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N T R o o u e e o N 

I 

En todos los vertebrados la epidermis consiste de 

un epitelio plano estratificado y queratinizado. El grosor de 

ésta varía dependiendo de la zona del cuerpo estudiada, así 

como de la especie que se trate. A partir de la dermis y hacia 

el exterior podemos identificar cinco diferentes capas celulares 

con las siguientes características. 

1) Estrato basal o capa germinativa.- consiste de 

células cuboidales o columnares basofíl icas que yacen sobre la 

unión dermica-epidérmlca y cuyos ejes mayores se local izan en 

forma perpendicular a la superficie de la piel. Estas células 

se encuentran estrechamente unidas en sus bordes laterales y s~ 

perior por una gran cantidad de desmosomas. Este tipo de unión 

celular es también 1 Jamado macula adherens y su nombre refleja 

el hecho de que no se trata de un cinturón continuo. Las susta~ 

cías cementantes de los desmosomas muestran tres capas electrón 

densas interpuestas por otras electrón claras que ocupan el esp~ 

cio intercelular. Este estrato se caracteriza además por una gran 

cantidad de células en división mitótica siendo responsable, ju~ 

,, to con la porción inicial de la siguiente capa, de la renovación 

constante de células epidérmicas. En el caso de la epidermis hum~ 

na ésta es renovada cada quince o treinta días dependiendo de la 

región del cuerpo, edad, así como de otros factores. Todas las cé­

lulas de este estrato presentan filamentos de 10 nm de di~metro, 
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los cuales se van repitiendo y aumentando en número hasta que en 

el estrato lúcido representan más del 50% de la proteína total. 

2) Estrato espinoso.- que est:i constituido por cél!l_ 

las cuboidales o poi igonales y raramente se presentan algunas 

aplanadas, ·1as cuales muestran un núcleo central cuyo citoplasma 

contiene gran cantidad de racimos filamentosos. Estos convergen 

en extensiones celulares que terminan en los desmosomas localiza 

dos al final de las mismas. Estas son visibles cuando se observan 

al microscupio óptico y se han ~enominado tonofibrillas. 

Las células de esta capa están firmemente unidas en 

tre sí por este sistema de extensiones citoplásmicas, así como 

por los desmosomas que rodean toda su superficie, lo que le da 

una apariencia espinosa cuando se observa al microscopio de luz 

de donde deriva su designación. En un tiempo se creyó que las to 

nofibrillas cruzaban las uniones intercelulares que unían a una 

célula con otra, i:fi ~=~drgo actualmente se sabe que terminan i~ 

sertadas en la zona citoplásmica de los desmosomas. Su función 

está relacionada con la capacidad de esta capa para soportar y re 

sistir los efectos de la abrasión. Especialmente en la zona donde 

se local izan los desmosomas, debido a que en las :zonas de continua 

frlcci6n como lo son las plantas de los pies, el estrato espinoso 

presenta un mayor grosor que en otras partes del mismo organismo 

así como mayor abundancia de tonoflbril tas. Este estrato y el ge~ 

mi nativo reciben en conjunto el nombre de capa de Malpighlo (1-2). 



3 

3) Estrato granuloso.- se caracteriza por la prese~ 

cia de tres a cinco capas de células poligonales y achatadas que 

presentan un núcleo central y cuyo citoplasma se encuentra repl~ 

to de gránulos basofTlicos de queratohiallna. Los estudios bio­

químicos han demostrado que contienen una proterna rica en hist~ 

dina los cuales se convierten en parte de la matriz interfilame~ 

tosa en la células del estrato c6rneo. Otra estructura caracte-

ri stica localizada con ayuda del microsc6pio electrónico correspo!l 

de a los gránulos rodeados de membrana de apariencia ovoidal. Es­

tos se forman en asociación con el aparato de Golgi y se mueven 

hacia la parte superior de la célula, cerca de la membrana plasm! 

tica, con la cual se fusionan descargando entonces ~u contenido 

hacia el espacio intercelular de la capa granulosa. Bajo el micro~ 

copio electr6nico muestran un arreglo laminar y las reacciones 

histoquimicas indican que contienen mucopollsacáridos y fosfolípl 

dos. La función de este material es slmi lar a aquella del cemento 

intercelular, que actúa como una barrera para la penetración de 

materiales extraños dándole a la piel un importante efecto de sella 

do. Este ha sido probado en diversos estudios, en los cuales la 

penetración de Lantanio y per6xldos, como marcadores sobre epitelios 

queratinizados y no queratlnizados, no ocurre en las zonas donde 

este material llena el espacio intercelular. La formación de esta 

barrera se aprecia por primera vez en los reptl les y constituyó un 

evento evolutivo muy importante que permlt16 el desarrollo de la 

vida terrestre (1,2). 



4) Estrato lúc;ido.- esta capa usualmente se presenta 

en la piel gruesa, es translúcida y está compuesta de células e~ 

tremadamente aplanadas que son eosinofílicas. En éstas los orga­

nelos celulares ya no se evidencian y el citoplasma consiste 

primariamente de filamentos densamente compactados y embebidos 

en una matriz electrón ~ensa. En esta capa aún podemos apreciar 

desmosomas entre células adyacentes (1). 

5) Estrato córneo.- contiene células totalmente apl~ 

nadas sin núcleo y totalmente queratinizadas. Su citoplasma está 

lleno de escleroproteínas filamentosas y birrefringentes conocidas 

como queratinas, así como de enzimas lisosomales que desempeñan un 

papel importante en la degradación y digestión de los organelos ce 

lulares. 

Las proteínas antes mencionadas consisten de cadenas 

ricas en puentes disulfuro, que se van polimerizando y se presen­

tan como racimos de siete a ocho nm. Las células consisten, luego 

del proceso de queratinlzaclón, únicamente de proteínas fibrilares 

y amorfas así como de membranas plasmáticas engrosadas 1 !amadas 

células escamosas, las cuales se van eliminando continuamente. 

Esta descripción de la epidermis corresponde a su más 

compleja estructura, presente en ~reas muy gruesas, sin embargo 

otra~ zonas son mucho más delgadas y los estratos granuloso y I~ 

cldo están menos desarrollados y el estrato c6rneo puede ser muy 

delgado (2). 
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Como ya se mencion6 Ja renovaci6n de la epidermis 

es un proceso continuo que sucede bajo condiciones normales por 

la intensa actividad mit6tica observada principalmente en los 

estratos basal y espinoso. luego, como resultado de Ja diferen 

elación de las distintas capas o estratos de la epidermis, se 

observa el proceso de queratinizaci6n, en el cual se desarrolla 

un dep6sito gradual de proteínas en forma de filamentos, así como 

de sustancias amorfas conforme éstas migran hacia la superficie 

de la epidermis (Fig.1). 

Durante la diferenciación uno de los numerosos marca 

dores lo constituye la envoltura cornlficada. Esta constituye una 

de las más interesantes envolturas celulares del reino animal, 

debido a sus características de resistencia química. Esta se en­

cuentra formada básicamente de proteínas y lipidos que son insol~ 

bles en agentes reductores y álcalis débiles. El hecho de que 

esta estructura sea Insoluble en soluciones de dodecil sulfato de 

sodio (SDS) cuando se calienta a lOOºC, Indica que su estructura 

depende de enlaces covalentes, pero su resistencia a los agentes 

reductores confirma que las uniones son puentes dlsulfuro. Debido 

a la dificultad de producir cultivos en suspensión que contengan 

tan solo una células de estrato córneo, es relativamente difícil 

probar la susceptibilidad de sus envolturas con enzimas proteoli­

ticas. Sin embargo algunos estudios han ,demostrado que las envol­

turas resistentes a detergentes son destrufdas por pronasas, bro­

melina y subtillslna indicando asr que su estructura Insoluble se 



Figura l. Micrografía de la epidermis, que muestra 

un proceso continuo de renovacl6n, el cual 

sucede bajo condiciones normales por la 

Intensa actividad mltótica observada en los 

estratos basal y espinoso. 
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debe a la presencia de protefnas. Cuando se cultivan células 

cornificadas j6venes se observa que a pesar de tener una forma 

aplanada, luego del procesa de tripsinizaci6n adoptan una forma 

esférica, lo que demuestra que la fuerza mecánica de la envolt~ 

ra carnificada no es suficiente para resistir las fuerzas de ten 

si6n superficial que soportan las más viejas y superficiales, 

las cuales deben de tener una estructura corni ficada más rígida 

( l¡) . 

Se han realizado filmaciones en las que se aprecia 

la pérdida de movilidad de las células querat!nlzadas cuando se 

cultivan_!!!. vivo. Lo anterior se puede deber a tres hechos; prl 

mero a la ausencia de estructuras para el movimiento celular 

como lo son microfllamentos y microtúbulos, segundo a la incapac.!_ 

dad del citoesqueleto para transmitir movimiento hacia la membra­

na celular debido a la rigidez de la envoltura queratinizada y 

tercero debida a la Incapacidad de romper Jos desmosamas u otras 

uniones intercelulares (5). 

La epidermis proporciona una barrera efectiva entre 

el organismo y su medio ambiente. En el caso del niño recién na­

cido esta función cumple su papel. Sin embargo en niños que nacen 

antes de término por ejemplo a la treinta semanas de gestaci6n, 

la epidermis es aún Inmadura y presenta dos características nega· 

tivas; primero tiene una alta permeabilidad a las drogas que les 

puede causar envenenamiento accidental y segundo pierden una gran 

cantidad de agua por la epidermis en los primeros dfas de vida,lo 
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que ocasiona dificultades en el balance de fluidos y el control 

de la tem~eratura. Estas dificultades son transitorias y al caoo 

de dos a tres semanas de nacidos desarrollan progresivamente una 

epidermis más gruesa y con mayor número de células. El incre:nen­

to de estos estratos es estadísticamente significativo (6). 

Antes de pasar a describir la clasificación y tipif~ 

cación de las proteínas constitutivas de los queratinocitos, me~ 

cionaré brevemente las características de otros tres tipos celula 

res presentes en la epidermis. 

