. (G) Labio inferior. Detalle de filamentos. Barrra = 1
pum (A, E, F), Barra = 2 um (B), Barra = 200 nm (C, G); Barra = 500nm (D).

Figura 2. (A) Paladar duro.
Esta célula tiene forma
redondeada, no presenta
terminacion asociada, nicleo
poco lobulado y no muestra
espinas citoplasmaticas.
Barra = 2 um. (B) Paladar
duro. Proceso paracrino de
una CM entre los
queratinocitos. Barra =1 um.




Estudios Realizados
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Figura 3. Mediciones realizadas por el software para determinacion de diametros
celulares (izquierda) y granulos electrodensos (derecha). Barra = 2 um.
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4.4. CORRELACION ENTRE LOS HALLAZGOS
INMUNOHISTOQUIMICOS Y ULTRAESTRUCTURALES DE LAS
CELULAS DE MERKEL EN EL PERRO
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Correlacion Inmunohistoquimica-Ultraestructural

Una vez determinadas las caracteristicas inmunohistoquimicas y ultraestructurales de las
células de Merkel (CMs) en la piel del perro, a través de los estudios descritos anteriormente, el
objetivo del presente trabajo fue poner de manifiesto las correlaciones presentes entre estos
hallazgos, a fin de conocer y entender mejor este tipo celular y su contexto en la estructura de la

piel canina.

Material y Métodos.

Las localizaciones cutaneas muestreadas, la metodologia usada para la fijacion y
procesado de los tejidos y los procedimientos de inmunohistoquimica y microscopia electrénica

se describen en los apartados 4.2 y 4.3 del presente capitulo.

Adicionalmente, para demostrar inmunohistoquimicamente la relacién entre las CMs y
las terminaciones nerviosas, sobre varias secciones de cada localizacion se realiz6 doble
inmunomarcaje usando CK20 y NF. Tras realizar inmunomarcaje simple con CK20, las
secciones marcadas con AEC fueron lavadas en tampon salino TRIS y re-incubadas con suero
normal de conejo al 10% en PBS durante 30 min a temperatura ambiente antes de la incubacion
con anticuerpo primario anti-NF (clon MNF402, EuroDiagnostica Lab., Malmg, Suecia) o anti-
NSE (clon BBS/NC/VI-H14, Dako Lab., Glostrup, Dinamarca). Posteriormente, el reactivo
secundario y el complejo ABC se aplicaron como se ha descrito previamente. Para demostrar
este segundo marcaje, las secciones se sumergieron en cromdgeno 3-3"° diaminobenzidina
(DAB) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, EEUU) disuelto en tampdn salino TRIS durante 1-2 min.
La sefial positiva se caracteriz6 por la presencia de reaccion citoplasmatica homogénea de color
rojo intenso sin ruido de fondo para CK20 y de coloracién marrén con intensidad variable para
NF.

Presentado en 22nd Meeting of the European Society of Veterinary Pathology (ESVP) and 6th Meeting of the
European Society of Veterinary Clinical Pathology (ESVCP).
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Resultados y Discusién.
1. Localizacién y Orientacion en el epitelio.
En los estratos basales del epitelio de las mucosas y de la epidermis de la piel lampifia

canina, las CMs pueden identificarse individualizadas o tienden a agregarse frecuentemente

(figura 1). Aqui, la orientacion es variable, paralela a la superficie mayoritariamente.

Figura 1. Numerosas CMs agrupadas en el estrato basal del epitelio de la mucosa labial, mostradas
mediante inmunomarcaje con CK20 (A) y en corte semifino (B). 40x. (C) Detalle de uno de estos grupos
bajo el microscopio electronico. Tres CMs (claras) son evidentes y diferenciables de los Qs circundantes
(més electrodensos por su mayor contenido en filamentos). 3400x. (D) CM redondeada en mucosa oral.
Prolongaciones del citoplasma de los Qs separan generalmente las CMs de la membrana basal (flecha).
4600x.

En la piel pilosa canina, las CMs se identifican perpendiculares a la superficie cutanea en
el estrato basal de los discos tactiles epidermales (figura 2). Esta orientacion se ha demostrado
que esta relacionada con la funcién mecanorreceptiva (Hartschuh y Weihe, 1980; Halata y cols.,
1999, 2003; Halata y Baumann, 2000). En la superficie apical de las CMs, la membrana
plasmatica forma prolongaciones en forma de espinas de variable longitud que contactan
intimamente con los Qs adyacentes, lo cual favorece la captacion del estimulo mecanico por las
células. En la porcidn citoplasmatica basal, en el lado dermal, se suelen concentrar los granulos

electrodensos secretores. Esta polaridad se mantiene de forma mas o menos constante.
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Figura 2. (A) CMs en la base de un disco tactil epidermal en la piel facial. En esta localizacion, las CMs se
disponen generalmente paralelas a la superficie cutanea y perpendiculares a las células columnares del
disco. CK20. 40x. (B) Equivalencia de la imagen A al microscopio electrénico. Las CMs se dividen
virtualmente en porcion citoplasmatica apical o supranuclear, con las caracteristicas espinas citoplasmicas
digitiformes, y una porcion basal o subnuclear, donde se concentran los granulos electrodensos. 5800x.

En los foliculos pilosos, incluido los especializados como las vibrisas, las CMs se ubican
en la vaina epitelial externa en agrupaciones longitudinales en los cortes histoldgicos

convencionales y bajo el microscopio 6ptico, en menor medida de forma aislada. Se disponen

oblicuas a la membrana vitrea, intercaladas con los Qs (figura 3).

o

¢..
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Figura 3. CMs en la vaina epitelial externa de una vibrisa, con diferentes morfologias. Alineadas e intercaladas

con los Qs en seccion inmunomarcada con NF (A, 40x), en corte semifino (B, 40x) y con orientacién oblicua en
corte ultrafino (C, 5800x). De forma triangular o piramidal inmunomarcada con CK8+18 (D, 100x) y al

microscopio electrénico (E, 4600x).

A pesar de que en las secciones inmunomarcadas las CMs parecen contactar intimamente
con la membrana basal (0 membrana vitrea en las vibrisas), bajo el microscopio electrénico se

reconocen porciones citoplasmaticas de queratinocitos que se interponen entre ambas estructuras

(figura 1, flecha).
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2. Morfologia.

Las CMs caninas muestran una morfologia bastante variada. Como regla general, las
formas ovaladas o aplanadas son predominantes en la piel pilosa y glabra (figuras 1 y 2),
mientras que en la mucosa y en los foliculos pilosos es donde mayor polimorfismo se aprecia
(figura 3). Esto coincide en gran medida con observaciones previas en otras especies de
mamiferos (Tachibana, 1995; Tachibana y Nawa, 2002). En las mucosas y en las vibrisas,
fundamentalmente, se reconocen proyecciones citoplasmaticas de variable longitud, diferentes a
las clasicas espinas citoplasmaéticas de la superficie celular apical, que interdigitan con los Qs de
alrededor y contienen variable cantidad de granulos neurosecretores (figura 4).

Figura 4. Especialmente las CMs de las
vibrisas (mostrado aqui) y de la mucosa oral
presentan prolongaciones citoplasméticas con
una alta cantidad de granulos neurosecretores
(flecha), a modo de procesos paracrinos. (A)
inmunohistoquimica con CGRP, 100x. (B)
microscopio electrénico, 13500x.

3. Terminaciones nerviosas.

Terminaciones nerviosas que provienen de nervios mielinizados de la dermis contactan
con las CMs caninas en su porcion citoplasmatica basal en la piel pilosa, glabra y en muchas
CMs de las mucosas (figura 5). En las vibrisas, las terminaciones nerviosas contactan con las
CMs en la porcion citoplasmatica contraria, la mas alejada a la membrana vitrea. Esas
terminaciones nerviosas contienen una gran cantidad de mitocondrias y vesiculas claras (figura
5). Algunos autores han descrito conexiones similares a sinapsis quimica (Chen y cols., 1973;
Mihara y cols., 1979; Iggo y Muir, 1969; Hartschuh y Weihe, 1980). Las CMs en el presente
estudio no mostraron estructuras similares. No obstante, su deteccion es dificil y esta
influenciada por los métodos de fijacion, procesado y tincion del material (Hartschuh y Weihe,
1980).
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Figura 5. (A) (B) Trufa. Terminaciones nerviosas que acaban en formaciones discoidales
contactan con las CMs en su lado dermal. Las terminaciones nerviosas provienen de nervios
mielinizados de la dermis (A). Doble marcaje con NF (marrén) y CK20 (rojo). 40x (A), 100x
(B). (C) Detalle de terminacion nerviosa vacuolizada adyacente a una CM en trufa. 10500x. (D)
Terminacién nerviosa con numerosas mitocondrias y vesiculas claras (derecha) en intimo
contacto con un proceso citoplasmatico de una CM (izquierda). 13500x.

4. Filamentos intermedios.

Consistentemente, las CMs caninas bajo el microscopio electronico muestran filamentos
intermedios dispersos por el citoplasma y asociados o formando parte de desmosomas y de las
proyecciones espinosas. Con menor frecuencia, estos filamentos se concentran
perinuclearmente. Los procedimientos inmunohistoquimicos demuestran que estos filamentos
son CKs 7, 8, 18, 20y, sélo en vibrisas, NF positivos (figura 6). Estos rasgos son muy similares
que los descritos en otras especies, incluida la inconsistente presencia de NF (Narisawa y cols.,
1994c; Moll I. y cols., 2005).

St

Figura 6. (A) Vibrisa. Inmunorreaccion a CK7.
100x. (B) Paladar duro. Seccién ultraestructural
mostrando en detalle la apariencia de los
filamentos intermedios en el citoplasma de una
CM. 64000x.
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5. Proteinas neuroendocrinas.

Inmunohistoquimicamente, los patrones de tincion mas caracteristicos observados en las
CMs caninas son los obtenidos con los anticuerpos dirigidos contra CGA, CGRP y SYN. Al
examen ultraestructural, se aprecia como estos patrones corresponden con la ubicacion de los
granulos electrodensos secretores (porcion basal de las CMs) y pequefias vesiculas claras
(porcidn apical de las CMs) (figura 7). Los granulos electrodensos y las vesiculas claras pueden
ser organelas implicadas en dos vias de secrecion diferenciadas. Estudios recientes confirman
esta posibilidad a través de la demostracion de una ruta de sefializacion Ca®*-dependiente que
lleva a la liberacion de neurotransmisor por la CM hacia la terminacién asociada (funcién
mecanorreceptiva) y una segunda via Ca2+-independiente que esta implicada en la exocitosis
de los granulos de ndcleo denso, mas probablemente implicada en una funcién endocrina o

paracrina por parte de las CMs (Boulais y cols., 20093, b).

b

s 2

A :
Figura 7. Disco tactil epidermal en piel facial. Las CMs en la base del disco aparecen
inmunomarcadas para CGA con un patron de reaccion granular y subnuclear (A) y para SYN
con un patrén de reaccion granular y supranuclear (C). 100x. (B) Ultraestructura de una CM en
piel pilosa facial. Los granulos electrodensos se concentran en la base; corresponde a la

reaccion inmunohistoquimica a CGA. Las vesiculas claras se acumulan en la porcion
supranuclear; se corresponden con la inmunorreaccion a SYN. 13500x.

L

6. Melanina.
Ocasionalmente, las CMs inmunomarcadas, especialmente en areas cutaneas altamente

pigmentadas, parecen contener granulos de pigmento melanico (figura 8). Bajo el microscopio

electronico, se confirma la existencia, en ocasiones, de granulos densos muy similares a los
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melanosomas clésicos que se pueden observar en los Qs y MLs adyacentes. Su presencia sugiere

que entre los MLs y las CMs puede existir un mecanismo de transferencia similar al que se da

entre los MLs y los Qs. Algunos autores ya describieron especializaciones de membrana y

contactos especializados entre las CMs y los otros tipos celulares de la epidermis (Garcia-

Caballero y cols., 1988; Moll I. y cols., 2005).

Figura 8. Trufa. (A) Una
CM marcada con proteina
S100 acumula granulos de
melanina en  porciones
apicales del citoplasma.
200x. (B) Estos granulos
presentan los rasgos
ultraestructurales  clasicos
de  melanosomas, con
variable  electrodensidad.
13500x

En definitiva, existe una clara y marcada relacion

entre los hallazgos

inmunohistoquimicos y las caracteristicas ultraestructurales de las CMs caninas, que demuestran

el caracter neuroepitelial de este tipo celular.



Estudios Realizados




Analisis Comparativo de Anticuerpos

4.5. ANALISIS COMPARATIVO DE CINCO ANTICUERPOS COMERCIALES
PARA IDENTIFICACION INMUNOHISTOQUIMICA'Y RECUENTO DE
LAS CELULAS DE MERKEL EN PIEL NORMAL DEL PERRO
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RESUMEN

Introduccion. Las células de Merkel (CMs) son células claras especializadas que se concentran
en areas sensitivas al tacto de la piel de los mamiferos. Presentan un amplio perfil
inmunohistoquimico, que incluye citoqueratinas de bajo peso molecular y varios marcadores
endocrinos y neurales. Diferencias en la expresion de estos marcadores pueden ser consecuencia
de resultados contradictorios en estudios de este tipo celular en tejidos normales o alterados.
Hipdtesis/Objectivos. Evaluar y comparar cinco anticuerpos comerciales diferentes
desarrollados contra CK8+18, CK20, NSE, CGA and SYN a fin de dilucidar posibles
diferencias entre ellos respecto al tipo y calidad de la inmunorreaccion y al recuento de CMs.
Animales. Muestras de paladar duro, piel facial incluyendo vibrisas, trufa y cojinetes plantares
fueron tomadas de cinco perros sanos, adultos jovenes, destinados a propositos académicos.
Métodos. Los anticuerpos fueron testados inmunohistoquimicamente mediante el método del
complejo avidina-biotina-peroxidasa (ABC) en muestras fijadas en formol e incluidas en
parafina.

Resultados. Todos los anticuerpos mostraron una tincion especifica en las CMs en las secciones
en parafina sin tincion de fondo. La expresién de CK20 fue la més intensa entre los diferentes
anticuerpos, seguida de la obtenida con los anticuerpos contra NSE, CK8+18, CGA y SYN. Se
encontrd una diferencia significativa entre los valores de intensidad de inmunorreaccion
dependiendo de la localizacion examinada.

Conclusiones e importancia clinica. Los anticuerpos comerciales disponibles presentan una
gran variabilidad con respecto a la reactividad y calidad para identificar y cuantificar las CMs en
la piel del perro. El anticuerpo anti-CK20 es claramente mas efectivo para reconocer las CMs en
la piel canina. Estos resultados representan un fundamento basico para estudios futuros acerca

del papel de estas células en los tejidos caninos normales y lesionados.

En revision en Veterinary Dermatology
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Abstract

Background. Merkel cells (MCs) are specialized clear cells concentrated in touch-sensitive
areas of mammalian skin. They showed a wide immunohistochemical profile including low
molecular weight cytokeratins and various endocrine and neural markers. Differences in
expression of these markers may be consequence of contradictory results in studies of MCs in
normal and damaged canine tissues.

Hypotesis/Objectives. To asses and compare five different commercial available antibodies
developed against CK8+18, CK20, NSE, CGA and SYN in order to elucidate possible
differences in terms of immunoreaction and MCs counting.

Animals. Hard palate, cheek skin including sinus hair follicles or vibrissae, nasal planum and
footpad samples were taken from five healthy young dogs destined for academic purposes.
Methods. Antibodies were tested immunohistochemically by avidin-biotin-peroxidase complex
(ABC) method on formalin-fixed paraffin-embedded samples.

Results. All the antibodies showed specific staining of MCs on paraffin sections without
background staining. The expression of CK20 was the strongest among different antibodies,
with a substantially high number of immunostained cells, followed by the antibodies against
NSE, CK8+18, CGA and SYN. There was a significant difference in intensity of
immunoreaction scores between them depending on the location examined.

Conclusions and clinical importance. Commercially available antibodies show great
variability with respect to quality and reactivity to identify and quantify MCs in the dog skin.
Anti-CK20 is clearly more effective to recognize MCs in the dog skin. These results represent a
basic background for future physiological and pathological studies of the role of these cells in

normal and damaged canine tissues.