El color de la piel resulta de varios factores como 

lo son el número de vasos sanguíneos y los carotenos entre otros 

pero principalmente por el contenido de melanina que es un pigme~ 

to café oscuro producido por células especial izadas 1 Jamadas m~ 

lanocitos. Usualmente se localizan sobre la capa basal y entre 

las capas superiores de la epidermis. La síntesis de este pigme~ 

to ocurre en el interior de los melanocitos a partir de tirosin! 

saque como resultado de su actividad transforma la tirosina en 

J,4-dlhidrofenilalanina (DOPA). Luego es transformada en dopaqu.!_ 

nona que después de una serie de reacciones se convierte en mela 

nlna (2), (Flg.2). 

Otra poblaci6n importante est~ constituida por las 

células de Langerhans (CL) que presentan forma estrellada similar 

a los melanocitos y se localizan principalmente en el estrato e~ 

plnoso. A la microscopía de luz son demostrables utilizando im­

pregnaciones de cloruro de oro, con la reacci6n histoquímica de 

adenosTn trlfosfatasa (ATP asa), con la reaccl6n para la O-manos.!_ 

dasa y al exponerla In vltro con catecolamlnas (8-12). 



Figura 2. Micrografra de un melanoclto en cuyo Interior 

se produce el pigmento llamado melanina, que 

junto con el número de vasos sanguíneos y los 

carotenos dan color a la piel. 



Figura 3. Micrografía que muestra a las células 

de 'Langerhans puestas de manifiesto por 

medio de la técnica de ATP asa. Muy re­

cientemente se ha dilucidado el papel 

lnmuno16gico de esta poblaci6n celular. o 
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adenosín trifosfatasa (ATP asa), con la reacción para 0-manosi 

dasa y al exponerla..!..!!. vitro con catecolaminas (8-12). 

A diferencia de los queratinocitos no presentan 

tonofilamentos ni desmosomas, ésta última característica le 

permite moverse dentro de la epidermis, así como en otros eplt! 

lios lo cual ha sido demostrado experimentalmente estimulando 

con antígenos (Ag) como el dinitrofluorobenceno (9,13), (Flg.3). 

Junto a los demás organelos de su citoplasma se 

puede observar una estructura característica llamada gránulo de 

Birbeck el cual tiene forma de rodillo y una longitud de 460 nm. 

La membrana de esta inclusl6n muestra la composición trilaminar 

de la unidad de membrana, pero su función es aún desconocida. 

Estas células representan una subpoblaci6n del sistema fagocft~ 

co mononuclear, probablemente de la linea macr6fagos/monocltos 

requeridos para la activación de linfocitos T (LT) en las respue~ 

tas inmunes. La función descrita para ellas es la captura y con 

centración de Ag en la superficie celular para su efectiva pr! 

sentación ante los linfocitos (14). En general cuando un Ag es 

tomado por los macrófagos una porción es degradada por fagocitosis 

mientras que otra parte es fijada a la superficie celular donde 

se piensa forma una asociación con la molécula la, la cual es una 

proteína receptora presente en su superficie amén de la C3 y Fe 

(9, 15-17). 

Otra población celular la constituyen las células de 

Merckel presentes generalmente en las plantas de los ples y en 

las palmas de manos. Su característica distintiva es que muestran 

terminaciones nerviosas libres que forman un disco terminal ex- · 

oan 
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las palmas de manos. Su característica distintiva es que mues­

tran terminaciones nerviosas libres que forman un disco termi-

nal expandido en la base de éstas. De ahí que se cataloguen 

como mecanoireceptores sensoriales aunque es posible que no sea 

su única función (2). 

Con ayuda de la microscopía electrónica ;a desde hace 

algunos años se ha identificado un sistema de proteínas fflament~ 

sas cftoplásmicas distintas de los filamentos de actina que tie-

nen 60 A de diámetro y también diferente a los microtúbufos de 

2.50 A de diámtero. Estas tienen un valor intermedio :e lOOA y se 

han denominado filamentos intermedios (FI) por esa misma razón. 

En la actualidad se han clasificado cinco tipos distintos de FI 

en base a sus características bioquímicas e inmunológicas; entre 

el los se encuentran fas queratinas o tonofi lamentos presentes en 

las células epiteliales (18). 

En particular las proteínas de los maníferos englob~ 

das como queratinas son fibrosas con una disposición espacial 

tipo alfa hélice asociadas de manera filamentosa y con un diáme-

tro aproximado de 80 A. Estas son sintetizadas activamente por 

las capas germinatlva y espinosa de la epidermis (19). Con ayuda 

de la electroforesis se han separado e identificad~ faml !las y 

subfamilias que están en los intervalos de cuarenta y setenta qu.!_ 

lodaltones (kD). Los datos experimentales sugieren que la mayor 

parte de las querat !nas existen en forma reducida lo que favorece 

su polimerización. De hecho dos o tres pollpéptidos de queratina 
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purificados tienden a polimerlzarse in vitro en filamentos con 

la misma estructura general que los filamentos de queratina n! 

tivos. Los datos de difracci6n de rayos X han indicado que los 

FI de queratina están compuestos fundamentalmente de una unidad 

estructural de tres cadenas (18-20). 

A pesar de que existen más de veinte tipos de quer! 

tinas diferentes, los datos obtenidos a partir de la reactlvidad 

con anticuerpos monoclonales (Ac mon) antiqueratina, mapeo de 

péptidos y electroforesis en gel de dos dimensiones se han cla 

sificado en FI tipo 1 en el que se incluyen las queratinas áci­

das y FI tipo 11 en los que están las queratinas neutras y bá­

sicas (20). 

El tipo de queratinas que se pueden encontrar en los 

tejidos epiteliales varia con el desarrollo embriológico y edad. 

Un análisis detallado de las queratinas presentes en los epite-

1 ios ha demostrado que únicamente de dos a diez queratinas di~ 

tintas se expresan en el mismo tejido, pero que por lo menos e! 

t~ presente una de cada fami 1 ia. Se ha reconocido también que 

por lo menos dos queratinas diferentes se requieren para la re­

construcción de los FI (21). 

Las cuatro queratinas más abundantes de la epidermis 

humana normal tienen los pesos moleculares (PM) siguientes: 50.0 

56.S, 58.0 y 65-67 kD. De las anteriores, las dos primeras co -

rresponden a protefnas de la subfamll la ácida y las restantes a 

las básicas. 
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Se ha concluido que las únicas queratinas sinteti­

zadas por las células epiteliales basales corresponden a la SO.O 

kD (ácida) y la SS.O kD (básica). Hier.tras que en las capas qu~ 

ratlnizadas únicamente se coexpresan la 56.5 kD (ácida) y las 

65-67 kD (bhlcas). Como se puede apreciar existe un gradiente 

de PH que va aumentando conforme se pasa a las capas más super-

f lci ales de la epidermis (21,22), (Flg.4). 

Las queratinas de SO.O kD y SS.O kD están presentes 

en distintas cantidades en todos los epitelios y aún las de PH 

entre 65-67 kD se llegan a localizar en epitelios como la córnea, 

conjuntiva y otros cuando existe deficiencia de vitamina A (Fig. 

S). En este reng16n se ha estudiado la influencia de la dermis 

sobre la epidermis durante el desarrollo embrionario y se ha obse.r_ 

vado que al recombinar queratinocitos humanos adultos con derr.iis 

muerta desprovista de su epidermis, al ser cultivados se induce 

la formac16n de un epitelio parecido al ~ncontrado en la epide~ 

mis normal, en la cual se sintetizan queratinas de 67.0 kD. En 

estos cultivos las células epidérmicas se invaginan en los aguj~ 

ros dejados al remover la epidermis original (22). A nivel ultra­

estructural los marcadores de la diferenciación incluyendo hemi­

desmosomas, gránulos recubiertos de membrana intra y extracelul~ 

res, gránulos de queratohlallna, uniones estrechas asf como desmo 

somas se pueden distinguir claramente. Múltiples experimentos han 

demostrado que los cambios en la diferenciación celular están pr~ 

vocados por la capacidad filtradora de la matriz dérmica de elemen 
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Figura 4. Resumen esquemático de la distribución típica de 

las diferentes clases de queratinas en la epide.!:_ 

mis humana, así como en otros epitelios no quer! 

t 1n1 z ad os. 
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Figura 5. Resumen esquem5tico de los cambios en IJ expresión 

de queratinas durante la diferenciación normal du 

la epidermis. La línea continua denota la presencia 

de la queratina, la discontinu.:i la posible presen -

c i a de ésta, 1 a 1 inca cruzada que el llg us t,í pre se~ 

te pero no es detectable con Ac mon y finalmente la 

línea doblada indica la parci¡¡J degradación durante 

la formación del estrato córneo. 
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tos no celulares. Estos so;; complementarios en su función a la 

vita'!lina A en lo referente a la inducción de subunidades de qu.!:_ 

ratina en las capas su:irabasales cuando se cultivan in vitro 

( 2 2 '2 3) . 

Por otra parte investigaciones soore la cinética 

celular de poblaciones de queratinocitos en cultivo han mostra 

do que estos constituyen una población heterogénea, en la cual 

se pueden distinguir subpoblaciones en base a su tasa de síntesis 

de DNA (24,25). Los estudios más recientes utilizando estimulado 

res del crecimiento sugieren la posibilidad de que estas subpobl~ 

cienes estén involucradas en la renovación y expansión durante 

la diferenciación temprana de los queratinocitos (26,27). El con 

trol de la diferenciación y proliferación de los cultivos de cé­

lulas epid¡rmisas es u" proceso altamente complajo, que depende 

del balance delicado entre factores que promueven la prolifera -

ción y aquel los que favorecen la diferenciación (28,29). 

Por lo anterior se desprende que los inhibidores en 

dógenos deben jugar un papel muy importante en el mantenimiento 

de este balance y se asume que los estados de renovación y pérdl 

da celular están mediados por dichos inhibidores que se llaman 

c o 1 e c t i va me n te ch a 1 o nas ( 3 O) . En e 1 caso p a r t i cu 1 a r de 1 i n h i b i -

dor del crecimiento epidérmico se trata de un ol igopéptido el 

cual tiene la capacidad de detener la actividad mitótica, así co 

moa las células que se encuentran en fase de síntesis del ciclo 

celular (31). Lo anterior se ha comprobado marcando células con 



timidina tritiada ) observando la disminución en Ja tasa de 

sfntesis de ONA (30,31). 

l B 

También se han estudiado los efectos ant i::irol i fera 

tivos de los interferones recombinantes alfa y gama sobre las 

poblaciones de queratinocitos. Estas moléculas se han clasifi­

cado en tipo 1 que incluye al interferón alfa que deriva prh~ 

riamente de los leucocitos y el interferón beta derivado ce fi 

broblastos y células epiteliales; estos dos son inducidos por 

virus. En cuanto a los interferones (INf) de tipo 11 o inmunes 

se tiene al INF gama que es una Jinfocina derivada de linfoci­

tos Te inducido por mlt6genos. Las tres clases de INF presen­

tan atributos muy similares a los polipéptidos de las hormonas 

y existe evidencia directa de que los primeros se unen a rece.e_ 

tores con afinidades similares a Jos de éstas (32). Aparenteme~ 

te entre otras funciones los INF regulan la proliferación o di­

ferenciación de los queratinocitos y la expresión de receptores 

antigénicos de superficie (33). 

Otros estudios han demostrado que la aplicación 

combinada de difluorometil ornitina (DFHO) y metilglioxal bis­

guanilhidrazona (HGBM) producen inhibición de Ja síntesis epidé~ 

mica de ONA tanto in vivo como.!..!!. vltro a un grado tal que no es 

comparable cuando se uti !izan cada una de estas drogas por sepa­

rado. Se ha demostrado además que éstas producen Inhibición se­

lectiva de células provenientes de un tejido con Psoriasls com­

parado con queratinocltos en cultivo provenientes de un tejido 
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normal. Estudios de este tioo pueden dar luz sobre Ja terapia 

a seguir en diferentes enfermedades cutáneas (34,35). 

En total se han determinado tres subpoblaciones 

distintas de queratinocitos en base a su tamaño, contenido de 

ácido ribonucleico (RNA), propiedades lnmunoqufmicas y la cin! 

tlca del ciclo celular. La subpoblación A consiste de células ba 

sales pequeñas con bajo contenido de RNA y largos periodos de du 

plicación. La subpoblación B contiene células dos o tres veces 

más grandes, con mayor contenido de RNA y menor tiempo de divi­

sión celular. La subpoblación C consiste de células grandes que 

no tienen la capacidad de dividirse y con mayor cantidad de RNA 

que las dos anteriores (36). 

Los queratinocitos producen una molécula llamada 

factor activador de timocitos derivado de epidermis (ETAF) el 

cual es biol6gica y fisicoquimicamente igual a la llnfocina in­

terleucina 1 (IL-1). Esta proteína tiene un PH de 15 kD y dese!!!. 

peña un papel integral en la generaci6n tanto de la respuesta 

inmune como inflamatoria. Algunos de los efectos inducidos por 

ésta son Ja pi rogenicidad, quimiotaxis de neutrófilos, activación 

y quimiotaxls de linfocitos, proteólisis muscular, producción de 

proteínas de la fase aguda, síntesis de prostaglandlnas y Ja pr~ 

ducción de colagenasa por fibroblastos que son eventos asociados 

con Ja inflamación (37). 

La cantidad de ETAF/IL-1 que se puede extraer del 

estrato córneo sugiere que esta estructura funciona como un alma 
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cén para este r:iediador. Además se ha demostrado que en los qu!:_ 

ratinocltos normales se expresa sobre la superficie de su mem­

brana plasr.-.ática la molécula ETAF/IL-1 (37,38). 

En otros estudios en los que se ha medido la tasü 

de proliferación de queratinocitos, se ha dernostrajo qut: al ha­

ber un incremento en la síntesis de prostaglandina E2 (PGE2), la 

tasa de prol l fe ración de estas células se ve aumentada. Tambi~n 

se ha observado que una vez que comienza la proliferación hasta 

llegarse a formar Jn epitelio, una mayor concentración de PGE2 

no conduce a mayor proliferación. Lo anterior sugiere que los 

querat inoci ~os son capaces de pro! i ferar por dos sistemas di fe­

rentes, uno dependiente y otro independiente de PGE2. En estudios 

con ratas deficientes en ácidos grasos esenciales, en las que se 

han provocaco quemaduras o heridas, el tiempo de reparación ep~ 

telial está r.iuy retardado, lo cual está en concordancia con lo 

antes expuesto debido a que dichos roedores carecen de los pr~ 

cursores necesarios para la sfntesis de PGE2 (39). Más aun la 

incapacidad de un epitelio para aumentar la síntesis de PGE2 an 

te una herida se presenta en enfermedades inflamatorias hiperpr~ 

1 lferativas como la psoriasis, donde se presenta como alternativa 

un incremento en el metabolismo del ácido araquidónico (l¡Q). 

En las células epiteliales los FI cumplen un propó­

sito estructural y en particular las queratinas se encuentran a~ 

ciadas en regiones especial izadas donde se local izan los desmoso 

mas ( l¡ 1) • A q u í l as que r a t 1 nas se ex t i ende n a t r a v é s de 1 a me rn b r a 
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na y proyectan un extremo de glicoproteína hacia la superficie 

externa que se enlaza con las presentes en las células adyace~ 

tes. Estos glicoconjugados presentan un patrón distintivo en 

las diferentes capas de la epidermis humana (42,43). Se han d!:_ 

tectado por medio de lectinas unidas a fluorocromo excepto en 

la epidermis embrionaria la cual carece de estos conjugados, a 

pesar de mostrar ya una diferenciación de las capas basales. 

Estas glicoproteínas junto con glicolípidos juegan un papel de 

vital importancia en los procesos de proliferación y diferencia 

ción (44-47). 

En cuanto a los lípidos sabemos que el proceso de 

queratinizaci6n se acompaña de cambios profundos en la composl 

ción y morfología de las· estructuras de éstos. En las capas basales 

encontramos una alta concentración de fosfolípidos y lípidos no 

polares, mientras que las ceramidas se encuentran en baja conce~ 

tración. Estas proporciones se van invirtiendo conforme se estu­

dian las capas más externas y en el estrato córneo pueden ser 

reconocidos dos ácidos linolelcos fundamentales para evitar la 

pérdida excesiva de agua, éstos son la aci lceramida y Ja aci 1 -

glucoceramida (48). 

Pero no únicamente co~puestos orgánicos complejos ti!:_ 

nen influencia sobre las poblaciones celulares de Ja epidermis. 

Así tenemos que cambios en la concentración d!! un ión como lo es 

el Calcio (Ca+) en el espacio extracelular, inicia la sfntesis 

de DNA en queratlnocitos epidermicos permitiendo Ja diferenciación 
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y estratificación, así como de Ja formación d·.; desmosomas (49). 

En años recientes gran cantidad de investigaciones 

se han dedicado al estudio de las células epiteliales transfo.:_ 

madas. Esto se debe en gran medida a que Ja mayor parte de los 

tumores humanos son de or l gen epi te 1ia1 y porque se han desa­

rro 11 ado sistemas de cultivo de tejidos que perrr.iten estudiar. 

los~ vitro. Es obvio el interés de determinar la evol1Jción 

del proceso oncogénico, previo al tiempo en que estos tumores 

se expresan como carcinomas declarados (50). También es claro 

a partir de observaciones~ vitre e~ vivo, que el proceso 

oncogénico altera inevitablemente el programa normal de dife­

renciaci6n, tanto, que es Ja característica para determinar una 

neoplasia. En Jos tejidos que tienen Ja capacidad de renovarse 

tales como la epidermis, en Jos que la estructura está regulada 

en forma precisa por la producción de células germlnativas y 

células diferenciadas, es razonable postular que la difer;mci~ 

ción debe ser un proceso temprano en Ja carcinogénesis, causa~ 

do Ja proliferación anormal de subpoblaciones de células basales 

malignas(SJ). De manera alternativa los procesos de prolifera­

ción y diferenciación pueden 1 levarse a cabo de manera slmultá 

nea en células que normalmente estarían 1 levando a cabo uno u 

otro de estos procesos. Cuando se infectan queratinoci tos con 

un virus como el Sv-40, que presenta un marcador de superficie 

f.icilmente identificable, estas célulaG muestran un crecimiento 

infinito cuando son cultivadas in vitre y se puede observar que 
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su capacidad para diferenciarse disminuye progresivamente. Es· 

tas poblaciones infectadas manifiestan inestabi 1 idaj fenotípi­

ca, en términos de la aparición de variantes, que e~ contraste 

con células no infectadas muestran un patrón bien definido en 

su c i toesque 1 e to (52, 53). 

De todo lo anterior se puede apreciar que e! mant~ 

nimiento de la homeostasis cutánea depende de in~eracciones c~ 

lulares complejas entre queratinocitos, células de langerhans, 

LT y otras células linfoides como los linfocitos B (LB), mon9_ 

citos y células asesinas naturales (CAN), así como de produc­

tos orgánicos y elementos inorgánicos (54). 

Más recientemente, se ha comparado el i:Hegumento 

de los anfibios con su ecología y se ha observado que ciertas 

peculiaridades histoquímicas de su diferenciación epidérmica 

sugieren que éstas juegan un papel importante en la adaptación 

a su existencia terrestre. Se puede notar que esta adaptación 

es progresiva y que va acompañada de la formación ce un gradie~ 

te histológico vertical, demostrado por la acumulación de pro· 

teínas ricas en grupos cati6nicos y sulfhldrilos en las capas 

celulares superficiales. Es de hacerse notar que las propieda­

des histoquímicas de la epidermis del sapo común que presenta 

una capa de queratina y las del sapo verde que carece de el la 

(paraqueratosis) son coincidentes, En ambas la diferenciación 

histoquímica de la epidermis resulta de la acumulación de pro­

teínas con las características antes mencionadas sobre la capa 



celular más superficial (55). 

La zona de protección de la epider.,is de reJtiles 

es notable }por su concentración de grupos cisteí~icos di;tr~ 

buídos difusamente. En el borde de la zona de pntección y la 

zona germinativa se forma la zona de tran>ición cuyas proteí­

nas tienen altas con:~ntraciones de grupos disuliuro y Jroteí 

nas libres d<:: catio,.,:;;, así como oligopéptidos libres. Oe ahí 

que la epidermis de los reptiles no adquiere únicamente una 

capa córnea más gruesa, sino también un nuevo tipo de diferen­

ciación histoquímica en la zona de protección. 