Key words: cytokeratin 20, dog, immunohistochemistry, Merkel cell.
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Introduction

Merkel cells (MCs) were first described in 1875 by Friedrich Sigmund Merkel as “tastzellen”
(touch cells). These specialized clear cells function as slowly-adapting type-I mechanoreceptors
and are concentrated in touch-sensitive areas in glabrous and hairy skin and in ectoderm-derived
mucosa.’ In addition, MCs are believed to be involved in paracrine functions related to skin
homeostasis and cutaneous nerve development.* They contain a plethora of active molecules
known to be neurotransmitters, biogenic monoamines, endocrine and neurocrine substances,
neurotrophins, or growth and differentiation factors for various cell types, such as neuron-
specific enolase (NSE), synaptophysin (SYN), chromogranin A (CGA), vasoactive intestinal
polypeptide (VIP), bombesin, met-enkephalin, serotonin, pancreastatin, substance P, peptide
histidina isoleucine and calcitonin gene-related peptide (CGRP).*®® These findings justified the
classification of mammalian MCs with the diffuse neuroendocrine system. On the other hand,
MCs also express cytokeratin polypeptides demonstrating their epithelial cell character,
including low molecular weight cytokeratins (CK) 7, 8, 18, 19 and 20.>** CK20 is an acidic,
type | cytokeratin which has turned out to be the most specific and sensitive marker for the
identification of MCs in human skin (Moll 95).%

Since immunohistochemical profile of MCs in the dog appears to be wide,** it would be
of interest to study whether differences in the identification and number of canine MCs could be
found using different available commercial antibodies in the same tissues. The selection of the
most sensible and specific antibody is crucial to perform studies of density and anatomical
mapping in cell populations. The aim of the present study was to compare the
immunohistochemical expression of five commercial available monoclonal and polyclonal
antibodies developed against low molecular weight cytokeratins and neuroendocrine molecules,
in order to determine possible differences in terms of immunoreaction and counting of MCs that
allow selecting the most reliable antibody for study of density and distribution of MCs in the

dog.
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Material and Methods
Sample selection

Five, male and female, healthy young adult dogs were used for the study. They had been
humanely euthanized and destined for academic training according to current legislation
(RD53/2013 from Spanish Government and 2010/63/UE Policy from European Union on the
Protection of Animals Used for Scientific Purposes). Samples from body locations reported to

14,15

be MCs rich areas > were collected: hard palate, cheek skin including vibrissae, nasal planum

and footpads. The macroscopic appearance of the tissues included had been normal.
Immunohistochemical study

Specimens were fixed in 10% neutral buffered formalin, dehydrated through graded alcohols,
and embedded in paraffin wax. Serial tissue sections of 3um thick were collected onto
Vectabond-coated slides (Sigma Diagnostics, St Louis, MO,USA), incubated at 37 °C for 24h,
deparaffinized, rehydrated in graded alcohols, and incubated with 3% hydrogen peroxide in
methanol for 30 minutes to block endogenous peroxidase activity. The sections were then
subjected to heat-induced antigen retrieval by placing in 1  mmol/liter
ethylenediamininetetraacetic acid (Sigma-Aldrich Chemical Co., St Louis, MO, USA) at pH 6.0
in a water bath at 95° C for 30 minutes. After cooling, the slides were covered with 10% normal
rabbit (for monoclonal antibodies) or porcine (for polyclonal antibodies) sera in phosphate
buffered saline (PBS) for 30 minutes at room temperature before incubation with the primary
antibodies for 18 hours at 4° C.

The primary antibodies used included anti-CK20 (monoclonal antibody, clone Ks20.8,
1:40, Dako Labs., Glostrup, Denmark), anti-NSE (monoclonal antibody, clone BBS/NC/VI-
H14, 1:1000, Dako Labs), anti-CGA (polyclona antibody, 1:50, Dako Labs), anti-SYN
(monoclonal antibody, clone SY38, 1:20, Dako Labs), and anti-CK8+18 (monoclonal antibody,
clone NCL-5D3, 1:20, EuroDiagnostica Labs., Malmd, Sweden). A biotinylated rabbit anti-
mouse immunoglobulin G (IgG; Dako, Glostrup, Denmark) diluted 1:200 in PBS containing 1%

normal rabbit serum (for monoclonal antibodies) or a biotinylated porcine anti-mouse
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immunoglobulin G (1gG; Dako) diluted 1:200 in PBS containing 1% normal porcine serum (for
polyclonal antibodies) was applied for 30 min at room temperature as secondary reagent. The
avidin-biotin-peroxidase complex (ABC) method (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)
was then applied as the third reagent. To develop the immunoreaction, 3-amino-9-ethylcarbazole
(AEC) (Sigma-Aldrich Chemical Co.) was applied to the slides for 3-5 minutes at room
temperature. Sections were lightly counterstained with Mayer’s haematoxylin, washed in tap
water, and aqueous mounted (Shandon Immu-Mount™, Thermo Electron Corporation, PA,
USA). Sections in which the specific primary antibodies were replaced by PBS were included as
negative controls and run simultaneously with the test slides. Several tissues served as positive
control in every assay (human and canine intestinal epithelium for anti-CK20 antibody; canine
sweat gland epithelium for anti-CK8+18 antibody; canine brain for anti-NSE antibody; human

and canine colon for anti-CGA antibody; and canine adrenal medulla for anti-SYN antibody).
Evaluation of immunohistochemistry

Positivity immunoreactivity was characterized by the presence of a distinct cytoplasmic red
reaction without background staining. The numerical frequency of MCs was assessed by
counting the number of positive cells per 1cm length of epidermis at 40x magnification. Cells
were registered when the nucleus-containing cell body was visible on the microscopic field,
while cytoplasmic processes or partial cross-sections were discharged. Results were expressed
as number of MCs per centimetre of basal zone. The intensity of immunoreaction for every
positive cell was evaluated and divided into a three-point scale (1 = mild expression, 2 =

moderate expression, 3 = strong expression).
Statistical methods

Statistical analysis was performed using the IBM SPSS® 20 software package (IBM
Corporation, Armonk, NY, USA). For the quantitative parameters, the mean and standard
deviation (SD) were analyzed. The number of the positive cells and the intensity scores were
compared between the 5 antibodies by one-way ANOVA test. Statistical significance was

accepted at p < 0.05.
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Results

Round or oval MCs were detected in 98/100 tissue sections. They were placed individualized or
clustered in various arrangements at the tips of epithelial pegs of the palatine mucosa, rete ridges
of glabrous skin of the nasal planum and footpads, and at the base of the epidermal discs and
within the outer root sheath of the hair follicles in cheek hairy skin. Several patterns of
cytoplasmic immunoreactivity were noted depending on the antibody used; nuclei were not
stained. CK20 and CK8+18 presented a similar pattern of immunostaining, predominantly
diffuse, and homogeneously distributed throughout the cell cytoplasm (figure la and 1b).
Occasionally, granular or peripheral cytoplasmic staining was noted. The staining pattern with
the anti-NSE antibody was light granular and homogeneously distributed in the cytoplasm
(figure 1c). Dermal immunostained nerve fibres penetrated the basement membrane and were
closely associated with many immunostained cells. CGA was expressed in a predominantly
granular pattern with the strongest immunorreactivity on the basal side of the epidermal and
mucosal MCs or on the side facing into the follicle in MCs of vibrissae (figure 1d). The
immunoreactivity for SYN presented as finely granular immunostaining localized in the
superficial face of the cytoplasm in the epidermal and mucosal MCs whereas it was situated in
the dermal face in the MCs of vibrissae (figure 1e). Some nerve bundles and perivascular

immunostained nerve fibres in dermis were also positive for CGA and SYN antibodies.

The intensity scores and counting of immunopositive cells are summarised in table 1.
Differences in the intensity of immunoreaction for each antibody were noted between MCs in
the same or in different location in the same individual. In hard palate and nasal planum, the
strongest immunoreaction was obtained for CK20 (2.5 and 2.5 scoring respectively), followed
by NSE (2.3 and 2.3), CK8+18 (1.7 and 1.5), CGA (1.5 and 1.5) and SYN (1.4 and 1.3). In
cheek skin and footpads, the intensity of immunoreaction was very similar for CK20 (2 and 2.3
scoring respectively), NSE (2 and 2.3), and CGA (2.3 and 2.3), and stronger than CK8+18 (1.9
and 1.8) and SYN immunostaining (1.4 and 1). These scores were found to be statistically
comparable. In the hard palate, differences in intensity of immunoreaction were statistically
significant between CK20 and CGA (p = 0.03), and CK20 and SYN (p = 0.01). In the cheek
skin, only significant differences were noted between CGA and SYN (p = 0.02). Differences in
immunoreaction scores were also present in the nasal planum for CK20 compared with CK8+18
(p =0.04), CGA (p = 0.04), and SYN (p < 0.01), and for NSE compared with SYN (p = 0.02).
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Finally, difference in reaction intensity with SYN was highly significant when compared with
CK20 and CGA scores (p < 0.01) in the footpads.

Our results also reveal variations in density of MCs between locations and antibodies
used. For every location, the highest numbers of MCs were consistently obtained with anti-
CK20 antibody. Total amounts of MCs in 98/100 tissue sections from all body sites were 902
MCs for CK20 antibody, 761 MCs for NSE, 690 MCs for CK8/18, 660 for CGA, and 491 for
SYN. These differences in MCs numbers between the antibodies tested were not statistically
significant, excepting in footpads between CK20 and SYN (p < 0.01), NSE and SYN (p = 0.03),
and CGA and SYN (p = 0.02).

Discussion

The highest amounts of MCs were noted with CK20 antibody in every location. In addition,
intensity of immunoreaction was usually more intense for Ck20 than for other antibodies tested.
These findings agree with the high sensibility and specificity for MCs identification
demonstrated for antibodies against CK20 in human.?

Pattern of immunostaining in MCs was different for each antibody used. These
differences of immunostaining are due to the intracellular location of the specific peptide against
which each antibody is directed. Cytokeratins are integral constituents of the cytoskeleton in the
MCs.**** Immunoreactive products in the MCs labelled with anti-cytokeratin antibodies
appears to be homogeneously distributed within the cytoplasm, matching with typical
arrangement of cytokeratins in the form of fine intermediate filaments distributed within the
cell.2*® In addition being the structural cytoskeleton, CKs in the MCs seems to be participating
in the cell plasticity necessary for mechanoreceptive function.'® In the NSE-positive cells, the
immunoreaction was dispersed throughout the cytoplasm in correspondence to the distribution
of ribosomes and the rough endoplasmic reticulum observed in the MCs under electron
microscopy.™*” It has been noted that the number of ribosomes per cell varies with the cell

cycle,™® therefore NSE expression by MCs may be different depending of the cell status.
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CGA is the main element of the soluble matrix protein in secretory granules of various
neuroendocrine cells, including mammalian MCs, usually coexisting with other neuropeptides
such as VIP, peptide histidine isoleucine, substance P or CGRP in the same granule.®® Using
anti-CGA antibody, immunostaining in MCs of the dog was restricted to the cytoplasmic portion
closest to the nerve ending where dense-core granules are concentrated.™ SYN, a specific
component of the membrane of presynaptic vesicles in neurons and neuromuscular junctions,™
showed a cytoplasmic immunostaining pattern in the opposite cellular side in relation to CGA
antibody, which is the part of the cytoplasm farthest from the nerve terminal. This particular
distribution has been related with the structural distribution of small clear-content vesicles
observed with electron microscope.® Secretory electron dense-core granules and small clear
vesicles could be involved in two different secretory pathways of MCs in dogs, as appears to be
in MCs of pig® and neurons.?* Two secretory pathways have been proposed in MCs: a Ca2+-
dependent pathway that serves mechanosensory function and neurotransmitter release, and
Ca2+-independent pathway that serves neuroendocrine functions and neuropeptide release.>®
Numbers, sizes, and electron densities of the granules and clear-vesicles can vary between MCs
from the same or different location in the same animal or between different individuals.™>*
Although these antibodies can identify the MCs in the skin, appears to be not completely
adequate to perform extensive studies in cell density or distribution because of MCs with scant
amounts of granules or vesicles could be difficult to identify by immunohistochemistry. In fact,
CGA and Syn showed the lower intensity of immunoreaction and lower amounts of MCs in

seriated sections.

In conclusion, the results of the present study highlight the need to validate human
commercial antibodies available for identification of MCs for any particular
immunohistochemical study of density or mapping of this cell population in veterinary species.
Antibodies developed against CK20 appear to be the most appropriate to effectively recognize
MCs in the dog skin.
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Table 1. Individual and mean values (£ SD) of immunoreactive MCs/cm of basal zone and

intensity of immunostaining (in brackets) for each location with the antibodies used.

Animals
ATB Locations Mean = SD
1 2 3 4 5

Hard palate 17 (25) 23(1.8)  8(3)  42(28) 23(26) 22.60+12.46 (2.5)
Nasal planum  31(2.9) 17 (2.3) 13(29) 46(26) 22(1.6) 25.80+13.14 (2.5)

K20 Cheekskin  122(2)  62(17) 120(1.8) 216(2.8) 69(1.6) 117.80 %6156 (2)
Footpads 21(21) 172 7()  10(28) 16(25)  14.20 £5.63 (2.3)
Hard palate 22 (17)  11(2) 7(1) 26(L7)  6(2 14.40 +9.07 (1.7)
CKesls Nasal planum  19(1.3)  10(1.6) 13(2) 39(L7)  9(1)  18.00+1237 (L5)
Cheek skin 119 (2.3) 43 (L5) 99(2.3) 182(2.2) 43(lL2) 97.20 +58.19 (L.9)
Footpads 16 (1.6) 9(2) 3(2) 5(1.3) 9(2) 8.40 + 4.98 (1.8)
Hard palate 14 (27) 16(1.3) 5(26) 40(27) 13(L9) 17.60+13.20 (2.3)
\SE Nasal planum  20(2) 14 (21) 10(2) 47(26) 16(2.8) 21.40+14.76 (2.3)
Cheek skin  121(1.7) 34(15) 85(2.5) 181(1.8) 71(2.5)  98.40 £55.70 (2)
Footpads 21(23) 21(1.9) 0(0) 12(25 20(25)  14.80+9.09 (2.3)
Hard palate 4(2) 22(12) 5(1) 15(1.2) 6(23)  10.40+7.83(L5)
oA Nasal planum 18 (2.4) 17 (1) 3(1) 38(L9 8(L3)  16.80+13.40 (L5)
Cheekskin  99(26) 45(27) 79(21) 179(2.6) 57 (1.6) 91.80+52.96 (2.3)
Footpads 1425 19(23) 2(25 12(23) 18(1.9) 13.00+6.78 (2.3)
Hard palate 11(1) 17(15  7()  28(14)  1(1)  12.80+10.30 (1.4)
i Nasal planum 18 (2) 4 (1) 5(12) 28(L1)  3(1)  11.60+11.01(L.3)
Cheek skin  83(1.1)  37(13) 46(L1) 151(1.6) 35(17) 70.40%49.04 (1.4)
Footpads 3(1) 10 (1) 0(0) 1(1) 3(1) 3.40 £3.91 (1)

ATB = antibody; SD = standard deviation.



Estudios Realizados

R | T gl R

Figure legends

Figure 1. Seriated histologic sections of vibrissa showing cytoplasmic immunoreactivity in the
MCs for CK20 (a), CK8+18 (b), NSE (c), CGA (d) and SYN (e) antibodies.
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Figura 1. Disco epidermal en piel facial. Las CMs aparecen en la base inmunomarcadas con CGA (A), CK20
(B) y NSE (C). La intensidad de reaccion es similar. 40x. Figura 2. Detalle de las CMs en la base de un disco
epidermal en piel facial. La intensidad de reaccion para CK20 (A) y NSE (B) es mayor que para SYN (C),
ademas de reconocerse un mayor nimero de células. 100x

! "‘ =
t 444

¢85 - -l

Figura 3. CMs en el epitelio del paladar duro. En este caso, la intensidad de inmunorreaccién es menor con
CK20 (A) que con NSE (B). Figura 4. Papila epitelial en la epidermis de cojinete plantar. CMs marcadas con
CK20 (A) y CK8+18 (B), siendo la intensidad de marcado inferior para esta ultima. 100x. Figura 5. Disco
epidermal de piel facial. Las CMs presentan similar intensidad de reaccion a CK20 (A) y NSE (B). 40x.
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Grafico 1. Intensidad de expresion de los diferentes anticuerpos para cada localizacion.
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Gréfico 2. Recuento celular con cada anticuerpo para cada localizacion.
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4.6. DISTRIBUCION ANATOMICA Y RECUENTO DE LAS CELULAS DE
MERKEL EN LA PIEL Y MUCOSA NORMAL DEL PERRO
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RESUMEN

Las células de Merkel (CMs) son receptores cutaneos especializados en el sentido del
tacto. A pesar que la distribucién de CMs se ha estudiado extensivamente en humanos y
roedores, su precisa distribucion y densidad en la piel del perro no ha sido determinada
previamente. El conocimiento de su distribucion en la piel normal podria facilitar el
entendimiento de sus funciones en esta especie. El proposito del presente estudio es determinar
la densidad y realizar el mapeo de las CMs en la piel y mucosas normales del perro,
incrementando el conocimiento de la estructura de la piel en esta especie, y resaltar las
similitudes y las diferencias con otros mamiferos. El estudio se realizd mediante
inmunohistoquimica usando un anticuerpo comercial especifico para citoqueratina 20 en 1187
muestras de 60 localizaciones diferentes obtenidas de 21 perros adultos. Los resultados se
expresaron como numero de CMs por centimetro de zona basal (CMs/cmBZ) y fueron
analizados estadisticamente en busca de diferencias respecto a edad, sexo, tamafio de la raza,
localizacion, longitud del pelo, tono de la capa y pigmentacion de cojinetes y mucosa oral.
Diferentes patrones de organizacion fueron encontrados en la epidermis, foliculos pilosos y
mucosas, incluyendo grupos celulares de variable tamafo, organizaciones lineales o en forma de
herradura y células individualizadas y dispersas. Se hizo recuento de las CMs inmunopositivas y
se determinaron los valores medios por cm de zona basal para cada localizacion. Los resultados
revelan gran variacion en la densidad y distribucion de las CMs en la superficie corporal, con la
densidad mas alta (> 20 CMs/cmBZ) en la mucosa oral y la piel del &rea facial. No se encontro
correlacion de la densidad de CMs con la edad, sexo, tipo de raza, tipo de capa o pigmentacion.
El trabajo concluye que las CMs son numerosas en areas de recepcion sensorial. Estos hallazgos
sugieren que las CMs pueden estar asociadas con el sentido tactil en el perro. Ademas, funciones
paracrinas influenciando el desarrollo epitelial y folicular son posible para las CMs en algunas

localizaciones.