El tipo de diferenciación que apareció en los re.E_ 

tiles se ha preservado en los mamíferos, en cuyo caso han ap~ 

recido nuevos aspectos relacionados con el integumento :ii loso. 

El segmento de epidermis cubierto por pelo tiene altas caneen 

traclones de cisteína, así como de proteínas libres de cationes 

en la zona protectiva. En las.'zonas de protección se acumulan 

proteínas con un alto contenido de histidina y arginina. 

Es evidente el hecho de que la zona de protección 

en los anfibios está formada por una queratinlzación perifér~ 

ca (las proteínas ricas en cisteína se localizan en la :ierife 

ria de las células de la zona de protección), mientras que la 

zonas de protección de la epidermis en reptiles está formada 

por una queratinización difusa (las proteínas ricas en cistei 

na también se encuentran formando parte del cuerpo celular). 

Los datos obtenidos en el estudio histoqufmico comparativo de 
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la epidermis de vertebrados contem?oráneos, puede servir como 

un patrón de los eventos que ocurrieron en la~Jilogenla ce las 

especies (56). 

La función :irimordial del sistema inmune es la de­

fensa del organismo contra la infecci6n y se basa en trE-5 aspe~ 

tos importantes que son: la memoriiJ, la especificidad y el reco 

noéimiento de lo no prc?io. Esta protección está dada poc la 

respuesta inmune que es una reacción contra el agente infeccío 

so denominado antígeno (Ag). Cuando estos últimos han penetrado 

en el organismo los lir;:focitos B se diferencian en células pla~ 

máticas que secretan gl'"andes cantidades de anticuerpos (Ac) o 

inmunoglobulinas (lg) tas cuales son moléculas bifuncionales 

que se ligan a estos para eliminarlos iniciando toda una gama 

de fenómenos secundarios. 

Las lg se han dividido en base a la estructura co~ 

formacional que presentan. Se trata de polipéptidos en aproxi­

madamente un 95% y carbohidratos en un 5%. Forman un tetrámero 

unido por puentes disurfuro donde existen dos cadenas de mayor 

P11 denominadas pesadas (H) y dos cadenas de menor PM 1 !amadas 

1 igeras (L), con estructura general (HZL2) como se puede apr~ 

ciar en la Fig.6 (56). 

En humanos se ha establecido la existencia de cinco 

tipos de cadenas pesad~s que han dado origen a distintas clases 

de lg, estas son las scguientes; lgG, lgM, lgA, lgD e lgE. Las 

cadenas ligeras se han ,cJaslficado como ()y (),éstas se 
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presentan de manera pareada en cada lg, según la fórmula gene­

ral, pero nunca combinadas en la misma lg (57}. 

En cuanto a su función la lgG constituye el 75 % 

de las lg del suero y la portan sobre su superficie los macró 

fagos que entonces funcionan como citotóxicos hacia el Ag. Ad~ 

más esta lg difunde más rápidamente que las demás hacia los es 

pacios extravasculares donde neutralizan las toxinas de bacte· 

rias y se une a microorganismos para permitir su fagocitosis. 

La lgA predomina en las secreciones corporales y 

proporciona el mecanismo primario de defensa. Abunda en la sali 

va, lágrimas, secreciones bronquiales, mucosa nasal, secrecio­

nes vaginales y en intestino delgado. Sun función no es la des 

trucción de los Ag sino más bien la de impedir la entrada de 

estos al organismo. Se presenta en forma dimérica unida a la ca 

dena J. 

La lgH está presente en la superficie de los linf~ 

citos By es la más eficiente fijadora del sistema de compleme!!. 

to. Se ha demostrado que casi toda la lgu está presente junto 

con la lgH en la superficie de linfocitos, donde parece que ªE. 

túan mutuamente con Jos receptores de Ag para controlar la acti 

vación y supresión de los linfocitos. 

Las lgE se encuentran unidas a las células cebadas 

y cuando entran en contacto con un Ag, producen la degranulaclón 

de éstas, liberando aminas vasoactivas como la histamina. También 

juega un papel importante en la protección de mucosas externas (58-60). 

.. 
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A principios de la década de los sesentas se recono 

ció que la fusión celular era un proceso espontáneo pero poco 

frecuente entre células que se mantenían en cultivo. A partir de 

este hecho se trató de encontrar un agente que permitiera la fu­

sión celular a mayor escala. Inicialmente se probó con el virus 

de Sendai que presentaba como limitación el que las células a f~ 

sionar debían de tener receptores antigénicos para dicho virus 

(61-62). 

En 1975 se desarrolló una nueva metodología que pe_r:_ 

mitía la producción de clonas formadoras de Anticuerpos monoclo 

nales (Ac man) con especificidad única (63), De manera general 

la técnica permite fusionar células mielómicas que tienen la ca 

pacldad de proliferar Indefinidamente, junto con 1 infocitos B 

del bazo que secretan Ac. Para permitir la fusión celular se uti 

!izó primeramente el virus de Sendai como ya se ha mencionado, 

sin embargo en Ja actualidad se emplea et polietilen-glicol (PEG) 

que es un agente agluti<lante de protoplastos vegetales (64). Las 

células resultantes de la fusión se han denominado hibridomas y 

pueden ser clonadas por métodos de di lución limitan te con la fin2_ 

l !dad de asegurar la calidad monoclonal de las células producto­

ras de Ac (65-66). Las clonas asf obtenidas pueden ser expandidas 

en placas y botellas de cultivo, para finalmente hacer una expa~ 

sión masiva y obtener altas concentraciones de Ac man, esto es, 

que reconocen un solo determinante antlgénico y que sobrepasa el 

orden de los 10 mg/ml (67). 
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Baste recordar que un buen suero está constitufdo 

por más de 90~ de moléculas que tienen poca o ninguna avidez por 

el Ag. Se tiene entonces un contraste tremendo con los Ac mon 

que tienen la misma clase de lg, alotipo, la misr.ia región varia 

ble, estructura, idiotipo, afinidad y especificidad por un dete_!:. 

minado epitope. Cuando se dirige un Ac mon contra un solo epftope 

del Ag, este muestra una alta especificidad en términos de reac­

ción cruzada con otros Ag, pues ésta es nula o casi nula. Ocasio 

nalmente se puede encontrar alguna reacción cruzada, pero esta 

será mínima y se explica por el hecho de que un Ag puede presen­

tar receptores parecidos en su estructura terciaria (68-69). 

Otra de las ventajas de los Ac mon es que permite pr~ 

duclr Ac específicos contra distintos Ag que se encuentren en 

una mezcla compleja y separar los hibridomas productores de lgs 

particulares, simplemente clonando esos hibridomas (70). 

El potencial de esta tecnología es muy grande y sólo 

como ejemplo de sus beneficios están la caracterización de lfneas 

~elulares linfoides y mieloides malignas, reconocimiento de teji­

dos, elucidación de la estructura fina en los sitios de combinación 

de las lg, diagnóstico de cáncer y la terapia con agentes cito­

tóxicos unidos a un Ac mon anti tumor (71-73), 

O B J .E T V O 

Usando extractos crudos de epidermis de cobayos obte­

ner Ac mon contra alguna o algunas de las queratinas presentes en 

el mismo. 
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J U S T F e A e o 11 

En primer :érmino tenemos que la producción de Ac mon 

permite obtener 100% de lg específica contra un Ag determinado a 

diferencia de los sueros policlonales en donde se obtiene una mez 

claque en general tiene poca avidez hacia los epítopes problema. 

En segundo término tenemos que los Ac mon permiten reconocer qu~ 

ratinas especificas contra las que se inmunizan los ratones y 

tercero a partir de éstos su uti 1 ización en problemas de diagnós­

tico clínico. 
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M A T E R 1 A L E S Y H E T O O O S 

l. Obtención del Ag 

E,l Ag utilizado en el presente trabajo correspondió 

a la epidermis de cobayos, los cuales fueron proporcionados por 

el bioterio de la Facultad de Medicina, UNAH. Estos fueron dep.!_ 

lados completamente utilizando un depilador comercial (Lilly,M! 

xico) y luego de anestesiarlos se procedió a disectar la piel 

~ completa en la zona abdominal y dorsal. Después fueron sacrifica 

dos por desnucamiento cervical. 

Las muestras fueron sumergidas inmediatamente en sol~ 

ción salina balanceada de Hanks {SSBH) que contenía un agente qu~ 

lante de iones calcio y magnesio ácido etilendiamino tetra-acéti-

· co (EDTA) y se incubaron durante 3 hr a 37ºC. Transcurrido este 

tiempo se procedió a separar la epidermis subyacente utilizando 

para esto agujas de disección. Los fragmentos de epidermis así 

obtenidos se homogenizaron a 1500 rpm durante 10 min utilizando 

3 mi de SSBH dentro del homogenizador. Esta solución ya no tenía 

el agente quelante. Este paso se repitió tres veces para cada una 

de las muestras obtenidas. 

P R O C E S A M 1 E N T O O E L Ag 

El siguiente paso consistió en centrifugar a 3500 rpm 

durante 5 mln el Ag¡ el sobrenadante obtenido se guardó en conge-

!ación a -4ºC y el paquete celular se resuspendió en 6 mi de bl-

carbonato de amonio {NH4HC03, 5mM) y se pasó a baño maría durante 
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40 mina 70ºC. Finalmente fue centrifugado a ::a rpm durant~ 5 

min y filtrado en papel llhatman no.1 (100 um· ::: oaquete c:~lular 

aquí obtenido se guardó en congelación a ·4'C con 3 mi de ~H4C03, 

mientras que al sobrenadante se le hizo Ja r.-.e~l:i5n de proteínas 

por medio de la técnica de lowry (711), utilizando para ello un 

blanco, tres controles y tres muestras proble~a ~ue se prepara­

ron como se indica a continuaci6n. 

Para preparar un blanco se colocara~ en un tubo de 

ensaye de 5 mi de capacidad, 400 ul de agua :,i·:iest ¡lada (Hbd) a 

los que se agregaron otros 400 ul de solución ~-5-0: y se esperó 

durante 15 min antes de añadir 1200 ul de la solución Folln·Clo 

cal teau (F-C), se agitó durante 30 seg en vortex y 1 uego de 30 

min de espera se hizo la lectura en el espectrofotómetro a 750 

·~ nm de absorbancia. 