En revision en Journal of Anatomy
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Summary

Merkel cells (MCs) are specialized cutaneous receptor cells involved with tactile sense.
Although the distribution of MCs has been extensively studied in humans and rodents, their
precise distribution and density throughout skin in the dog has not previously been determined.
Knowledge of their distribution into the normal skin could facilitate understanding of their
functions. The aim of the present study is assess the density and anatomical mapping of the MCs
in normal skin and mucosa of the dog, enhancing the knowledge of the skin structure in this
species, and highlight the similarities and differences with other ~mammals.
Immunohistochemistry was performed using a commercial antibody specific for cytokeratin 20
in 1187 samples from 60 different body sites from 21 adult dogs. Results were expressed as
number of MCs per centimeter of basal zone (MCs/cmBZ) and statistically analyzed for
differences related to age, sex, size of breed, site, length of hair, coat darkness, and pigmentation
of footpad and oral mucosa. Different patterns were noted in epidermis, hair follicles or mucosa,
including variable-sized clusters, linear or horse-shaped arrangements, and scattered and
individualized cells. MCs were counted and the mean values for cm of basal zone calculated for
each site. The results reveal great variations in density and distribution of MCs over the body
surface, with the highest numbers (> 20 MCs/cmBZ) in oral mucosa and facial skin. There was
no correlation of MCs density with age, sex, type of breed, coat type or pigmentation. It is
concluded that canine MCs are numerous in some sensory receptive areas. These findings
suggest that MCs may be associated with the tactile sense in the dog. Moreover, paracrine
functions influencing epithelial and follicular development are possible for MCs in some

locations.

Key words: counting, density, distribution, dog, mapping, Merkel cell.
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Introduction

Merkel cells (MCs), discovered by Dr. Friedrich S. Merkel in 1875, are large clear specialized
cells of the epidermis, hair follicles, and epithelium of mucosa originating from ectoderm of
vertebrates including birds, fish, reptiles, amphibians and mammals (Whitear, 1989; Tachibana,
1995; Moll et al. 2005; Halata et al. 2010). In birds and man, they can be also located in
superficial layer of the dermis (Winkelmann & Breathnach, 1973; Halata et al. 2010). Because
of the presence of microvilli at the cell surface, the close contact with slowly adapting type |
nerve fibers (one type of several classes of fibers which mediate tactile sensibility), the
accumulation of dense-cored granules in the cytoplasm facing the nerve terminals, and the
presence of voltage-gated Ca2+ channels and the molecular machinery for synaptic transmission
it is widely accepted that MCs mediate mechanoreceptive properties, including light-touch
responses and texture discrimination (Boulais et al. 2009a; Marichich et al. 2012; Marksimovich
et al. 2014). MC function appears, however, not to be restricted to the sense of touch. Putative
neuroendocrine functions have been also proposed because they include cell subtypes with no
nerve linking, contain cytoplasmic dense-core granules resembling the typical neurosecretory
granules of neuroendocrine cells, and express various endocrine and neural markers, such as
met-enkephalin, vasoactive intestinal polypeptide (VIP), neuron specific enolase (NSE),
chromogranin A (CGA), calcitonin gene-related peptide (CGRP) and synaptophysin (SYN)
(Tachibana, 1995; Tachibana & Nawa, 2002; Moll et. al, 2005; Boulais et al. 2009b).

Langerhans cells and melanocytes are fairly evenly distributed throughout the basal
layers of the epidermis but the distribution of MCs varies among body sites, numbering far
fewer than the other two cell types (Bermann et al. 1983; Lacour et al., 1991; Boot et al. 1992;
Thignes et al. 2012). They are particularly numerous in some sensory receptive areas of
mammalian body such as vibrissae, lips, face, snout or fingertips (Moll et al. 1984; Lacour et al.
1991; Moll et al. 2005; Boulais et al. 2009a; Halata et al. 2010), but they are still far from
abundant. In dogs, some regions appear to be rich in MCs, but their exact anatomical
distribution has not yet been seriously investigated (Ramirez et al. 2014, 2015). Morphological
and immunohistochemical features of canine MCs are very similar to those in other mammals
therefore it is likely they display the same functions (Ramirez et al. 2014, 2015). Knowledge of
their distribution into the normal skin could facilitate understanding of these functions. The aim
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of the present article is to perform a comprehensive study of the presence, distribution and
density of MCs in normal skin and mucosae of the dog, enhancing the knowledge of the skin
structure in this species and representing a basic background for future physiological and
pathological studies of the role of these cells in normal and damaged canine tissues.
Furthermore, we investigate whether the number of MCs varies with age, sex, breed, coat, or

pigmentation.
Material and Methods
Animal and sample collection

Twenty-one adult dogs (n = 21) were selected for the study. All of them came from local kennel
and had been humanely euthanized for other academic purposes in accordance with current
legislation (RD53/2013 from Spanish Government and 2010/63/UE Policy from European
Union on the protection of animals used for scientific purposes). They were classified in order
of gender (11 male; 10 female), age (11, < 4 year-old dogs; 10, > 4 year-old dogs), weight (7
large dogs > 20 kg, 14 small dogs < 20 kg), pedigree (12 purebred dogs, 9 mixed dogs), length
of hair (13 short-haired, 8 long-haired), coat (10 light coat, 11 dark coat), pigmentation of
footpads (8 pigmented, 13 non-pigmented), and pigmentation of oral mucosa (9 pigmented, 12
non-pigmented). Biopsy samples (2 x 1 cm aprox.) from 60 different anatomical sites were
collected for each animal after the hair was removed by scissors, when applicable. A total of
1187 samples were examined. The tissues were dissected to the level of the subcutis. The

macroscopic appearance had been normal.
Tissue preparation and immunohistochemistry

All tissues were routinely fixed in 10% neutral buffered formalin, dehydrated through graded
alcohols and embedded in paraffin wax. From each paraffin block, 5um longitudinal sections
were stained with haematoxylin and eosin (HE) and 3 pm longitudinal sections were also
immunohistochemically stained for cytokeratin 20 (CK20, clone KS 20.8, dilution 1:40; Dako,
Glostrup, Denmark) using the avidin-biotin-peroxidase complex (ABC) method (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA). CK20 is an acidic, type | cytokeratin which has turned
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out to be the most specific and sensitive marker for the detection of MCs in mammalian skin,
including the dog (Moll et al. 1995; Ramirez et al. 2015). To develop the immunoreaction, 3-
amino-9-ethylcarbazole (AEC) (Sigma-Aldrich Chemical Co., St Louis, MO, USA) was applied
to the slides for 3-5 minutes at room temperature. The reactivity of the anti-CK20 antibody was
confirmed by the presence of positive luminal epithelial cells in paraffin sections of human and

canine small intestine.

Cell counts and quantitative comparison of Merkel cells

The numerical frequency of MCs was assessed by counting the number of CK20-positive cells
per 1cm length of epidermis at 40x magnification. Cells were registered when the nucleus-
containing cell body was visible on the microscopic field, while cytoplasmic processes or partial
cross-sections were discharged. Results were expressed as number of MCs per centimeter of
basal zone (MCs/cmBZ) and analyzed for differences related to age, sex, size of breed, site,
length of hair, coat darkness, and pigmentation of footpad and oral mucosa. In addition, specific
features for location (basal vs. suprabasal) and distribution (single cells vs. nests) of CK20-
positive cells were evaluated. The location was considered basal when positive cells were lying
within the first two layers above basal membrane and suprabasal when they were located in
more superficial layers. Sections were analyzed with an Olympus BH2 microscope and images

were captured by an Olympus E-500 digital camera.

Statistical methods

Statistical analysis was performed using the IBM SPSS® 20 software package (IBM
Corporation, Armonk, NY, USA). For the quantitative parameters, the minimum and maximum
values, mean, and standard deviation (SD) were analyzed. Statistical comparison of the groups
was performed using a two-tailed Student’s t-test or Mann-Whitney U-test. Statistical

significance was defined as p < 0.05.
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Results
MCs morphological and immunohistochemical features

On HE stained sections, some cells showing clear cytoplasm were believed to be MCs by its
location in sinus hair follicles, at the base of the epidermal discs in hairy skin epidermis, and in
basal layers of mucosal epithelium by the observation of a clear space, representing a non-
stained vacuolated terminal axon, under the cell. By use of immunohistochemistry, CK20-
positive MCs exhibited a high nuclear/cytoplasmic ratio were distributed singly and in groups
along the basal layers of the epithelium in 1103 biopsies. CK20 stained completely the
cytoplasm leaving the nucleus unstained. The positive stained MCs appeared as round, oval,
plump, or triangular in shape. They tended to have a similar size as the surrounding
keratinocytes and horizontal orientation, their long axes lying parallel to the skin surface. Nuclei

were predominantly oval or lobulated with finely speckled or vesicular chromatin pattern.
MCs location

The oral mucosa is thickened and firmly linked with the underlying connective tissue through
epithelial thickenings (rete pegs). Numerous positive cells arranged in large clusters (up to 25
cells) or isolated at the bottom of these pegs were consistently found in a basal or parabasal
location within palatine, cheek, gingival, and labial mucosa (Figs. 1A-1B). Their number
depended on the thickness of the epithelial pegs. In nasal vestibule, anal, and genital mucosa,
only very rare individualized MCs were detected in basal location. No CK20-positive cells were

seen in the conjunctiva epithelium.

In glabrous skin, the basal layer of the epithelium forms rete ridges or rete pegs
containing large numbers of MCs with an identical structure as that found in mucosa. In the
larger ridges of the nasal planum, large clusters (up to 18 cells) were found while smaller ones
had only individualized MCs (Figs. 1C). Cells were less numerous in glabrous skin of footpads,
located in groups (up to 12 cells) or individualized in basal and parabasal areas of the rete ridges

of the epidermis and close to the penetration of the eccrine sweat gland ducts in epidermis.
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Accumulations of MCs in hairy skin were exclusively present in epidermal discs and hair
follicles. The epidermal disc (touch dome, hair disc or haarscheibe) is a specialized disc-shaped
thickening of the epidermis found only in the hairy skin of mammals with an important sensory
function as a highly sensitive, slowly adapting type | mechanoreceptor. Immunoreactive MCs
were clustered at the base of these discs (up to 13 cells) arranged in a linear and arciform or
horseshoe-shaped pattern (Fig. 1D). In vibrissae or sinus hair follicles, considerable numbers of
immunoreactive cells were routinely observed in two belt-like or cuff-like arrangements. The
first belt-like area (up to 10 cells) was situated basally in the epithelial ridges of the upper
infundibulum, close to the skin surface (Fig. 1E-1F). The second and most prominent MCs
accumulation (up to 104 cells) was in a lower belt located basally within the epithelium of the
outer root sheath in the isthmus region (Fig. 1G-1H). Positive MCs were also found in the outer
root sheath or in the bulge area of the primary hair follicles (Fig. 11). Those hair follicles with
MCs possessed up to 7 cells. In secondary follicles, up to 4 cells were scattered and
preferentially situated within the basal layer of the outer root sheath at the sebaceous gland level
(Fig. 1J). Hair follicles of labial and interdigital skin contained the higher numbers of CK20-

immunoreactive MCs.

No MCs were detected disseminated within the epidermis (outside epidermal discs), in

the deep follicular portions, or in the dermis.
MC number according to site.

Mean values of MCs per centimeter of basal zone (CMs/cmBZ) obtained from the 60 selected
sites are listed in table 1. The results revealed wide regional variation in density and distribution
of MCs. Four different zones could be defined. MC-rich zones, that contained usually more than
20 MCs/cmBZ; these included the hard palate, cheek mucosa, lips, cheek skin, and nasal
planum. Medium-dense zones, which contained 10-20 MCs/cmBZ such as gums, soft palate and
footpads. MC-poor zones, with less than 10MCs/cmBZ which were the anal and genital mucosa,
nipple, muzzle, forehead, eyelids, pinna, neck, dorsum, flank, abdomen, croup, chest, axilla,
groin, shoulder, forearm, thigh, interdigital skin, perianal skin, scrotum, prepuce, tail, and vulvar

skin. Finally, zones with no MCs included tongue and ocular mucosa.
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Statistical analyses

Significant quantitative differences in the frequency of MCs between different anatomical sites
were not demonstrated for hair length, footpad pigmentation, or between the left and right body
sites. Only significant differences were noted for specific locations, including right forearm
digital footpad between sexes (p=0.013), left forearm between ages (p=0.048), lower lip mucosa
between small and large dogs (p=0.006), right forearm and left forearm digital footpad between
purebred and mixed dogs (p=0.049 and p=0.045, respectively), right pinna outer surface
between dark and light coat (p=0.016), and cheek mucosa between pigmented and non-

pigmented oral mucosa (p=0.039)
Discussion

Our results in the dog reveal great variations in density of MCs between locations. However,
these differences were usually not statistically significant because of a wide individual
variability. Only very few locations showed statistically significant differences for number of
MCs between sexes, ages, sizes of dogs, pedigree, coat types and oral mucosa pigmentation but
these differences are not enough to extract general conclusions. The findings are also according
with presumption that MCs number is greater in humans than in other mammals including mice,
rats, and cats (English, 1977; Lacour et al. 1991; Moll et al. 2005; Halata et al. 2010). How far
these numerical differences result in functional differences between humans and the other
species remains to be determined. It should be noted that the numbers of MCs can be altered
under some cutaneous diseases (i.e. psoriasis and actinic keratosis) or in sun-exposed skin
(Merot & Mooy, 1989; Moll et al. 1990; Wollina & Mahrle, 1992). Moreover, differences in
MCs morphology and numbers related to hair cycle have been observed (Moll et al. 1996;
Nakafusa et al. 2006). It would be interesting further investigation to confirm similar variations
in the dog.

The distribution of MCs in the dog has some similarities and differences to the
distribution observed in humans and other mammals. Similarly, MCs have not been described
within the sebaceous gland or in eccrine glands (Lacour et al. 1991; Boot et al. 1992; Narisawa
et al. 1994; Moll et al. 2005). As occurs in humans (Lacour et al. 1991; Boot et al. 1992; Barret
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et al. 2000; Righi et al. 2006), the highest numbers of MCs in the dog are found in the facial
skin, oral mucosa and footpads (counterpart to fingertips in humans). The distribution of MCs in
the skin of the face shows local differences: high numbers are reported in the cheek skin
(especially due to the presence of vibrissae), followed by lips and glabrous skin of nasal planum
(due to MCs tendency to form aggregates). In all body hairy skin, excepting that covering face,
the overall appearance was low. Small differences in MCs numbers between individuals were
detected among hairy skin sites, but these differences were not statistically significant and are
caused by the presence of epidermal discs in some but not all sections. All mammals appear to
have epidermal discs in their hairy skin showing a wide variability in the number between
different anatomical regions (Moll et al. 1993a). In many mammals, they are associated with
specialized hairs. However, in the cat, man and dogs, as observed in the present study, there is
little or no constant relationship between discs and hairs (Smith, 1977, Moll et al. 1993a). They
are important sensory organs; each MC in the epidermal disc is in a synapse-like contact to a
neurite (Smith, 1977). Moreover, keratinocytes of epidermal discs possess a biochemically
peculiar cytokeratin cytoskeleton which may be important for optimal sensory perception (Moll
et al. 1993a).

Follicular MCs were frequently observed within an ill-defined swelling of the outer root
sheath variably extending throughout the isthmic tract of the hair follicle. This structure,
resembling the bulge region previously described in humans, mice and dogs (Moll, 1993b;
Narisawa et al. 1993, 1994; Pascucci et al. 2006; Kobayashi et al. 2009), appeared to be present
only in primary follicular units. It is widely documented that a pool of epithelial stem cells
located in hair follicle bulge region is involved in the restoration of the whole follicular unit
during each anagen phase (Narisawa et al. 1993, 1994; Pascucci et al. 2006; Kobayashi et al.
2009). Based upon the coexistence of MCs and stem cells, some authors have suggested that
MCs may secrete some growth factors or cytokines involved in the induction and stimulation of
a new hair cycle (Moll, 1993b; Narisawa et al. 1993, 1994). This idea is highly speculative and
further studies would be necessary, including investigation if stem cells in canine hair follicles

show ultrastructural and biochemical features of MCs.