El primer tubo control se preparó colocando 300 ul 

de Hbd con 100 ul de albúmina sérica de bovino (BSA) a una con­

centración de lmg/ml, a estos se agregaron 400 ul éa la solución 

A-B-C, asf como los 1200 ul de F-c. Después se siguieron los mi~ 

mos pasos que en Ja preparación del blanco. El segundo tubo con­

trol contenía 200 ul de Hbd y 200 ul de BSA a la ~isma concentr~ 

clón. El último tubo control tenía 400 ul de BSA y los reactivos 

restantes, 

Finalmente las tres muestras proble.-,a se prepararon 

con 100 ul de Ag (85 ug/!00 ul) más 300 ul de Hbd, los demás 

reactivos se.agregaron siguiendo la misma metodología. 
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11. 1 nmun i zac i ón de rat :~es 

Se inmunizar~n cinco ratones de cuatro semanas de 

edad de la cepa Balb/c, los cuales fueron proporcionados por el 

bioterio del Departamen:o de Ciencias Biológicas y de la Salud, 

VAH-lztapalapa. Para c2;3 uno de los cinco ratones se prepara­

r:>n 100 ul de Ag (85 u;:.iOO ul) diluidos en 150 ul de solución 

sa I ina balanceada (SSB) y emulsionados con 250 ul de adyuvante 

c;:impleto de Freund (ACF'.· de (DIFCO, Detroit) que contenía Borde-. 

~ pertussi inactiva:a. Esta emulsión se homogenizó durante 

3 min en Vortex y se in.:i<:uló en un total de 500 ul/ratón por vía 

intraperitoneal. A los :3 días se inoculó en cada ratón una se­

gunda dosis que contenía 100 ul del Ag a la misma concentración 

en 400 ul de SSB. 

111. Mantenimiento de los células de mi e loma 

La línea celular utilizada fue la P3X63 Ag-8 (6.5,3), 

ésta corresponde a un rrieloma de ratón que prolifera indeflnida­

r.iente en medio de cultive> (JS). Este fue mantenido y expandido en bote 

llas (NUNC, Noruega) dentro de una incubadora National en atmós­

fera hameda con 95% de aire. Se cultivaron en medio mínimo Eagle 

modlfi.cado por Dulbecco· (DHEM) de (Microlab, Héxico), suplementado 

con suero fetal de bov;no (SFB), antibac, L-glutamina, antifun, 

amino~cidos no esencia¡es, piruvato de sodio de la mis~a compa~la. 

Además contenía gentamicina (Scheramex, México), insulina (Lilly, 

México) y 2-mercaptoet.:nol (J,T.Baker, USA). El suero se lnactivó 
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a 56ºC durante 30 min y se filtró en membranas de Mil 1 ipore de 

O.B·urn, 0.45 um y finalmente en 0.22 um (76,77), 

1 V. Fu si 6n ce 1 u 1 ar 

Se hicieron seis fusiones, cada una se llevó a cabo 

72 hr después de la segunda inmunización, disectando en esteri-

1 idad los bazos de cuatro ratones. Los órganos se colectarori en 

cajas de Petri que contenían 5 ml de SSB a 37ºC. De ahí se pas.'.!_ 

ron a la campa.na de flujo laminar donde fueron milcerados en una 

malia de acero inoxidable presionando con un pistón de vidrio, 

Las células así disgregadas fueron recogidas en otra caja de Pe­

tri con 5 ml de SSB y pasadas a tubos de cer.trífuga cónicos est~ 

riles de 15 ml de capacidad (NUNC, Noruega). Se centrifugaron a 

1000 rpm durante 10 minen una centrífuga Sorvall modelo LC-50, 

luego de lo cual se eliminó el sobrenadante y nuevamente se resus 

pendieron en 5 ml de SSB centrifugando una vez más para lavar de 

contaminantes. Se le retiró el sobrenadan te y finalmente se resus 

pendieron en otros 5 ml de SSB. 

Para acondicionar el medio de crecimiento de los hibri 

domas, se disectaron en esterilidad los timos de cuatro ratones de 

3-4 semanas de edad. Se disgregaron en la malla de acero presiona~ 

do con el pistón de vidrio y las células se recogieron en una caja 

de Petri conteniendo 5 ml de SSB. Se pasaron a un tubo de centrí -

fuga cónico de 15 mi de capacidad y se centrifugaron a 1000 rpm 

durante 10 min, luego de lo cual se eliminó el sobrenadante y se 
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resuspendieron las células en 90 mi de medio que contenía Hip~ 

xantida, Aminopterlna y Ti'llidina (HAT) todas ellas de (Sigma, 

USA), así como medio suple::ientado. 

Las poblaciones de mieloma y linfocitos se contaron 

por separado en cámaras de Neubauer, uti !izando la prueba de e~ 

clusión con azui tri pano para viabilidad celular. En la fusión 

se uti !izaron 110 x 106 células de mieloma y aproximadamente 800 

x 106 linfocitos. Ambas poblaciones se colocaron en un tubo de 

centrífuga eón i co de 50 ml de capacidad (NUNC, Noruega) y se cen 

trlfugaron a 1000 rpm durante 10 min. Después de esto se retiró 

el sobrenadante y se procedió a realizar la fusión que consta de 

los siguientes pasos. 

Primero se agregó 1 ml de PEG de PH 1500 (Baker, USA) 

estéril disuelto en relación 1:1 (p/v) con OHEH a 37ºC sobre el 

paquete celular durante 1 min y con agitación contínua. Esta últi 

ma se realizó golpeando continuamente con los dedos el tubo de 

centrTfuga. La agitación se prolongó durant• otro min. En otros dos 

min se agregaron 2 mi de DHEM y finalmente 7 ml de DMEM en otros 

dos min con agitación contTnua. Se procedió a centrifugar a 1000 

rpm durante 10 min, se retiró el sobrenadante y el paquete celular 

se resuspendió con 10 mi de medio HAT, los cuales se agregaron a 

Ja botella que contenía 90 ml de medio HAT y los tlmocitos. 

Se procedió ento~ces a colocar 100 ul de la suspensión 

celular en 960 pozos de placas (NUNC, Noruega) y a guardarlas fi­

nalmente en la incubadora con atmósfera de COZ (78-81). 



V. Detección de hibrido'mas productores de Ac específico 

Para la detección de células híbridas prod,Jctoras de 

Ac mon se utilizó de manera rutinaria la prueba de Ell5A, la cual 

es un ensayo inmunoenzimático no competitivo de fase ;~iida. 

El primer paso fue colocar en cada pozo de microc:ulti,:c (NUNC, No 

ruega} Ag a una concentración de O. 5 ug/50 u 1, con 1 a fina 1 i dad de 

inmovi 1 izarlo. Luego de p.-eparar la placa se incuba a 37ºC durante 

12 hr en atmósfera seca. Cuando todos los pozos se han desecado se 

lava tres veces con PBS para saturar los sitios libres de la fase 

sól lda. Después se tomaron 100 ul de sobrenadante de los pozos a 

probar y se dejó reposar durante 20 min. Aquf si al adicionar los 

,sobrenadantes estos contienen Ac vs Ag, enton~es se unirán a él. 

Transcurrido el tiempo se lavó con Tween 20 (0.0,5~) por 

10 veces para eliminar todos los componentes no unidos. Se procedió 

a agregar 50 ul/pozo de peroxidasa de rábano conjugada con Ac de ca 

bra anti lgG de ratón (Cappel, USA) dilufda en buffer de dilución 

1:1500. Se permitió que se llevara a cabo la reacción durante 10 min 

y se lavó,nuevamente con el mismo detergente, lo que permitió reti­

rar el exceso de enzima. 

Inmediatamente después se agregaron 100 ul de sustrato 

que permite poner de manifiesto la presencia de la enzima. La hidr~ 

1 is is enzimática de ésta origina un producto colorido que fue leído 

a li05 nm en el lector de ELISA (Flow laboratorles, USA). Las lectu­

ras se hicieron a los 30 min después de agregado el sustrato (82,83). 
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VI. Clonaci6n celular 

Para llevar a cabo_la clonación celular se prepara-. 

ron 100 mi de supermedio adicionado de hipoxantlna (10 mM) y timl 

dina (160 mH) ambas de (Sigma, USA). A este medio se le agregaron 

timocitos obtenidos en esterilidad de tres ratones Balb/c de 3 a 

4 semanas de edad. 

A Jos pozos que resultaron positivos en la prueba de 

ELISA se les midió viabilidad con la prueba de exclusión del azul 

trlpano en cámara de Neubauer. Después se calculó el volumen que 

contenía 2500 células y éstas ~e resuspendieron en 10 mi de medio 

suplementado con (HT). Se procedió a colocar 100 ul en cada pozo 

de una placa de 96 con la finalidad de tener aproximadamente 25 

hibridomas por pozo. Este proceso de clonación se hizo dos veces 

y posteriormente se fueron expandiendo de 1 a 2, de 2 a 4 y así 

sucesivamente hasta llegar a 16, entonces se pasaron a pozos de 

1 mi y de cuatro de estos a botella que principió con 5 mi y ter-

minó con 30 ml aproximadamente (78). 

VI 1. Expansión masiva. 

Para prepararla se Inyectó por vfa lntraperitoneal (IP) 

cada uno de 20 .ratones Balb/c de cuatro semanas de edad con 0.5 mi 

de aceite mineral (AH) prlstán de (Ald;·lch, USA) a los cero y 10 

dfas. Tres días después de la segunda dosis se inocularon cerca de 

6 8 x JO hlbrldomas por ratón, resuspendldos en 500 ul de. SSOH para 

producir el tumor ascftlco (78,79), 
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Entre diez y quince días después de inocular los hi 

bridomas se extrajeron los 1 iquidos ascTticos de los ratones 

que habTan formado el tumor utilizando jeringas de 5 mi y agujas 

de calibre 18. Estos líquidos se centrifugaron a 3500 rpm duran-

te 10 min y se guardaron únicamente los sobrenadantes en criotu-

bos {NUNC', Noruega) de 2 mi de capacidad a -36ºC dentro de un ul 

tra congelador (REVCO, USA). 