Significant differences in MCs distribution are found between the dog and other
mammals. Analogous to the fingertips of humans (Moll et al. 1984; Lacour et al. 1991; Boot et
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al. 1992), MCs are also placed in the epidermal ridges of footpad skin in dogs, but they are
significantly less numerous. These differences may be attributed to that the humans usually use
fingers to grasp objects whereas dogs do not. MCs in the human oral epithelium are almost
restricted to the mucosa of the hard palate, maxillary and mandibular gingiva (Righi et al. 2006;
Barrett et al. 2000) while in the dog they are also fairly common in other sites such as cheek or
soft palate. Although MCs have not been found in the rat and human genital mucosa (Johnson &
Halata, 1991; Halata & Spaethe, 1997), rare CK20-positive cells were detected in a few
specimens of glans penis, vaginal vestibule and prepuce in our study. Finally, MCs disseminated
throughout the epidermis outside the epidermal discs or grouped in the bulbs of hair follicles
have been recognized in humans; they appear to be quite rare and mainly located in sun-exposed
areas (Lacour et al. 1991; Moll et al. 1990). These cells were not noted in our study. All these
differences may be consequence of antibody specificity. Meanwhile the CK20 has been
demonstrated to be highly specific and sensible for MCs identification (Moll et al. 1995;
Ramirez et al. 2014), other cytokeratins such as CK8, 18 and 19 (Lacour et al. 1991; Moll et al.
1990) may be less specific because also stain other cutaneous cell types. On the other hand, it
should be considered the existence of interspecies differences in the number and location of
CMs as occur for the expression of different molecules and antibodies (Tachibana, 1995;
Tachibana & Nawa, 2002).

The mechanorreceptive function of the MCs in mammals is widely accepted (Boulais et
al. 2009a; Maricich et al. 2012; Maksimovic et al. 2014). They are essential for texture
discrimination tasks (Maricich et al. 2012). Some features of MCs in the dog appear to be in
agreement with this role. The predominance of MCs in plantar skin and their relative scarcity at
other sites of exquisite tactile sensation, such as the genitalia, suggests that their involvement
may be related to blunt mechanoreceptor function rather than to acute tactile sensation. The high
frequency of canine MCs in vibrissae follicles, which are critical skin territories for generating
and transmitting touch sensation, argues for the concept that the MCs function to subserve the
tactile sensation of the facial skin. In addition, the preferential distribution at sites of intimate
contact with the tongue suggests that they may provide a sensory system for pressure and may
function as an important source of somatosensory feedback providing valuable information

regarding the position of the tongue in the oral cavity (Turner, 1983; Righi et al. 2006).
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The interspecies and body sites variations in MCs location and neuropeptides content are
particularly important when alternative functions to the sense of touch are considered
(Tachibana, 1995; Tachibana & Nawa, 2002; Boulais et al. 2009b; Ramirez et al. 2014). MCs
are located in close contact with the proliferating basal keratinocytes and are themselves
positives for ki67, indicating that they may play a specific regulatory role in epithelial cell
proliferation (Righi et al. 2006). MCs in the bulge area of the hair follicle may exert paracrine
functions such as attraction of developing nerve fibers during embryogenesis and/or stimulation
of hair follicle stem cells for a new hair cycle (Moll, 1993b; Narisawa et al. 1993, 1994). Further
studies are needed to confirm these hypotheses in the dog.
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Table 1. Mean values (+ SD) of MCs for each body site examined.

Location Average MCs/cmBZ  Location Average MCs/cmBZ
MUCOSA

Hard Palate 25.71+£10.10 Palpebral Conjunctiva 0

Soft Palate 11.29 £ 7.60 Bulbar Conjuntiva 0

Cheek Mucosa 27.62 £19.83 Nictitating Membrane 0

Gum 16.81 + 11.75 Anal Canal 0.48+1.12
Lower Lip Mucosa 32.52 + 23.87 Prepuce Mucosa 0.09 £0.30
Upper Lip Mucosa 21.00 £ 7.62 Glans Penis 0.09+0.30
Tongue 0 Vagina 0.10£0.31
Nasal Vestibule 0.24 +0.62 Vaginal Vestibule 0.70 £ 0.60

GLABROUS SKIN

Philtrum 28.62 + 23.11 Left rearlimb digital pad 14.62 £ 6.22
Nosepad 37.38 £23.81 Right rearlimb digital pad 10.14 £5.06
Left forelimb digital pad 13.43 + 6.64 Nipple 0.57 + 1.57
Right forelimb digital pad 11.62 + 6.46
HAIRY SKIN

Lower lip hairy 91.62 +51.83 Chest 0.76 £ 2.04
Upper lip hairy 92.48 £ 50.86 Axilla 1.33+251
Cheek skin 115.67 £52.00 Groin 0.86 + 1,66
Muzzle skin 3.86 + 3.03 Right shoulder 3.10 + 4.62
Left upper eyelid 2.24 +2.02 Left shoulder 157+1.92
Right upper eyelid 2.05+2.09 Right forearm 1.14£1.46
Left lower eyelid 1.00+1.76 Left forearm 157+141
Right lower eyelid 0.90+1.78 Left upper thigh 1.24+2.79
Forehead 1.48 £3.34 Right upper thigh 2.81 +3.62
Right pinna inner surface 0.57 £0.95 Left lower thigh 2.29 + 2.67
Right pinna outer surface 1.10+1.36 Right lower thigh 1.95+2.65
Left pinna inner surface 0.19+0.43 Forelimb interdigital skin 3.95+2.78
Left pinna outer surface 1.05+2.08 Rearlimb interdigital skin 224 +1.79
Ventral neck 0.76 = 1.06 Perianal skin 1.95+295
Dorsal neck 1.71+3.44 Scrotum 0.73+151
Dorsum 0.38 £0.30 Prepuce skin 0.91+2.85
Flank 1.00+2.61 Tail 1.67 £2.52
Abdomen 0.81+1.63 Vulvar skin 3.10+4.45
Croup 0.86 + 1.07

MCs/cmBZ = Merkel cells per cm of basal zone.
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Figure legends

Figure 1. Immunohistochemical staining of MCs with antibodies against cytokeratin 20
(CK20). ABC method. Mayer’s haematoxylin counterstain. (A) Lip mucosa. Numerous CK20-
positive MCs arranged in characteristic clusters at the tips of the epithelial pegs. (B) Hard palate
mucosa. Some epithelial pegs contained single positive cells. (C) Footpad. Positive cells were
less numerous in the rete ridges of glabrous skin showing a similar presentation to that in
mucosa. (D) Cheek skin. In hairy skin regions, groups of immunoreactive cells were found at
the basal layer of the epidermal discs in a plane parallel to the basement membrane. (E) Cheek
skin. MCs in sinus hair follicles were grouped in the epithelial ridges of the upper follicle, next
to the skin surface (arrows). (F) Cheek skin. Detail of positive cells in the ridges of upper sinus
hair follicle. (G) Cheek skin. In the sinus hair follicle, numerous immunoreactive MCs were also
present in a cuff-like arrangement in the external follicle epithelium. (H) Cheek skin. Detail of
MCs arranged obliquely to the glassy membrane (asterisk) like scales of a pine cone. Note the
non-stained, vacuolated nerve terminals in close contact with some cells. Bar = 10 pum. (I)
Interdigital skin. Few CK-20 positive MCs between keratinocytes in the bulge region of a
primary hair follicle (arrow). (J) Skin of vulva. Occasionally, single CK20-stained MCs were
noted in the outer root sheath of secondary hair follicles (arrow). Bar = 15 um (A, B, C); Bar =
30 um (D, F, J); Bar =100 um (E, G, I); Bar = 10 um (H).
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MATERIAL ADICIONAL

RECUENTO CELULAR ESPECIFICO

Tabla 1. Parametros descriptivos en mucosas Yy piel glabra.

Location Average Max. Ma>_<.
MCs/cmBZ MCs/cmBZ MCs/ridge

Hard Palate 25.71 +10.10 52 18
Soft Palate 11.29 £7.60 26 9
Cheek Mucosa 27.62 +19.83 57 20
Gum 16.81 + 11.75 46 12
Lower Lip Mucosa 32.52 +23.87 91 25
Upper Lip Mucosa 21.00 £ 7.62 47 9
Tongue 0 0 0
Nasal Vestibule 0.24 £ 0.62 2 2
Palpebral Conjunctiva 0 0 -
Bulbar Conjuntiva 0 0 -
Nictitating Membrane 0 0 -
Anal Canal 0.48 +1.12 4 1
Prepuce Mucosa 0.09 +0.30 1 1
Glans Penis 0.09 +£0.30 1 1
Vagina 0.10+0.31 1 1
Vaginal Vestibule 0.70 £ 0.60 6 5
Philtrum 28.62 £ 23.11 97 12
Nosepad 37.38+23.81 98 18
Left forelimb digital pad 13.43 + 6.64 26 7
Right forelimb digital pad 11.62 + 6.46 23 8
Left rearlimb digital pad 14.62 + 6.22 21 5
Right rearlimb digital pad 10.14 + 5.06 22 12
Nipple 0.57 + 1.57 6 4

BZ = basal zone; Max = maximum.



Tabla 2. Parametros descriptivos en piel pilosa.
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Location Average Average Average Average Average Max. Max. Max. Max.
MCs/cmBZ eMCs/icmBZ  pfMC/cmBzZ  sfMCs/cmBZ vMCs/cmBZ MCsled  MCs/pf ~ MCs/sf MCslv

Lower lip hairy 91.62 +51.83 16.48 £ 2.99 11.86 £ 2.06 3.76 £ 1.00 59.52 +9.04 6 6 3 77
Upper lip hairy 92.48 + 50.86 17.90 £ 2.89 7.00 £1.55 4.05+1.45 63.52 + 9.53 11 7 3 80
Cheek skin 115.67 £ 52.00 9.38+1.43 0.67 £0.33 1.14+£0.33 100.86 + 10.94 12 3 2 129
Muzzle skin 3.86 +3.03 2.33+0.66 0.90 £ 0.52 0.62 £ 0.52 - 5 5 4 -
Left upper eyelid 2.24 +£2.02 1.00£0.44 0.62 £0.61 0.62 £0.25 - 5 4 2 -
Right upper eyelid 2.05 +2.09 1.19+0.46 0.62 +0.25 0.24+0.12 - 6 2 1 -
Left lower eyelid 1.00+£1.76 0.76 £ 0.38 0.24+0.14 0 - 4 3 0 -
Right lower eyelid 0.90+1.78 0.67 +£0.39 0.14+0.10 0.10 £ 0.07 - 5 2 1 -
Forehead 148 +£3.34 1.33+£0.74 0.10 £ 0.07 0.05 +0.04 - 9 1 1 -
Right pinna inner surface 0.57 £ 0.95 0.29+0.21 0.14+0.14 0.14 +0.10 - 4 3 2 -
Right pinna outer surface 1.10+1.36 0.52 +0.29 0.14+0.14 0.43+0.25 - 6 3 1 -
Left pinna inner surface 0.19+0.43 0.10 £ 0.09 0.05+0.04 0.05 £ 0.05 - 2 1 1 -
Left pinna outer surface 1.05+2.08 0.86 +0.46 0 0.19+0.11 - 9 0 2 -
Ventral neck 0.76 £ 1.06 0.33+0.23 0.33+£0.25 0.10 £ 0.07 - 4 2 1 -
Dorsal neck 1.71 +3.44 1.24 +0.75 0.29+0.17 0.05 +0.04 - 13 3 1 -
Dorsum 0.38£0.30 0.10 £0.07 0.10£0.09 0.19+0.11 - 0 2 1 -
Flank 1.00+£ 261 0.57 £0.57 0.19+£0.15 0.24 £0.15 - 12 3 2 -
Abdomen 0.81+1.63 0.52 £0.36 0.14+0.11 0.14 £ 0.08 - 7 2 1 -
Croup 0.86 + 1.07 0.38+0.23 0.38 £0.25 0.10 £ 0.07 - 4 2 1 -
Chest 0.76 £ 2.04 0.57 £ 0.44 0.14+£0.14 0.05 £+ 0.04 - 9 2 1 -
Axilla 1.33+£251 1.29+£0.55 0.05 £0.04 0 - 7 1 0 -
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Location Average Average Average Average Average Max. Max. Max. Max.
MCs/cmBZ eMCs/icmBZ  pfMC/cmBzZ  sfMCs/cmBZ vMCs/cmBZ MCsled  MCs/pf  MCs/sf MCslv
Groin 0.86 = 1.66 0.57 £0.36 0.24 £0.17 0.05+0.04 - 6 1 1 -
Right shoulder 3.10 £ 4.62 2.05+1.01 0.67 £0.44 0.38+0.20 - 11 5 1 -
Left shoulder 157+£1.92 0.90+£0.42 0.52+£0.28 0.14 £ 0.08 - 6 3 1 -
Right forearm 1.14 +1.46 0.62 +0.32 0.33+0.25 0.19+0.14 - 6 4 2 -
Left forearm 157+1.41 0.71+0.42 0.52+0.35 0.33+£0.17 - 8 5 3 -
Left upper thigh 1.24+2.79 1.14 +0.61 0.05+0.04 0.05+0.04 - 12 1 1 -
Right upper thigh 2.81 £3.62 2.10+0.79 0.52 £0.33 0.19+0.11 - 9 5 2 -
Left lower thigh 2.29 £ 2.67 1.81+£0.78 0.29 £0.17 0.19+0.15 - 8 3 2 -
Right lower thigh 1.95+2.65 1.43+£0.58 0.24 £0.17 0.29+0.14 - 7 3 1 -
Forelimb interdigital skin 3.95+2.78 1.14+0.61 1.52+0.48 1.29+0.39 - 9 5 3 -
Rearlimb interdigital skin 224+1.79 0.71+0.39 0.76 £0.33 0.76 £0.33 - 7 4 2 -
Perianal skin 1.95+2.95 1.86 £ 0.64 0.05+0.04 0 - 11 1 0 -
Scrotum 0.73+ 151 0.67 £ 0.66 0 0 - 4 0 0 -
Prepuce skin 0.91+2.85 1.17+£0.82 0.09 £0.08 0 - 6 1 0 -
Tail 1.67 £2.52 1.57 £0.55 0.10 £ 0.07 0 - 6 1 0 -
Vulvar skin 3.10 £ 4.45 250+141 0.05+0.05 0.10 £0.09 - 12 3 1 -

eMCs = epidermal Merkel cells; pfMCs = primary follicles Merkel cells; sfMCs = secondary follicles Merkel cells; vMCs = vibrissal Merkel cells; BZ = basal zone;

Max = maximun; ed = epidermal disc; pf = primary follicles; sf = secondary follicles; v = vibrissa.
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FIGURAS COMPLEMENTARIAS

Figura 1. Representacion esquematica de la densidad de CMs, expresada como la media de
CMs por centimetro de zona basal + SD, en la piel pilosa y glabra de los cojinetes plantares.
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Figura 2. Representacion esquematica de la densidad de CMs, expresada como la media de
CMs por centimetro de zona basal + SD, en mucosa oral y piel glabra facial.
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Grafico 1. Diferencias entre sexos respecto a la media de CMs para cada localizacion.!
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! Significancia estadistica en el n° de CMs entre sexos en almohadilla digital delantera derecha (right forearm

digital footpad), p=0.013.
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Gréfico 2. Diferencias entre edades respecto a la media de CMs para cada localizacion.?
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? Significancia estadistica en el n° de CMs entre edades en antebrazo izquierdo (left forearm), p=0.048.
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Gréfico 3. Diferencias entre tamafio de raza respecto a la media de CMs para cada localizacion.®
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® Significancia estadistica en el n° de CMs entre tamafios de raza en mucosa labial inferior (lower lip mucosa),

p=0.006.
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Gréfico 4. Diferencias entre pedigri respecto a la media de CMs para cada localizacion.*
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* Significancia estadistica en el n° de CMs entre pedigri en antebrazo derecho (right forearm), p=0,049, y
almohadilla digital delantera izquierda (left forearm digital footpad), p=0.045.
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Gréfico 5. Diferencias en la media de CMs para cada localizacién segiin pigmentacion.”
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Grafico 6. Diferencias en la media de CMs para cada localizacion segun longitud de pelo.
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Gréfico 7. Diferencias en la media de CMs para cada localizacién segtn tono de capa.’
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4.7. ESTUDIO DE LAS CELULAS DE MERKEL DURANTE EL
PERIODO FETAL Y PERINATAL EN EL PERRO:
APARIENCIA, DENSIDAD Y DISTRIBUCION
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Introduccion.

El origen de las células de Merkel (CMs), las células neuroendocrinas de la epidermis y
de los foliculos pilosos, durante el desarrollo fetal es ain objeto de debate. Algunos autores
defienden un origen a partir de células pluripotenciales de la epidermis. La descripcion de
“células intermedias”™ (con rasgos morfologicos intermedios entre un queratinocito y una CMs),
la presencia de filamentos intermedios de tipo epitelial (citoqueratinas) y varios estudios
experimentales apoyan esta teoria (Tachibana y Nawa, 1980; Moll I y cols., 1986, 1990a, 1995;
Narisawa y cols., 1992a, 1994b; Tilling y cols., 2014). Otros autores defienden la migracién de
las CMs desde la cresta neural en etapas embrionarias, como ocurre con los melanocitos. La
presencia de varios rasgos diferenciales de células neurales, asi como la conexion con

terminaciones nerviosas sustentan esta idea (Leonard y cols., 2002; Laga y cols., 2010).

La clasica funcién mecanorreceptiva de las CMs no se desarrolla hasta que la célula
madura en su ubicacion definitiva, la epidermis, y establece union intima con fibras amielinicas
intraepidermales de nervios dérmicos mielinizados. Antes de eso, durante las diferentes fases del
desarrollo embrionario y fetal, las CMs no poseen contacto con nervios, pueden encontrarse en
la dermis y son muy numerosas en crestas epidermales y foliculos en formacion. Se cree que
durante este periodo, las CMs presentan funciones de tipo paracrino sobre los elementos
cutaneos en formacién (Moll I. y Moll R., 1992, 1993; Narisawa y cols., 1993b, 1996; Kim y
Holbrook, 1995).