VIII. Congelación del mleloma. 

En cámara de Neubauer se contaron las células por 

medio de la prueba de exclusión con azul tripano. Después se to 

m6 el volumen necesario que contuvo 6.0 x 106 células vivas y 

se centrifugó a 1000 rpm durante 10 min. Se retiró completamente 

el sobrenadante y muy suavemente se resuspendió el paquete celu-

lar con t.O mi de una mezcla que contenía SFB {90%) y dimetil 

sulfóxido (10%) de (Sigma, USA). Este DHSO se esterilizó junto 

con el SFB con membranas Millipore de 0.22 um. Las muestras se 

guardan en criotubos de 1.B ml de capacidad (NUNC, Noruega} a 

- 36 ·e. 

IX. Congelación de los hibrldomas 

Primero se midió la viabilidad celular de la misma 

forma que se hizo con el mleloma y se tomó el volumen necesario 

para contener de 6-8 x 106 hlbridomas. Se centrifugaron a 1000 

rpm durante 10 mln y se retira completamente el sobrenadante. 
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En una solucl6n con 90% de ~FB y lOt de D~SO se re­

suspende el bot6n celular y se guarda en criotubos a -36'C. No 

es reco~endable congelar en nitrógeno líquido a -196ªC, pues al 

descongelar la viabilidad se ve disminuída (84). 
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RESULTADOS 

La línea celular de mleloma de ratón P3 X63 Ag-8 

(6.5.3) se mantuvo proliferando en total esterilidad y bajo 

las condiciones antes descritas en cultivo continuo. La expa~ 

sión del mi e loma se real izó en periodos que fluctuaron de dos 

a tres semanas previas a cada una de las fusiones. El número 

aproximado de células de mieloma y de linfocitos utilizados 

para cada una de ellas, así como las diversas fuentes de error 

que impidieron un crecimiento favorable en las cinco primeras 

se muestra en el cuadro 1. 

En la última fusión se utilizó una modificación del 

método propuesto en 1981 (79), pues se utilizó una mayor canti­

dad de los dos tipos celulares, lo que nos permitió incrementar 

la eficiencia de fusión. Se sabe que pueden existir en el cul­

tivo varias combinaciones celulares al momento de la fusión y 

por probabilidad muy pocas de ellas ser la fusión mieloma·lin­

focito B. Sin embargo al aumentar la celularidad de ambas pobl!!_ 

ciones aumentó también la probabll ldad de tener esta combin!!_ 

clón. De aquí se debe tomar en cuenta que de los hibrldomas pr~ 

ducidos sólo una pequefia proporción, no mayor del 5%, estará 

sintetizando el Ac específico y de estas únicamente una fracción 

lo estará secretando. Lo anteriormente expuesto estuvo en concor 

dancla con los resultados observados luego de la sexta fusión al 

revisar las placas con microcultlvos bajo el microscopio invertí 

do. 
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FUSION CEL. HIELOHA LINFOCITOS FUENTE DE 

(x 106 ) (x 10 6 ) ERROR 

F 1 50 150 Baja eficiencia 

de fusi6n. 

F2 50 150 Baja eficiencia 

de fusión. 

F3 43 150 Contaminación 

del medio·; 

F4 48 150 Al cal inizaci6n 

del medio. 

F5 42 150 Al cal inlzación 

del me di o. 

F6 110 800 Ninguna. 

Cuadro 1. NGmero aproximado de células de mleloma y de linf~ 

citos utilizados en cada una de las seis fusiones 

y fuentes de error que impidieron el crecimiento 

favorable de las cinco primeras. 



Estas observaciones no se cuentlficaron, sin enbarg~ 

la eficiencia de fusión fue notablemente más alta que en las f;J-

slones anteriores. 

El cuadro 2 muestra los SFB utí !izados para el marrt!:,· 

nlmiento de mieloma e hibridomas en los ex~eri~en,tos, así como 

la viabilidad promedio y la concentración celular por unidad de 

volumen que pudo mantener cada uno. Se observa que el suero de 

Hi-clone fue el más eficiente y consecuentemente tuvo un rendirnien 

to mayor. Sin embargo también se puede apreciar que la eficiencia 

va aumentando conforme se probaron los diversos SFB, lo cual re;>r!:_ 
,.,. 

senta un sesgo ya que al adquirir más experiencia éstos se utiliza 

ron más eficientemente. 

LOTE OE SFB V MARCA VIABILIDAD CONCENTRACION PROM. 

PROMEDIO CELULAS 'M 1ELOMA/m1 

169 (Hicrolab, Méx.) 90% 1. 3 X 10 

152 (Hicrolab, Méx.) 92% 1. 5 X 1a6 

'(Sigma, USA) 82% 1. 0 X 1é 

203 (Hicrolab, Méx.) 89% 1. 6 X 1 a6 
(Hl-clone, USA) 95% 2, 2. X 1a6 

Cuadro 2. Resultados comparativos de los SFB utll izados en las 

seis fusiones que muestran la eficiencia de cada lote 

así como el número de células de mieloma que podían 

mantener por mililitro.de medio de cultivo. 
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La mayor eficiencia de fusl6n se obtuvo al utilizar 

el polietilén-glicol (PEG) de PH 1500 (Baker, USA) y aun con 

esto no rebasó el 10% de eficiencia en ninguna d~ las placas. 

Sin embargo al realizar el análisis de Ac de los pozos con co­

lonias, mostraron que la mayor parte de ellos tenían reactlvi­

dad positiva al hacer la prueba de ELISA. Para evitar caer en 

errores relacionados con la posibilidad de que el sobrenadan te 

de las células del mieloma dieran reacción cruzada con el Ag, 

al momento de hacer el ensayo inmunoenzlmático se probaron los 

sobrenadantes de éstos y se observó que no dieron reacción po-

s i t 1 va. 

De los 960 microcultivos que se hicieron para la 

sexta fusión celular sólo 27 resultaron con colonias positivas, 

lo cual representa únicamente 2.8% del total {gráfica 1). De e1 

tos, cinco pozos fueron clonados con la metodología ya descrita 

mientras que 22 se expandieron a dos pozos de microcultivo ini­

cialmente para de ahf expander la población celular. En total 

se tuvieron 1004 microcultlvos (gráfica 2). 

Para la segunda clonación se seleccionaron cuatro p~ 

zos que tenfan tan s&lo una colonia grande y que además habfan 

resultado con lecturas de absorbancia mSs altas en la prueba de 

ELISA. Por otra parte se expandieron seis pozos en placa5 que se 

marcaron como expansión #1, expansión #2 y asf sucesivamente. De 

esta segunda clonacl6n se prepararon 196 mlcrocultivos por cada 

pozo clonado dando un total de 784 aparte de los expandidos (9r.Hica 3). 
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Gráfica 1. Muestra el número de pozos cultivados 

en la sexta fusl6n, mientras que el 

corte a la misma representa el número de 

pozos positivos (2.8%). 

44 
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Gráfica 2. Representa el número de mlcrocultivos 

de la primera clonaci6n. El corte a la 

gráfica Indica el número de pozos posl 

ti vos. 
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Gráfica 3. Representa el número de microcultivos 

de la segunda clonación, mientras que 

el corte a la misma indica el número de 

pozos positivos a partir de los cuales 

surgieron las cinco líneas de Ac mon 

productoras y secretoras. 
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Para la tercera clonación se uti 1 izaron cuatro pozos 

haciendo un total de 784 microcultivos que no proliferaron por 

lo que se eliminaron. Así a partir de la segunda clonación se 

eligieron cinco líneas celulares que se fueron expandiendo hasta 

tenerlas en botellas de cultivo. Estas líneas se marcaron con las 

siguientes iniciales; O 2-2, O 2-5, 4A-C1, 4A-C9 y A2-CI las cua-

les se utilizaron para la expansión masiva de hibridomas product~ 

res de Ac mon. El cuadro 3 muestra el número de ratones inoc'ula-

dos con hibridomas y la cantidad de células uti 1 izadas para cada 

una de las cinco clonas. 

CLONA HIBRIDOHAS No. RATONES 
6 (x 1 O } · 

o 2-2 8.0 6 

o 2-5 8.0 6 

4A-C1 6.0 5 

4A-C9 6.0 3 

A2-C 1 4.0 2 

Cuadro 3. Proporción de hibridomas productores de Ac 

mon especffico inoculados para la expansión 

masiva en ratones Balb/c. Estos fueron lnoc~ 

lados previamente con aceite mineral para in 

duclr el tumor ascítico. 
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Un segundo lote de hibridomas se inocularon en rato 

nes Balb/c previamente ~ristanizados. Estos hibridomas se hi:ie 

ron proliferar en supermedio que con tenia únicamente 5; de SFB 

Hi-clone. El cuadro 4 muestra el número de hibridomas de cada 

clona que fueron inoculados IP en dichos roedores, 

CLONA HIBRIDOHAS No.RATONES 

(x10 6 ) 

o 2-2 6~0 5 

o 2-5 5.0 4 

A2-C 1 4.o 4 

4A-C 9 3,0 3 

Cuadro 4, Proporción de hibridomas productores de 

Ac mon específico Inoculados para una se 

gunda expansión masiva en ratones Balb/c. 

Estos fueron inoculados previamente con 

aceite mineral (pristán) para Inducir la 

formación del tumor ascítico en la cavidad 

perltoneal. 



Después de la segunda e~pansión masiva se procedió 

a congelar las cinco clonas de hibridomas bajo la metojología 

ya descrita. De igual forma se congelaron los sobrenadantes de 

éstas, Los datos se pueden apreciar en los cuadr:is 5 y 6 respe_s 

tivamente. 

Cuadro 5. Número de crlotubos congelados a -36ºC de 

cada una de las lfneas productoras de Ac. 

mon, así como el número de células por mili 

litro. 



SOBRENAOANTES 

o 2-2 

o 2-5 

4A-CI 

4A-C9 

A2·C 1 

VOLUl1t'.N (; 1 Í 

43 

35 

09 

10 

ºª 
Cuadro 6. Muestra el volumen de sobren! 

dantes recuperados de las cinco 

clonas. 

5j 

Tanto de la primera como de la segunda expansion 

se recuperó una cantidad Impresionante de lfquidos ascíticos. 