Objetivos.

Con el presente trabajo se pretende: 1) Determinar cuando las CMs aparecen en la piel
canina en desarrollo; 2) Realizar una evaluacién general de su densidad en los principales tipos
de piel y estructuras cutaneas; 3) Observar los patrones de distribucion de las CMs en relacion
con el desarrollo de las diferentes estructuras cutaneas; 4) Comparar los hallazgos con aquellos
descritos en animales adultos; 5) Intentar dilucidar el posible origen de las CMs en la especie

canina.

Presentado en XVI Reunion de la Sociedad Espafiola de Anatomia Patoldgica Veterinaria (SEAPV) y XII Reunién

de la Sociedad Portuguesa de Patologia Animal (SPPA).
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Material y Métodos.

Animales y tejidos. Dos fetos de aproximadamente 27-30 dias (1/2 de gestacion), 2 fetos
de aproximadamente 45 dias (3/4 de gestacion) y 3 animales a término (58-60 dias), cedidos por
la Unidad de Reproduccion y Obstetricia Veterinaria de la ULPGC, fueron usados para el
estudio. No se observaron alteraciones macroscopicas. Se tomaron muestras de piel lampifa,
pilosa y de mucosas, incluyendo cojinetes plantares, trufa, labio inferior, piel facial con vibrisas,

dorso, pecho y paladar duro.

Procedimientos técnicos. Las muestras se fijaron en formol tamponado al 10%, fueron
deshidratadas en alcoholes e incluidas en parafina. Secciones de entre 3 y 5 um de grosor fueron
posteriormente tefiidas con HE e inmunohistoquimicamente con el método ABC. El
procedimiento técnico en este caso no difiere sustancialmente del descrito en el apartado 4.1. de
la presente Tesis Doctoral para los animales adultos. Los anticuerpos primarios empleados, sus

diluciones y métodos de desenmascaramiento antigénico se exponen en la tabla 1.

Tabla 1. Resumen de los procedimientos técnicos.

Anticuerpo Desenmascaramiento antigénico Dilucion
CK20 Tampon citrato pH 6  95-100°C 6 min 1:20
CK8+18 Tampon citrato pH 6  95-100°C 6 min 1:20
NSE Tampon citrato pH 6 95-100°C 5 min 1:1000
CgA Tampon citrato pH 6 95-100°C 6 min 1:50
Syn Tampon citrato pH 6  95-100°C 6 min 1:20
NF Tampon citrato pH 6 95-100°C 6 min 1:20
Proteina S100 Pronasa 10 min 1:100
GAP43 Tampon citrato pH 6 95-100°C 7 min 1:200
CGRP Tampon citrato pH 6  95-100°C 6 min 1:500
PGP9.5 Tampon citrato pH 6 95-100 °C 10 min 1:40

Adicionalmente, para diferenciar la membrana basal y delimitar correctamente la unién
dermoepidérmica, algunas secciones histologicas de la piel de individuos perinatales y de 45

dias fueron tefiidas con tincion histoquimica de Acido Peryédico de Schiff (PAS) una vez
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realizado el marcaje inmunohistoquimico con CK20. EI material PAS positivo se observa de

color magenta.

Tincion del Acido Peryadico de Schiff

Desparafinar e hidratar
Lavado en H,Oq4

Acido periodico al 0.5%...........cceveveeerererererieeiessesanens 5m
Lavado en H,Oq4

Reactivode Schiff.................o 15m
Lavado en H,O corriente. .........c.ooveevieniiiieiaiinns 10m
Hematoxilina de Harris...............oooiiiiiiiiii i 6m
Lavado en HyO corriente.........o.oovvvviiniiiiiinninnn, 10m

Deshidratar, aclarar en xilol y montar

Resultados.

Apariencia de las CMs con HE

En los fetos de 30 dias, no fue posible identificar las CMs y diferenciarlas de otras
células de la epidermis (figuras 1A-B). En los fetos de 45 y 60 dias, muchas células compatibles
con CMs podian reconocerse por su morfologia, marcadamente elipsoide, y localizacion en la

epidermis, mucosa oral o vibrisas (figura 1C-D).

Figura 1. (A) Primordio folicular en piel del dorso de feto de 30d. 40x. HE. (B) Vibrisas en formacion en la
piel facial de feto de 30 dias. 20x. HE. (C) Detalle de una vibrisa en feto de 45 dias. Las CMs claras se
reconocen en la vaina folicular externa en la caracteristica disposicion en hilera. 40x. HE. (D) Trufa en
animal a término. En este periodo, las CMs son grandes, claras y facilmente reconocibles en el estrato basal

(flecha). 40x. HE.
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Identificacion y perfil inmunohistoquimico de las CMs en el periodo fetal y perinatal.

En los fetos de 30 dias, las CMs fueron visibles con CK20 en la epidermis en desarrollo
de la piel glabra y de la piel pilosa, ademas de en los primordios foliculares, mostrando un
patron de inmunorreaccion citoplasmatico y homogéneo (figuras 2A-B). No se observaron
células en la mucosa oral. La reaccion a CGA fue extremadamente escasa y ocasional,
restringida a células aisladas en primordios foliculares. No se detectaron células positivas en la
epidermis o0 en la mucosa oral. Con NSE, escasas células positivas con reaccion citoplasmatica y
escasamente granular se reconocieron solo en la epidermis de la piel lampifa (trufa) (figura 2C).
Ademas, numerosas células en la dermis en desarrollo mostraban extensiones citoplasmaticas
positivas. No se observo inmunorreaccion para el resto de anticuerpos testados, salvo para NGFr
en las células aplanadas de apariencia mesenquimatosa que recubren los primordios de las

vibrisas y en escasos nervios dermales (figura 2D).

\D’s\ w ¥

Figura 2. CMs en fetos de 30 dias inmunorreactivas a CK20 (A, B) y NSE (C). 100x. (D)
reaccion débil positiva a NGFr en células planas alrededor de un foliculo en formacion. 40x.

En los fetos de 45 dias, el mayor nimero de células positivas y la mayor intensidad de
reaccion también se observd con CK20 (figura 3A). La ubicacion de estas células en la
epidermis fue mayoritariamente basal, de forma similar a los fetos de 30 dias pero en
agrupaciones mas desarrolladas en la vaina folicular de las vibrisas. Numerosas células positivas
a NSE, con un patrén de tincion citoplasmatico y homogéneo (figura 3B), a CGRP y a CGA,
con inmunorreaccion homogénea o palarizada basal (figuras 3C-D), también se detectaron en
esta fase. Destacaron escasas células aisladas o en agregados mal definidos en la epidermis con

la inmunorreaccién a CGRP polarizada hacia los Qs. No se reconocid reaccién con el resto de
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anticuerpos. No se observaron células positivas en la mucosa oral ni en la dermis. Con SYN,

ocasionalmente se marcaban algunas terminaciones nerviosas intraepiteliales o perifoliculares.

’." ‘_LD ? [/

Figura 3. CMs en fetos de 45 dias inmunorreactivas a CK20 (A), NSE (B), CGRP (C) y CGA (D). 100x.

En los animales de 60 dias, numerosas células positivas eran visibles con CKs, CGA,
NSE, SYN, y CGRP (figura 4). En las secciones tefiidas con proteina S100, PGP9.5, GAP43,
NF y NGFr no se reconocieron CMs, si bien numerosas estructuras nerviosas en la dermis
superficial, areas perifoliculares y en contacto con las CMs en su ubicacion normal eran
positivas y muy pronunciadas. Escasas células positivas se reconocieron en la dermis superficial
con CK20 y CGA, con un patron de reaccion citoplasmatico homogéneo (figura 5A-B).
Ademés, con NSE las terminaciones nerviosas de Merkel (CM+axdén) se mostraban

completamente desarrolladas y muy evidentes (figura 5C).

Figura 4. CMs en animales de 60 dias positivas a CK20 (A), CK8+18 (B), CGRP (C) y NSE (D). 100x.
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Figura 5. CMs en la
dermis superficial de
animales de 60 dias

Dado que la CK20 demostré la mayor intensidad de reaccion y una distribucion
citoplasmatica mas homogénea en todas las fases del desarrollo, ademas de la mayor
especificidad (ninguna otra estructura presentd positividad), se usé como referente para el

estudio de morfologia, densidad y distribucion.
Cambios en la forma y el tamafio de las CMs durante el desarrollo fetal.

Las CMs presentaron una morfologia aplanada, globular y/o dendritica con
inmunomarcaje con CK20. Las CMs dendriticas aumentaron conforme avanzaba la edad
gestacional. A los 30 dias de gestacion, predominaron las células redondeadas sobre las células
aplanadas (figura 6A). Algunas mostraban cortas y escasas prolongaciones del citoplasma
(figura 6B). Posteriormente, a los 45 dias, la morfologia predominante era globular y eran mas
numerosas las células con procesos citoplasmaticos (figura 6C). En la piel perinatal continuaba
observandose células globulares, especialmente en la union dermoepidérmica (figura 6D),
aunque ya la mayoria mostraba caracteristicas morfoldgicas tipicas de la etapa adulta. Las CMs
dermales perinatales fueron siempre globulares, localizadas libremente en la dermis superficial
(figura 5).

Las variaciones en el tamafio de las CMs también fueron evidentes a lo largo del
desarrollo cutaneo, siendo mas frecuentes las células pequefias a los 30 dias de gestacion para ir
incrementando su volumen y ser muy grandes y pronunciadas en la piel perinatal (figura 6A,
6E). Asi pues, el tamafio celular parece incrementarse paralelamente a la progresion de la edad

gestacional.
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Figura 6. Las CMs en los fetos de 30 dias presentan mayoritariamente una forma redondeada y pequefio
tamafio (A), con ocasionales pequefias prolongaciones o dendritas (B). En los fetos de 45 dias, las CMs
muestran dendritas mas desarrolladas (C). Al término de la gestacion, las CMs predominantes son
globosas y de gran tamafio (D, E). 100x.

Densidad y distribucion de las CMs en la piel fetal y perinatal.

Las CMs positivas fueron menos abundantes en los fetos 30 dias si se compara con el
periodo perinatal. Las células se distribuian irregularmente en el estrato basal o parabasal de la
epidermis (figura 7A). Con menor frecuencia, aparecian en el peridermo, muy proximas a la
superficie cutanea (figura 7B). Normalmente, se presentaban como células individualizadas;
muy raramente, agregados irregulares de células positivas podian encontrarse a cualquier nivel
dentro de la epidermis (figura 7C). Aparentemente, esta distribucion no seguia un patron
definido dentro de cada estructura cuténea en esta fase, excepto en las areas superficiales de los
primordios foliculares, en las areas que formaran las crestas infundibulares, donde aparecian
células positivas de forma similar a la que se observa en estadios posteriores (perinatal y adulto)
(figura 7D). También pudo constatarse la presencia de células individualizadas o en pequefios
agregados, entremezcladas con las células que formaran la vaina epitelial folicular. En las

vibrisas, especialmente, estos agregados eran méas pronunciados (figura 7E).

Figura 7. Distribucion de las CMs en los fetos de 30 dias de gestacion. (A) Individualizadamente en el
estrato basal. 40x; (B) en el peridermo. 100x; (C) formando agregados irregulares en cualquier estrato.
100x; (D) en las areas que formaran las crestas infundibulares de los foliculos pilosos. 40x; (E) en la vaina
folicular y en el area infundibular de las vibrisas. 40x.

—
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En los fetos de 45 dias y, especialmente, en los de 60 dias, la densidad celular fue
elevada en cada localizacion (figura 8). La disposicion y localizacion de las CMs era bastante
similar a la descrita en adultos, incluidos los agregados lineales en la base de los discos
epidermales (figura 8A), los agregados o corplsculos de Merkel en la piel lampifia (figura 8B) y
las caracteristicas disposiciones en las vibrisas (figura 8C). Ademés de esto, fue notable la
cantidad de células positivas en los foliculos pilosos, mayor que la reconocida en adultos (figura
8D). Muy raramente, células aisladas se detectaron ubicadas en los anejos glandulares (figura
8E). Aun en este periodo se denota la persistencia de escasas células en estratos superficiales de
la epidermis, cerca de la superficie cutanea (figura 8F). En la piel de esta etapa del desarrollo fue
caracteristica la existencia de células positivas individualizadas en la piel pilosa fuera de los
discos tactiles. Caracteristicamente, algunas de estas células se presentaban en parejas en la
unién dermoepidérmica (figura 9A), parecian protruir hacia la dermis y mostraban una
morfologia globular o elipsoide, con ocasionales prolongaciones citoplasméticas hacia la
epidermis (figura 9B). En las tinciones con PAS, la membrana basal parecia bordearlas
dejandolas en el lado dermal (figura 9C). Finalmente, escasas células positivas se reconocieron
libres en la dermis superficial. Las conexiones que establecen las CMs con las terminaciones
nerviosas derivadas de nervios de la dermis superficial se mostraban muy desarrolladas ya en
este periodo. En la mucosa oral, se detectaron células positivas sélo en los animales de 60 dias
(figura 8E).
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Figura 8. Distribucién de las CMs al final de la gestacién. (A) En agregados lineales en la base
de los discos epidermales. Piel facial, 40x; (B) en pequefios agregados o individualizadas en las
papilas epiteliales de la trufa. 40x; (C) en las crestas de la epidermis de los cojinetes. 40x; (D) en
la vaina epitelial externa de las vibrisas. 40x; (E) en las crestas infundibulares de las vibrisas.
100x; (F) en los foliculos pilosos primarios y secundarios. Piel del dorso, 40x; (G)
ocasionalmente, individualizadas en las glandulas sebéceas. Piel del dorso, 100x; (H) en el
estrato parabasal. Piel facial, 100x; (I) en la mucosa labial. 100x.
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Figura 9. (A) Piel labial. Pareja de CMs interfoliculares en la unién
dermo-epidérmica. Los cuerpos celulares parecen protruir hacia la dermis.
100x. (B) Piel facial. CMs en la unién dermo-epidérmica emitiendo
prolongacion citoplasmatica hacia Qs epidérmicos. 100x. (C) Piel facial.
CMs en la union dermo-epidérmica. La membrana basal parece discurrir
por encima de las CMs apareadas, que quedan hacia la dermis. Tincion de
PAS, 100x.

Discusion.

Las CMs fetales caninas ya aparecen en el dia 30 de gestacién en su ubicacion definitiva,
la epidermis, reconocibles mediante inmunomarcaje con CK20. Ninguna otra estructura cutanea
muestra inmunorreaccion y, por lo tanto, se muestra como el mejor marcador para las CMs del
perro en estadios fetales. En humanos, tan pronto como en el dia 56 de gestacion, se pueden
detectar CMs inmunopositivas a CK20 (Kim y Holbrook, 1995). Otras CKs de epitelio simple,
las CKs 8 y 18, también se han demostrado en las CMs a partir de la semana 10-12 de gestacion.
Sin embargo, esas citoqueratinas son expresadas también los Qs del peridermo vy, por lo tanto,
son menos especificas (Moll R. y cols., 1982). En nuestras observaciones, destaca la ausencia
completa de inmunorreaccion para CK8+18 en las primeras etapas del desarrollo fetal,
apareciendo Unicamente a partir del dia 45 de gestacién. Escasas células, similares en
localizacion y morfologia a las células inmunorreactivas a CK20, son detectables con otros
anticuerpos a los 30 dias de gestacién, para posteriormente incrementar su nimero e
inmunorreactividad. Esto esta en la linea de lo observado en fetos humanos donde, a medida que
el desarrollo fetal avanza, las CMs se transforman tanto en morfologia como en expresion de

péptidos, indicando una distinta naturaleza del contenido de los granulos neurosecretores y una
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progresiva especializacion en las funciones que desarrollaran en el animal adulto (Moll I. y
cols., 1995). Una excepcion es el desarrollo en la cavidad oral, donde las CMs en el perro solo
aparecen perinatalmente. Estos resultados son similares a los descritos por Tachibana y
colaboradores (2000) en roedores. El porqué de esta tardia presentacion en la mucosa oral no se
conoce, pero podria estar relacionado con la existencia aqui de subtipos de CMs con diferentes
funciones y, por lo tanto, con diferencias en el desarrollo.

Nuestros resultados respecto a la densidad de las CMs durante la gestacion son
contrarios a los descritos por algunos autores que afirmaban una reduccion del namero de CMs
conforme avanzaba la edad gestacional, lo cual interpretaron como signo de la capacidad
reducida de las CMs para proliferar (Moll R. y cols., 1984, Kim y Holbrook, 1995). Esta
discrepancia puede ser el reflejo de diferencias entre especies respecto al desarrollo de la piel y,

por extension, de las CMs.

La presencia de CMs en los foliculos pilosos del feto humano esta implicada en la
proliferacion activa de las células epiteliales en estos sitios y en el desarrollo de estructuras
adyacentes, como los nervios perifoliculares y el musculo piloerector (Narisawa y cols., 1993b,
1996; Kim y Holbrook, 1995). De forma similar, las CMs fetales caninas aparecen pronto en los
primordios foliculares. Es notable el alto nimero de CMs que se reconocen en los foliculos
pilosos en la piel canina de 45 y 60 dias. Esta gran concentracién apoya la posibilidad de la
participacion en el desarrollo de los foliculos pilosos en el perro, cuya densidad, complejidad y
desarrollo es mayor que en los humanos. De hecho, nuestros hallazgos son muy similares a los
encontrados en zonas de la piel humana con mayor densidad pilosa, como el cuero cabelludo.
Aqui, las CMs incrementan en densidad y tamafio con la gestacion, ademas de mostrar una
mayor complejidad en la distribucion dentro del foliculo (Moll 1., 1993a). Las CMs son,
ademas, capaces de sintetizar y liberar neuropéptidos que pueden inducir la proliferacion de
células mesenquimatosas, como el VIP; la proliferacion de estas células es uno de los procesos
iniciales en la diferenciacion del foliculo piloso (Moll 1., 1993a). De forma similar, un papel
tréfico o de induccién para el desarrollo de anejos glandulares es posible en el perro, dada la
presencia de escasas CMs en las glandulas sebaceas, del mismo modo que en fetos humanos
(Moll y cols., 1984a, 1986; Moll I. y Moll R., 1992, 1993; Narisawa Yy cols., 1993a).
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En el presente estudio, las CMs fueron muy abundantes en la epidermis de los cojinetes
plantares en los animales de 45 y 60 dias, en las crestas glandulares ecrinas en formacion. Esta
disposicion es virtualmente idéntica a la que se describe en periodo fetal humano en la piel
palmar y plantar humana. Su alto nimero y su localizacion se relacionan aqui con el desarrollo
adecuado de las crestas glandulares (Narisawa y cols., 1993a Kim y Holbrook, 1995). Las CMs
en la epidermis pueden, ademas, actuar como estructuras diana para el crecimiento y desarrollo
de las fibras nerviosas hacia la epidermis, a través de la secrecion de productos como el NGF
(Vos y cols., 1991; Narisawa y cols., 1992b). Abundantes fibras nerviosas dérmicas e
intraepiteliales en la piel en desarrollo del perro expresan NGFr. Adyacentes a las CMs
epidérmicas y foliculares, las terminaciones nerviosas son muy numerosas y, muchas de ellas,
establecian los caracteristicos contactos con las CMs. Las CMs dermales también se relacionan
con un papel inductivo en el desarrollo del plexo nervioso de la dermis superficial y de areas

perifoliculares (Narisawa y cols., 1992b, 1993).

Las CMs dendriticas son mas numerosas en etapas fetales que en los perros adultos. La
presencia de dendritas, las cuales ultraestructuralmente contienen un elevado numero de
granulos neurosecretores, es un hallazgo que se mantiene interespecie (Tachibana, 1995;
Tachibana y Nawa, 2002; Moll 1. y cols, 2005). En muchos casos, estas dendritas se orientan
hacia los Qs, originando la idea de que también pueden ejercer influencia sobre el desarrollo o la
homeostasis de la epidermis. Prueba morfoldgica de esto es la presencia de areas especializadas
de union entre las membranas de las CMs y los Qs adyacentes (Garcia-Caballero y cols., 1988).
En nuestro estudio, algunas CMs manifestaban polaridad de los granulos secretores
(manifestada como inmunorreaccion a CGRP) hacia elementos de la epidermis y no hacia la

regién basal.

Las CMs fetales del perro presentan disposiciones y localizaciones atipicas respecto a su
presentacion en individuos adultos. Las mas caracteristicas son la presencia de células dispersas
en la piel interfolicular, no asociadas con discos epidermales, y la presencia de células en la
dermis superficial. Las CMs interfoliculares sélo se describen en humanos adultos bajo ciertas
circunstancias patoldgicas y se relacionan con el proceso de regeneracion epitelial a través de la
liberacion de diferentes péptidos como el VIP (Merot y Mooy, 1989; Moll I. y cols., 1990b). Su

presencia en etapas fetales sugiere una funcidon similar, relacionada con el desarrollo y
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diferenciacion de elementos epidérmicos. Muchas de estas células se localizaban en la lamina
basal y manifestaban procesos citoplasméticos dirigidos hacia los Qs. Otras mostraban una
morfologia redondeada o globosa y mostraban cuerpos celulares que parecian estar parcialmente
en la dermis y parcialmente en la epidermis. Este particular hallazgo también se observa
constantemente en los fetos humanos y ha sido considerado como una prueba de una migracion
a través de la membrana basal (Moll I. y cols., 1986; Narisawa y cols., 1992a; Kim y Holbrook,
1995; Halata y cols., 2003). Algunos autores han sugerido que la direccion de este movimiento
es dermal-epidermal y prueba de la migracion de las CMs desde la cresta neural hacia la
epidermis (Winkelmann y breathnach, 1973). Si esto fuera asi, se esperaria una mayor
concentracion de CMs en la dermis en etapas fetales tempranas y menor en la epidermis. Sin
embargo, las CMs aparecen primero en la epidermis en los estadios tempranos del desarrollo.
Asi pues, a tenor de los datos, incluidas nuestras observaciones, la direccion del movimiento es
més probable desde la epidermis hacia la dermis para cumplir funciones especificas de esta
etapa, como la induccion y desarrollo de estructuras nerviosas. Una vez la piel adquiere su

desarrollo completo, estas células se pierden y no se reconocen durante la vida adulta.

El hallazgo en ciertas especies de formas celulares que parecen intermedias o
transicionales entre un Q y una CM desarrollada, la deteccion de citoqueratinas como proteinas
del citoesqueleto, ciertos hallazgos ultraestructurales y estudios en piel fetal de mamiferos e
invertebrados parecen sustentar la nocion de que las CMs derivan de células epiteliales presentes
en la epidermis fetal (Tachibana y Nawa, 1980; Moll | y cols., 1986; Moll I. y cols., 1990a,
1995; Narisawa y cols., 1992a, 1994b; Tilling y cols., 2014). En el perro, los hallazgos
encontrados hasta ahora son similares y, por lo tanto, sugieren un origen epidermal.
Particularmente llamativo es el hallazgo de varias CMs un una posicién alta en la epidermis, en
el peridermo y cerca de la superficie cutanea en las primeras etapas del desarrollo. También en
los animales de 45 dias, algunas células mostraban una localizacién parabasal. Por el contrario,
en fase perinatal y en adultos, las CMs exhiben una localizacion basal. Esto puede ser
interpretado como una sefial adicional de un origen epidérmico, donde las CMs son desplazadas
tras su desarrollo hacia el area parabasal de forma similar a los Qs completamente diferenciados
(Moll I. y Moll R., 1992). Gran parte de la controversia respecto al origen epidermal o neural de
las CMS existe porque muchos argumentos estan basados en observaciones morfologicas,

experimentales o en interpretaciones de resultados inmunohistoquimicos que son rebatidos por
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una y otra corriente de pensamiento (teoria epidermal y teoria de la cresta neural). Seria
importante considerar si las diferentes subpoblaciones de CMs provienen de un precursor comun
o0 de diferentes precursores, ya que esto podria explicar los resultados tan dispares respecto a su

origen.

En resumen, nuestros resultados estan en linea con los descritos para otros mamiferos,
incluido el hombre, donde a medida que el feto se desarrolla las CMs sufren cambios en su
morfologia e inmunofenotipo, lo que se corresponde con la adquisicion de una mayor
especializacion funcional. La presencia de dendritas en las CMs durante el periodo fetal estaria
relacionada con la activacion de las funciones paracrinas en las areas donde los apéndices de la
piel se estdn formando y diferenciando. Los hallazgos sugieren, ademas, que las CMs
epidermales son dianas para los nervios sensoriales. Son necesarios estudios especificos sobre la
produccion de hormonas tisulares, citoquinas o factores de crecimiento por parte de las CMs del
perro para clarificar su papel en la formacion, crecimiento y diferenciacion de los apéndices y

nervios cutaneos.









Conclusiones

Primera. Las técnicas histoquimicas rutinarias son de escasa utilidad para la identificacion de
las CMs normales en la piel del perro, exceptuando el método argéntico de Grimelius, aunque
sus resultados son inconsistentes y no aportan ventajas respecto a las técnicas

inmunohistoquimicas.

Segunda. Las CMs en el perro presentan un amplio perfil inmunohistoquimico que incluye
marcadores epiteliales (EpCAM y citoqueratinas de epitelios simples 7, 8, 18 y 20), marcadores
neurales (NSE, NF y proteina S100) y marcadores neuroendocrinos (SYN, CGA y CGRP), lo
que permite su correcta diferenciacion de las otras células claras de la epidermis. El patron de
expresion y distribucion intracelular de estas sustancias es dependiente de la localizacion

anatomica, especialmente para NF.

Tercera. La CK20 es el marcador mas especifico y Gtil para la identificacién y el estudio de las

CMs en el perro.

Cuarta. Las caracteristicas ultraestructurales més significativas en las CMs del perro incluyen
granulos neurosecretores de ndcleo electrodenso, procesos citoplasmaticos espinosos
enfrentados a los queratinocitos, procesos dendriticos de caracter paracrino e inconstante

asociacion con terminaciones nerviosas.

Quinta. Existe una clara correlacién entre las caracteristicas inmunohistoquimicas y
morfoldgicas de las CMs caninas que demuestran su caracter neuroepitelial. Ademas, nuestros
resultados indican que las CMs caninas representan una familia celular heterogénea, con varias
subpoblaciones que manifiestan distintas adaptaciones morfoldgicas y elementos secretores para

cumplir diferentes funciones, dependiendo de la localizacion cutanea en la que se encuentren.

Sexta. Las CMs durante la etapa adulta en el perro tienden a organizarse y ser numerosas en
areas cutaneas receptivas sensoriales, indicando que estan asociadas con el sentido del tacto en
esta especie. Ademas, funciones paracrinas, influenciando el desarrollo epitelial y folicular, son

posibles en algunas localizaciones.
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Séptima. En la especie canina no existen diferencias significativas en la densidad de CMs
respecto a edad, sexo, tamafio de la raza, longitud del pelo, tono de la capa o grado de

pigmentacion.

Octava. Las CMs aparecen desarrolladas en la 42 semana (30 dias) de gestacion. La morfologia
celular varia y el tamafio celular y la expresion de péptidos se incrementan con la edad

gestacional, lo que se corresponde con la adquisicion de una mayor especializacion funcional.

Novena. La presencia de dendritas en las CMs durante el periodo fetal estaria relacionada con la
activacion de las funciones paracrinas en las areas donde los apéndices de la piel se estan
formando y diferenciando. Los hallazgos sugieren, ademas, que las CMs epidermales son dianas

para el desarrollo y el establecimiento de conexiones con los nervios sensoriales.

Décima. Los rasgos morfoldgicos, inmunofenotipicos y la distribucion de las CMs en el perro

durante el desarrollo fetal son sugestivos de un origen epitelial.
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Resumen

Las células neuroendocrinas cutaneas o células de Merkel (CMs) son receptores
especializados que se caracterizan por su asociacion intima con terminaciones nerviosas
(terminaciones nerviosas de Merkel) y su particular localizacion en areas sensitivas al tacto de la
piel de los mamiferos. También son consideradas parte del sistema neuroendocrino difuso y se
les atribuyen funciones endocrinas. La implicacion de las CMs en diferentes formas de
enfermedad cutanea asi como en el crecimiento, diferenciacion y homeostasis de la piel ha sido
previamente documentada en humanos. En el presente proyecto nos hemos propuesto realizar
una completa caracterizacion de las CMs en la piel del perro, incluyendo sus rasgos
histoquimicos, ultraestructurales e inmunofenotipicos, su densidad y distribucion en piel y
mucosas, asi como su presentacion y distribucién durante el desarrollo fetal, a fin de dilucidar

sus funciones y el posible origen en esta especie.

Las tinciones histoquimicas se muestran de escasa utilidad para la identificacién y el
reconocimiento de las CMs en la piel canina, excepto el método argéntico de Grimelius. No
obstante, el resultado de esta tincion es variable e inconsistente y, por lo tanto, no aporta
ventajas respecto al reconocimiento a través de otros metodos, como las técnicas

inmunohistoquimicas o la microscopia electronica.

Mediante el empleo de anticuerpos comerciales monoclonales y policlonales sobre
muestras de piel de diferentes localizaciones, las CMs fueron claramente diferenciadas de otros
tipos de células claras de la epidermis en el perro. Nuestros resultados demuestran la expresion
de citoqueratinas 7, 8, 18 y 20, EpCAM, NSE, CGA, SYN, CGRP, proteina S100 y NF. Existe
una pronunciada heterogeneidad en los patrones de distribucién y expresion para los diferentes
anticuerpos usados, dependiente de la localizacion anatdmica. Esta heterogeneidad hace que no
todos los anticuerpos sean igual de eficaces para estudiar la densidad y distribucion de este tipo
celular, por lo que se validé la utilidad de varios de estos anticuerpos comerciales para tal fin. La
expresion de CK20 fue la més intensa y consistente entre los diferentes anticuerpos, seguida de
la obtenida con los anticuerpos contra NSE, CK8+18, CGA y SYN. Se encontré una diferencia
significativa entre los valores de intensidad de inmunorreaccion dependiendo de la localizacion

examinada.
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Ultraestructuralmente, las CMs de la piel canina se caracterizan por: (1) ordenamiento en
agregados en el estrato basal de la epidermis, mucosa oral 0 vaina externa de la raiz externa
folicular; (2) union inconstante con terminaciones nerviosas; (3) forma celular oval (10,27 +
1,64 um en el eje mayor) con nucleos grandes lobulados (5,98 + 1,16 um en el eje mayor); (4)
procesos citoplasmaticos gruesos parecidos a espinas que interdigitan con los queratinocitos de
alrededor; (5) presencia de desmosomas en el cuerpo celular o en la base de los procesos
espinosos, uniéndose a los queratinocitos vecinos; (6) citoplasma con filamentos intermedios
organizados de forma laxa y numerosos granulos de centro denso ordenados en la porcién basal
del citoplasma. Existe una marcada correlacion entre estos hallazgos y las caracteristicas

inmunohistoquimicas de las CMs caninas, que demuestran su caracter neuroepitelial.

Diferentes patrones de organizacién celular fueron encontrados en la epidermis, foliculos
pilosos y mucosas, incluyendo grupos celulares de variable tamafio, organizaciones lineales y
células individualizadas y dispersas. Los resultados revelan gran variacion en la densidad y
distribucion de las CMs en la superficie corporal, con la densidad mas alta en la mucosa oral y la
piel del area facial. No se encontr6 correlacion de la densidad de CMs con la edad, sexo, tipo de

raza, tipo de capa o pigmentacion.

Durante el desarrollo fetal canino las CMs sufren cambios en su morfologia e
inmunofenotipo, lo que se corresponde con la adquisicion de una mayor especializacion
funcional. La CK20 se muestra como el marcador mas especifico para el reconocimiento de las
CMs también en este periodo. La presencia de dendritas en las CMs fetales estaria relacionada
con la activacion de funciones paracrinas en las areas donde los apéndices de la piel se estan
formando y diferenciando. Las CMs epidermales serian, ademas, dianas para los nervios

sensoriales. Nuestros hallazgos son también sugestivos de un origen epitelial en esta especie.

Los datos indican que las CMs en el perro deberian considerarse como una poblacion
celular variable con adaptaciones dependientes de la localizacion en la que se encuentran y de la
etapa del desarrollo cutaneo. Nuestros hallazgos aumentan el conocimiento de la estructura de la
piel en esta especie y representan un cimiento para estudios futuros acerca del papel de estas

células en diferentes desérdenes cutaneos.









Summary

Cutaneous neuroendocrine cells or Merkel cells (MCs) are specialized skin receptors
characterized by their close association with nerve terminals (Merkel nerve endings) and
particular location in tactile sensitive areas in mammalian skin. They also are cells with a
presumptive neuroendocrine function and are considered as part of the diffuse neuroendocrine
system. Involvement of MCs in different cutaneous diseases as well as in the growth,
differentiation and homeostasis of the skin has been previously documented for humans. The
present work represents a complete characterization of the MCs in the dog skin, including
description of histochemical, ultrastructural and immunophenotypical features, determination of
density and mapping in skin and mucosae, and assessment of the presence and distribution
during fetal development, in order to elucidate the functions and origin of this cell type in this

species.

Histochemical stains are useless for identification of MCs in the canine skin, except for
Grimelius argirophil staining. However, results presented as highly variable and inconsistent
and, therefore, there is no advantages compared with other methods such as

immunohistochemistry or electron microscopy.

By using of commercial available monoclonal and polyclonal antibodies in skin samples
from different anatomic locations, canine MCs were properly distinguished from other clear cell
types in the epidermis. Our results demonstrate that MCs express cytokeratins (CK) 7, 8, 18 and
20, EpCAM, NSE, CGA, SYN, CGRP, S100 protein, and NF, present diverse cytological
features and arrangements depending on the location considered, and showed pronounced
heterogeneity with markedly different expression and distribution patterns for antibodies used.
Because of this expression variability we also assessed the sensibility and specificity of these
commercial antibodies in order to elucidate possible differences in terms of immunoreaction and
MCs counting. The expression of CK20 was the strongest among different antibodies, with a
substantially high number of immunostained cells, followed by the antibodies against NSE,
CK8+18, CGA and SYN. There was a significant difference in intensity of immunoreaction

scores between them depending on the location examined.