Los volumenes recuperados de cada clona se muestran en el 

cuadro 7. 

CLONA VOLUMEN (m 1) 

o 2-2 35 

o 2-5 32 

4A-C1 15 

4A-C9 07 

A2-C 1 1 o 

Cuadro 7. Muestra e 1 volumen de líquido ascl 

tico recuperado de cada el ona, 
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D s e u s O N 

Es claro que la preparación de Ac mon presenta no­

torias ventajas sobre la producción de antisueros convenciona­

les. Así cuando un animal es inmunizado con una mezcla antig! 

nica, responde de forma muy compleja hacia cada uno de el los. 

De hecho, pequeñas cantidades de un contaminante pueden ser 

antigénicamente dominantes y los Ac producidos contra compone~ 

tes específicos estarán mezclados con los Ac que se unen a los 

Ag restantes, 

En los sueros convencionales se pueden hacer puri 

ficaclones parciales que generalmente son demasiado complejas 

y en el las se puede gastar gran cantidad de tiempo y dinero, 

además, de la pérdida de Ac para lograr los resultados deseados. 

Sin embargo en la metodología con Ac mon la selección de·Ac se 

reduce a la clonación y ha resultado una poderosa herramienta 

en problemas biomédicos básicos y aplicados (85). 

En el presente estudio la Inmunización se hizo con 

una mezcla de protefnas muy compleja y heterogénea pues se r~a 

1 izó con epidermis de cobayo, donde no únicamente existían qu~ 

ratlnocltos sino tambi~n otras poblaciones celulares, Asf pues, 

con la finalidad de incrementar la respuesta de los ratones para 

producir Ac, el Ag se emulsificó con ACF y el cultivo con la uti 

lización del principio básico antes mencionado se seleccionaron 

las líneas celulares productoras de Ac específico. 

La concentración de proteínas con la que se Inmunizó 



52 

a los ratones y el número de exposiciones al Ag fue similar a la 

uti 1 Izada en otros experimentos no relacionados pero que propo.!:. 

clonaron resultados positivos. Además la observación directa 

del bazo al momento de disectarlos nos indicó por su gran tamaño 

el éxito en esta ~rimera parte del experimento. 

Se conoce que el suero es tóxico para las células 

por lo que nunca se utiliza concentrado. Usualmente se diluye 

a una concentración de 10-20% (v/v). Esta toxicidad intrínseca 

probablemente se dabe al hecho de que muchas sustancias poten­

cialmente citotóxicas presentes en el suero nunca dejan los 

espacios vasculares, para estar en contacto di recto con las cé­

lulas de otros tejidos. Las células cuya proliferación está diri 

gida por hormonas, usualmente requiere que las mismas se encuen­

tren en concentraciones mucho mayores que las encontradas dentro 

del organismo, aparte de que existen algunas zonas donde las ho~ 

monas tienen una concentración mayor que en la circulación gene­

ral. Por estas razones no se puede esperar que el suero diluído 

proporcione el medio ambiente Ideal para el crecimiento de dife­

rentes ITneas celulares (86-87). 

Durante el desarrollo de nuestros experimentos nos 

vimos forzados a cambiar de marca y lotes de SFB. Finalmente 

utilizamos SFB de Hi-clone que permitió la recuperación de pozos 

en expansión y clonados que otros sueros no podían mantener pues 

su eficiencia era muy baja. Se contó así con un suero capaz de 

mantener un número muy bajo de células, que no excedía de 25 cé 
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lulas por pozo, con lo que se pudo asegurar la calidad monoclo 

nal de las líneas celulares productoras de Ac específico. 

Los experimentos iniciales para la formación de 

hibridomas fueron llevados a cabo utilizando como agente fusó­

geno el virus de Sendai. Este tiene un alto grado de eficiencia 

pero presenta dificultades en su manejo. A mediados de la década 

de los setentas se introdujo un fusógeno químico, el PEG que 

es un agente aglutinante de protoplastos vegetales. Cuando se 

comparó la eficiencia de fusión del virus de Sendai inactivado. 

con radiación UV contra el PEG se concluyó que la de éste últ.f. 

mo era mayor, De hecho la mayor parte de las fusiones en la ac­

tualidad se desarrollan uti 1 izando PEG. 

Se encontró que la concentración Ideal para usarlo 

es al 50% diluido con O~EM. También se encontró que la frecuen­

cia de hibridizaclón es altamente dependiente del pH del fusó­

geno, ast como el del medio de cultivo, A lo largo de nuestros 

experimentos se probaron diferentes marcas y lotes de PEG, enco~ 

trándose uno que superaba a los restante en su capacidad fusóge­

na notablemente. Ahora bien la fusión de las membranas celulares 

consiste de dos etapas diferentes (las cuales se han estudiado 

con muestras de células recién fusionadas, al microscopio elec­

trónico) primero la aglutinación celular durante la cual las 

membranas plasmáticas de dos células adyacentes se aproximan y 

segundo la formación de puentes lnterci toplásmicos que conlleva 

a la formación de heterocarlontes. 
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Así el proceso de fusión se ha observado y se ha 

hecho una analogía con el proceso de exoci tos is, pero el mee~ 

riismo de acción del fusógeno aun es dl!sconocido. La inducción 

de las fusiones se 1 levó a cabo de forma más eficiente cuando 

se rea 11 zó a 37ºC (88). 

El crecimiento continuo de los hibridomas está d~ 

terminado por la fusión de linfocitos By células de mieloma. 

En los primeros experimentos de fusión celular la línea celu­

lar empleada sintetizaba lg con cadenas 1 igeras y pesadas que 

al momento de la fusión producían gran cantidad de lg inespecJ:. 

fica. Por técnicas de selección se desarrollaron lfneas celul! 

res que no las sintetizaban. Con esto los hibridomas únicamente 

secretarían lg proveniente de los linfocitos B, y en la actuall 

dad existen toda una gama de mielomas de ratón adecuadas para 

este propósito. Las primeras lfneas celulares derivaron de r! 

tones Balb/c en los que se indujeron plasmacitomas y el primer 

tumor se denominó HPC-11, de ~I surgió la línea celular 4TO. 2 

resistente a la 6·tloguanlna. 

Otra lfnea celular de plasmacitomas resistente a la 

8 azaguanina es la PJK que se desarrolló en cultivo de tejidos 

a partir de un tumor Inducido con aceite mineral 1 Jamada HOPC-21. 

De la anterior se originó la línea celular parental de la uti· 

1 izada en el presente trabajo y que es la P3 X63 Ag-8 (6.5.3), 

que no secreta ninguna lg. 

En el desarrollo de estos experimentos se pudo cons 
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tatar que ciertos factores son determinantes en la producción 

de Ac rnon y algunos de el los ya fueron mencionados. Otros co· 

mo las fluctuaciones de pH y temperatura deben ser evitados 

al máximo sobre todo luego de la fusión celular, por lo que i!}_ 

mediatamente después de ésta las placas deben ser introducidas 

en la incubadora de C02 y no debe ser abierta por lo menos en 

48 hr. El abrir·ocasionalmente la incubadoca conduce a un ere-

cimiento retardado de las colonias o hasta la muerte de los hi 

bridomas por pérdida de humedad y C02. Las células de mieloma 

comienzan a morir unas 48 hr después de la fusión (90}, mientras 

que la vida media de los linfocitos no fusionados es mayor.Todas 

las condiciones antes mencionadas son requisito Indispensable 

para tener éxito en la producción de hibrldomas si se persigue 

1 a produce l ó n de 1 g por 1 argos pe r i o dos • 

Las modificaciones a la metodología (79) aumentaron 

en gran medida (no cuantificado} la eficiencia de fusión pues es 

claro que al no tocar las células con la pipeta se aumenta su 

viabi 1 idad (89). 

Se ha comprobado que dos clonaciones son suficientes 

para obtener la establl idad cromosómlca de la línea celular aun­

que otros discrepan argumentando que únicamente al obtener la 

cuarta clonación se logra ese objetivo. En el presente trabajo 

se.hizo una tercera clonación que se perdió debido a la baja efl 

clancia del suero que no permitía rebasar concentraciones mTnimas 

de 800 x 103 células/mi. 
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Otros grupos de trabajo ajenos al nuestro obtuvie 

ron resultados similares con suero del mismo lote (comunica -

clón personal de Concepción Qutlérrez, UAM-1). De ahf que tu-

vl&ramos que trabajar exclusivamente con los hibridomas de J3 

segunda clonación. 

De esta segunda clonación surgieron cinco líneas 

celulares que se pudieron expander desde microcultivos hasta bo 

tellas, Su tasa de proliferación con el suero Hi-clone se cuadru 

plicó, por lo que el tiempo para realizar la expansión masiva 

fue muy corto. Lo anterior sugiere como ya se había mencionado 

que un buen suero puede ahorrar muchos reactivos y tiempo. 

La cantidad de lg que se produce en un cultivo no 

';rebasa los 100 ug/ml y aunque no se midió para el presente estu 

dio, con ayuda del lector de ELISA se tuvo una medida de compar2_ 

ción contra sueros de animales Inmunizados y no inmunizados. Este 

ensayo nos da una medida de la avidez o afinidad con la que el 

Ac se une al Ag que a su vez es una medida de la concentración 

del primero (91-93). 

Para la expansión masiva J.!!. !'..!.::'...2. luego de la sensibi 

llzaclón con pristán en los ratones, se inyectaron cuatro líneas 

celulares diferentes con excepción de la clona 4A-C1 cuyo creci-

miento fue más lento. Se ha propuesto que las células que tienen 

esta forma de crecimiento secretan una mayor cantidad de lg (94). 

Como cada uno de los ratones produce más de 10 mi de 
1 

líquido ascítico, es factible suponer que se obtienen cientos de 
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miligramos de Ac específico. Así con estas cinco clonas hemos 

producido una baterfa de Ac que reaccionan con un Ag en part! 

cular, de los cuales es posible seleccionar el que resulte me 

Jor para demostrar una cierta estructura dentro de un tejido a 

probar. 