Ultrastructural features of MCs in the dog include: (1) arrangement in clusters in the
basal layer of the epidermis, oral mucosa or external follicular root sheath; (2) inconstant link
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with nerve terminal; (3) oval (10.27+1.64 um major axis) cell shape with large lobulated nuclei
(5.98+1.16 um major axis); (4) spine-like and thick cytoplasmic processes interdigitating the
surrounding keratinocytes; (5) presence of desmosomes in the cell body or at the basis of spine-
like processes attaching neighboring keratinocytes; (6) cytoplasm containing loosely arranged
intermediate filaments and numerous dense-core granules arranged in the basal portion of the
cytoplasm. There is a strong correlation between these findings and immunohistochemical

features of canine CMs revealing a neuroepithelial character.

Different patterns were noted in epidermis, hair follicles or mucosa, including variable-
sized clusters, linear or horse-shaped arrangements, and scattered and individualized cells. The
results reveal great variations in density and distribution of MCs over the body surface, with the
highest numbers in oral mucosa and facial skin. There was no correlation of MCs density with

age, sex, type of breed, coat type or pigmentation.

During fetal development MCs undergoes changes in morphology and
immunophenotype with increasing gestational age. These facts are related to acquisition of
functional specialization. CK20 also appears to be the most specific marker for MCs
identification during this period. Growth of MC’s dendritic processes in fetal MCs would be
related to activation of paracrine functions in the areas where skin appendages are forming and
differentiating. Epidermal MCs appears to be target structures for ingrowing sensorial nerve

fibers. Moreover, our findings suggest an epithelial origin for MCs in this species.

According to the data obtained, MCs in the dog should be considered as a heterogeneous
cell population with adaptations depending, among other, upon the developmental stage and the
type of tissue within which they occur. The findings enhance our knowledge of the skin
structure in this species and providing a basis for future studies of the roles of these cells in

damaged canine tissues.
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7: En funcién de los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral, es necesario
estudiar la produccion de hormonas tisulares, citoquinas o factores de crecimiento por parte de las
CMs del perro para clarificar su papel en la formacion local, crecimiento y diferenciacion de los
anejos y nervios cutaneos en esta especie. Estudiar la expresion de moléculas de reconocido papel

en el desarrollo de estructuras cutaneas, como el VIP o la sustancia P.

2: Se ha documentado la implicacion de las CMs en diferentes desdérdenes cutaneos en
medicina humana. Es necesario comprobar si esta participacion es similar en la especie canina,
especialmente en dermatosis solares y en neoplasias basales y foliculares. Por otro lado, dada su
especial relacion con terminaciones nerviosas cutaneas sensoriales, podria ser interesante
comprobar si en condiciones degenerativas nerviosas, como las derivadas de la diabetes, la

densidad, distribucién y funcion de las CMs se ve modificada.

3: Una vez caracterizado este tipo celular en el perro, estudiar la incidencia, presentacion,
caracteristicas clinicas, histologicas e inmunofenotipicas de los tumores neuroendocrinos cutaneos
(o de células de Merkel). Definir los criterios diagndsticos para esta neoplasia en esta especie y
determinar el diagndstico diferencial con otras neoplasias similares. Estudiar el porqué de su
aparente diferencia de comportamiento con los tumores desarrollados en humanos y en gatos. En

desarrollo actualmente.
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Abreviaturas

°C Grados centigrados

%] Diametro

M Diadmetro mayor

@m Didmetro menor

pum Micrémetros o micras

um? Micrémetros o micras cuadradas

aa Aminoécido

ABC Complejo Avidina-Biotina (-Peroxidasa)

AchE Acetilcolinesterasa

ADP Adenosin difosfato

AEC 3-Amino-9-etilcarbazol

AMP Adenosin monofosfato

ATP Adenosin trifosfato

BZ Zona basal (Basal zone, en inglés)

C Corneocito

Ca?* Calcio

CCM Carcinoma de células de Merkel (MCC en inglés)

CD Grupo antigénico de diferenciacion (Cluster of differentiation, en inglés)

CGA Cromogranina A (Cromogranin A, en inglés)

CGRP Péptido genéticamente relacionado con la calcitonina (Calcitonin gene related
peptide, en inglés)

CK Citoqueratina (Cytokeratin, en inglés)

CL Célula de Langerhans

CM Célula de Merkel (MC o MK, en inglés)

CMsF Células de Merkel fetales

DAB 3,3'-Diaminobenzidina

DNA Acido desoxirribonucleico (Deoxyribonucleic acid, en inglés)

EMA Antigeno epitelial de membrana (Epithelial membrane antigen, en inglés)

EpCAM Molécula de adhesidn celular epitelial (Epithelial cell adhesion molecule)

EpE Epitelio estratificado

EpS Epitelio simple

FA Fosfatasa alcalina

g Gramos

GAP43 Proteina asociada al crecimiento 43 (Growth associated protein 43, en inglés)

h Horas

H,Oq4 Agua destilada

HE Hematoxilina y eosina

HMB4 Human melanoma black 45

HT Hidroxitriptamina

Ig Inmunoglobulina

IHQ Inmunohistoquimica

IP3r Recepto del inositol trifosfato

kDa Kilodalton

LAPas Leucina-aminopeptidasa

Long Longitud

M Molar

MCHII Complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il

MGLUR5 Receptor metabotropico de glutamato no. 5



Abreviaturas

min
ml
ML
mm
mm
NCAM
NF
NGF
NGFr
nm
nm

NPY
NSE
NT3
PAS
PBS
PGP9.5
PHI
PLY

RA
SAl
SA2
SD
SYN
Ta
TRIS
UR
uv
VGLU
VIM
VIP
VMAT-1

Minutos

Mililitros

Melanocito

Milimetros

Milimetros cuadrados

Molécula de adhesién celular neural (Neural cell adhesion molecule, en inglés)
Neurofilamentos

Factor de crecimiento nervioso (Nerve growth factor, en inglés)

Receptor del factor de crecimiento nervioso (Nerve growth factor receptor)
Nanometros

Nandmetros cuadrados

NUmero

Neuropéptido Y

Enolasa especifica de neuronas (Neuron specific enolase, en inglés)
Neurotrofina 3

Acido peryodico de Schiff (Periodic acid—Schiff, en inglés)

Tampon fosfato-salino

Proteina producto del gen 9.5 (Protein gene product 9.5, en inglés)

Péptido Histidina-1soleucina

Péptido leucina-tirosina

Queratinocito

Adaptacion rapida (Rapidly-adapting, en inglés)

Adaptacién lenta tipo 1 (Slowly-adapting type 1, en inglés)

Adaptacion lenta tipo 2 (Slowly-adapting type 2, en inglés)

Desviacion estandar (Standard deviation, en inglés)

Sinaptofisina (Synaptophysin, en inglés)

Temperatura

Tris(hidroximetil)aminometano

Uranafina

Ultravioleta

Transportador de glutamato vesicular (Vesicular glutamate transporter, en inglés)
Vimentina

Péptido intestinal vasoactivo (Vasoactive intestinal polypeptide, en inglés)
Transportador vesicular de monoamina 1 (Vesicular monoamine transporter 1)
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ISTOQUIMICA Y DISTRIBUCION

zellen” (células tactiles) *. Son células que se
como en foliculos pilosos tilétricos y normales.
importantes para la respuesta adaptativa lenta
las que inducen y participan en el crecimiento

PROCEDIMIENTOS RESULTADOS
Derenmascaramienio ensiid
Anticuerpos | Tipo d P e Patrén de inmunorreaceisn
e | e Choqueratia 20 ciato pe 10| 10 s
e Ceane | e togueratinas epidérmicas human - "
o era ab | Cloausratins epidérmicas humanas 50
Neusos | man Coqueratinas 8118 coto pHe 10 | 120 ver Cloplasmaco homogéneo
o
o wekioz | wa Cloqueraiinas 58' Pronasa 120
mucosas, Gl [oona”
repucio imucosa) * ot ~enolasa humana trat ° + smatico granular
con otras B2, popuc e b srenolasa Coto pe 100°C | 17000 | +x Croplasmaico granulr
sy peckoral [Er——— cromogianina® | pab Cromogranina A humana cirato pHé 100°C | 1100 it e
Ocur | Conia ot e
prty o [ s oo 5 o Cioplaumaico oranuior
e Symopiophys: | Mab Snapiofisna Coto pHe 10| 128 i Jetor s enncia)
U ano el e oo [T ool
oo Tvestsoonosel Neurftament™* | Mab | Newofiamentos 70y 2000 cioo po 1o | 120 | +eines Cioplaméco homogéneo
R oo Pl
crae van roteina acida ol oriar = )
o — ) °
| fimohaditas plantares Normades Vimentin** Pab Vimentina 57kD - 1100
s00° v Proteina 100 de vaca a 1500

Tabla 2. %030 b, +Eure Dagnesics " Cologo Wl pb: poldonal Hab:
Monocloral; - negativo; + débil; -+ moderada; +4-+ Inte

Estos resultados
sugieren que las pequefas
vesiculas claras y los
granulos electrodensos
secretores podrian ser
organulos implicados en dos
diferentes caminos de
secrecion por parte de la
célula de Merkel, hec

De especial interés fueron los patrones de
inmunorreccion observados con los anticuerpos
anti-cromogranina A y anti-sinaptofisina.
Mientras que para el primero la reaccion se %, 0\
localizé en el lado de la célula mas préximo a su o
uniéon con la placa terminal axonal, con el
segundo la reaccion se limit6 a la porcion ™
citoplasmatica opuesta. Estas areas coinciden
con la distribucion de los granulos electrodensos
y de las pequefias vesiculas de contenido claro,
respectivamente, caracteristicas de estas
células y observadas en estudios de microscopia
. electronica **

sinapticas
vesiculas
neuronas’,

Piel. Las célu ‘ contraron dig
por todo el ar e en el estra
0s caracteris
ribuidos que,

el nombre de “hair disc:
vez se encontra das Las 'T

una alta densidac | Merkel fuero
de carrillos (sok 3 s ala sa
\wvibrisas), trufa y
similar a muct

or. C¢
b ” Figura 15 Follculo normal Vulva Ck20.
Figura 16. Detalle de una
base de vibrisa. Ck20
Figura 10. Ha
. Figura 11. Tr

Merkel F. Tastzellen und Tastkbperchen bei den Hausthieren und beim
biegghen, Arch mikr Anat 1875;11:636-652.

specie canina

P 2 Ogawa H. Merkel cells: possible mechanoreceptors. In: H. SuzukiandT. Ono
pleados en el aracteristicas (eds) Merkel Cells, Merkel Cell Carcinoma and Neurobiology of the Skin.
- Elsevier Science 2000; 83-87.
do una alta micas y de 3 Hartschun W, Welhe E, Egner U, Chromogranin A In the mammaian Merkel
Z g 4 cell. ) Invest Dermatol 1989;93(5):641-648.
e de las células ros, incluido el 4 Garcia Caballero T, Cuevas J, Gallego R, Rosdn E, Fortaleza J, Beiras A.
p Synaptophysiniike immunoreactivity in the Merkel cells of pig-snout skin.
ostrandose asi en cuanto ala lest CUES St
5 Lundberg M, Hokfelt T. Coexistence of peptides and classical
i i® i neurotransmitters. Trends Neurosci 1983;6:325-333.
ibucion de esta Esalpiopias 6 rar S Grton na
33 Merkel Cell November 1999,
Japan.
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. - A -
an and avian skin using a staining method bas: osmium tetroxide . Nowadays, MCs have been demonstrated in different procedures,
rent antibodies have been used for immunohistochemical staining of MCs. In dogs, they have been poorly std :ai reports of their
[Mucosa | PROCEDURES RESULTS
P il Epitope Time . Reaction "
Hard palate | Antibodies | Type | Specificity Dilution | Immunoreactive patterns
i ex Soft palate retrieval | (min.) intensity.
S_ study “_’as to determine t'!e Checks (skin) Cheks (mucosa) Ks20.8% Mab Cvtokeratin 20" Citrate pH6 ¢ 1:50 3 Homogenous/granular and cytoplasmic
ical profile of Merkel cells in Gt DO Onl - Gums 100°C (membrane reinforcement occasionally)
the most used commercial i et s N Kerain®  Pab Human sin cells eviokeratins - - s
in the literature to Finna ntemal side) - NCLSD3**  Mab Cytokeratins § and 18' Clme DO 120 3i Homogeneous and cytoplasmic
Eu“;iéi,”‘:f.ﬂn g ) RCK 102** Mab Cytokeratins 5 and 8' Protease 10 1:20
- Flanks Prepuce (mucosa) Citrate pH 6
i Abdomen and inguinal region Glans penis NSE* Mab Human vv-enolase 100G 5 1:1000 3i Granular and cytoplasmic
" Axilla region and chest
> > Trunk Ef""k‘ - Z‘IM,‘ d coninciva Chromogranin A*  Pab Human chromogranin A C“T‘enuv“ 6 & 1:100 3 Granular/holnqzcneﬁu? and cytoplasmic
tivity an ction Ty e R o e
o Prepuce (skin) . * . Svnaptophysin*  Mab Human synaptophysin itz i e 1:25 2i (Gl il b Liine
table The Anocutancous ncion (skin sl Anocutancous funtion (micosa) 100°C (opposite to neurite cellular side)
J Encousicton(Sn __Nasal _Nasal vestibule . e
€ted in the cellular Fore limb Hair Follicles - Neurofilament**  Mab 70 and 200 kD neurofilaments protein C“TL‘)B»Z-M 6 120 1i/3i Homogeneous and cytoplasmic
Hind limb. I
Limbs :I«:r; !l-mk:)ddmna!‘ nm;s \T/V“U‘;‘C'c" '_ GFAP** Pab Glial fibrillary acid protein
luterdigitah i ozl Vimentin** Vimentin
P £
" P = Cow S100 protein

distributed homd
granular positive
1) were occasionally S
was 3i. With anti-C
immunoreaction was positive T0
(figure 3and 4).

A R e
\\‘\51\“\”' '"‘v‘ '
e
:o.. ::‘\\M"\"W

b NS Y @'

.
L

cytoplasm next to the neurite (figures 8 and 9)
he opposite cellular portlon (figure 10).

These
coincide with the areas
electron microscopy where%
distribution of electron-den
granules and small clear-content

oo"‘

D o &%
% 2. 39“ 5
.3'_ 2 ) Sﬁ

g

X 3
Figure 2. o igure 3. NCL-5D3 Vibrissae.  Figure 4. NCL-5D3 Soft palate.

figa AT WP TEERN i ' vesicles respectively are in the

: s 3 p : i highest proportion * ’. This fact

Anti-NSE monoclonal antibody showed an intense granular positive reaction (3/) in all MCs types, The intensities of immunostaining were 3/ for CgA and 2/ for Sug estspthgt N N et
distributed in the whole cytoplasm (figure 5 and 6). For anti-NF monoclonal antibody, there was LS eEe=Eell, (Cl (EeR ek e i e @il * ¢

cytoplasm. dense core granules and small

clear vesicles could be involved in

two different secretory pathways

Anti-vimentin, anti-keratins, anti-GFAP and anti-S-100 protein of canine MCs, as it has been

polyclonal antibodies and anti-CKs 5 and 8 monoclonal antibody did not suggested in MCs of pig-snout

show any reaction in Mcs. skin 7 and it has been
demonstrated in neurons ®.

difference in intensity, whereas follicular MCs showed an intense homogeneus cytoplasmatic positive
reaction (3/) (figure 7), skin and mucosal MCs appeared with a weak reaction (1/).

M
§

Q\‘(‘ |

-~
,..l.\ -

nstrate that commercial monoclonal REFERENCES
tibodies can be used in the
n of Merkel cells in the dog and the

these antibodies are similar to those
other species.

Merkel F. Arch mikr Anat 1875;11:636-52.

Hartschuh W, Weihe E, Yanaihara N, Reinecke M. J Invest Dermatol 1983, 81:361-4.
Hartschuh W, Reinecke M, Weihe E, Yanaihara N. Peptides 1984, vol.5:239-45.
Cheng Chew SB, Leung PY. Neuroreport. 1993, 4(4):457-9.

Cheng Chew SB, Leung PY. Cell Tissue Res. 1992, 269(2):347-51.

Hartschuh W, Weihe E, Egner U. J Invest Dermatol 1989;93(5):641-8.

Garcia Caballero T, CuevasJ, GallegoR, Rosén E, Fortaleza J, Beiras A. Ultrastr
Path 1989;13:55-61.

Lundberg JM, Hokfelt . Trends Neurosci 1983;6:325-333.
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hair follicles.
for the slowly adaptin§
nerve fibres to their de
taste buds.*

* In humans, MCs are locate is of hairy and
glabrous skin, predominantly in'8ites®Fhigh tactile sensitivity
such as the plantar and digital skin, * and in hair follicles. ®
Snouts, touch domes, sinus hair follicles, lips and hard palate
are rich areas in MCs in other mammals, * including cats, pigs,

guinea pigs, rats and monkeys.

udy was to determine the
el cells in the canine skin
reas in which this cell
er proportion.

MCs were found distributed in di roportion according

Skin. MCs were found dispersed in the skin of the animal,

specifically located in the basal cell layer of characteristic small
thickenings of the epidermis irregularly distributed called
“Haarscheiben” o “hair discs”, first described by F. Pinkus in
1902. The areas with high density in MCs were skin of the
cheeks (mainly in the vicinity of the vibrissae), nasal apex and
digital pads (where the arrangement of MCs is similar than in
mucosa), planum nasale, lips and nasolabiale planum. MCs
were disposed forming groups and it was rare to found I¢

Figure 1. Haarscheiben Dorsal region. Ck20.

. Haarscheiben Interdigital skln Ck20.
Figura 4. Haarscheiben Nasolabiale planum.

Figure 3 Nasal apex. NSE.

NSE. Figure 5. Hind I|mb digital pad. CgA.

Nasolabiale planum
Nasal apex and planum nasale

Hard palate
Soft palate

+++

Cheeks (skin) +++ Cheeks (mucosa) +++
H Lower lip (skin) +++  Oral Gums +++
lead & o
Upper lip (skin) +++ Tongue +
Eyelids (skin) + Lower lip (mucosa) +++
Pinna (external side) - Upper lip (mucosa) ++
Pinna (internal side) + Clitoris +
Dorsal region + Vulva (mucosa) -
Lumbar region + Genital Vagina
Flanks - Prepuce (mucosa) -
Abdomen and inguinal region + Glans penis +
Trunk Axilla region and chest + Eyelid conjunctiva =
Nipples - Ocular Ocular conjunctiva
Vulva (skin) + Third eyelid
Scrotum - Anocutaneous junction (mucosa)
3 Prepuce (skin) + Nasal vestibule
Anocutaneous junction (skin) + 5
] Fore limb +
L. Hind limb + | Hair Follicles

Fore limb digital pads
Hind limb digital pads
Interdigital skin

Tylotrichs
Vibrissae

wise, being mo
vibrissae, they !
Imost ex y located in

< Flgures Softpalate. NCL -5D3.

Figure 6. Cheek (mucosa). Cytokeratin
Figure9. Hardpalate. NSE.

Mucosa. Oral’ W highest population of MCs was
found, mainly in har oft palate, internal mucosa of cheeks and gums.
They were distributed lonely or forming groups of 3-14 cells, with a round to
oval morihology The larger proport|on of them was located in basal layers of

the e um, although o ally a few cells were observed in more
superficial layers. This sphel population was the only observed and
dendritic MCs observed b uthors were not noticed. ° We found
evidence of close contact be herical MCs and nerve terminal (figure
9). In nasal and genital mucosage: little numbergf MCs were seen. They
have oval morphology and always were lonely an he basal layer of the
epithelium. MCs were not observed in other muco ation.

Figure 10. Vibrissae (detail). Ck20.
Figure
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Estudios de. la.celula.de. Metkel canlnmfexal '

UNIVERSIDAD DE LAS PALMAS

DE GRAN CANARIA ° ° o
. [ ) N
manmcerooie  DOStNatal: aparienciag ribucion
Gustavo A. Ramirez, Héctor Lorenzo, Manuel Arbelo, Ayoze Castr a ra*, Antomio Espfnosa de los Monteros
Departamento de Morfologia, Facultad de Veterinaria, Universidad d'e Las Palmas de GC, Espaiia
*Department of Veterinary Clinical Sciences, College of Veterinary Medic 1 -OhIO ;e‘.Umvemty, USA

El origen de las células de Merkel (CMs), células neuroendocrinas de epidermis y follculos-pllOso ante el des fetal es:3 de debate

Las dos hipotesis propuestas son: 1) a partir de células epiteliales pluripotenciales de la epldermls y 2) una migracion de l asdes: créSta neural.
Al
Objetivo. Estudiar las caracteristicas de las CMs en la especie canina durante el desarrollo  Fetos 30 dias (3) =~

fetal, comparando los resultados con los obtenidos en los animales adultos, e intentar Re‘ié""“?gf;;f’m% ”

determinar su posible origen. - Parafina

-

Pefilinmunobisteguimicodedas CMsen-el pemdg(fet.al‘y postatab:.  Cortes 3m | -Gy

IHQ método ABC

Fetal Postnatal

AE1/AE3 ++
Ck20 ++/+++ +H+ ot
NCL-5D3 (Cks 8y 18) - e e+
Ck7 - + +4/ 4+
NSE + +/++ 4+
Neurofilamentos - + [+
Proteina S100 - = iy
Gap43 - o -
PGP9.5 - = Py
CromograninaA + +/++ o
Sinaptofisina - +/++ +4+/ 4+
CGRP - +/++ e+t
Serotonina - = -
Metencefalina - = -
MOC31/EpCAM - - +

En funcion de estos resultados@“usamos el anticuerpo anti-Ck20 para evaluar la morfologia,
densidad y distribucion de las CMs enlos fetos y en los ammales ién nagidos.

Ck20 se expresa en las GMs ﬁxcho antes que lo haeen ot,ra uer s de epitelio simple
(Dong-Kun, 1995).

Morfologia,
periodo fetal%p

Postnatal

DENSIDAD CELULAR * j muy alta depende de localizacion

MORFOLOGIA CELULAR predominio de dendriticas predominio de globulares globulares

(dendriticas ocasionales)

LOCALIZACION CELULAR

CMs epidermales si si si

CMs foliculares si si si

CMs dermales no si si (extremadamente raras)

CMs unién dermo-epidérmica no si no
DISPOSICION CELULAR

Intraepitelial irregular / i izaci initiva (grupos) localizacién definitiva
inei touch domes, foliculos (piel) grupos, aisladas muy raras
estratos basales (mucosas)

localizacion atipica

) ‘%)I‘fqhz’coh'anezn \

(pr
parabasales, diferencias en la orientacion

ot e @
Dermal no dermis superficial dermis superficial
Conexion con term. nerviosas no si (muy evidentesi si g" m @
Asociacion a anejos cutaneos no si
(fol. pvlosos ol sebace gl. ecrinas) (gl. ecrinas) '
i ® o 1k 20

¥ incluido el hombre, donde a medida que el feto se desarrolla, las CMs sufren

Nuestros resulf
de a una especializacion en las funciones que desarrollaran en las distintas

cambios en su fpefolog
localizaciones efigl ani . 1

La presencialigidendri M ece estar relag_onada a ‘proliferacion activa y/o a una activacion de las funciones paracrinas en las areas
donde l#’ pend andoy diferenciando.  Est hallazgos sugieren que las CMs epidermales son dianas para los nervios sensoriales y
que las der rollg.d plexo (@ 0s0.endla dermis superficial.

(e " isulares, C
caninas para clarificar su pa
de los anejos y nervios cutaneos.

Se hace nece
o factores desCre
formacion local,

Ovigeps. = o . »

oll, 1986; Narisawa, 1992; Grim, 2000;

Moll, 1986, 1990; LeDouarin, 1982;

Migracion desde la s, 2003 ‘ _| Célula epidermal basal pluripotencial ‘ Narisawa, 1992
1. Su perfil de citoqueratinas dmer,eﬁundament l.de los queratinocitos. 4 4 HB ? 1. Formas que parecen intermedias o transicionales entre queratinocitos y CMs.
2. Células de origen mesenquimal expresan clt.oqueran*' itelio simple. £ § w ¥ ,Ciéoqueratinas como proteinas mayoritarias del citoesqueleto.
3. Los nuevos estudios desarrollados en esta lmé‘aﬂ'ratones transgeénigos). . L <L s 5 Fresencia de desmosomas y hemidesmosomas.
4. Aceptado y demostrado este origen en aves (dlferenmas en morfologia, localizacion y s delpesbiearnd s Chyquraneccs 4. #Estudios en piel fetal de mamiferos e invertebrados (denervacion, ablacion de la cresta
R G GO (I & I el S eteesten wrn e &' I8 neuraly xenotrasplantes cutaneos).
5. Los tumores de células de Merkel se originan en la dermis, no en la epidermis. (omdacetioly el 278 5. Las CMs epidermales aparecen antes que las dermales en el desarrollo de la piel fetal.
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“TRON MICROSCOPICAL FE/
MERKEL CELLS IN,DOGS

G. A. Ramirez, A. Fernandez, F. Rodriguez, T. Garcia-Caballero*, J.'R. Jaber, A. Espinosa de los Monteros

Depar Comparative Pathology, College of Veterinary Medicine, University of Las Palmas de Gran Canaria, Spain.
ment of Morphological Sciences, Faculty o dicine, University of Santiago de Compostela, Spain.

Introduction. Merkel cells e neuroen ine cells of the skin. Their final/normal location is the ectoderm-derived mucosa, the epidermis in glabrous and
follicles, distributed in groups mber (“Mel corpuscles”). MCs are type | slow-adapting cutaneous mechanoreceptors, responsible of the response to a mainta
For this reason, MCs establish sin tacts with enlarged terminal axons of dermal myelinated nerve fibres (Merkel nerve endings).

Aim/Objective. show the correlations between the immunohistochemical and light microscopy Materials and
features and the electron microscopy characteristics of this cell population. These studies are designed Methods

to know the Cutaneous Neuroendocrine Tumor (Merkel cell tumor) in dogs by the knowledge of the "
normal features of canine MCs.

Results/Discussion.

Canine MCs do not present significe s with MCs in other species. (R o0 o
7
Spatial orientation of MCs differsbet mal or follicular Mcs. NOMNES | Seroonin
J Rorens

Synaptophysin

Growth associated protein 43 (GAP43)
Chromogranin A (cgA)

skin, in groups of variable number (2-14
corpuscles”) or rarely individualized (fig.1).
"Demz‘é( srd
~electro-dens
~ coregranules.

TR

3. In hair follicles, MCs are
disposed in the bulge area. In
vibrissae, this enlarged area is
disposed surrounding the follicle
and MCs are intermingled with
keratinocytes (fig.4).

: 1’\,’“}\' S
- BN ¥ o
‘_F1gure7 ; @ LAY,

Canine MCs express epithe

Cytokeratins: Ck20 in the specific marker for canine
MCs in skin. Other Cks: 8, 18 and 19 (fig. 9+
expression varies in developmental / sta
between epidermal and dermal MCs. g

VL
YR

;q he nerve conection (dense coﬂp"
#1(% (fig.13and 15 arrowhead)

‘demons
ested pre usly for

s |

: C :
nge isa c[ose relation b tween the im|
AR -

diment:
m}s(@r'n";‘;‘:mgg stu andth ultras 'ructureod't't caln
ed - 3 o \ | DS . i & A with ker tinocytes 2 Tr]e1m|mu ﬁsggghez[[ltlgglar}"ultr 5.1.:
like ’;’oyecnons)(ﬁg | it 6 e Li8E I 7 © .’!‘ﬂ.. il trate neuroea-

[


Gustavo
Sello


Anexo: Trabajos presentados a Congresos

P—

o p—




UNIVERSIDAD DE LAS PALMAS DE GRAN CANARIA
Instituto Universitario de Sanidad Animal
eguridad Alimentaria

Las células neuroendocrinas cutaneas o células de Merkel (CMs) componen el sistema neuroendocrino difuso de la piel. Sé
epitelio folicular de los vertebrados, especialmente en zonas de alta sensibilidad tactil. Presentan intimo contacto sinaptico ca
sensorial intraepitelial constituyendo mecanorreceptores de adaptacion lenta de tipo I. La inmunohistoquimica ha demo;
moléculas como adeninas, neuropéptidos, monoaminas, cromograninas, proteinas neuronales especificas y citoqueratinas,
en la regulacion del desarrollo del epitelio escamoso, en la accion inductiva para el desarrollo de terminaciones nervio
epidermal y en procesos de mecanotransduccion. Su transformacion neoplasica da como resultado tumores neuroendocr
perro, gatoy hombre.

lizan en la epidermis y
a terminacion nerviosa
ado la expresion de varias
e sugiere su participacion
en la secrecion paracrina
utaneos, descritos en el

ANTICUERPO EACCION | PATRON DE REACCION

El proposito del presente trabajo fue determinar si las CMs el Pilosa: labios y cara PGP9.5 et D66
en individuos adultos de la especie canina expresaban Piel Glabra: trufa y plano nasal NF w4/ C/D (G ocasional)
. b . - Mucosa Oral: labio, paladar duro NSE 4+ Cc/G
proteinas neuronales, neuropéptidos y otras sustancias ool 10% Sinaptofisina | ++/+++ G
implicadas en los procesos de transduccion mecanoeléctrica . Prot;icn: MS100 e C/D (G ocasional)
y secrecion paracrina. Batafina NGFr . B
Cortes 3 um GAP43 I+ /G
CGRP 4 C/G
Para ello se aplicaron a cortes histologicos, de piel pilosa, piel glabra y IHQ métodoABC Metencefalina - -
mucosa oral, diferentes anticuerpos mono- y policlonales comerciales frente a Serotonina - -
diferentes marcadores de origen neural, serotoninay neuropéptidos (tabla 1). LA A el ) ) 2 soption

5 (PGP9.5), A
5100 (DAKD), péptido g2 ente relacionado con (a calcitonina (CGRP) (AMERSHAM y PENINSULA LABS.), metencefalina (PENINSULA LABS.), serotonina (CHEMICON y BIOGENEX). PATRON DE
INHUNORREACEION a leve;

MARCADORES NEURONALES. La PGP9.5 es una proteina citosdlica expresada en neuronas, en fibras nerviosas y en las células
neuroendocrinas. Los NF pertenecen a los filamentos intermedios estructurales del citoesqueleto neuronal. La NSE tiene distintas propiedades
estructurales y funcionales reflejo de adaptacion neuronal. La presencia de estas moléculas en las CMs caninas (figuras 1,2,3,4,5) podria estar
relacionada con sus funciones similares a las de las neuronas, confiriendo propiedades estructurales y funcionales de paraneuronas (sistema APUD).

LaNCAM (CD56)y el NGF son importantes para el desarrollo, diferenciacion y supervivencia del sistema nervioso central y periférico. Ninguno de
los dos se expresa en las CMs caninas adultas (figuras 6 y 7), Pese a que los controles positivos demuestran que el anticuerpo utilizado funciona en
tejidos caninos. Seria necesario estudiar la presencia de NGFr en las CMs en estadios fetales, donde si se ha descrito para otros mamiferos.
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La sinaptofisina y la S100 son proteinas fijadoras de Ca2+
vinculadas con diversas actividades intracelulares, como el
proceso de exocitosis regulado desde neuronas. Su presencia
en las CMs caninas (figuras 8,9, 10) refleja su potencial secretor.
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La GAP-43 es una proteina de membrana del sistema nervioso central y periférico expresada en altos niveles solo durante el desarrollo neuraly en
el tejido nervioso adulto dafiado y en regeneracion. En condiciones normales no existe expresion por parte de las CMs caninas adultas (figura 11:
C+), pero si fetales (figuras 12 y 13). Cabria estudiar si en los procesos de cicatrizacién y regeneracion de lesiones cutaneas en el perro las CMs
caninas podrian expresar esta proteina, como ha sido descrito en humana.

NEUROPEPTIDOS Y NEUROTRANSMISORES. Los granulos electrodensos de las CMs caninas muestran inmunorreaccion para el CGRP (figuras
16 y 17), sugerido como neurotransmisor o neuromodulador en la sinapsis entre la CM y la terminacién nerviosa. Sin embargo son negativas para la
metencefalina (figura 14: C+), implicada en la analgesia y la
neurotransmision en la sinapsis CM-neurita en otras especies.

g mgfgn?é?al ina
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: B e El papel de la serotonina en las CMs alin no es bien
conocido, aunque se ha postulado que podria actuar como
una neurohormona o un mediador sinaptico que transduce el
estimulo recibido desde la célula hasta la terminacion
nerviosa. El anticuerpo usado resulté negativo en las CMs a
pesar de que los controles fueron positivos (figura 15).

6n de péptidos por la CM dentro del medio ambiente inmediato podria afectar a las células vecinas de una manera paracrina. CMs
cre de las fibras nerviosas en el feto humano se observan en las areas de formacion de las glandulas sudoriparas ecrinas y de los

s. Podrian ser importantes en la formacién y mantenimiento de los plexos nerviosos periglandulares y perifoliculares, asi como en el ciclo
estos péptidos ya ejercen efectos sobre células epidermales, como el CGRP en la funcion de presentacion de antigenos por la célula de ¢
y la sustancia P capaces de promover el crecimientoy la diferenciacién de Qs, fibroblastos o células endoteliales.

Los resultados obtenidos demuestran la expresion de marcadores neuronales en las CMs adultas, lo que apoya su origen de la cresta
neural. La expresion de ciertos péptidos como el CGRP sefiala hacia posibles funciones paracrinas sobre elementos celulares adyacentes.
Esta inmunoexpresion puede ser util para la identificacion de las neoplasias originadas a partir de este tipo celular en el perro.
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Propoésitos para el futuro: e Peptides, 239-245, 1984,
1. Estudiar la funcién de las CMs en piel sometida a alteracion patolégica, incluyendo enfermedad degenerativa, neoplasica y derivada de irradiacion. S Nartava .Y cot: ArchDevratl Aok 7852612681988,
2. Estudiar si las CMs caninas adultas expresan otras moléculas de reconocido papel en el desarrollo de estructuras cutaneas, como el VIP o la sustancia P. S Tachlana T Arch St Gyl 34y 79.356 1998
ENer L. nat R proA ST A 47 473 2008
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Anexo: Trabajos presentados a Congresos
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