La determlnacf6n de las células que originan las 

neoplasias poco diferenciadas es un problema frecuente en el 

diagnóstico diferencial del patólogo. La deteccl6n de algunos 

Ag requiere un procesamiento de la muestra, que presenta ciertas 

1 imitaciones, sin embargo con la utll izaclón de Ac mon se permi­

te la caracterización de neoplasias 1 lnfoides. Los Ac mon con·tra 

diferentes queratinas dan un patrón de tinción distintivo, Estas 

representan marcadores efectivos de los tumores que pueden ser 

detectados en muestras que estén lnclufdas en parafina y proc= 

sadas por métodos inmunohistoquímlcos. Finalmente se ha encontr! 

do que la tlnción con Ac mon es más variada y menos consistente 

cuando se hace contra Ag de membranas epiteliales que contra qu= 

r a t i n a s ( 9 5 - 96 ) • 

Con la producción de estos Ac mon se tiene lista la 

herramienta para llevar a cabo el estudio de identiflcaci6n de 

las diferentes clases de queratinas que componen las células de 

la epidermis de cobayos, Más adelante se pretende utilizarlos 

para determinar cambios o modificaciones anormales en las quer! 

tinas de tumores en tejido epitelial. 



APENO CE 

Preparación de medios de cultivo, soluciones y reactivos. 

Solución balanceada de fosfatos (PBS) 

Cloruro de sodio (NaCl) ••• ,,.,, •••. ,, ••••• 2.22 g 

Fo s fa to d i b á s i e o de s ad i o ( ll a 2 H PO 4) .. .. .. O. 2 8 6 g 

Fosfato monobásico de sodio (~aH2P04) •••• 0.155 g 

Se aforó en matraz volumétrico con 300 ml de Hbd 

Solución salina balanceada de Hanks (SSBH) 

Cloruro de sodio (NaCI) •••.•••••••••••• 4.0 g 

Cloruro de potasio (KCl) .............. ' 0.2 g 

Cloruro de calcio {Cae 12) .............. 0.07 g 

Sulfato de magnesio (MgS04.7H20) ' ...... o.os g 

Cloruro de magnesio {MgCl2.6H20) ' ...... o. 03 g 

Fosfato monobásico de potas lo (KH2P04) . o. 03 g 

Glucosa (C6H1206) ...................... o.s g 

Rojo fenol (0.1%) ......... " ........... . o. 01 mi 

B !carbonato de sod lo (NaHC03) ......... . o. 175 g 

Se aforó en matraz volumétrico con 500 mi de Hbd 

Solución de EDTA 

PBS ........ , , • , , ••.•••• , , • . . • • • • • . • .. • . • 500 ml 

Acido etilendlamlno tetra acético (EDTA) 7.6 g 
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Solución de 8-azaguanlna (stock) 

Se añaden 76 mg ~e 2·amino-6oxi-8-azaguanina (Sigma, 

USA) en 35 mi de DMEM y se éisuelven añadiendo gota a gota NaOH 

(IN) recién preparado. Una vez disuelto se lleva a 50 mi de DHEl1 

Esta solución se ajusta a pH 3.0 con ácido acético (lN) y se este 

riliza por filtración con rnen::irana Millipore de 0.22 um. 

Solución de trabajo de 8-aza;uanina 

Se agregan 10 ml de la solución stock en 90 mi de 

supermedio para dar una concentración final de 1 x 10·3M. 

Solución de 2-mercaptoetanol (stock) 

Se prepara una solución (O. lH) de 2-hidroximercapt2_ 

e'tanol (Sigma, USA) cuyo P!'. H de 78.13 y su densidad a 20°C de 

1.114. Se prepara di luyendo ,;:; Hbd o NaCI (0.9%) hasta tener una 

solución 1 x I0-3M. Se esteriliza por flltraci"ón. 

Solución de trabajo de 2-merceptoetanol 

De la solución stock se toman 0.5 mi por cada 100 mi 

de supermedio con lo que se ~~tiene una concentración final de 

5 X I0- 5H. 

Solución de gentamiclna (stoc~} 

Garamlclna (Lilly,Méx. 60 mgil.Sml) 2.0 mi 

Hbd •••••••••••••••••••• ,,, •••••••••••••• 6.0 mi 
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Solución de trabajo de la gentamicina 

De la solución stock se toman 100 ul y se llevan a 

100 ml de supermed i o quedando una concentración fina 1 de 1 O ng/ 

mi, 

Preparación del supermedio 

SF B , • , •• , ••••••• , •••• , , , • , • , • , • , , , , , 

Antlbac (mlcrolab, Héx.) ........... -. 

Gentamicina (Lllly, Héx.) .......... . 

Insulina (Lllly, Héx,) ............ .. 

Glutamina (Hlcrolab, Méx.) • ••·•••••• 

Antlfun (Hicrolab, Méx.) 

2-mercaptoetanol (Sigma, USA) ....... 

Aminoácidos no esenc.(Mlcrolab, Méx,) 

Piruvato de sodio (Microlab, Méx.) .. 

DMEM (Microlab, Méx.) •••••• ,,,,, ••• , 

Solución H-T (100x) 

Hipoxantina (Sigma, USA) •••••••••••• 

Timldina (Sigma, USA) 

20. o mi 

0.1 mi 

-o. 1 ml 

0.25 m 1 

2.0 ml 

1. o ml 

0.5 ml 

1. o ml 

1. o ml 

75,0 mi 

o. 1361 

0.0388 

Se 1 levan a 100 mi de Hbd que previamente está ca· 

lentada a BOºC y se agita hasta hacer una solución homogénea. 

Lo anterior se realiza en un vaso de precipitado de 500 mi de 

capacidad tapandose con un vidrio de reloj par~ restltuFr el 

agua evaporada. Disolver con mechero al momento de utll izarla. 



Solución de amlnopterlna (1000 x) 

Aminopterlna (Sigma, USA) 17 .6 mg 

Esta cantidad se disuelve en 80.0 mi de Hbd. SI 

no se disuelve total y rápidamente se agregan algunas gotas 
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de NaOH (0.111), luego se afora a 100 1111 y se guarda en al fcu2. 

tas de 10 mi a -20°C. 

Solución de HAT para medio de selección (50 x) 

Solución HT (100 x) •••••••••••••••••••••••• SO.O mi 

Solución de amlnopterina (1000 x) •••••••••• 

H bd ••• , , , ••••• , • , • , , , • , • , • , ••• , •• , , , ••••• , , 

5.0 mi 

45. O mi 

Esterilizar por filtracl6n con membranas de Hllll 

pore 0.22um y guardar en alfcuotas de 10 mi. Almacenarlo a -20°C. 

Solución HT para mantener hibrldomas (50 x) 

Soluci5n HT (100 x) •••••••••••••••••••••••• 

Hbd •••••••••••••••• ! ••••••••••••••••••••••• 

Medio de seÍ~cclón HAT (1 x) 

SO.O mi 

50. O mi 

Solución HAT (50 x) ,', ...................... 2,0 mi 

Supermedio ••• ••••••••••••••••••••••••••••r• gS,o mi 

Solución de azul tripano 

Azul trlpano (0,2%) ........................ -. 8,0 mi 

Solución de NaCI (4.25%) .................... 2,0 1111 
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Solución de hidróxido de sodio (lN) 

Na OH ••••••• , •••• , ••• , ••••••••• , • • • • • • • • • • • 4 O. O g 

Se disuelven en 1 L de Hbd y se esterilizan por 

autoclave (121ºC durante 15 min). 

Solución para diluír la enzima peroxldasa 

Cloruro de sodio (NaCI) ................... 2.925 g 

Fosfato dlb&slco de sodio (Na2HP04) ••••••• 0.142 g 

Se afora a 100 mi de Hbd ajustando preylamente el 

pH a 8,o De aquf se tiene una concentración de cloruro de sodio 

(0.5H) y (10 mH) del otro reactivo. 

Solución del sustrato (stock) 

Acldo cftrlco (0.05 H, pH 4.0) que se prepara pesando 0.2626 g 

disueltos en 25 mi de Hbd. Peróxido de hidrógeno (H202 0,5 M, 2%) 

que se prepara tomando 52 mi de la botella al 30% y se afora a 

1 L. Ac4do 2,2-dlazino bis {3-etllbenzotiallnsulfónlco) ABTS 

(40 mH) que se prepara pesando 0.549 g en 25 mi de Hbd . 

. Solución de trabajo para el sustrato 

Acldo cítrico (o.os H) •••••••••••••••••••• 

ABTS (ltO mH) ••••••••••••••••••••• , •••••••• 

H202 (0.5 H) 

5.0 mi 

20.0 ul 

25.0 ul 
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Solución para diluir el Ac 

Fosfato dibásico de sodio (Na2HP04) 0.67 g/100 mi 

Azida de sodio (NaN3) ., .••••.... ,,, ••••••••• 0.02% 

Se prepara la solución aforando a 100 mi de Hbd y 

se agrega el otro reactivo en ese porcentaje quedando a una 

concentración final de (25 mH), Se ajusta el pH a 7.4 

Solución A-B (stock) 

Bicarbonato de sodio (Na2HC03) •••••••••••••• 200,0 g 

Hidróxido de sodio (NaOH) , •••••••••••••••••• 4o.o g 

Tartrato de sodio ... •·•~ •••••••••l••••••••••• 2.0 g 

Se lleva a 10 L de Hbd y se almacena en frascos 

de color ambar a temperatura ambiente. Esto último correspon­

de a la solución A. 

Sulfato de cobre (Cuso4.SH20) 5,0 g 

Se lleva a 1 L con Hbd y se guarda en frascos ambar 

temperatura ambiente. Esta es la solución B. 

Solución e de trabajo, 

Solución A ••• ' ll ••••••••••••• 1 ................. 

Solución B .................................. 

Solución de Folin-Clocalteau 

Folin-Ciocalteau (Aldrich, USA) 

H bd ••••••• , • ~ .................... , ••• , , .: ••• .-·,., 

15. o mi 

1. 5 mi 

0.5 mi 

5, O mi 



Soluc16n de BSA (10 mg/10 mi) 

AlbGmina s~rlca de bovino (Sigma, USA) Frac~ V 0.01 ~ 

Hbd .•• 1.,. 1 5. 1. 1. CI' ¡ ••••••• ' •••• ·,. ; .••• ,, • ·:···. ~ .-·. • .•• o·~:O .. m 1 ". 
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